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Pratica on-line 3 — Cinética enzimatica

Nesta pratica, iremos A) determinar os valores de velocidade maxima e Km para a reacao de
hidrolise enzimatica do BAPNA, B) verificar os efeitos do pH e da C) concentracdo da

enzima na velocidade da reagao.

Cinética Enzimatica

Cinética enzimatica consiste na medida da velocidade de uma reagdo na presenca de
uma enzima. Ja temos conhecimento que as enzimas sdo catalisadores bioldgicos
extremamente eficientes, mas precisamos entender agora como calcular os parametros
cinéticos de uma determinada reagao.

Vamos pensar numa reagdo enzimatica hipotética qualquer (Equacao 1):

k1 k2
E+S = ES — E+P (Equagdol)

Através desta equacao temos que lembrar de fatores extremamente importantes: A

1. A massa de enzima ou concentracio de enzima ([E]) ¢ um dado extremamente
importante e geralmente se tem como unidade mg/mL. Vale ressaltar que, para se
obter um valor de 0,98 mg/mL ou 0,98 pg/mL, por exemplo, ¢ realizado o
procedimento de Dosagem de Proteinas, o mesmo realizado na primeira pratica;

2. A concentracido do substrato ([S]) ¢ um dado importante com unidades geralmente
em mM. Devemos sempre lembrar que, um excesso de S ¢ adicionado ao meio
reacional para garantir que todas as moléculas de proteina/enzima estejam com seu
centro catalitico ocupado e produzindo o produto durante todo o tempo de reagao;

3. Saber as condicdes Otimas (temperatura e pH) em que a enzima de interesse

trabalha ¢ algo essencial.



4. A formacio do complexo ES é a etapa RAPIDA (k1) e reversivel da reagdo,
enquanto que a etapa na qual o complexo ES d4 origem ao produto é LENTA (k,) e
irreversivel,;

5. Aenzima € capaz de se regenerar no fim da reagdo.

Tendo em vista estes conceitos iniciais, podemos agora entender melhor como
calcular os pardmetros cinéticos. Porém, primeiramente temos que definir conceitualmente os

parametros através do grafico abaixo (Figura 1):
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Figura 1: Representacdo grafica de uma reagdo catalisada por uma enzima hipotética que segue os pardmetros

introduzidos por Michaelis-Menten.

a) Velocidade Inicial (V,): ¢ definida como a velocidade em que até¢ 5% do substrato ¢

transformado em produto.

Unidade: U/mg ou U/mL

Definicao de U: mmol/nmol/umol de produto por minuto de reacgao.

b) Velocidade Maxima (V ;,): € definida como a velocidade na qual todas as moléculas de

enzima estdo com seus centros cataliticos ocupados com uma molécula de substrato (ES) e



que, devido a concentracao de S ser muito alta, a velocidade ndo se altera, atinge um platd e ¢

denominada maxima.

Unidade: U/mg ou U/mL

¢) Afinidade (K,): ¢ definido como a concentracdo de substrato necessaria para atingir
metade da velocidade maxima. E denominado K\, para enzimas que seguem uma cinética
Michaeliana e K5 para enzimas que seguem cinética cooperativa. Quanto maior o Ky,

menor a afinidade que a enzima tem por aquele substrato e vice-versa.

Unidade: mM/nM/uM

d) Numero de turnover (k.): ¢ definido como a eficiéncia catalitica, ou seja, o0 nimero de

moléculas (enzimas) que sdo regeneradas por segundo.

Nesta pratica iremos utilizar Na-Benzoil-DL-arginina 4-nitroanilida (BApNA)
como substrato da enzima Batroxobina, ambas apresentadas na Figura 2. Observe que na
estrutura do BApNA existem dois anéis, o que confere a este composto certa coloracio
quando submetido a determinadas condi¢gdes. O caso mais comum ¢ a hidrdlise, que pode ser
efetivamente realizada em meio aquoso € na presenca de uma enzima. A Batroxobina ¢ uma
serinoprotease extremamente eficiente na catalise deste substrato. Trata-se de uma enzima
encontrada em veneno de serpentes, mais especificamente as do género Barthrops. E uma
enzima coagulante, similar & Trombina, com baixo peso molecular (aproximadamente 60
kDa) e possui em sua estrutura uma pequena por¢ao de carboidratos, sendo caracterizada
como um glicopeptideo.

A Figura 3 traz algumas propriedades deste composto que podem ser encontradas no
site da Sigma Aldrich, uma plataforma extremamente Util para se realizar compras de

reagentes em geral.


https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/b4875

Figura 2: A) No-Benzoil-DL-arginina 4-nitroanilida (BApNA) e B) Estrutura da enzima Batroxobina.

Propriedades

Related Categories

Quality Level
assay
form

solubility

storage temp.

SMILES string

InChl

InChl key

‘Amidase, Biochemicals and Reagents, Cell Biology, Cell
Signaling and Neuroscience, Enzyme Substrates,
Enzymes, Inhibitors, and Substrates, Peptides and
Proteins, Peplides for Cell Biology, Proiease Substraies,
Substrates by Enzyme, Trypsin, Trypsin Substrates
Less

200
298%
powder

DMSQO: 50 mg/mL, clear, colorless to deep brown-
yellow

-20°C
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Descricao

Application
Na-Benzoyl-DL-arginine 4-nitroanilide hydrochloride has been used as a substrate for

twp5i|1[2] and elastase in enzyme analysis 1

Packaging
Bottomless glass bottle. Contents are inside inserted fused cone.

Substrates
A chromogenic trypsin substrate

Figura 3: Caracteristicas gerais da BApNA extraidas da Sigma Aldrich (Na-Benzoyl-DL-arginine

4-nitroanilide >= 98 % | 911-77-3 | Sigma-Aldrich (sigmaaldrich.com))


https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/b4875
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/b4875?lang=pt&region=BR
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/b4875?lang=pt&region=BR

