
Dosagem da atividade enzimática

Concentração de Atividade Enzimática (U/mL) 

Atividade específica (U/mg) 



Vo: velocidade no tempo inicial quando a [S] >>> [E]
Vmax: V máximo
[S]: concentração do substrato
Km: constante de Michaelis

Teoria geral das reações enzimáticas - 1913



Equação de Michaelis-Menten
• Relaciona velocidade (Vo) com a concentração de substrato [S]

• Parte do pressuposto que o passo de conversão do complexo ES para 
P é o passo limitante

• [ES] constante – estado estacionário

• No início da reação, [P] é desprezível e a conversão 
P         S (descrita por K-2) pode ser ignorada
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Graficamente, é a concentração de S 
onde Vo é metade de Vmax

Por definição : 



Enzimas são catalisadores biológicos.
Apresentam especificidade em relação aos produtos e
reagentes

E + S E + P

A presença de uma enzima específica pode ser 
detectada através da ocorrência da reação 

(formação do produto a partir de substrato específico)
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Como quantificar a enzima?

v = k [E] [S]

Assim, se [S] ~ constante, a velocidade é diretamente
proporcional a concentração de enzima
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V = D[P]/Dt

Qual V usar?

inclinação = Dy/Dx



v = k [E] [S]

Assim, se [S] ~ constante (igual à inicial; muito S e pouco E
saturado), a velocidade é diretamente proporcional a
concentração de enzima
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Se menos de 5% de
S for consumido,
podemos assumir
v ~ constante (v0)



Medida de velocidade inicial

Construir uma curva de [P] x tempo e verificar se é linear.
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vários tempos               x 1 único tempo
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- consumo do substrato

- inativação da enzima

v = k [E] [S]



1 U de atividade = quantidade de E em uma 
reação com velocidade de 1 mmol P/min

1 U = 1 mmol P / min

[P]

tempo

y=ax + b
a= inclinação = velocidade média



Recuperação da atividade enzimática

Recuperação = 80% = 80 mU/100 mU

100 mU                                                    80 mU

2ml de lisado                                    
contendo 
50 mU/mL

Etapa de purificação

Recuperação:
porcentagem de atividade enzimática recuperada após
o procedimento de purificação

10ml de lisado                                    
contendo 
8 mU/mL



Enriquecimento

100 mU/mg                                                 200 mU/mgEtapa de purificação

Enriquecimento = 2 = 200/100

Enriquecimento: indica o aumento da
atividade específica após o procedimento de
purificação.



Exemplo prático

Métodos empregados:
Filtração/centrifugação, cromatografia em coluna

Monitoramento via eletroforese ou ensaio enzimático



Determinação da Atividade Enzimática do lisado

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



Determinação da Atividade Enzimática do lisado



Planejamento Prática 3 –Curva de p-nitrofenolato



ABS (405nm)

Tampão
Bicarbonato

(ml)
H2O
(µL)

p-nitrofenol
2 mM (µL)tubos

22000Bco
219551
2190102
2180203
2170304
2150505
2125756
21001007
2751258
2501509
22517510
2020011

Procedimento A – Construção da curva de calibração de p-nitrofenolato
Em uma série de tubos, pipete conforme o indicado na Tabela abaixo:
Após pipetar a curva, homogeneizar cada tubo suavemente
e reserve em um local seguro



Reação
Para-nitrofenolato

Curva de calibração:

quantidades 
conhecidas de 
p-nitrofenolato 

Planejamento Prática 3 –Curva de p-nitrofenolato



Planejamento Prática 3 –Determinação da Atividade 
Enzimática do lisado

Procedimento A – Diluição do lisado de 
Saccharomyces cerevisiae

200 uL lisado
1.8 mL agua 

400 uL diluído 
10 x
1.6 mL agua

200 uL diluído 
50 x
1.8 mL agua

10 x 50 x 500 x 

TUDO NO GELO!!!



Planejamento Prática 3 –Determinação da Atividade 
Enzimática do lisado

1. Preparar os tubos em banho de gelo (13 tubos ao total, considerando as 3 
diluiçoes 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 diluído ainda em banho de gelo

4. Transferir todos os tubos ao mesmo tempo para o banho a 30oC
5. Ao remover cada tubo, interromper a reação enzimática adicionando 2 mL de

tampão carbonato- bicarbonato pH 11,0.
6. Agitar manualmente
7. Deixar os tubos em temperatura ambiente.
8. Após retirar todos os tubos, transferir 200 uL para uma placa e ler as

absorbâncias a 420 nm

Para cada diluiçao



Planejamento Prática 3 –Determinação da Atividade Enzimática 
do lisado

Resultados: absorbância obtida na curva padrão de p-nitrofenolato 

Construir gráfico de nmols de produto  por tempo para cada 
diluição do lisado 

Absorbância de 1 ou mais diluições precisam cair na 
curva de p-nitrofenolato



Planejamento Prática 3 –Determinação da Atividade Enzimática 
do lisado


