Dosagem da atividade enzimatica

Concentracao de Atividade Enzimatica (U/mL)

Atividade especifica (U/mg)



Teoria geral das reacoes enzimaticas - 1913

Die Kinetik der Invertinwirkung.

Von
L. Michaelis und Mi3 Maud L. Menten.
(Eingegangen am 4. Februar 1913.)
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Leonor Michaelis Maud Menten V,: velocidade no tempo inicial quando a [S] >>> [E]
1875-1949 1879-1960 i

Unmumiered 85203 V. V maximo

[S]: concentragao do substrato
K,,: constante de Michaelis



Equacao de Michaelis-Menten

Relaciona velocidade (Vo) com a concentracao de substrato [S]

Parte do pressuposto que o passo de conversao do complexo ES para
P ¢é o passo limitante

[ES] constante — estado estacionario

No inicio da reacao, [P] é desprezivel e a conversao
P — S (descrita por K ,) pode ser ignorada

k ‘o VLS

+ > R + V: max
E+S . ES E+P K +[S]




Constante de Michaelis-Menten (Km)

V, (um/min)

Vmax S = ¥'max 9 8\
e~ & &
K, Kk,
E+ S —’T ES " E+ P
-1
Graficamente, ¢ a concentracao de S
onde V, ¢ metadede V.
Vi=¥Ymax o= |Km=[S]
2
Por definicao: |Km=k 6 +Kk,




Enzimas sao catalisadores biologicos.
Apresentam especificidade em relagao aos produtos e
reagentes

E+S —k> E+P

A presenca de uma enzima especifica pode ser
detectada através da ocorrencia da reacao
(formacdo do produto a partir de substrato especifico)



k
E+S —— E+P

Como quantificar a enzima?

A
Vo

v=k [E] [S]

>

[E]

Assim, se [S] ~ constante, a velocidade e diretamente
proporcional a concentracao de enzima




[P]

tempo



V = A[P]/At

[P]

Qual V usar?

inclinacao = Ay/Ax tempo



v=k[E][S]

Assim, se [S] ~ constante (1gual a inicial; muito S e pouco E
saturado), a velocidade ¢ diretamente proporcional a
concentracao de enzima

N Se menos de 5% de
[P] S for consumido,

-----------------------..--- pOdemOS assumir
““““‘ V ~ ConStante (VO)
tempo




Medida de velocidade inicial

Construir uma curva de [P] x tempo e verificar se ¢ linear.

[P] , \
o [P]

tempo tempo

varios tempos X 1 unico tempo



v=k[E] [S]
[P]

tempo

- consumo do substrato

- Inativacao da enzima



[P]

y=ax + b

® a=inclinagdo = velocidade média

tempo

1 U de atividade = quantidade de E em uma
reacao com velocidade de 1 pmol P/min

1 U=1 umol P/ min



Recuperacao da atividade enzimatica

Etapa de purificagﬁo

100 mU 80 mU

. 10ml de lisado
2ml de lisado contendo
contendo 8 mU/mL
50 mU/mL

Recuperacao = 80% =80 mU/100 mU

Recuperacao:
porcentagem de atividade enzimatica recuperada apoés
o procedimento de purificacao



Enriquecimento

100 mU/mg —t2pa de purifieacdo , 54y (j/mg

Enriquecimento =2 = 200/100

Enriquecimento: indica o aumento da
atividade especifica apos o procedimento de
purificacao.



Exemplo pratico

A Purification Table for a Hypothetical Enzyme*

Fraction Total

Procedure volume protein Activity Specific activity
or step (mi) (mg) (units) (units/mg)
1. Crude cellular

extract 1,400 10,000 104,000 10
2. Precipitation with

ammonium sulfate 280 3,000 96,000 32
3. lon-exchange

chromatography 90 400 80,000 200
4, Size-exclusion

chromatography 80 100 60,000 600
5. Affinity chromatog-

raphy 6 3 45,000 15,000

Métodos empregados:
Filtracao/centrifugacao, cromatografia em coluna

Monitoramento via eletroforese ou ensaio enzimatico



Determinacao da Atividade Enzimatica do lisado

Quanto de a-glicosidase?

Objetivo
Determinar a atividade da a-glicosidase no
lisado de Saccharomyces cerevisiae

-Presenca de uma enzima especifica num lisado celular pode ser
detectada através da ocorréncia da reacao que catalisa (formacao

de produto ou desaparecimento de substrato).
[P] c
v=k [E] [S] P

-Se [S] ~constante (~inicial), a velocidade da P
reacao é diretamente proporcional a e
concentracao de enzima




Determinacao da Atividade Enzimatica do lisado

(P]

COMO MEDIR VELOCIDADE DE UMA REACAQO?

V = A[PJ/At

sempre medir V., v= K [E] [S]

/4 Qual v usar?

tempo

inclinagdo = Ay/Ax
-Se menos de 5% do substrato for consumido, pode-se assumir
que v~ constante = v,,..., que € diretamente proporcional a
concentragdo de enzima. Portanto v,e uma medida da
gquantidade de enzima.

-Definicao- 1 unidade de enzima ( 1U) € a quantidade de

enzima que produz 1 umol de produto/min (consome 1 umol
de substrato/min).



Planejamento Pratica 3 —Curva de p-nitrofenolato

-Reacao catalisada: hidrélise da ligacao a-glicosidica

CH,OH CH,0H
0 L’ alfa-glicosidase

\_ 0_ > maltose » 2 glicose
-Substrato artificial para facilitar a medida de atividade (produto
colorido)- (colorimetria= absorbancia de luz visivel)

para-nitrofenil-alfa-glicosideo
CH,OH

A’
W

8 a-glicosidase renn

NPagle I'--._ ,-':Loa'f _ ) — NO, > Glicose + -O:NO;_

| | amarelo em meio
alcalino




Procedimento A — Construcdo da curva de calibra¢ao de p-nitrofenolato
Em uma série de tubos, pipete conforme o indicado na Tabela abaixo:
ApOs pipetar a curva, homogeneizar cada tubo suavemente

e reserve em um local seguro

tubos -.--

~ Beo 2
1 5 195 2
2 10 190 2
3 20 180 2
4 30 170 2
5 50 150 2
6 75 125 2
T 100 100 2
8 125 75 2
e 150 50 2
1 175 25 2
i 200 0 2



Planejamento Pratica 3 —Curva de p-nitrofenolato

Reacao

para-nitrofenil-a-glicosideo (NPaglc)

CH,OH
j S—

Curva de calibracao:

quantidades
conhecidas de
p-nitrofenolato

o : \‘:r_ N02

Para-nitrofenolato

a-glicosidase

» Glicose + 'O:NO2

amarelo em meio

alcalino

Absorbincia a 420 nm

Curva Padrao de p -nitrofenolato

y = 0,0061x + 0,0097

R? = 0,9998

100 150
n® de mols (nmeols)

200

250




Planejamento Pratica 3 —Determinacao da Atividade
Enzimatica do lisado

Procedimento A - Diluicao do lisado de
Saccharomyces cerevisiae

a8 N Y

I 200 ul. lisado 400 uL diluido I 200 uL diluido
1.8 mL agua

10 x 50 x
1.6 mL agua 1.8 mL agua
10 x 50 x 500 x

TUDO NO GELO!!!



Planejamento Pratica 3 —Determinaciao da Atividade

Enzimatica do lisado

1. Preparar os tubos em banho de gelo (13 tubos ao total, considerando as 3
diluicoes do lisado, 10 x, 50 x e 500 x e o branco de enzima).

2. Adicionar primeiro o substrato
3. Adicionar cada concentracao de lisado diluido ainda em banho de gelo
4. Transferir todos os tubos ao mesmo tempo para o banho a 30°C
5. Ao remover cada tubo, interromper a reacido enzimatica adicionando 2 mL de
tampao carbonato- bicarbonato pH 11,0.
6. Agitar manualmente
/. Deixar os tubos em temperatura ambiente.
8. Apos retirar todos os tubos, transferir 200 uL para uma placa e ler as
absorbancias a 420 nm
Para cada diluigao NPoGlc 4 mM | lisado diluido | . Tem~po e o
tubos (mL) (mL) incubacao a 30°C
(min)
1 0,2 0,2 2
2 0,2 0,2 10
3 i 0,2 15
- 0,2 0,2 20
Branco de Enzima --- 0,2 20




Planejamento Pratica 3 —Determinagao da Atividade Enzimatica
do lisado

Absorbancia de 1 ou mais dilui¢oes precisam cair na
curva de p-nitrofenolato

tubos As20 Aaz0 A420
1
2
3
4
Branco de Enzima
Branco de Substrato

Resultados: absorbancia obtida na curva padrao de p-nitrofenolato

Construir grafico de nmols de produto por tempo para cada
diluicao do lisado



Planejamento Pratica 3 —Determinagao da Atividade Enzimatica
do lisado

MEDIDA DE VELOCIDADE INICIAL

-Construir uma curva de [P] x tempo e ver se esta linear
[Pi Esgotamento do substrato

[P‘ Inativacdo da enzima
O
o 10,0 — Eerr !
CORRETO g 75 ERRADO
® V=Vi il V< Vi
| 4;7 Um0|eS/min g- 5’0 ..'.. 2,8 pmoleslmln
® 1 25
| | | M|, A S —— 1R
1,0 20 3,0 1,0 20 3,0 tempo
minutos 1

, 1 unico tempo
4 7 U de enzima

-Concentracao de atividade enzimatica= numero de unidades de
enzima por ml (U/ml)

-Atividade especifica- numero de unidades de enzima/mg proteina
(U/mg)



