PROBLEMAS DE ENZIMOLOGIA

1) A actividade da enzima que catalisa a reacgdo

Sacarose + H0 —————> glucose + frutose

foi determinada a diferentes concentragdes de substrato e nos tempos abaixo

indicados:

Concentracdo Glucose formada ( pg) em:

inicial de

sacarose (mM) 30 seg 1 min 2 min 5 min 10 min 15 min
10 180,2 360,3 600,0 1079,9 1410,2 1501,1
20 270,3 540,5 959.,8 2039,8 3000,4 3481,5
40 360,3 '/;20,6 1351,2  3240,1 6181,7 8520,9
60 405,84 810,7 1440,3 3451,5 6699,6 9600,1
80 832,4 864,8 1591,1 3774‘9,8 73G0,0 10801,2
100 450,48 900,8 1801,7 4504,1 9008,2 13512,0

Determine as velocidades iniciais vo, para cada uma das concentragbes de

sacarose.
Utilizando estas velocidades faga a representacdo grafica de v, em fungéo

da concentragdo de substrato.

2) As velocidades iniciais de uma reacc¢do enzimética do tipo

—————
Substrato «————— Produto
foram determinadas para diferentes concentracdes de substrato, tendo sido obtidos

os resuitados indicados na tabela seguinte:

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

a) Determine 0 Km e a velocidade méxima que pode ser obtida com a quantidade

de enzima utilizada.



3)

1)

5)

b) Qual serd a velocidade inicial para uma concentracdo de substrato igual a 2,5x
X105 M ?

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

d) Se [s] = 0,084 M qual serd a concentragdo do produto ao fim de 3 minutos ?

A partir da equacdo de Michaelis-Menten calcule as concentracdes de substrato
(expressas em mdaltiplos de Km) necessérias para obter as seguintes velocidades

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

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

da enzima catalase, que catalisa a reaccdo:
HyO3 + HO3 — 3 2 H30 + O,

sabendo que um extracto da enzima, com o grau de pureza de 85%, forneceu os

seguintes dados experimentais:

a) 2,95 mg de protefna por litro;

b) producdo, na presenca de um excesso de dgua oxigenada, durante um periodo
de 10 minutos, de 340 ul de oxigénio (a 20°C e a uma atmosfera de pressdo) por
cada 0,1 mi de extracto; .

c) peso molecular da enzima préximo de 225.000.

As velocidades iniciais de uma dada reacgdo enzimética (S —> P) foram

‘determinadas a vérias concentracdes de substrato, tendo sido obtidos os resultados

seguintes:

[SJ 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 1075 26,7
2,50 x 107> 30,8
3,30 x 1075 36,2
5,00 x 107> 44,5
1,00 x 1078 57,2
2,00 x 1074 66,7

Determine Ky, € Vimax pelo método gréfico do LINEWEAVER-BURK



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

a reacgdo:
Gluconato—6-P + NAD*¥ ——— ribulose-5-P + COy + NADH + H*

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

Concentragdo de Acréscimo de absorvancia 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) Estudou—se 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 reaccdo colorimétrica da ninidrina. A partir dos resultados expressoé
no quadro (em unidades arbitrérias de actividade) determine o tipo de cada um dos

inibidores.

Inibidor

Concentracdo -

inicial do Hidrocinamato  Fenilbutirato Benzozto

subtrato (mM) 0 2 mM 2 mM 50 mM
100,0 — 16,0 - 40,8
71,3 166,0 s s s
58,1 142,6 - - -
55,0 s = 90,9 -
50,0 — 11,1 = 38,4
40,0 - 7,6 57,1 —
38,4 111,8 = = e
28,5 111,0 — = e
25,0 - 5,6 50,0 33,3
17,5 - - - T 30,3

12,5 66,0 o 28,5 -
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