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Cinética enzimatica

Reacfes enzimaticas com um substrato e com mais de um substrato. Equacdo de Michaelis-
Menten. Equacdes cinéticas e definicdo de parametros cinéticos. Métodos de calculo dos
parametros cinéticos.

Regulacdo da atividade enzimatica. Inibicao reversivel e irreversivel; mecanismos cinéticos de
inibicao.

Efeitos cooperativos e alostéricos. Enzimas (proteinas) alostéricas, caracteristicas estruturais e
conformacéo das enzimas alostéricas. Regulacao alostérica.

Problemas sobre cinética enzimatica.

Material de estudo: diapositivos das aulas, bibliografia recomendada e textos de apoio.




Principais factores que afectam a velocidade dasre  accOes catalisadas por enzimas:

- Concentracao de enzima

- Concentracao do substrato
- Temperatura

- pH

O melhor método de investigar o efeito de cada um destes factores sera fazer variar
cada um de per si (mantendo os outros constantes) e determinar a alteracao
produzida na velocidade da reac¢cdo enzimatica como consequéncia dessa variacao.



Velocidade de catélise: influéncia da concentracao de enzima

Existe proporcionalidade entre as velocidades iniciais (no tempo zero, t,;) e as quantidades de
enzima, isto &,

v = k [E]
Portanto, dentro de condicGes adequadas e idénticas, duas moléculas de enzima actuando
independentemente, transformardo uma quantidade de substrato dupla da que é transformada
por uma Unica molécula, no mesmo intervalo de tempo.
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concen_tracoes multuplas tuma duas e quatro unidades); B — Velocidades aparentes
da catalise (obtidas, a partlr de A em tres tempos diferentesj representadas em
_funcdo da quantidade de fzrmrna Note -se_ que SO para as veloc:dades |mC|ats se

_Oobserva proporcnona!ndade entre a velocrdade e a quanudade de enzlma




Velocidade de catalise: influéncia da concentracao do substrato

Determinadas as velocidades iniciais (v) de uma reaccdo enzimatica para uma série de
concentracdes do substrato (S), a representacao grafica de v em funcdo de [S] fornece uma
seccao de uma hipérbole rectangular de equacao

a [S]

N =
[S]+b

em que a e b sdo duas constantes, sendo a o0 maximo valor de v (ponto de tangéncia a
assintota) e b o valor de [S] para o qual v = 1/2 a. A a da-se normalmente a designacéao de
velocidade maxima , representando-se por V., ou V, e a b (uma importante constante das
reaccOes enzimaticas) foi dado o nome de constante de Michaelis , representando-se por
K,,. Portanto, a equacéo anterior toma, para as reac¢des enzimaticas, a forma usual

a qual é designada por equacao de Michaelis-Menten
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Fig. 6.1 - Representagdo grafica da velocidade inicial de uma reacgdo enzimati-
.ca gque obedece A equaga@o de Michaelis-Menten, em funcl@o da concentra
¢80 do substrato. Em A estd representada a parte da curva correspon-
dente a 0<S<¢5 Km. Em B estd representada a mesma curva para um ine
tervalo mais amplo de valores de S, incluindo valores fisicamente 1im
possiveis, de modo a ilustrar a relag3o da curva com as duas asgimpto
tag, S = ~Km e v = Vyix ( Cornish-Bowden, 1979 ).
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Significado das constantes K eV

m max

A constante de Michaelis, K, representa o valor da concentracédo do substrato para o qual
essa reacgao se processa a uma velocidade igual a metade de V.. A constante exprime-se
pois em unidades de concentracao (por exemplo, em mol/L), sendo obviamente
independente das unidades em que se exprime a velocidade da reaccao.

Do ponto de vista prético, K., fornece indicagbes sobre a eficiéncia com que a enzima
‘trabalha’ com dado substrato. Um K, pequeno indica que (para igual concentragédo de S) a
enzima € capaz de catalisar a transformacao desse substrato a maior velocidade do que
quando o K, € grande.

K, SO € uma medida da afinidade da enzima para o seu substrato quando a teoria de
Michaelis-Menten for verificada, sendo entdo K, uma constante de dissociagdo. Nestes
casos (porventura os mais correntes) é em geral o inverso de K., que é tomado como medida
da afinidade. Baixos valores de K, corresponderédo a elevadas afinidades e altos valores a
baixas afinidades.

V..x € uma velocidade enzimatica e portanto tera as dimensfes dessa velocidade,
exprimindo-se usualmente em mol de produto formado por s. A constante K, € independente
da quantidade de enzima presente na reacgdo, enquanto que V., depende dessa
guantidade pois que quanto mais enzima estiver presente maior sera a velocidade da
reaccao, tendo-se por definicdo (quando a enzima esta saturada),

Viae = K [E]
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Velocidade de catalise: influéncia da temperatura

Ao estudar a actividade catalitica de uma enzima ao longo do tempo, para uma série de
temperaturas, obtem-se um conjunto de curvas. Como dai se depreende, a velocidade inicial
da reaccao enzimatica aumenta regularmente com o acréscimo da temperatura. No entanto, a
guantidade de substrato transformado em intervalos de tempo sucessivos vai decrescendo,

para temperaturas superiores a um certo valor.
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Efeito da temperatura sobre a progressdo da actividade catalitica ao longo do
tempo. B — Conjugacdo da taxa crescente de reacgcdo (a) com a taxa crescente

(axb).

a temperatura exerce dois efeitos antagonicos sobre o sistema enzimatico. Por um lado
aumenta a velocidade inicial (ou verdadeira actividade catalitica) da enzima, por outro conduz
a uma progressiva inactivacdo das moléculas da enzima. A conjugacdo dos dois efeitos
conduz a definicdo de uma temperatura optima



A taxa de inativacdo das enzimas em solucdo aumenta rapidamente com a temperatura. Na
maioria dos casos essa inativacao € virtualmente instantanea a temperaturas proximas de 70
°C. O numero de enzimas que pode suportar temperaturas de 100 T sem sofrerem inativacao
€ extremamente reduzido. Um exemplo ja classico é o da enzima adenilato cinase que
catalisa a reacéo:

ATP + AMP = ADP + ADP
Esta enzima pode suportar um aquecimento prolongado a 100 T e a pH 1,0.

A inactivacdo das enzimas pelo calor é devida a desnaturacao da proteina enzimatica, a qual
é grandemente influenciada pelo pH.

O efeito da temperatura nas reacdes enzimaticas (e em outros processos celulares) é
geralmente expresso em termos do coeficiente de temperatura Q ;5. O Q,, representa o fator
pelo qual a velocidade das reacdes enzimaticas (ou de outro processo biologico) vem
multiplicada em consequéncia de um acréscimo de temperatura de 10 C. O Q ,, das reagdes
enzimaticas situa-se geralmente entre 1 e 2. E uma caracteristica geral dos processos de
catalise o facto de o Q,, das reacdes catalisadas ser mais baixo do que o das reacdes nao
catalisadas, e o das reacOes catalisadas por enzimas ser mais baixo que o das reacdes
catalisadas por catalisadores inorganicos.



Velocidade de catalise: influéncia do pH

As enzimas sao usualmente activas apenas numa gama restrita da escala do pH. Além disso,
verifica-se que existe normalmente um valor bem definido de pH para o qual a actividade
catalitica de cada enzima é maxima - pH optimo da enzima ; em certos casos, contudo,
observa-se antes uma banda bastante larga de maxima actividade (patamar de valores
optimos de pH) que no caso extremo da papaina (quando tem a benzoilarginamida como
substrato) se estende por varias unidades de pH. Para grande numero de enzimas, o pH
Optimo, além de ser bem definido, situa-se préximo da neutralidade, ou quando muito entre os
limites de pH 5 e 9. Todavia, ha algumas excepcodes, de que é exemplo a pepsina, que com
certos substratos apresenta um optimo de pH a 1,5.

O efeito do pH sobre a catalise enzimatica, como todos os efeitos de pH, é devido a
alteracOes no estado de ionizagao dos componente do sistema, em consequéncia da variacao
da concentracdo em H*.
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ACTIVIDADE RELATIVA

Curvas de actividade catalitica de enzimas, em funcao da concentracao hidroge-
niénica (pH) do meio de reaccdo. A — Algumas enzimas da raiz de ervilha:
1—B-frutoiuranosidase; 2 — peroxidase; 3 — ATPase; 4 — triose fosfato desidro-
genase; 5 — malato desidrogenase (malato como substrato). B — Enzimas proteo-
liticas: 1 — pepsina do estdmago dos mamiferos; 2 — papaina do fruto da papaia.



Effects of pH on enzyme activity
\

» Binding of substrate to
enzyme

= The ionization states of the
amino acid residues involved
in the catalytic activity of the
enzyme

Rate

= The ionization of the
substrate

= The variation of protein
structure (significant at
extremes of pH) 0




Rate of KReaction

Pepsin Trypsin

Pepsin is an enzyme that works best at pH = 2 in the highly
acidic conditions of the stomach



Teoria de Michaelis-Menten

Para uma reaccao enzimatica que segue a cinética de Michaelis-Menten, o grafico da velocidade inicial da
reacao (v) em funcéo da concentracdo de substrato (S) e uma hipérbole rectangular da forma

Ve = Fm:&x[ﬂl
! Km _|_ 1SI

Os parametros que caracterizam esta equacao e
que sao em geral estimados a partir dos
resultados observados sao V., (a velocidade
inicial maxima, que € teoricamente atingida
guando a enzima estiver saturada por uma
concentracao infinita de substrato) e K (a
constante de Michaelis, numericamente igual a
concentracdo de substrato que corresponde a
metade da velocidade inicial maxima).

£, N
Leonor Michaelis Maud Menten
187E-1%49 1E79- 1560



De acordo com a teoria de Michaelis e Menten , para uma reac¢ao enzimatica com um unico substrato,
a enzima livre (E) e o substrato (S) estdo permanentemente em equilibrio com o complexo ES durante a

reaccao. k‘ k2
EF+S ”—— ES — E4+ P (1)
[

De acordo com esta teoria, a primeira equacao traduz uma simples dissociacéo e a transformacao de ES
(segunda equacao) serd um processo muito mais lento do que aquela dissocia¢do. Por outras palavras, a
constante k , sera muito mais baixa do que k ;. Portanto, a velocidade de formagé&o do produto
(velocidade da reaccéo enzimatica, v) nao estara dependente da velocidade de formacédo doc  omplexo
ES, mas apenas da taxa de decomposicao deste comple  xo, isto é,

v =%k [ES] (2)

A constante de dissociagéo de ES, K, pode facilmente ser determinada a partir de cima, pois corresponde
ao inverso da constante de equilibrio desta equacéo e viria a receber a designacéo de constante
de Michaelis (K ). Portanto sera:

kv [E] [S]

G =K =

(3)
ki [ES]

A conjugacéo das equacoes (2) e (3) permite obter a equacéo de Michaelis-Menten do seguinte modo:



Dada a dificuldade pratica de determinar as concentracdes da enzima livre e do complexo ES e a
possibilidade de quantificar a quantidade total de enzima, E;,

[Ex] = [E] + [ES]| (4)
Substituindo [ E ] na equacéo (3) fica

([Ex] — [ES]) [S]
Km = (5)
[ES]

Resolvendo em ordem a [ ES ] fica

[Ex] [S]
[ES] = (6)

Km + [S]
Substituindo agora o valor de [ ES ] na equacéao (2) vira
ke [Er] [S]
V= (7)

Km + [S]



Repare-se no significado de k, [E;] nesta equagdo. Quando a concentragdo do subtrato for muito elevada,
todas as moléculas da enzima estaréo ligadas a moléculas do substrato ([E;] = [ES], enzima saturada)
e a enzima estara funcionando ao maximo da sua velocidade; portanto, do ponto de vista teérico, podera

escrever-se nessas condicoes - ver equacao (2):

k2 [Er] = k2 [ES] = Vmax| (8)

A substituicdo deste valor na equacéo (7) fornecera finalmente a equacéo de Michaelis-Menten:

V [S]
VvV = (9)
Km+ [S]
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Uma vez que a relacéo entre a variavel independente S e a variavel dependente v e ndo-linear, Michaelis e
Menten (1913) reconheceram desde logo que néo era pratica a determinacéo de V., e K a partir da
equacdao da hipérbole. Para tal,contribuia o facto de haverem restrices de natureza flsica, as quais tornam
apenas posslvel a medicdo de v para valores positivos e finitos de S. Nao era assim facil determinar com
rigor aqueles parametros, ja que as assimptotas ndo podem ser localizadas com precisao; além disso, era
diflcil tracar com rigor uma hipérbole rectangular.

A equacao de Michaelis-Menten pode hoje ser representada de maneira diferente para a determinacao de
V..« € K., a partir de uma série de medi¢es da velocidade inicial a diferentes concentragdes de substrato:
uns métodos sao simples, rapidos e expeditos, mas de menor precisdo; outros Sdo mais precisos e
complexos, complexidade esta apenas aparente dada a possibilidade de utilizacdo de computadores cada
vez mais exactos e rapidos. De todos eles, apenas faremos referéncia a cinco, por serem talvez os de
utilizacdo mais corrente. Dentro destes, os trés mais conhecidos resultam de transformacdes lineares da
equacao de Michaelis-Menten.

A teoria/equacéo de Michaelis-Menten aplica-se apenas a reaccfes quimicas catalisadas por enzimas com
um so substrato.

Contudo, a maioria das reaccdes enzimaticas do metabolismo celular sdo reac¢cbes com mais de um
substrato. A cinética enziméatica destas reac¢des é consideravelmente mais complexa. Por este motivo, e
apenas no caso das enzimas que seguem a cinética de Michaelis-Menten, utiliza-se comummente um
truque: satura-se a enzima relativamente a todos os seus substratos com excepcéao daquele que se
pretende estudar, ficando assim a velocidade da reaccdo a depender da concentracédo de um Unico
substrato.



Teoria do steady-state de Briggs-Haldane

A teoria de Michaelis-Menten considera que a formacé&o do produto (P) a partir do complexo ES é a fase
lenta do processo enzimatico e portanto que ES se mantém sempre em equilibrio com E e S (equacéao 1).

Contudo, dadas as elevadissimas capacidades cataliticas de muitas enzimas, tornou-se evidente que
a formacéo de P poderia ocorrer tdo rapidamente que o equilibrio

E+ S ES

poderd nunca chegar a verificar-se na pratica. Briggs e Haldane, em 1925, consideraram nao ser
necessario admitir a existéncia de um equilibrio de dissociacéo entre ES e E + S, mas aceitar antes
0 principio de que as concentracfes dos intermediarios do processo enziméatico (ES nas reaccdes de um
SO substrato) permaneciam constante durante a reaccéo. Portanto, era sugerido que durante a reaccao
enzimatica

Ky

E 48 oou B —™ E4+P
K- k2

A formacéo do complexo ES e a sua transformacéao para originar ‘E + P’ ou ‘E + S’ ocorriam (na auséncia
de outros factores) a velocidades aproximadamente iguais, pelo que a concentracao de ES se mantinha
constante

devido a esse estado de equilibrio dinamico (steady-state) dos reagentes; isto €, a taxa de desintegracao
de ES igualava a taxa da sua formacao.



Usando o postulado acabado de referir, Briggs e Haldane desenvolveram uma teoria em que relacionaram
a velocidade da reaccao enzimatica com a concentracdo do substrato, obtendo uma equacéao idéntica a de
Michaelis-Menten. A diferenca fundamental entre as duas equacdes refere-se ao significado da constante
K. Enquanto que segundo a teoria de Michaelis-Menten K_ € uma constante de dissociagédo igual a k ,/k,,
segundo a teoria de Briggs-Haldane a nova constante, K_1, tem o valor:

k-1 + ka2 k2
Km' = ou Km!' = Km + ——
K1 ki

Vindo K ! a igualar K, quando k, for muito mais pequeno do que k,. Relembre-se que esta foi a premissa
admitida por Michaelis e Menten, 0 que mostra ser a sua teoria um caso particular da teoria do steady-
-state.

Sendo a equacéo 9 a expressao matematica de ambas as teorias, e ndo se fazendo normalmente distingao
grafica entre as constantes K_* e K, deve-se pois ter cuidado em exprimir correctamente o valor de K,
guando tal for necessario.



Métodos de calculo de
Vméx = I(m



Michaelis-Menten theory
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¥; = initial velocity {molesAime)

[5] =substrate concentration {(molar)
Y max = maximum velocity

Km=substrate concentration when
Vi is one-half ¥y
{Michaelis-Menton constant)



1 - Método de Lineweaver-Burk ou "

double reciprocal plot"

Invertendo ambos os membros da equacéo de Michaelis-Menten obtém--se a seguinte equacao:

1 i

K.mi 1

Y, \max

Vmax 3

Esta equacdo mostra que a representacao grafica de 1/v em funcéo de 1/S é uma recta, com derivada

igual a K_/V

max?

-

v

Slope=K,/ V

t 0
VK I/s

Grafico de Lineweaver-Burk ou "double reciprocal
plot". As barras verticais correspondem a um erro
de £0,05.V, ., emv.

ordenada na origem igual a 1/V_,, e abcissa na origem igual a -1/K |

Comentarios
-Grande popularidade.

- N&o deve ser utilizado. E imperfeito do ponto de vista
estatistico. E o pior de todos os métodos.

- Principal defeito: tomando o inverso de v, 0s menores
valores de v (que sao precisamente aqueles valores

gue tém maior percentagem de erro) desempenham um
papel exageradamente importante na determinacao da
posicao da recta ajustada — ilustrado pelas barras
verticais da figura, as quais correspondem todas a mesma
amplitude de erro em v.

- Principais vantagens: as variaveis v e S estéao
separadas; maus dados experimentais originam
frequentemente bons ajustamentos.



The Effects of Enzyme Inhibitors

Enzymes can be inhibited competitively , when the substrate and inhibitor compete for binding to the same
active site or noncompetitively , when the inhibitor binds somewhere else on the enzyme molecule

reducing its efficiency.
The distinction can be determined by plotting enzyme activity with and without the inhibitor present.



Competitive Inhibition

In the presence of a competitive inhibitor, it takes a higher substrate concentration to achieve the same
velocities that were reached in its absence. So while V__, can still be reached if sufficient substrate is
available, one-half V__, requires a higher [S] than before and thus K__ is larger.

Competitive Inhibition
| E+S == ES — E+P
_Substrate\i_

Product
)
(P

&PE "Ij |
=

Enzyme

v Moncompetitive  Competitive
max Inhibition Inhibition

Mo inhibitor

V; \‘ Competitive
inhibition

IHIII-I'I'IHI'II

Noncompetitive
inhibition

172V max

172V ma]

Km Km [S]



Noncompetitive Inhibition

With noncompetitive inhibition, enzyme molecules that have been bound by the inhibitor are taken out of the
game, so enzyme rate (velocity) is reduced for all values of [S], including V,,, and one-half V__, but

K., remains unchanged because the active site of those enzyme molecules that have not been inhibited is

unchanged. .
Noncompetitive Inhibition

Enzjing. | E+S == ES — E+P

roduct\

ES+l =— ESI
K,

v Moncompetitive  Competitive
max Inhibition Inhibition

Mo inhibitor

V; \‘ Competitive
inhibition

IHIII-I'I'IHI'II

Noncompetitive
inhibition

172V max

172V ma]

Km Km [S]



2 - Método de Hanes
Multiplicando ambos os membros da equacéo de Lineweaver-Burk por S obtém-se a equacéo de Hanes:

2] Km {

Y, Vmax Vmax

Esta equacdo mostra que a representacao grafica de S/v em funcdo de S é uma recta, com derivada igual
al/V_,,, ordenada na origemigual a -K_/V,_.. e abcissa na origem igual a —K_.

Comentarios

- E imperfeito do ponto de vista estatistico. Melhor que o0 método
de Lineweaver-Burk porque os erros em v reflectem-se mais

homogeneamente em S/v do que em 1/v.

- Tal como no metodo anterior, tomando o inverso de

V, da-se énfase exagerado aos valores mais baixos de v, que
sao precisamente os valores que tém maior percentagem de
erro.

s5/v

\
Slope =1/V

- A variavel independente, S, aparece em ambos os membros da
equacao, de tal modo que um gréafico de S/v em funcéo de S
mostra um certo grau de correlacdo inevitavel - inevitavel no
sentido em que, mesmoseve S
fossem variaveis aleatorias independentes, as variaveis S/ve S
—me o s estariam c_o_rrelacionadas entre si. Esta correlaco inevitavel,
sendo positiva,tende a fortalecer a correlagao observada entre
Grafico de Hanes. As barras verticais as duas variaveis porque a relagéo tedrica contida na equagao

correspondem a um erro de +0,05.V_. emv. d€ Hanes € também positiva.

Hml Y

- Este método tem o inconveniente de ndo separar as variaveis S
ev.



3 - Método de Eadie-Hofstee

Multiplicando ambos os membros da equacéo de Lineweaver-Burk por v.Vmax e rearranjando a equacao,
obtém-se a 32 transformacéo linear da equacéo de Michaelis-Menten: a equacéo de Eadie-Hofstee:

W

2

v = Vmax - Km -

Esta equacdo mostra que a representacao grafica de v em funcao de v/S é uma recta, com derivada igual
a -K_, ordenada na origem igual a V., € abcissa na origem igual a V., /K

m*

Comentarios
- E imperfeito do ponto de vista estatistico.

- Sofre, em menor extensao, do mesmo inconveniente
estatistico que o método de Lineweaver-Burk, com a
complicacdo adicional de que ambas as variaveis sao
afectadas pela variabilidade experimental em v.

- O facto de v aparecer em ambos os membros da equacéao
provoca um certo grau de correlacéo inevitavel entre as
variaveis v e v/S de tal modo que, mesmo quando S e v sédo
duas variaveis aleatorias independentes, as variaveis v e v/S
estao relacionadas entre si. Esta correlacdo, sendo positiva,
tende a enfraquecer a correlacdo observada entre as
0 variaveis no grafico, ja que a relacao teorica dada pela

v equacao entre v e V/S é negativa.

Grafico de Eadie-Hofstee. As barras obliquas

- Como am variaveli ta jeit rr mét
correspondem a um erro de £0,05.V_._em v. Como ambas as variaveis estao sujeitas a erro, 0 método

geral do ajustamento de uma recta a pontos pelo método dos
minimos quadrados ndo é, teoricamente, aplicavel.



4- Representacao grafica linear directa ( direct linear plot)

Trata-se de um método estatistico ndo-paramétrico, grafico, introduzido por Eisenthal e Cornish-Bowden
(1974).

Rearranjando a equacéo de Michaelis-Menten de modo a obter V., em funcéo de K, chega-se a seguinte
equacéao:

Vmax = v + Km

S

Entdo, se tratarmos V., € K., como sendo variaveis e v e S como constantes, esta equag¢éo define uma
linha reta, com derivada v/S, ordenada na origem v e abcissa na origem -S. Cornish-Bowden (1979) refere
gue isto ndo é tao estranho como pode parecer a primeira vista - com efeito, uma vez S e v medidos
experimentalmente, eles passam a ser constantes ja que qualguer analise dos resultados os mantém
inalterados; em relacéo a V, ., e K_, eles podem ser tratados como variaveis enquanto néo forem
estimados os seus valores.

Assim, neste meétodo, cada par de valores experimentais (S,,v;) origina uma recta num grafico que
representa V. em funcao de K.

direct linear plot

/



Modelo tedrico

“Direct linear plot “- Cada linha representa
uma observacao e é tracada a partir da
abcisa na origem, K = -S, e da ordenada
na origem V, . = V.. As coordenadas do
ponto de intersecgao dao os valores de K
e V.., que satisfazem as observagoes.

Exemplifiguemos o método para um primeiro caso de n = 2
observacoes.

Uma vez construidos os eixos coordenados (V, ., em fungdo de
K.,) € obtidas as duas observagoes experimentais, ficamos com
2 pares de valores (S,,v;), com i =1,2. Para o primeiro par de
valores (S,, v;) marcam-se os pontos K =-S, no eixo dos K _ e
Vs = V; NO eixo dos V, .. ; em seguida, traca-se uma

recta que passa por estes dois pontos, a qual é prolongada
para o 1° quadrante.

Para este par de valores (S,, v,;) ha, portanto, uma infinidade de
pares de valores V.. e K_ que satisfazem a equagéo:

) Viax = V1 + VoIS, . K,

E conveniente notar que esta recta ndo € um gréfico, no
mesmo sentido dos que se obtém pelo 3 métodos anteriores;
no "direct linear plot" cada recta corresponde a um s ponto
experimental.

Tracando do mesmo modo a recta que corresponde a uma
segunda observacédo (com diferentes valores de S e v, isto é,

comS, #S, ev, # v,), verifica-se igualmente que ha uma
infinidade de valores de V., e K. que satisfazem a nova
equacao: Vi =V, T VIS, . Ko

Para o casoemque S, # S, e v, # v,, estas duas rectas nao
definem os mesmos pares de valores de K, e V.., excepto no
ponto de interseccao - este ponto define o Unico par de valores
K., eV, 4 que satisfaz ambas as observacoes (exceptuam-se
0s casos em que v,/S; = v,/S,, isto é, casos em

gue as duas rectas sao paralelas, por ndo haver ponto de
interseccao entre elas) .



Na préatica, como as observacdes estao sujeitas a
erro, ndo ha um unico ponto, comum a
interseccdo de todas as rectas. O grafico que
normalmente se obtém esta representado na
figura. Neste caso, cada interseccéo fornece uma
estimativa inicial de K e de V_.. . Estas
estimativas sdo marcadas em ambos 0s eixos
coordenados. As melhores estimativas

atomar paraK_eV_. serdo as medianas das
respectivas estimativas iniciais.

As melhores estimativas dos parametros K e
V.4 Sao dadas por:

K.,*= mediana dos valores de K ;,

Viax® = mediana dos valores de V., i

Este método foi intitulado de "direct linear plot*
porque representa cada observacéo por uma recta
e porque fornece directamente os valores de

V. € K,y isto &, a representacéo grafica e linear
e a sua leitura directa.

Modelo real

“Direct linear plot”. As linhas s&o tracadas

como indicado na figura anterior e cada interseccao
(circulos) fornece uma estimativa K;; do K,

e uma estimtiva V., de V ... Estas estimativas
estdo marcadas nos eixos coordenados .

A melhor estimativa de K, ( K,-) obtém-se tomando
amedianados K, eadeV . (V)

obtém-se tomando a mediana dos V

max i,j .



Vantagens e inconvenientes do " direct linear plot”

Vantagens:
- a interseccao das retas da diretamente o valor dos parametros K, e V

gréfico, sem necessidade de calculo;

- € muito simples de construir, porque consiste apenas de linhas retas;

- ndo sao necessarias transformacdes;

- fornece indicacdes claras e precisas acerca da qualidade das observacoes, identificando observacdes aberrantes;
- fornece indicacéo visual da precisao das constantes estimadas;

- € muito insensivel a valores aberrantes;

- requer poucos pressupostos acerca da natureza do erro experimental;

- @, estatisticamente, mais preciso do que os trés metodos anteriormente referidos;

- permite um facil diagnostico do tipo de inibigcao.

0s quais sao lidos diretamente no

max’

Desvantagens:
- permite apenas a representacdo de um namero reduzido de observacdes em cada grafico; como o numero de
intersecgdes obtidas a partir de n observagoes (S;, v,) € dado por 1/2.n.(n-1), € facil de ver que o método grafico se
complica muitissimo quando o numero de observac¢des vai aumentando; com efeito, para 10 observacoes, é
necessario tracar 10 retas e determinar as coordenadas dos seus 45 pontos de interseccao [para 16 observacoes
serdo 120). Isto torna limitativa a utilizacdo do método porque além de o tornar muito trabalhoso, € praticamente
impossivel, para as dimensdes normais do papel correntemente utilizado, a determinacéo grafica das coordenadas
de centenas de pontos de intersec¢ao. Além disso, o ponto de interseccdo de duas retas define-se mais facilmente
se elas se intersectarem com angulos proximos de 90°, criando-se situagcdes ambiguas quando os angulos de
interseccdo sao muito agudos. Com um namero grande de retas, por mais bem espacados que estejam os valores
de S, e v, as retas intersectar-se-4o0 com angulos muito agudos, o que torna pouco precisa a estimativa dos
parametros; este inconveniente pode ser ultrapassado pela utilizacdo de um computador;
- em determinadas condi¢cfes € menos preciso que o ajustamento direto da hipérbole retangular aos pontos
experimentais, pelo método dos minimos quadrados;
- ndo é adequado para a utilizacédo de repeticdes (varias medicdes de v para um dado valor de S), o que é
frequente acontecer na pratica;
- ndo fornece informacé&o analitica simples acerca da precisédo das estimativas dos parametros K., e V...




5 - Ajustamento directo de uma hipérbole rectangular aos pontos experimen-
tais, pelo método dos minimos quadrados
4
: Vm’m['ﬂ

lﬂ - K]'ﬂ —|_ [SI

160- Vm4x = 151,055

e ——— _— — — —

®
= 151,055 . 8 / ( 71,5153 + S ) @
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= 75,528
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A equacao de Michaelis-Menten tal como usualmente escrita esta incompleta, ja que ignora o efeito do erro
experimental. Por isso, € mais correcto escrevé-la sob a forma:

Vmax . S.

_ 1
Vi T TKm o+ 5, (1 + e,)

comi=1, 2, ..., n,em que e, mede o desvio relativo do valor observado v, do valor calculado
Vnax-Si(K,+S;). O erro (1+e,) aparece na equacao como um factor e ndo como um erro aditivo, pois tal
parece corresponder a uma situacdo mais exacta.

Quando a equacao de Michaelis-Menten é expressa sob esta forma, € facil concluir porque € que as
transformacdes lineares atras referidas originam resultados pouco precisos.

Pondo a expresséo de cima em funcéo de e, vira:

Km « V. %.:
1 , i
e. = = + = -
i Vmax . Si Vmax

Interessa-nos pois obter a equacao da hipérbole rectangular que faca e; 0 minimo possivel - basta para
isso aplicar o método dos minimos quadrados.
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Principais vantagens e inconvenientes deste método

Vantagens:

-é simples;

- separa as variaveisv e S;

-as estimativas dos parametros sdo, em geral, mais precisas gue nos métodos lineares;

- NAo sdo necessarias transformacdes de variaveis e, consequentemente, transformacées das suas
variancias.

Desvantagens:

- gréfico néo linear;

- dificuldade no tracado preciso das assimptotas;

- todos estes calculos estatisticos sao relativamente trabalhosos e tanto mais quanto maior o valor de n;
para maior rigor e rapidez requer utilizagcao de computador;

- efeitos n&o tomados em conta no modelo e que originam maus ajustamentos nao sao tao facilmente
detectaveis como nos métodos lineares - por exemplo, os diferentes tipos de inibicdo podem ser mais
facilmente reconhecidos com os métodos lineares.
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Problemas de Enzimologia



1) A actividade da enzima que catalisa a reacgdo

Sacarose + H,0 = glucose + frutose

foi determinada a diferentes concentragbes de substrato e nos tempos abaixo

indicados:

Concentracdo Glucose formada ( ng) em:

inicial de

sacarose (mM) 30 seg I min 2min 5 min 10 min 15 min
10 180,2 360,3 600,0 1079,9 1410,2 1501,
20 270,3 540,5 959,8 2039,8 3000,4 3481,5
40 360,3 720,6 1351,2 3240,1  6181,7  8520,9
60 305.,4 810,7 1840,3 3451,5 6699,6 9600,1
80 432,4 864,8 1591,1 3749,8  7300,0  10801,2
100 450,4 900,8 1801,7 4504,1 9008,2 13512,0

Determine as velocidades iniciais v, para cada uma das concentragdes de

sacarose.
Utilizando estas velocidades faga a representaclo grifica de v, em fungdo

da concentracdo de substrato.



2) As velocidades iniciais de uma reacgdo enzimatica do tipo

Substrato ..;-----——f Produto

foram determinadas para diferentes concentracdes de substrato, tendo sido obtidos

os resultados indicados na tabela sequinte:

Concentracdo de S Velocidade inicial
(M) (umoles/min.)
1,00 x 1072 75,00
1,00 x 1073 75,00
1,00 x 107% 60,00
7,50 x 1073 56,25
6,25 x 1076 15,00

a) Determine 0 Km e a velocidade médxima que pode ser obtida com a quantidade
de enzima utilizada.

b) Qual serd a velocidade inicial para uma concentracdo de substrato igual a 2,5x
x10™5 M ?

c) Qual serd a velocidade inicial quando [S] = 1074 e se for duplicada a concen-
tracdo de enzima ?

d) Se fS] = 0,04 M qual serd a concentracdo do produto ao fim de 3 minutos ?



3) A partir da equacSo de Michaelis-Menten calcule as concentracdes de substrato
(expressas em mdltiplos de Km) necessdrias para obter as seguintes velocidades

iniciais: 0,5 VYmax, 0,9 Vmax, 0,95 Vmax e 1 Vmax. i



4) Determine a actividade molecular (taxa absoluta de catéalise ou "turnover number")

da enzima catalase, que catalisa a reacc3o:

H70, + H20, > 2 Hy0 + 0y
sabendo que um extracto da enzima, com o grau de pureza de 85%, forneceu os
seguintes dados experimentais:
a) 2,95 mg de protelina por litro;
b) producdo, na presenca de um excesso de agua oxigenada, durante um periodo
de 10 minutos, de 340 ul de oxigénio (a 20‘-".:: e a uma atmosfera de pressdo) por

cada 0,1 ml de extracto;

c) peso molecular da enzima préxime de 225.000,

Nota: In enzymology, turnover number (also termed k_,,) is defined as the
maximum number of molecules of substrate that an enzyme can convert to product

per catalytic site per unit of time.



5) As velocidades iniciais de uma dada reac¢do enzimética (S —> P) foram
‘determinadas a varias concentracdes de substrato, tendo sido obtidos os resultados

seguintes:

[s] v

(M) (umoles/min.)
8,35 x 1076 13,8
1,00 x 107> 16,0
1,25 x 107> 19,1
1,67 x 1073 23,8
2,00 x 107> 26,7
2,50 x 107> 30,8
3,30 x 107> 36,2
5,00 x 107> 44,5
1,00 x 1079 57,2
2,00 x 1074 66,7

Determine Ky, @ Vii,5x pelo método grafico do LINEWEAVER-BURK



6) A actividade da 6-fosfogluconato desidrogenase (descarboxilante], que catalisa

a reacgao:

Gluconato—6-P + NAD¥ ——> ribulose-5-P + CO3 + NADH + H*

foi estudada a pH 7,6 e 9,0, tendo—se obtido os seguintes resultados:

Concentragdo de Acréscimo de absorvéncia a 340 nm
gluconato—6-P . durante os cinco minutos iniciais

(1074 M) pH 7,6 pH 9,0

0,174 0,074 0,034

0,267 0,085 0,047

0,526 0,098 0,075

1,666 0,114 0,128

4,000 - 0,167

Determine a que valor de pH é maior a afinidade da enzima para o gluconato—6-
P.



7) Estudouse a taxa de hidrélise do L-carbobenzoxi-glicil-D-fenilalanina sob a acgdo
da enzima carboxipeptidase (na presenca e na auséncia de inibidores) para o que
se recorreu a reacgdo colorimétrica da ninidrina. A partir dos resultados expressos

no quadro (em unidades arbitrérias de actividade) determine o tipo de cada um dos

inibidores.
Inibidor

Concentracdo

inicial do Hidrocinamato Fenilbutirato Benzoato

subtrato (mM) 0 2 mM 2 mM 50 mM
100,0 a— 16,0 — 50,8
71,3 166,0 — — -
58,1 182,6 = -— —_
55,0 = = 90,2 —
50,0 = 11.1 _— 38,4
30,0 o 7,6 57,1 —
38.4 111,8 = — >
28,5 111,0 o - —
25,0 — 5,6 50,0 33,3
17,5 - - - T 30,3

12,5 66,0 - 28,5 -
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