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CINETICA ENZIMATICA




Numero de Renovagao

Outra constante catalitica importante além de K, ¢ V.., ¢ o Namero de Renovagio (também

chamado de Turnover Number) ou K g,

Conceitualmente, o Nimero de Renovagiao representa o namero maximo de mols de substrato que
podem ser convertidos em produto por mol de enzima em uma unidade de tempo.

. o8 ; " Jdnroc -1 .
O valor de kg, costuma ser expresso pelo reciproco do tempo em segundos (s™'). Em termos

matematicos esse parametro ¢ definido pela relagao

[S]méx
) Vg

kear = —t - = Vinsx = keae - [Et]l = kear = Kz
Onde: [Et] [Et]

[E¢] = concentragao total de enzima

Os valores do Numero de Renovacao concentram-se, em geral entre 1 < Kear (s1) < 108,

A catalase, por exemplo, possui um nimero de renovagao de 4,0x10” s sendo, por isso, uma das
enzimas mais eficientes conhecidas. O potencial catalitico de um alto valor de k,, s6 pode ser atingido
em altas concentragdes de substrato (concentragGes saturantes), condigao raramente atingida no nivel

celular.

Constante de Especificidade

Uma constante alternativa, chamada de Constante de Especificidade (kesp) ¢ uma medida de quao
eficientemente uma enzima converte substrato em produto em baixas concentrages de substrato.

Expresso em M's!, o valor de kesp pode ser calculado pela relagdo entre K, e K4

K, (k_,+ k)

k —_ _m _
or kca.t (kl kz)

Para que certo substrato seja convertido em produto, suas moléculas, como as de enzima, precisam
colidir por difusdo randémica e se combinarem segundo uma orientagao correta.

Difusio e colisio possuem constantes de velocidades teéricas limitantes em torno de 10° M's!
Varias enzimas (acetilcolina esterase, anidrase carbénica, catalase, entre outras) possuem kesp

proximos deste valor indicando elevada eficiéncia catalitica

Como a Constante de Especificidade ¢ uma razao entre duas outras constantes, enzimas com kesp
similares podem ter valores diferentes de K,

A catalase tem kesp =4,0x10" M's" e K, = 1,1 M (T). Ja a fumerase apresenta kesp =3,6x10" M''s!,
semelhante ao de sua homologa, mas tem K, = 2,5x10° M (1)




Curvas cinéticas para componentes da reagao enzimatica

A Estado Estacionario
I1Sol
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Concentraton

(E]y = (€] + [€S]
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Time

Estado Estacionario e cinética de Briggs & Haldane

Comparemos agora as constantes K¢ (que corresponde ao equilibrio de EE1 do mecanismo) com K. Ambos tem

significados fisicos diferentes:

_ [EL[S] _ k-1 K. = (k-1+k3)
STUOIES] T Ky mT gy

A Constante de Michaelis, K, ¢ uma constante dindmica ou de pseudo-equilibrio, que expressa a relacio entre
concentragdes reais no estado estacionario. Ou seja, ela ndo se restringe a verificar concentragoes no equilibrio

Por outro lado, se acaso ky <K<K Kk_y, ou scja, para situagdes (ou circunstancias) em que a EE2 ¢, de fato, muito
lenta em comparagao a EE1 (por exemplo em virtude de falta de afinidade entre enzima e substrato, ou da

presenga de um inibidor), entdo K= K situa¢do que define a chamada aproximagdo cinética de Briggs-Haldane

Observagao: em geral, ¢ ate, de maneira esperada e desejavel, ky> k_q




Ordem de Reagao

Acurvade Vo = f([S]) apresenta trés regides distintas para as quais Vy tem respostas caracteristicas a
medida que [S] aumenta

Regido 1: concentragdes muito baixas de substrato: [S] < 0.01K,,

Curva ¢ praticamente linear: Cinética de 1*. Ordem

12ordem

Velocidade Inicial (Vo)

Km Concentracgéo de Substrato[S]

Concentracdo de substrato S

8
Ordem de Reagao
Regido 2: concentracoes elevadas de substrato: [§] > 100 . K,
Velocidade ¢ praticamente independente [S]: Cinética de Ordem Zero
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Para as concentragdes intermedidrias de substrato (= Regido 3), a relagio Vo = f([S]) nio segue cinéticas nem de

1*. Ordem, e nem de Ordem Zero. Em tal situacao a ordem sera determinada em termos experimentais.




Cinética de 1*. Ordem

A relagio linear entre Vi = f([S]), quando [S] K K, pode também ser deduzida a partir da equagio de
Michaelis-Menten:

Vas[S]

= m Quando [S] LKKny- Vy= [S] ou V= k. [S]

0

k = constante de velocidade de primeira ordem para a equagdo total.
k = Vmg, /Ky = moles x litro”! x min"'/ moles x litro”" = min"! (Tipico de 1. Ordem)

A equagao indica que se [S] Jld a velocidade absoluta diminui. Porém, em certo momento,

uma fragdo constante de substrato presente se transforma em produto:

—_

ST, s k = 2AIS1/IS]
dt dt .

— d[S]/dt = v = quantidade de [S] consumida por pequeno perfodo

k = fragdo constante de substrato presente em qualquer momento

Tempo

Cinética de 1*. Ordem

Algebricamente,
v=ﬂ= k[S] ou ﬂ:kdt
dt [S]
2] —-d[S] R [S]a [S]a
———=k[dt =T In=—=—=k(t-t 23log=—=k(t—t
e ;.; t N S (t —to) ou 2.3log S (t—to)

-k
A equagio pode ser transformada em: log[S]= ?t + log[S]e
D

Entdo, um grafico de log[S] = f(t) ¢ linear, com

Coeficiente Angular: —k/2.3 e Coeficiente Linear log [S], log[S]s
log[S]
Quando: [S]="2[S], ? t=t,,,
[S]e
1 =1
0g =

O t,, ¢ constante para reagdes de 1°. Ordem e esta

relacionado a k por:

0.693
=t
k

1/2

tin Tempo




Cinética de Ordem Zero

Para as situagdes em que [S] >> Km, o valor K

Isso leva a uma simplificagao do tipo

m

_ \Imax[s]

[5]>>Km

que consta do denominador da equagio MM pode ser ignorado.
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M¢étodo de Eadie-Scatchard

— dex.[‘]
K, ]

V
— V=V, -K
0 e n S]

Cineticas do tipo Michaelis-Menten

Problema:

A enzima Z tem perfil Michaeliano e apresenta, por pardmetros cinéticos, os seguintes valores:
k;=2,5x107 M'!s"

k ,=1,0x10*s!
k,=2,0x10%s"!

Para tal situagao pede-se:

a) Determinar o valor de K ;
b) Determinar o valor de K| para a referida cinética enzimatica;

c) Em sua opinido ¢ possivel admitir que existe manutengao um estado de pré-equilibrio entre Z, S, ¢ o

complexo ZS? Justifique sua resposta.




Pardmetros Cinético
Problema:

A relagdo de variagdo entre velocidade de reacio (V) e concentragao de substrato [S] de um processo
enzimatico aparece indicada por meio dos dados da Tabela 1.

(S (¢/L) | V,(g/Lh)
0,25 0,78
0,51 1,25
1,03 1,66
2,52 2,19
433 2,35
7,25 2,57

Para tais condi¢Ges, determine os valores de (Ky) e (V ..) a partir dos métodos de linearizacao

propostos por:
a) Lineweaver-Burk
b) Hanes

Discuta os resultados obtidos a partir de ambas abordagens




