ESCOLA POLITECNICA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
ENGENHARIA AMBIENTAL — 12 SEMESTRE - 2019

PQI3221:
CINETICA QUIMICA E PROCESSOS AMBIENTAIS

AULA 21

CINETICA ENZIMATICA




Cinética Enzimatica: Conceito

Entende-se por cinética enzimatica:

a) O estudo da velocidade de uma reagao quimica que ocorre na presenga de um enzima, e

b) A analise quantitativa do efeito dos fatores que influenciam a atividade enzimatica, avaliada por meio de

aumento (ou reducao) da velocidade da reagio catalisada

A atividade da enzima — e portanto, a cinética enzimatica — ¢ influenciada por fatores tais como:

a) Concentragdo e estrutura da enzima

b) Concentragao de cofatores, em particular, de aminoacidos

¢)  Concentragao e tipo de inibidores (quando presentes)

d) Fatores externos: principalmente indice de acidez (pH) e Temperatura
e) Forgaibnica

No entanto, as cinéticas enzimaticas sao dificeis de serem definidas quantitativamente. Portanto, e nesses casos, ¢

necessario determinar constantes da reacao catalisada

Cinética Enzimatica: Objetivos e Caracteristicas

OBJETIVOS CARACTERISTICAS

¢ Medir a velocidade das transformacoes; A cinética enzimatica permite elucidar aspectos

associados a:

¢ Estudar a influéncia das condi¢des de trabalho;

*  Pormenores do mecanismo catalitico das

¢ Correlacionar: velocidades — fatores; enzimas;

*  Otimizagio do processo; * O papel das enzimas no metabolismo;
e - - . T

. Definir critérios para o controle das reagoes; ¢ Controle da atividade mlcroblologlca,

*  Projetar o reator mais adequado. *  Mecanismos de inibicao.




Cinética Enzimatica: Velocidade vs. Concentragao

A concentragio de substrato [S] influencia a velocidade de uma reagao (V)

Para saber a magnitude dessa influéncia estuda-se a relagao entre essa concentragio e a velocidade

Meétodo de abordagem do problema:

No inicio da reagdo, quando existem apenas S e E, admite-se que [S]~cte. Essa hipotese pode ser formulada pelo

fato de: [S] >>> [E]
Nessas condigdes, determina-se a velocidade inicial de reagio (V) para uma determinada [S]

Esse procedimento ¢, entao, repetido diversas vezes. Para quaisquer dessas situagoes admiti-se também, e como

outra hipotese, que:

d[E]

E| = constante = —— =
[E] T

Com esses dados sera possivel tracar em um gréfico do tipo: V, = f([S])

Cinética Enzimatica: Velocidade vs. Concentragdo

Se [S] 1111 atinge-se um valor de velocidade maxima: Viy = V.

Vméx

Se [S] T = V, aumenta ‘gradualmente’ (com perfil varidvel)

Initial velocity, V; («M/min)

Se [S] T — V, aumenta quase que lincarmente

Substrate concentration, [S] (mMm)




Sistema Reacional Simples: Equagao de Michaelis-Menten

A reagdo enzimatica simples envolve um tnico substrato (§) que se transforma em um tnico produto

(P). Essa transformagao se da na forma de um mecanismo que envolve duas etapas elementares

De inicio, enzima e substrato reagem reversivelmente formando um composto intermediario

denominado complexo enzima-substrato (ES)

k1
E+S — ES
k_y

Ainda que ocorra segundo um equilibrio, esta etapa do mecanismo de reacao é rapida

Sistema Reacional Simples: Equagao de Michaelis-Menten

Em seguida, o complexo ES se decompGe (ou mesmo, reage com outra substancia), regencrando a
enzima e formando o produto (P) da reacio

e

Es =—E+P
k_z

A velocidade da reagao que compreende a segunda etapa do mecanismo ¢ mais lenta do que a da
primeira etapa e portanto, ira condicionar a velocidade global da reagao. Nesse contexto:

* Vya [ES] (o qual, como se pode perceber, ¢ um intermediario de processol)

* A enzima alterna sua existéncia entre as formas livre (E) e do complexo (ES)

V nax da reagao ocorre quando todas as enzimas estao associadas a moléculas de substrato




Sistema Reacional Simples: Equagao de Michaelis-Menten

A curva que representa a relagdo entre V¢ [S] tem forma (hiperboélica) idéntica para a maior parte

dos enzimas. Essa curva pode ser descrita em termos algebricos pela equagao de Michaelis-Menten.

A equagdo de Michaclis-Menten ¢ expressa por

Ve [S]
V0= % 18]

Hipotese: a etapa limitante (ou lenta), e que portanto condiciona a velocidade global das reages

enzimaticas que compreendem esse mecanismo ¢ a desassociagao do complexo ES

Dedugao da Equagao de Michaelis-Menten

Hipotese 1: ndo ha transformagdo de produto em substrato (ou seja, K_z = 0)
Hipotese 2: ocorrem apenas reagdes de formagio e desassociagao do complexo ES

Hipotese 3: Etapa Elementar 2 do mecanismo ¢ lenta (ou seja, Vggy >>> VEE,)

Assim, o mecanismo de reacao pode ser sintetizado por:

ki k,
E+S-—"ES —=E+P
k.

Vo = Vgiopar — VEE: velocidade em que ocorre a desassociagio de ES para formagio de P

Vo = kol ES]




Dedugio da Equagao de Michaelis-Menten

Dada sua transitoriedade, nio ¢ facil determinar [ES]. Por outro lado, sempre ¢ possivel saber o valor
da concentragio total da enzima: [ET]

Assim, para determinado instante (t),a concentracio de enzimas livres (E) presentes no meio

reacional poderd sempre ser determinada pela diferenca: [E] = [ET] - [ES]

Paralelamente a isso

Velocidade de formacio de ES= Irfr:]_([-E"]_"'] - [ES]} [S]

Velocidade de degradagao de ES = k—l [ES] + kz [ES]

Dedugao da Equagao de Michaelis-Menten

Hipétese 4: como ES é um intermediario, podemos admitir, por fim que seu acumulo no sistema sera

nulo; ou seja: d[ES]/dt =0

Portanto, o balan¢o componente para ES sera dado por/(:/E/f/% G-C
0 0 0

ky([E7] — [ESDIS] = k_4[ES] + k,[ES]
Assim sendo,

key [E][S] — k1 [ES][S] = (k4 + k2)[ES]
< ky [E7][S] = (kq[S]+ k_y + k,)[ES]

ki|ECIIS] |E1L5]
ka[ST+koy+ky  [S]+ (koy +ka)/ky

= [E5] =




Dedugio da Equagao de Michaelis-Menten

Definindo kg +k_q - K entao [ES] — I.ETJ [S]
ky " Ky +[5]
Como: V, = k,[ES], entdo Vy = ko I.ETJ [5]

K+ [S]

Vinax sera alcangada quando nao houver enzimas livres no meio reacional; ou seja, quando todas as

enzimas disponiveis estiverem agindo sobre o substrato, compondo assim o complexo.

Isso ocorre quando: [ES] = [E7]

Nesse caso: Vm,n: = kz [ET]

E, portanto,

(Equagdo de Michaelis-Menten)

Analise da Equagao de Michaelis-Menten

Olhando com mais cuidado sua estrutura percebe-se que, em verdade, a equagdo de Michaelis-Menten

da informagdes sobre a relagio quantitativa entre a velocidade inicial (V), a velocidade maxima

(V nax)s € a quantidade inicial de substrato ([S]).

Todos esses pardmetros estdo relacionadas pela Constante de Michaelis (K,,), a qual estd expressa em

unidades de concentragdo. Isso pode ser comprovado para uma situacao bem definida; ou seja, para o

caso especificoem que V) = %V, ..

Vi VingelS]
2 “K,+[] Km=1[5]

Portanto, sob outra perspectiva que ndo a da correlagao entre kl, k_1 e kz, pode-se dizer que Km

corresponderd a concentragao de substrato para a qual Vj é metade de V, 4,




Cinética Enzimatica: Velocidade vs. Concentracao

min)

(pM/

0

T

Initial velocity, V

K Substrate concentration, [S] (mM)

Analise da Equagao de Michaelis-Menten

A equagdo de Michaelis-Menten é muito util para determinar os valores de K, e Vs de reagdes enzimaticas

As enzimas que exibem uma dependéncia hiperbélica de V) = f([S]) diz-se que estas seguem a cinética de
Michaelis-Menten

Das enzimas cujos mecanismos obedegam as reagdes descritas anteriormente pode-se dizer que o valor de K,
estara relacionado com sua afinidade pelo substrato. Esta afinidade difere de substrato para substrato e de enzima
para enzima

V nax € a velocidade maxima que a reacdo pode alcangar, na situagdo virtual em que todas as enzimas se encontram
ligados ao substrato




