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Cinética Enzimatica

E a parte da Enzimologia que estuda os fatores
gue afetam a velocidade das reacoes catalisadas
pelas enzimas.

 concentracéao de substrato

) pH

 temperatura

* presenca de inibidores ou ativadores



Cinética Enzimatica

[E], [S], [M], [P], [Ativadores], pH, temperatura

Atividade de Enzima: medida em unidades de
enzima

Unidade de Enzima: quantidade de enzima que catalisa a
transformacao de 1umol de S em P por minuto (umol /min)

Atividade Especifica: Unidades por miligrama de proteina (U /mg)
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Cinética Enzimatica

Requisitos para determinar a atividade enzimatica

e caracteristicas da reacao catalisada
» método de dosagem

o reagente e Continuo
@OdUtD e Descontinuo

|

Inativar a enzima

* NaOH

* TCA

» Aquecimento

« Reagente especifico




Cinética Enzimatica

« método de dosagem

— .
« simples
e sensivel Brancos da enzima
* reprodutivel

_* poucos interferentes —__,| grancos do substrato

Unidade de atividade enzimatica

Unidade de Enzima: quantidade de enzima que catalisa a
transformacao de 1umol de S em P por minuto (umol /min)

Atividade Especifica: Unidades por miligrama de proteina (U /mg)
5



Cinética Enzimatica

1925 — Briggs & Haldane: Estado Estacionario

Concentragao

[S] >>>[E]

/ /

[ES] =~ ctte

total

“Cinética do estado estacionario”



Cinética Enzimatica

Efeito da concentracao do substrato

« velocidade inicial (v,)

Tempos curtos
[E] <<<<[S]

!

[S] constante

Mede-se consumo ate 5% da [S]




Cinética Enzimatica

Enzima: Fosfatase Acida da Batata

Reacao Catalisada

O
| F.A.
OZN 0—|P—0H + H0 ——> 02N OH + H3POy4

OH

pNFF pNF

Método de deteccao (dosagem)

OzN@OH + opg--pH=13y 02:\1—@—0— + Hy0

pNF pNF-

Método Descontinuo
Interrupcao da reacao NaOH



Cinética Enzimatica

Pratica 4

Efeito da do tempo e concentracao da enzima



Cinética Enzimatica
Calculo de Velocidade

Calcular a quantidade de p-nitrofenclato formado (em pmoles/min) em
cada tubo e fazer um grafico destes valores em funcdo da massa de enzima (ng)

no tubo.

Ex: Abs




Cinética Enzimatica

Obeermed Lotivity

§l
‘

o)
=]
B
|
=]
L
Product Concentration

Efeito da [E] na Velocidade

Curva de progressao da reacao

[S] fixa

- Tempo Fixo




Cinética Enzimatica

(feito na aula em anos anteriores)
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Cinética Enzimatica

Efeito do Tempo na Velocidade

Curva de progressao da reacao

[E] e [S] fixas

[Produto]

Procue C orsnbiidkon




Cinética Enzimatica

(feito na aula em anos anteriores)
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Cinética Enzimatica

(feito na aula em anos anteriores)

15



Cinética Enzimatica

Verificagao de Velocidade Inicial (V)

Calculo de Consumo de Substrato

2. As velocidades de reacdo determinadas sao realmente velocidades iniciais?

Se , no tubo, o consumo for menor:

l

E velocidade inicial 10



Cinética Enzimatica

3. Sabendo que a massa molecular aparente da enzima € 66.000, determinar o

“‘numero de renovacao” da enzima em relacao ao pNFF.

NUmero de Renovacao

Constante catalitica ou “turnover” ( k)

N° de S (mols) convertido em P por uma molécula de
enzima (mol) em uma unidade de tempo

kcat = Vmax/ [Et]

Ex: 10ng E no tubo
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Constante Catalitica

Turnover Numbers (k,,;) of Some Enzymes

Enzyme Substrate k.. (s71)
Catalase H,0, 40,000,000
Carbonic anhydrase HCO; 400,000
Acetylcholinesterase Acetylcholine 140,000
3-Lactamase Benzylpenicillin 2,000
Fumarase Fumarate 800
RecA protein (an ATPase) ATP 0.4
compara
e 2 enzimas

e 2 S da mesma enzima
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Cinética Enzimatica

Pratica 5

Efeito do pH e concentracao de Substrato sobre
a atividade da enzima
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Efeito do pH na atividade enzimatica

S =
g 2
| I | ' l I
2 4 6 6 8 10
. pH ‘ pH
estomago Pepsin figado Glucose 6-phosphatase

e no Sitio ativo
 fora do sitio ativo

» mudanca na carga do substrato

e cadelas laterais de a

Efeito do ambiente quimico sobre pKa dos grupos R
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Cinética Enzimatica

EFEITO DO PH SOBRE AATIVIDADE ENZIMATICA

* procedimento experimental

(feito na aula em anos anteriores)

* brancos

IS0 g
/ i f .

B o 100
Sile= /
0

0,0 2,0 4,0 6,0 8,0
sl pH
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Cinética Enzimatica

DETERMINACAO DE Km
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Relacao entre [S] e Velocidade

Equacao de Michaelis-Menten

Ky K
E+ S«e+—ES «—E+P
K., K.,

Premissas:

1. Passo limitante da velocidade (quebra do ES)

2. |[E]+ << <[S], tempos curtos
[El; [S] P - Estado

3. [ES] = constante estacionacionario
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Cinética Enzimatica

Efeito da [S] sobre V,

K, K,

EF+ S a—FS HE+>K
% _______________ V: e k—l )Q
z
< Equacao de Michaelis-
E Menten
£ V. — Vi [S]

) =
Ky +135]

Substrate concentration, [S] (mM)

24

Vo=V, /2 - Km=[S]

max



Cinética Enzimatica

k_l +Kk 5 Km indica uma medida de
K M afinidade da E para S (k,<<<k,)

K., for Some Enzymes and Substrates

Enzyme Substrate K., (mm)

Hexokinase (brain) ATP 0.4
D-Glucose .05
D-Fructose 1.5

ATP + D-Glicose > ADP + D-Glicose-6-P
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Cinética Enzimatica

v' Pelo valor do K,, pode-se comparar enzimas de diferentes fontes,
tecidos, estagios de desenvolvimento, etc.

v Conhecendo-se o valor do K,, pode-se trabalhar em condicdes onde
[S] >> K, e com isso pode-se medir a atividade da enzima.

v' O K,,da uma ideia da preferéncia da enzima pelo substrato.

v" A mudanca do valor do K,,em funcéo da presenca de um ligante,
fornece uma ideia de regulacéo da atividade da enzima.
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Cinética Enzimatica

* procedimento experimental
¢ tratamento dOS dados feito na aula em nos anteriores

OBS: E dificil desenhar uma hipérbole retangular.
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Cinética Enzimatica

Duplo reciproco (inverso) ou Lineweaver-Burk

Transformacdes algébricas da equacao de Michaelis-Menten

1 Km 1
VO - Vmax[S] V

A

inclinagdo= "M
Fornece Km e Vmax v
mais precisos que 0 1
grafico V, x [S] b s

OBS: 28



Cinética Enzimatica

Duplo reciproco ou Lineweaver-Burk

feito na aula em anos anteriores)

,,,,,,,,
Vigde

Km = 0,39 mmol/L
Vmax = 0,0033 pmol/min

OBS: vantagem dessa representacao € que as variaveis 1/v e
1/[S] estdao em eixos diferentes
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Cinetica Enzimatica
Representacao de Edie-Hofstee

(feito na aula em anos anteriores)

—

velocity

00E-06 4,00E-06 5,00E-06 6,00E-06 7,00£-06 8,00E-06 9,00E-06
g v/Is) '
ey : ) 3 g;

1] D.IS 1 1?5 2 25
velocity/[Substrate]

Km = 0,30 mmol/L
Vmax = 0,0030 pmol/min

OBS: A variavel dependente V, ocorre em ambos 0S eixos. 30



Cinética Enzimatica

Representacéao de Hanes-Woolf

[Substrate)/velocity

(feito na aula em anos anteriores)

02 /

t t t t
2 i 2 4 G a 10

=v_ ty ] Km = 0,29 mmol/L

Vmax = 0,0025 pmol/min

OBS: a distorcao das barras de erros ¢ a menor dentre
todas elas. ”
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Cinética Enzimatica

Pratica 6

Efeito de Inibidores sobre a Velocidade da
Reacao
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Cinética Enzimatica

INIBICAO NAO-COMPETITIVA

E+l = EI Enzlgme |E+S¢ ES — E+P'

Inhlbitﬂr\ N Substrate P'Oduct\

(S

/‘; | |Iga fora do

sitio ativo (naE
ou no ES)

. o ! :
i
W
|
<) ] :
20 1
{ ) !
2w Wik :
e
p

* E e S se combinam rapida e reversivelmente
* | se combina rapida e reversivelmente com E e ES

° El e ESI ndo se quebramemE + P 33



Cinética Enzimatica

INIBICAO NAO-COMPETITIVA

increasing

[



Cinética Enzimatica

INIBICAO NAO-COMPETITIVA
Grafico para Determinacao de K,

Mais facil obter Ki
pela extrapolacdo da
reta no eixo x, que
serd o mesmo obtido
pela equacao

T



Cinética Enzimatica

INIBICAO COMPETITIVA

|E+s =

Substrate

— e -

Product

.'\\
N

_\ . S e | se combinam rapida e

Inhibitor— reversivelmente com E

E+l =l |
| K

* | ndo se liga ao complexo ES

* El ndo se quebraemE + P
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Cinética Enzimatica

E+S —

+
I

ES —— E+P

I [S] — Deslocamento do equilibrio [ES]

Vmax ndo muda em T[S]

/ sem inibidor

Km aumenta com T [I]

V,,

[S]

[S]

“aparente”
a=1+-— L]
_[EIlN]
[El]
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Cinética Enzimatica

Inibicao competitiva: representacao de Lineweaver-Burk

1 _ (aKm) 1 4 1
VO Vmax [S] Vmax

VVmax nao
muda,\

o= Jm Inibicao competitiva

1
— 7 1/(1
Ko [&(m)

Km aumenta com | 38




Cinética Enzimatica

Grafico Duplo reciproco

da Fosfatase Acida da Batata
(feito na aula em anos anteriores)

Grafico Duplo reciproco: determinacdo de Km e Km aparentes

08 para cada uma das concentracées de inibidor.

PR

fico 1 Grafico dos duplos

2,50E+04

.  y=979,8x+569,97

9881
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Cinetica Enzimatica
Grafico para Determinacao de K,
INIBICAO COMPETITIVA

o Vinax [S]
O aK,, + [S]
1]
=1 S
« -+ K -

EI|

100 -

f 4
A L0795 05 035 O

A

D25 05 0% 1 13 15 13 2

[Inibidor]

Ky ==
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Cinética Enzimatica

Grafico De tdeterminacao do Ki

(feito na aula em anos anteriores)

Mais facil obter Ki
pela extrapolacdo da
reta no eixo x, que
sera 0 mesmo obtido
pela equacao

N

N\

a
i R=09873
200
a e B : 3 -
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