ISSN 2177-4439
Margo / 2021

DOCUMENTOS

35

Guia pratico para caracterizagao de enzimas







ISSN 2177-4439
Margo / 2021

Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria
Embrapa Agroenergia
Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento

DOCUMENTOS 35

Guia pratico para caracterizagao de enzimas

Thélyta Fraga Pacheco
Thais Demarchi Mendes

Embrapa Agroenergia
Brasilia, DF
2021



Exemplares desta publicagdo podem ser adquiridos na:

Embrapa Agroenergia

Parque Estagao Biologica (PqEB), s/n°®
Ed. Embrapa Agroenergia

Caixa Postal 40315

CEP 70770-901, Brasilia, DF

Fone: +55 (61) 3448-1581

Fax: +55 (61) 3448-1589
www.embrapa.br/agroenergia
www.embrapa.br/fale-conosco/sac/

Comité Local de Publicagdes
da Embrapa Agroenergia

Presidente
Patricia Verardi Abdelnur

Secretaria-Executiva
Lorena Costa Garcia Calsing

Membros

Adilson Kenji Kobayashi

André Pereira Ledo

Dasciana de Sousa Rodrigues
Emerson Léo Schultz

Felipe Brandéao de Paiva Carvalho
Thais Fabiana Chan Salum
Wesley Gabriel de Oliveira Leal

Supervisao editorial e revisdo de texto
Luciane Chedid Melo Borges

Normalizagdo bibliografica
lara Del Fiaco Rocha

Projeto grafico da colegdo
Carlos Eduardo Felice Barbeiro

Editoracéo eletronica
Maria Goreti Braga dos Santos

Foto da capa
Selvanegra/iStock

12 edigao
Publicacdo digital (2021)

Todos os direitos reservados
A reproducdo néo autorizada desta publicacdo, no todo ou em parte, constitui
violagao dos direitos autorais (Lei n° 9.610).

Dados Internacionais de Catalogagdo na Publicacéo (CIP)
Embrapa, Secretaria-Geral

Pacheco, Thalyta Fraga.

Guia pratico para caracterizagdo de enzimas / Thalyta Fraga Pacheco, Thais
Demarchi Mendes. — Brasilia, DF : Embrapa Agroenergia, 2021.
PDF (58 p.). — (Documentos / Embrapa Agroenergia, ISSN 2177-4439 ; 35)

1. Atividade enzimatica. 2. Propriedade fisico-quimica. I. Mendes, Thais

Demarchi. Il. Embrapa Agroenergia. lll. Série.

CDD 572.7

lara Del Fiaco Rocha (CRB-1/2169)

© Embrapa, 2021



Autores

Thalyta Fraga Pacheco

Engenheira quimica, mestre em Engenharia Quimica, analista
da Embrapa Agroenergia, Brasilia, DF.

Thais Demarchi Mendes

Biologa, mestre em Microbiologia Aplicada, analista da
Embrapa Agroenergia, Brasilia, DF.






Apresentacao

A cinética enzimatica tem o objetivo de analisar quantitativamente o efeito de
fatores que podem influenciar, positiva ou negativamente, a velocidade de
uma reagao catalisada por uma enzima. A implementagao industrial de um
processo enzimatico depende do conhecimento das condigdes de atuagao
e do efeito das caracteristicas do meio sobre a enzima, ou seja, requer um
estudo da cinética e termodinamica enzimatica.

Neste guia serdo abordados os temas mais béasicos que integram o estudo
da cinética e termodinamica de reag¢des enzimaticas e, partindo de estudo
hipotético, serd demonstrado como planejar os experimentos e obter as
informagdes requeridas de forma pratica. Estudos mais detalhados dos
processos enzimaticos podem ser encontrados nas literaturas recomendadas
no fim deste documento.

Alexandre Alonso Alves
Chefe-Geral da Embrapa Agroenergia
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Secao 1: Aspectos tedricos

Definicao e classificagao

Enzimas sado proteinas (ou RNA) que possuem propriedades catalisadoras
de reagdes quimicas, as quais, na sua auséncia, dificiimente aconteceriam.
Sao categorizadas, de acordo com o tipo de reagdo catalisada, em seis
classes, mostradas na Tabela 1. Cada classe é dividida em subclasses e
um cadigo (4 numeros) é dado a cada enzima, como, por exemplo, o cédigo
E.C 3.2.1.21 atribuido a B-glicosidase, no qual o primeiro numero indica a
classe principal hidrolases, o segundo indica a subclasse glicosilases, o
terceiro numero indica que a enzima hidrolisa compostos O- ou S-glicosil
e o ultimo indica a a¢ao na hidrélise de residuos terminais de B-D-glicosil
nao redutores, com liberagdo de B-D-glicose. Na base de dados BRENDA,
estdo disponiveis a classificacdo das enzimas, a estrutura, a sequéncia
de peptideos, o tipo de reacdo catalisada, os substratos, os produtos, os
parametros cinéticos, entre outras informagdes.

Tabela 1. Classificagdo das enzimas segundo a International Union of Biochemistry
and Molecular Biology (IUBMB).

Classe Nome Reacdo catalisada

1 Oxidorredutases Transferéncia de elétrons (ions hibridos ou atomos de H).

Reacdes de transferéncia de grupos funcionais (grupos aldeido, acila, glicosil,

2 Transferases fosfato).

Reacdes de hidrdlise (transferéncia de grupos funcionais para moléculas de

I HELEEE agua). Atuam sobre ligacdes éster, glicosidicas, peptidicas e C-N.

Clivagem de C-C, C-0, C-N ou outras ligagdes por eliminagcao, rompimento de

4 Liases S .. . .
ligacdes duplas ou anéis, ou adigao de grupos a ligacdes duplas.
Transferéncia de grupos dentro de uma mesma molécula, produzindo formas
5 Isomerases L
isoméricas.
6 s Formacéo de ligacées C-C, C-S, C-O e C-N por reacdes de condensacéo

acopladas a hidrdlise de ATP ou outros cofatores.

' Disponivel em: https://www.brenda-enzymes.org.


https://www.brenda-enzymes.org/
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Como pode ser observado na Figura 1, as enzimas atuam diminuindo a
energia de ativagdo necessdria para que um substrato seja convertido em
produto. Dessa forma, as enzimas aumentam a velocidade das reagbes
quimicas, que, na auséncia de um catalisador, seriam extremamente lentas.

Sem enzima

-

Com enzima

Energia de ativacédo

A J

Progresso dareacéo

Figura 1. Representacdo da energia de ativagdo de reagdes catalisadas e nao
catalisadas.

O substrato e a enzima reagem reversivelmente entre si, formando um
composto intermediario denominado complexo enzima-substrato. Esse
complexo formado se decompde formando o produto da reacéo e a enzima

€ regenerada. Portanto, a reacdo catalisada por uma enzima pode ser
representada, simplificadamente, como:
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Em que E é a enzima, S é o substrato, P € o produto e ES o complexo
enzima-substrato; k,: constante de velocidade de formagao do complexo; k-,:
constante de velocidade de dissociagdo do complexo ES; k,: constante de
velocidade de decomposi¢cdo do complexo ES, formando o produto.

Cinética das reacdes enzimaticas

Medida de velocidade da reacao e atividade enzimatica

A efetividade de acdo de uma enzima é dada pela medida da velocidade
da reagdo que a enzima catalisa, a qual é determinada pela quantidade de
produto gerado, ou de substrato consumido, por unidade de tempo, como
representado na equagéao abaixo:

p=2_2-95

dt dt

Para determinagao da velocidade da reagado catalisada por uma enzima, e
calcular a atividade enzimatica, a técnica experimental mais usual da cinética
enzimatica € o método das velocidades iniciais, que assume a cinética de
estado estacionario. Dessa forma, a taxa medida de consumo do substrato,
ou formacgdo de produto, deve ser constante em toda faixa de tempo do
ensaio para se medir a verdadeira taxa inicial. Para isto, é preciso garantir
que a formacgéao de produto em fungéo do tempo e a velocidade da reagdo em
fungcdo da concentragdo de enzima sejam lineares. Medidas de velocidade
inicial de uma reagédo enzimatica sao primordiais para o entendimento do
mecanismo de acao da enzima.

Por definicdo da International Union of Biochemistry (IUPAC), uma unidade
de atividade enzimatica (1 U) é a quantidade de enzima que catalisa a
conversdo de um umol do substrato por minuto, nas condigdes do ensaio.
Entdo, para se determinar a atividade da enzima, deve-se normalizar a
velocidade da reagéo catalisada (em pmol/min) pela quantidade de enzima
utilizada na reagéo catalitica (por exemplo, mg, mL, mol).
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Em resumo, para a determinagao da velocidade de reagao, alguns requisitos
devem ser observados:

» O ensaio deve ser feito com altas concentracbes de substrato, para
garantir que a velocidade maxima (conceito que sera explicado a
seguir) esteja sendo avaliada e para impedir que pequenas variagdes
na concentragéo de substrato afetem a medida da atividade. Na pratica,
sao recomendadas conversdes de aproximadamente 5% do substrato
durante o tempo de realizagdo do ensaio. Assim, a concentragdo de
substrato permanece em excesso no meio reacional durante todo o
tempo de reacao.

* A concentragdo de produto formada, ao término do ensaio, deve ser
baixa o suficiente para nao ter influéncia sobre a velocidade.

» As condicbes de pH e temperatura devem ser favoraveis a reagéo.

* Os ensaios devem ser reprodutiveis.

A cinética da reagao enzimatica é afetada por mudancgas nas condi¢oes da
reagdo, como, por exemplo, concentragdo de substrato, pH, temperatura,
presenga de inibidores ou ativadores, entre outras. Esse conteudo sera
apresentado nos proximos tépicos.

Efeito da concentragao de substrato

O conjunto de dados mais importante e informativo € obtido ao estudar a
velocidade da reacdo em funcdo da concentragdo de substrato. Para muitas
enzimas, a velocidade inicial varia hiperbolicamente com a concentragao
de substrato, para uma mesma concentragdo de enzima. O modelo cinético
(Equagédo 2) proposto por Michaelis e Menten (1913) € um dos mais
utilizados para descrever esse efeito. Se os ensaios realizados se diferem
apenas pela concentragao inicial do substrato, a velocidade da reagao sera
fungéo crescente da concentracao de substrato até um determinado valor,
quando a enzima se torna saturada pelo substrato e a velocidade se mantém
aproximadamente constante quando maiores concentragbes de substrato
estao disponiveis (Figura 2).
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L e

¥m
—_— ===y _ vmS

T km+S

v
t

kim

Figura 2. Representagédo da equagao de Michaelis-Menten.

Vm é a maxima velocidade inicial, teoricamente atingida quando a enzima
esta saturada pela alta concentragdo de substrato, e representa o valor
do eixo y no qual a curva atinge o platé. km, denominada constante de
Michaelis, é a concentracdo de substrato na qual é atingida uma velocidade
igual @ metade da maxima e indica a afinidade (tendéncia de se ligar) de
uma enzima com seu substrato. Quando uma enzima atuar sobre mais de
um substrato, km permite identificar o substrato pelo qual a enzima tem
maior afinidade. Quanto menor for o valor de km, maior sera a afinidade da
enzima pelo substrato. Se uma enzima tem um baixo valor de km, ela atinge
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sua velocidade maxima inicial (Vm) em baixas concentra¢des de substrato.
Para a maioria das enzimas, km varia entre 10" e 107 M.

Observando o grafico da Figura 2 e a Equacao 2, pode-se perceber que, se
a concentracao de substrato for muito menor que km, ou seja, km+S=km,
entdo v=(Vm/km).S, e a velocidade de reagdo se comporta como de primeira
ordem em fungdo da concentracdo de substrato, ou seja, a velocidade é
linearmente proporcional ao aumento da concentragdo de substrato. Mas,
se a concentragao de substrato for muito maior que km, entdo km+S=S e
v=Vm, a velocidade de reagcédo se comporta como de ordem zero, ou seja, a
velocidade ndo é modificada com o aumento da concentragcédo de substrato.

A determinagao dos parametros km e Vm a partir de valores experimentais
de velocidade inicial em funcdo de diferentes concentragdes de substrato
pode ser feita por regressao nao linear, ajustando os dados experimentais a
equagcao proposta (Equagéo 2). Esta opgéo deve ser preferida, em detrimento
as técnicas de linearizagdo, pois evita imprecisbes por aproximagdes. A
regressao nao linear para determinagéo dos parametros da equagao pode
ser feita em diversos softwares licenciados, como Statistica, Origin, Excel
(utilizando o suplemento Solver) ou em softwares livres, como R, ScilLab e
DynaFit. O Apéndice 1 apresenta uma descricdo, passo a passo, de como
estimar pardmetros de uma equacéo por meio de um ajuste n&o linear dos
dados utilizando o Statistica e o suplemento Solver do Excel.

E também possivel aplicar transformacdes para linearizar a equacdo de
Michaelis-Menten e ajustar os dados experimentais a uma reta. Entre as
opcbes de linearizagao, Lineweaver-Burk, também conhecida como duplo
reciproco, € a mais popular (porém ndo a mais recomendada), na qual 1/v
(eixo y) é plotado contra 1/S (eixo x). Ajustando-se esses dados a uma reta,
y=a+b.x, o coeficiente linear obtido seria 1/Vm (correspondente ao termo a) e
o coeficiente angular, km/Vm (correspondente ao termo b) (Figura 3).

1_ 1 ,  Km 1
—=—F—.- @
v vm Vm §
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1/v

v=a+bx

1 1 km 1

v ¥vmtvm's

1/Vm

» 1/5
—1/km

Figura 3. Representagao da linearizagao (Lineweaver-Burk) da equagao de Michaelis-
-Menten.

Apesar de a equacéao de Lineweaver-Burk ser uma variagao da equagéao de
Michaelis-Menten, ela ndo fornece a mesma precisao no ajuste dos dados
experimentais. Isso ocorre porque estdo associados erros experimentais as
medidas de velocidade. Ao calcular o inverso da velocidade inicial (1/v), o
método tende a dar énfase aos menores valores de v, que sao os que, em
geral, apresentam os maiores erros experimentais, e tende a condensar os
pontos de alta concentracdo em uma pequena regido. Além disso, 1/S e 1/v
nunca serao iguais a zero. Devido aos recursos computacionais disponiveis
atualmente, a determinacédo de parametros com métodos linearizados
tem entrado em desuso. A aplicagcdo desse método de linearizagdo tem
se restringido ao entendimento dos mecanismos cinéticos de inibicao
(mostrados a seguir).
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Qualquer que seja o método utilizado, uma boa determinacédo dos parametros
cinéticos depende de uma cuidadosa medida dos valores experimentais.

Nota: Apesar da ampla aplicabilidade do modelo de Michaelis-Menten, ele
nao & capaz de descrever as propriedades cinéticas de todas as enzimas.
Enzimas alostéricas, que apresentam multiplas subunidades e multiplos
sitios ativos, por exemplo, ndo obedecem a cinética de Michaelis-Menten.
Em geral, elas apresentam perfis sigmoidais de velocidade de reagdo em
fungdo da concentragdo de substrato. Reagbes que ocorrem na presenga
de altas concentragcbes de substrato e produto ou em condi¢gdes adversas
de reacao, em geral, utilizam modelos cinéticos mais elaborados, nos quais
sédo inseridos termos de corre¢cdo ao modelo inicialmente proposto por
Michaelis-Menten.

Presenca de inibidores

A presenca de um inibidor da reagdo enzimatica causa a diminuigdo da
velocidade de reagdo. Essa inibicdo pode ser irreversivel ou reversivel e
pode ser causada pelo substrato, produto ou outras substancias presentes
no meio reacional.

Os principais tipos de inibicdes reversiveis, objeto de estudo deste tdpico,
sao inibigdo competitiva, inibicdo ndo competitiva e inibigdo pelo substrato.

Inibicdo competitiva

Um inibidor € competitivo quando compete com o substrato pela ocupagao
do sitio ativo da enzima. Nesse caso, em geral, o inibidor tem semelhanca
estrutural com o substrato, mas ndo é uma regra. A representagéo grafica da
cinética enzimatica na presenca de um inibidor competitivo esta apresentada
na Figura 4.
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v
F 3
Vm
=070, i,
Vi'm, Vm, Vm,|____[ _/L
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Figura 4. Representacao da equacao de Michaelis-Menten (A) e da linearizagédo de
Lineweaver-Burk (B) para o caso de inibigdo competitiva. i=0: auséncia de inibidor; i,
e i,: concentragbes do inibidor (i,> /,)
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Considerando-se a presenga de um inibidor competindo com o substrato
pela enzima, a velocidade de reagéo (v,) pode ser dada por:

vm.S _ Vm.S
i) S+kmt
S+km.(1+ki)

Vi = (4)

Na qual i corresponde a molaridade inicial do inibidor, ki a constante de
inibicdo ou constante de dissociagédo do inibidor e km’ ou km aparente da
reagao na presencga do inibidor.

- LY kma
km' = km (1+Ki) km+ki.t (5)

km’ pode ser definido como:

Pela caracteristica das equacdes 4 e 5, pode-se observar que km aparente
(km’) serd sempre maior que km (sem presenga de inibidor) e que, quanto
menor o valor de ki, maior sera o valor da razao i/ki, que torna maior o valor
de km’ e maior o efeito do inibidor sobre a velocidade de reacado. ki nesse
caso pode ser interpretado como a concentragao do inibidor que dobra o
valor de km.

Portanto, da relacao entre as velocidades na auséncia e presencga de inibidor
(equacgbes 2 e 4, respectivamente), tem-se:

Km
Ki.(Km+S) '

Z=1 (6)
vi

Ou seja, para altas concentragdes de substrato (S>«), v/vi=> 1 e a influéncia
do inibidor pode se tornar desprezivel.
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O percentual de inibigao dependera das concentragdes relativas de substrato
e inibidor competitivo e da afinidade diferencial da enzima pelo substrato e
pelo inibidor.

Utilizando-se modelo linearizado (Figura 4b) para facilitar o entendimento,
pode-se observar que modelos sem inibicdo e com inibicdo competitiva
variam em seu valor de km e apresentam a mesma velocidade maxima
de reacdo (Vm). A presenca do inibidor altera a afinidade da enzima pelo
substrato, mas nao altera a velocidade maxima. A inclinagdo da reta sera
maior quanto maior for o efeito do inibidor.

Inibicdo ndo competitiva

Na inibicdo nao competitiva, os inibidores tém mecanismos de agao diversos,
nao apresentam semelhanga estrutural com o substrato e ndo competem
pelo sitio ativo. Os inibidores se ligam as enzimas e estas se tornam inativas
enquanto permanecerem ligadas ao inibidor. A representacdo gréfica
da cinética enzimatica na presenga de um inibidor ndo competitivo esta
apresentada na Figura 5. A velocidade de reagéo, em fung¢édo da concentracao
de substrato e de inibidor é dada por:

Na qual i corresponde a molaridade inicial do inibidor e ki a constante de
inibicao ou constante de dissociagéo do inibidor.

V_m_g

i
(“’H) _vm's (7)
km+S5§ km+5

Vi =

Vm’, denominada Vm aparente, pode ser definida como:

Vym =-— (8)
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ki, nesse caso, determina a concentragdo de inibidor necessaria para
reduzir a velocidade de reacdo a metade da velocidade maxima (em baixa
concentragéo de substrato).

v
A
Vm i—0
i
Vmy 1
i
Vm,
L
2 1
| -
2 1
L P )
2 1
1
]
‘
1
1
L] » S (a)
km =km; = km,
1
v
h
i=i,>1
i=1iy
i=0
1
Vm
1
o b
. . 5 (b)

Figura 5. Representacéo da equagédo de Michalis-Menten (a) e da linearizagao de
Lineweaver-Burk (b) para o caso de inibicdo ndo competitiva. i=0: auséncia de inibidor;
i, e i,: concentragbes do inibidor (i,> i,)
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Com base nas equagbes 7 e 8 e na Figura 5, é possivel observar que a
inibicdo ndo competitiva diminui o valor da velocidade maxima aparente,
devido a diminuigdo da concentragcédo de enzimas ativas, mas o valor de km é
mantido constante. A inclinagéo da reta sera maior quanto mais pronunciado
for o efeito do inibidor. Nesse caso, ao contrario da inibicdo competitiva, um
aumento da concentragdo de substrato ndo reverte a inibigao.

Inibicao pelo substrato

Um excesso de substrato no meio reacional pode manter a velocidade de
reagao constante, como descreve o modelo de Michaelis-Menten (linha
pontilhada da Figura 6), mas pode também, em alguns casos, provocar
inibicao de sua propria catalise e resultar numa diminuicao da velocidade da
reagao em fungdo do aumento da concentragéo de substrato (linha continua
da Figura 6).

Vm f--=-----------"-"-"-"-"-"-"-"-"--------- -

v
1%:]

Figura 6. Representagéo da inibicdo da enzima pelo substrato.
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Nesse caso, a velocidade como fungao da concentragédo de substrato é dada
por:

_ Vm.S
V=——"—"—"
Km+5+—

Ki

‘No ponto de maximo da funcdo, em que dv/dS=0, pode-se calcular a
maxima concentragcao de substrato que ndao causa um efeito inibitério da
reagéo, dada por:

Smax = Vkm. ki  (10)

Turnover (kcat)

O turnover, também conhecido como numero de renovagédo, mede o numero
de moléculas de substrato convertidas em produto por uma molécula de
enzima por unidade de tempo, considerando que a enzima esta totalmente
saturada com substrato. E calculado pela relagdo entre a velocidade maxima
de reagdo e a quantidade total de sitios cataliticos de enzima do ensaio (Et),
em mols. Se a enzima tem multiplas subunidades, Et pode ser maior que a
concentragédo de enzima, caso nao tenha, Et correspondera a concentragao
da enzima. Quanto maior o valor de kcat, mais rapidamente o complexo
enzima-substrato avanga para a formagao de produto, com consequente
disponibilizacdo do sitio ativo para nova reagdo. Seu valor para a maioria
das enzimas varia entre 1 e 10” s e é definido como:

kcat = 22 (11)
Et
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Como essa constante é valida para concentragdes saturantes de substrato,
nem sempre representa a melhor forma de comparagdo de eficiéncia
catalitica.

Uma constante alternativa, conhecida como constante de especificidade,
€ dada pela relagao kcat’/km. Esta € uma importante medida da eficiéncia
catalitica da enzima e representa a taxa da reacdo em concentragbes
despreziveis de substrato. Os valores de kcat/km determinados para
diferentes substratos e uma mesma enzima, ou para duas enzimas e um
mesmo substrato, permite a comparacdo da efetividade de enzimas em
diferentes condi¢cbes operacionais. O limite superior dessa relagao é de
aproximadamente 108 - 10%(s.M), determinado pelo encontro controlado por
difusdo de uma enzima e seu substrato. Enzimas que apresentam a relacao
kcat/km proxima desse limite superior atingiram a “perfeicao catalitica”, ou
seja, sua velocidade catalitica é restringida apenas pela taxa de encontro da
enzima e seu substrato na solugao.

Entretanto, utilizar a relacdo kcat/km como medida de desempenho ou
critério de selecdo de uma enzima, sem considerar outros fatores, pode levar
a uma selegao errbnea do biocatalisador, principalmente porque essa relagao
negligencia a contribuicdo de importantes fatores, como concentragdo de
substrato e possiveis inibigdes.

Efeito da temperatura

A atividade catalitica das enzimas é fortemente influenciada pela temperatura.
A influéncia da temperatura na constante de velocidade da reacgao, k,
obedece a lei de Arrhenius:

k = ky.e E&/RT  (12)

Na qual Ea é a energia de ativagéo (kJ/mol), R a constante dos gases ideais
(8,314 J/mol.K) e T é a temperatura absoluta (K). A energia de ativagéo é
a energia minima necessaria que os reagentes devem possuir para que a
reagao ocorra.
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Nas reacbes catalisadas por enzimas, o aumento da temperatura, até
certo limite, leva ao aumento da velocidade de reacdo. Entretanto, a
elevacdo da temperatura também aumenta a possibilidade de desativacao
térmica ou desnaturacdo da enzima. A temperatura exerce, entdo, dois
efeitos antagbnicos sobre a atividade enzimatica. Por um lado, aumenta a
velocidade catalitica, por outro, apods certa temperatura, a velocidade da
reagcao comega a decair, devido a inativagdo das moléculas e consequente
diminuicdo da concentragao de enzimas ativas no meio reacional. Exemplos
de representagdes graficas do efeito da temperatura sobre a velocidade das
reagoes catalisadas por enzimas podem ser observados nas Figuras 11 e 12.

Efeito do pH

Em geral, as enzimas apresentam maxima atividade em um valor de pH
especifico, ocorrendo uma diminuicdo da velocidade de reagcdo com o
distanciamento desse valor 6timo. Essa influéncia é exercida sobre os
grupos dissociaveis de varios aminoacidos que, em diferentes valores de pH,
podem se apresentar protonados ou desprotonados. Existe um pH especifico
que favorece o arranjo dos grupos protonados e desprotonados e altera a
conformacdo da enzima de forma a favorecer seu desempenho catalitico.
Um exemplo de representagéo grafica do efeito do pH sobre a velocidade
das reacgdes catalisadas por enzimas pode ser observado na Figura 13.

Efeito de ions metalicos

Muitas enzimas, para desempenharem sua funcao catalitica, necessitam
da associagcdo com ions metalicos que, nesse caso, sdo denominados
cofatores. fons metalicos podem se ligar covalentemente aos aminoacidos
da cadeia proteica e participarem efetivamente da reacdo catalitica ou,
em outros casos, se juntam a enzima no momento da catélise, sem que
seja estabelecida uma ligagdo covalente. Algumas enzimas reconhecem
diferentes ions bivalentes como ativadores, enquanto outras demandam um
ion especifico.

Alguns ions, porém, podem se ligar a enzima, alterando sua estrutura
e inibindo sua funcionalidade. De forma geral, esses ions atuam como
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inibidores ndo competitivos. O efeito dos diferentes ions metalicos sobre as
enzimas é bastante variavel e vai depender de seu tipo, origem, mecanismo
de atuacgao, entre outros fatores.

Desativacao

A estabilidade € um dos principais fatores a ser considerado na selegéao
de uma enzima para aplicagdo em processo industrial. Diversos fatores,
como temperatura, pH ou tempo de armazenamento, podem fazer com
que a enzima perca sua atividade. Essa desativagdo ocorre pelo efeito
de mudancgas conformacionais, na estrutura secundaria e terciaria, sem
que haja quebra das ligagbes covalentes. Uma enzima pode se desativar
reversivel ou irreversivelmente.

Constante de desativacao e tempo de meia vida

O modelo mais simples que descreve o processo de desativagdo é o modelo
de primeira ordem em que a taxa de desativacao (dA/dt, na qual A representa
atividade da enzima ativa) é diretamente proporcional a concentragcdo da
enzima ativa, ou seja, dA/dt=-k.A, ou, de forma integrada:

A(t) = Ag.e ™t (13)  ou InA(t) =ndA, —kd.t (14)

ouainda [n (ﬂ) = —kd.t (15)

Ag

Na qual kd é chamada constante de desativagéo ou desnaturagéo e A/A €
considerada a atividade relativa, relagéo entre o valor da atividade no tempo
t e o valor inicial da atividade.

O tempo de meia vida, t,,, é definido como o tempo em que a atividade
da enzima se reduz a metade. Entao, aplicando o conceito de meia vida a
Equagao 15, temos que:

In GA—") =—kd.t  (16)

Ag
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Isolando t, ,:

— (05) _ 0,69 (17)
3 kd kd

Observando a Equagao 17, podemos perceber que quanto menor o valor de
kd, maior o tempo de meia vida da enzima, e maior sua estabilidade.

Existem modelos de desativagdo mais complexos que o modelo mais usual,
de primeira ordem, apresentado. Nem sempre os dados experimentais de
atividade terdo decaimento exponencial como descreve esse modelo.

Energia de ativagao

De posse dos valores das constantes de desativacdo (kd) obtidos em
diferentes temperaturas, a energia de ativagdo do processo de desativacao
térmica (Ed) pode entédo ser facilimente calculada, utilizando novamente a
equacao de Arrhenius, anteriormente mencionada e agora apresentada na
forma linearizada:

in (kd) = In kd* —%. (18)

SR

Na qual R: constante dos gases ideais (8,314 J/mol.K), kd*: fator de
frequéncia para a reacdo, T:. temperatura absoluta, em Kelvin, dada por T
(K)= T(°C)+273,15.

Comparando Ed para duas enzimas, o maior valor de energia de ativagéo da
inativacao térmica se traduz em uma enzima menos sensivel a temperatura,
ou seja, mais estavel a elevadas temperaturas.
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Secao 2: Aspectos praticos

Nesta secgdo, iremos aplicar a teoria da seg¢do anterior a um estudo de
caso (hipotético) em que é necessario conhecer as caracteristicas de um
conjunto de enzimas para selecionar a mais apropriada para ser aplicada a
um processo industrial.

Estudo de caso: Selecao da enzima
B-glicosidase mais apropriada para ser
adicionada a coquetel celulolitico

Para a conversao de biomassa lignocelulésica em agucares fermentesciveis,
sd0 necessarias duas etapas: pré-tratamento (processo quimico e/ou
fisico) e posterior processo enzimatico para despolimerizacédo da celulose
em glicose. Essa reagdo é catalisada, principalmente, pela acao sinérgica
de trés tipos de enzimas: endo-3-1,4-glicanase (E.C. 3.1.24), exoglicanase
(E.C. 3.2.1.91) e B-glicosidase (E.C 3.2.1.21) (Margeot el al., 2009).

A maioria dos coquetéis comerciais tem como base o conjunto de enzimas
produzido por linhagens selvagens ou geneticamente modificadas da espécie
Trichoderma reesei. Apesar de apresentarem a vantagem da capacidade
de producdo de um complexo de enzimas robusto para o ambiente
industrial, esse conjunto é pobre em [-glicosidases, sendo necessaria sua
complementacdo com enzimas obtidas de outras fontes. Embora ja estejam
disponiveis no mercado eficientes coquetéis enzimaticos, o aperfeicoamento
desse conjunto catalisador ainda é alvo de programas de pesquisa de
empresas e instituicoes.

Vamos supor, entao, que estamos desenvolvendo um projeto que tem como
objetivo selecionar B-glicosidase para complementar coquetel celulolitico
produzido por T. reesei. As candidatas sado seis diferentes enzimas, todas
B-glicosidases, de origem fungica, obtidas por expresséo heterdloga. As
enzimas, quando padronizadas por mg de proteina, apresentam valores
de atividade enzimatica semelhantes. Por apresentarem velocidades de
formacado de produto parecidas, podemos afirmar que todas tém o mesmo
potencial para serem escolhidas como a proteina a ser adicionada ao
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coquetel base? Ndo! E necessario que a enzima também tenha propriedades
compativeis com a condicao de aplicagao pretendida: hidrdlise enzimatica de
biomassa lignocelulésica.

Esse processo apresenta as seguintes condigdes: pH proximo de 5 (tampao
citrato de sdédio/acido citrico), 50 °C, 48 horas de duragao, ambiente com
alta concentracdo de glicose. Entdo, além de conhecermos os valores de
atividade, para selecionar qual a enzima mais apropriada para a aplicagdo que
buscamos, é essencial termos conhecimento de suas caracteristicas e seu
desempenho nas condigdes de processo mencionadas. Na Tabela 2 estao
apresentados os parametros definidos para cada enzima. Ja adiantamos que
a enzima 6 foi a selecionada pelo seu conjunto de qualidades. Mostraremos,
a seguir, como planejar os experimentos e analisar os dados que levaram a
escolha dessa candidata.

Tabela 2. Caracteristicas das enzimas [-glicosidases disponiveis para compor o co-
quetel enzimatico.

Enzima 4 Enzima 5 Enzima 6

Vm : 0,00108 0,00097 0,00110 0,00088 0,00086 0,00115
(mmol/min)

km (mM) 4,730 10,253 3,129 3916 5,155 2,697
Inibicdo CuS0, Né&o Celobiose  Furfural Na&o Na&o
ki (mM) ki=2,106  detectado*  ki=8,236 ki=13,689 detectado* detectado*
pH 6timo 5 5 5 5 7 5
Tempera-

tura 6tima 60 50 50 50 50 50
(°C)

:‘ﬁf)" 0°C g0 0,074 0,073 0,031 0,238 0,016
Meia vida

250°C (h) 253 93 9,5 224 2,9 433

*: efeito de inibicdo nao detectado na presencga de celobiose, sulfato de cobre (CuSO,) ou furfural, nas condi-
c¢des operacionais avaliadas.

Como explicado no item “Medida de velocidade da reacédo e atividade
enzimatica”, antes de iniciar qualquer estudo de cinética enzimatica, é
necessario ter um método robusto que garanta a medida de velocidade
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inicial das enzimas. Para a obtencédo dos dados, todos os ensaios devem
ser realizados em triplicata, pelo menos. Para facilitar a compreensao,
apresentaremos os valores médios, sem seus respectivos desvios.

Determinacao da velocidade da reacao
catalisada e da atividade enzimatica

Exemplo 1 (enzima 6)

A enzima p-glicosidase atua como catalisadora, entre outras reagoes,
da reagao de hidrolise da celobiose, gerando glicose como produto. Para
determinar a velocidade da reagao catalisada pela enzima, precisamos
expor a enzima ao substrato (celobiose, 0,1 mmol total, volume final 5 mL)
e determinar a quantidade total de produto (glicose) gerado. Ao final de uma
reagao de 10 minutos, observamos a produgéo de 0,01 mmol de glicose (que
equivale a 0,005 mmol de celobiose convertido, ou seja, uma conversao
total de 5%, que é um valor recomendado para manter as condigbes de
velocidade inicial durante todo o intervalo da reagao). Métodos que permitem
o monitoramento de formagdo do produto, ou consumo de substrato, ao
longo do tempo de reagdo sdo mais recomendados que os métodos que
s6 permitem a determinagdo pontual desses valores, por exemplo, da
concentracao inicial e final do produto ou substrato. Quando somente
medidas pontuais s&o possiveis, € recomendado calcular a conversao total
ao final do ensaio, garantindo assim que a concentragéo do substrato tenha
se mantido em excesso ao longo da reagdo. E também recomendado se
certificar de que a velocidade foi constante durante toda a faixa de tempo em
que a reacgao foi avaliada. Isso pode ser feito pela medi¢do da velocidade
em reagdes com diferentes tempos, mantidos constantes todos os demais
parametros.

E importante ficar atento as limitagdes dos métodos de medida que serdo
utilizados (limite de deteccao, limite de quantificagao, linearidade da curva
de calibragéo, efeito do pH e temperatura sobre os reagentes, presenca
de interferentes na quantificacdo), pois medigbes erradas levardo a
determinacdo de propriedades enzimaticas erradas. O uso de enzimas e
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analitos de referéncia, quando possivel, é fortemente recomendado para
verificar a adequacao do método de analise.

Considerando que todas as exigéncias para a determinacéo de velocidades
iniciais foram atendidas, a Equacéo 1 foi usada para calcular a velocidade da
reagao catalisada, que, para a enzima 6, foi de 0,0010 mmol de glicose/min
(v =0,010 mmol/10 min = 0,0010 mmol/min).

Confirmando que temos um método apropriado, podemos avaliar
quantitativamente o efeito de diversos fatores sobre a velocidade da reacao
catalisada pela enzima. Para conhecermos esses efeitos, em geral, os
experimentos consistem em variar um fator de cada vez, mantendo todos os
outros constantes, e medir a velocidade da reagdo como resposta.

Efeito da concentracdo de substrato

Planejando o experimento

Para avaliar o efeito da concentragdo de substrato sobre a velocidade de
reagao, pode-se comegar por um experimento piloto, coletando os dados em
uma ampla faixa de concentragdo de substrato. Para escolher essa faixa, é
recomendavel, se possivel, tomar como base as informacgdes disponiveis na
literatura. A partir desses dados preliminares, obtém-se uma estimativa de Vm
e km, bem como um direcionamento para escolher a faixa de concentragao
de substrato que ira avaliar. Sugere-se obter dados de velocidade de reacao
em, pelo menos, 8 a 10 diferentes concentragdes de substrato distribuidas
antes e apos o valor de km.

Exemplo 2 (enzima 6)

No experimento piloto, medimos a velocidade da reagdo em ensaios contendo
de 1 mM a 50 mM de celobiose e encontramos um km aproximado de 3 mM.
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Entéo, coletamos os dados de velocidade de reagdo em 15 concentragoes
de substrato, que variaram de 0,1 mM a 22 mM, como mostrado na Tabela 3.

Tabela 3. Velocidade de reacéo catalisada pela 3-glicosidase 6 em fungédo da concen-
tragcao de substrato.

Celobiose v
(mM) (mmol glicose/min)
1 0,1 0,00041 0,00004
2 0,5 0,00180 0,00018
3 1 0,00311 0,00031
4 1,5 0,00419 0,00042
5 2 0,00490 0,00049
6 0,00674 0,00067
7 0,00794 0,00079
8 0,00851 0,00085
9 10 0,00909 0,00091
10 12 0,00917 0,00092
11 14 0,00963 0,00096
12 16 0,00984 0,00098
13 18 0,00993 0,00099
14 20 0,01013 0,00101
15 22 0,01031 0,00103

*O volume total da reagao foi de 5 mL; a partir desse volume e da concentragdo de produto medida ao final
da reacéo, foi possivel calcular a quantidade total de produto gerada no ensaio, por exemplo (5 mL*0,002
mmol/mL=0,01 mmol). A quantidade total de produto (mmol) dividida pelo tempo de reagéo (10 minutos) foi
usado para calcular a velocidade da reagao catalisada pela enzima (0,0010 mmol glicose/min).

Vale ressaltar que, nesse experimento, somente a concentragao do substrato
variou entre os ensaios. A quantidade da enzima, temperatura, pH, agitagéo,
volume e tempo de reagédo foram mantidos constantes.
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Ao plotar os dados obtidos, e apresentados na Tabela 3, podemos observar
o perfil da velocidade de reacdo em funcéo de diferentes concentragdes de
substrato (Figura 7).

0,0012 -
0,0010 -
0,0008 -

0,00086 -

0,0004 -

v (mmol glicose/min)

0,0002 A

0,0000

0 km 5 10 15 20 25
Celobiose (mM)

Figura 7. Velocidade de reacdo catalisada pela B-glicosidase 6 em funcédo da
concentragao de substrato.

Ajustando os dados experimentais (Tabela 3) a equagdo proposta por
Michaelis-Menten (Equagdo 2) — o passo a passo para o ajuste esta
apresentado no apéndice 1 —, foi determinado que Vm corresponde a
0,00115 mmol/min e km a 2,697 mM.

Como mostrado na Tabela 2, entre as enzimas avaliadas, a enzima 6 ¢é
uma das que apresentam maior afinidade (Jkm) pelo substrato celobiose.
A enzima 2, apesar de apresentar Vm (0,00097 mmol/min) semelhante as
outras enzimas, apresenta km de 10,253 mM, indicando baixa afinidade pelo
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substrato. Para esse parametro, a enzima 2 € a menos adequada para a
aplicagao no processo de hidrélise enzimatica de biomassa.

Efeito de inibidores

Para a aplicagdo de B-glicosidases no processo de hidrolise enzimatica de
biomassa, precisamos avaliar o comportamento dessas enzimas na presenga
dos compostos que estdo presentes no ambiente reacional, como, por
exemplo, alta concentracao de substrato, presenga de compostos fendlicos
e furanicos, ions, entre outros. Para exemplificar o efeito de inibidores,
avaliamos o efeito da presencga de furfural e do ion cobre (Cu?*, vindo de
CuSO0,) sobre a atividade das enzimas.

Planejando o experimento

Uma das formas de avaliar o efeito de um composto sobre a atividade de
uma enzima consiste em obter um conjunto de dados que compare o efeito
da concentragdo de substrato sobre a velocidade da enzima (como no
exemplo 2) na auséncia e na presenca de uma concentragao fixa do potencial
composto inibidor. Ao comparar os valores de Vm e km nas duas condigoes,
sera possivel determinar se o composto adicionado exerce inibicao
competitiva (Vm’'=Vm; km’>km) ou ndo competitiva (Vm’'<sVm; km’=km).
Vale lembrar que esses sao os tipos mais comuns de inibicdo, mas o
comportamento do sistema inibido também pode ndo seguir esses padrdes.

Exemplo 3 (enzima 4): inibicao competitiva

Para exemplificar este caso, utilizamos a enzima 4. Os dados de velocidade
da reacao foram coletados na auséncia e na presenca de furfural (7,5 mM
e 15,0 mM) e estdo apresentados na Tabela 4. Furfural é gerado durante
o pré-tratamento da biomassa lignocelulésica e, dependendo do processo
aplicado, altas concentracdes podem ser carregadas para a etapa de
hidrélise enzimatica.
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Tabela 4. Velocidade de reagao catalisada pela enzima (-glicosidase 4 em fungéo da
concentragdo de substrato, na auséncia e na presenca de furfural.

Furfural
Ensaio Celobiose
(mM)
v (mmol/min) v (mmol/min) v (mmol/min)
1 0,1 0,00002 0,00001 0,00001
2 0,5 0,00010 0,00007 0,00005
3 1 0,00018 0,00012 0,00010
4 1,5 0,00024 0,00017 0,00014
& 2 0,00030 0,00022 0,00017
6 4 0,00045 0,00035 0,00029
7 6 0,00053 0,00044 0,00037
8 8 0,00059 0,00050 0,00044
9 10 0,00063 0,00055 0,00049
10 12 0,00067 0,00059 0,00052
11 14 0,00069 0,00061 0,00056
12 16 0,00071 0,00064 0,00058
13 18 0,00072 0,00065 0,00061
14 20 0,00074 0,00068 0,00063
15 22 0,00075 0,00069 0,00064

Ao plotar os dados, de forma nao linearizada (Figura 8a) e linearizada
segundo a Equagdo 3 (Figura 8b), podemos observar que a presenga de
furfural alterou o comportamento da enzima e que esse comportamento foi
coincidente com o perfil apresentado na Figura 4. Portanto, temos claramente
um caso de inibicdo competitiva. Para melhor visualizagdo, os pontos de
menor concentragdo de substrato foram removidos do grafico linearizado,
mas, ao observar a Figura 8b, pode-se perceber todos os problemas
decorrentes da linearizagao relatados anteriormente.
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Figura 8. Efeito da presenca de furfural sobre a velocidade de reacgéo catalisada pela
enzima 4. Representacao de Michaelis-Menten (a) e da linearizagéo de Lineweaver-
-Burk (b). Vm=Vm’=Vm”= 0,00088 mmol/min. km=3,916 mM; km’(i=7,5 mM)=6,102
mM; km”(i=15 mM)=8,200 mM; ki=13,689 mM.
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Com o ajuste dos dados experimentais (Tabela 4) a equagédo proposta
por Michaelis-Menten (Equac&o 2) (o passo a passo para 0O ajuste esta
apresentado no apéndice 1), podemos determinar Vm e km na auséncia
do inibidor (Vm= 0,00088 mmol/min; km=3,916 mM). Ao ajustar os dados
de velocidade na presenca de 7,5 mM e 15,0 mM de furfural a equagao de
Michaelis-Menten, podemos determinar uma maxima velocidade Vm de
0,00088 mmol/min, a mesma obtida para o ensaio na auséncia do inibidor, e
km’ (aparente) de 6,102 mM e 8,200 mM, respectivamente, para a presencga
de 7,5 mM e 15,0 mM de furfural. Com esses dados, podemos afirmar que
furfural atua como inibidor competitivo da enzima (-glucosidase 4 e que,
quanto maior a concentragao do inibidor, maior o valor de km’ obtido.

A precisdo na determinagédo dos parametros km, ki e Vm sera mais efetiva
quanto mais concentracbes do inibidor forem estudadas. Dispondo dos
valores de km’ para cada concentragéo de inibidor, o valor de ki (13,689 mM)
pode ser obtido de acordo com a Equagédo 5 (km’=km+(km/ki).i) ajustada
aos dados experimentais, numa equacao de reta y=a+b.x, na qual os dados
de km’ sdo utilizados como y e a concentragdo de inibidor (i) como x. O
coeficiente angular correspondera a km/ki e o linear a km. Como os dados
desse exemplo apresentam pouco desvio experimental, ao aplicarmos
os dados de qualquer uma das concentragbes de inibidor a Equacao 5,
obteremos também os mesmos valores de ki e km.

Uma alternativa mais pratica, uma vez que ja conhecemos a caracteristica
da inibicdo, é determinar os parametros da cinética na presenca de furfural
ajustando todo o conjunto de dados (v fungéo de S e i) ao modelo de inibicao
competitiva (Equacgao 4). Independentemente da escolha do método para
ajuste dos dados experimentais, os valores dos parametros obtidos serdo os
mesmos, ou terdo pequenas diferengas em fungao da qualidade dos ajustes.
Portanto, ajustando todo o conjunto de dados de uma so vez, os pardmetros
obtidos foram: Vm=0,00088 mmol/min; km=8,200 mM e ki=13,689 mM. O
valor de ki obtido, de 13,689 mM, pode ser interpretado como a concentragao
de inibidor que dobra o valor de km’.

Como mostrado na Tabela 2, entre as enzimas avaliadas, a enzima 4 € uma
Unica inibida na presenca de furfural, componente presente nas condigbes
de aplicacdo. Entdo, segundo esse critério, a enzima 4 é a menos adequada
para aplicagéo no processo de hidrélise enzimatica de biomassa.
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Exemplo 4 (enzima 1): inibicao nao competitiva

Para exemplificar este caso, usamos a enzima 1. Os dados de velocidade da
reagdo em funcao da concentragéo de substrato foram coletados na auséncia
e na presenga de 0,5 mM e 1,0 mM de CuSO, e estéo apresentados na Tabela
5. CuSO, deve estar presente no meio reacional da hidrdlise enzimatica de
biomassa para manter a atividade de enzimas cobre-dependentes, como as
mono-oxigenases liticas de polissacarideos (LPMOs), por exemplo.

Tabela 5. Velocidade de reagao catalisada pela enzima (-glicosidase 1 em fungéo da
concentragéo de substrato, na auséncia e na presenga de CuSO,,.

Ensaio Celobiose
(mM)
v (mmol/min) v (mmol/min) v (mmol/min)
1 0,1 0,00002 0,00002 0,00002
2 0,5 0,00010 0,00008 0,00007
3 1 0,00018 0,00015 0,00013
4 1,5 0,00027 0,00021 0,00018
& 2 0,00032 0,00026 0,00022
6 4 0,00047 0,00040 0,00033
7 0,00060 0,00049 0,00040
8 8 0,00067 0,00055 0,00045
9 10 0,00075 0,00059 0,00050
10 12 0,00079 0,00062 0,00052
11 14 0,00083 0,00065 0,00054
12 16 0,00084 0,00067 0,00057
13 18 0,00084 0,00069 0,00059
14 20 0,00085 0,00070 0,00059
15 22 0,00086 0,00071 0,00061
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Plotando os dados, de forma nao linearizada (Figura 9a) e linearizada
(9b), podemos observar que a enzima 1 perdeu eficiéncia na presenca
de CuSO,. Observando o efeito da presenga do inibidor, coincidente com
0 padrao apresentado na Figura 5, podemos perceber claramente que o
sulfato de cobre exerce inibicdo ndo competitiva sobre a enzima 1. No
grafico linearizado, todas as retas interceptam o eixo x num unico ponto,
-1/km (com pequenas diferengcas em fungdo de erros experimentais),
independentemente da presenca e da concentracdo do inibidor. Pelo
método grafico, podemos determinar um valor de km variando de 4,718 mM
a 4,859 mM entre as curvas.

Ao linearizar a equacédo de Michaelis-Menten para o caso de inibicdo néo
competitiva, tem-se a seguinte equacéo:

Km

1 1
vm's

1 i
—=— (1) + (19)

Sendo (1/Vm).(1+i/ki) o coeficiente linear, ou seja, o ponto em que as retas
tocam o eixo y quando x=0, e considerando a curva da Figura 9b sem
inibicao, i=0, podemos determinar graficamente o valor de Vm. Logo, se a
reta obtida para a reagdo sem inibidor cruza o eixo y em 919,7, o valor de
Vm sera 0,00109 mmol/min.

Da mesma forma, para as curvas com inibicdo, conhecido o valor de
Vm, determinamos o valor de ki, nesse caso, 2,044 mM e 2,016 mM,
respectivamente, para i=0.5 e 1 mM. Essa diferenga se deve a desvios dos
dados experimentais e a aproximagdes da linearizagdo. O mais recomendado,
caso tenhamos conhecimento do efeito de mais de duas concentracbes
de inibidor sobre a velocidade de reacdo, para evitar imprecisbes na
determinagéo de ki, € que fagamos um segundo ajuste dos dados de Vm’
a Equagéao 8. Conhecidos cada um dos valores de Vm’ (obtidos dos ajustes
dos dados experimentais ao modelo de Michaelis-Menten) e o valor de Vm,
para a curva na auséncia de inibidor, ki pode ser facilmente determinado.
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Figura 9. Efeito da presenca de CuSO, sobre velocidade de reacdo catalisada pela
enzima 1. Representacdo de Michalis-Menten (a) e linearizagdo de Lineweaver-
-Burk (b). Vm=0,00108 mmol/min; Vm'(i=0,5 mM)=0,00087; Vm”(i=1 mM)=0,00074;
km=4,730 mM; ki=2,106 mM.

Outra forma mais pratica e direta de se determinar os valores dos parametros
cinéticos para o conjunto de dados apresentados é por meio de um ajuste
nao linear, da mesma maneira que demonstrado anteriormente. Podemos
utilizar todo o conjunto de dados (v fungcédo de S e i) em um Unico ajuste
da Equagado 7. Seguindo esses passos foram obtidos 0,00108 mmol/min;
4,747 mM e 2,106 mM para os valores de Vm, km e ki, respectivamente.
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Exemplo 5 (enzima 3): inibigao pelo substrato

Para ilustrar o efeito de inibigdo pelo substrato, utilizamos o conjunto de
dados do efeito da concentragdo de substrato sobre a velocidade de reacao
catalisada pela enzima 3 (Tabela 6).

Tabela 6. VVelocidade de reacéo catalisada pela 3-glicosidase 3 em fungéo da concen-
tragcao de substrato.

Ensaio Celobiose (mM) v (mmol glicose/min)
1 0,1 0,00003
2 0,5 0,00015
8 1 0,00026
4 1,5 0,00034
5 2 0,00039
6 4 0,00048
7 0,00049
8 8 0,00047
9 10 0,00045
10 12 0,00040
11 14 0,00038
12 16 0,00036
13 18 0,00032
14 20 0,00031
15 22 0,00029

Plotando os dados da Tabela 6, podemos observar (Figura 10) que,
apos certa concentragdo, o substrato passa a ter efeito inibitério sobre a
velocidade da reacdo. Ajustando os dados experimentais a equagdo que
descreve a inibigdo pelo substrato (Equacgao 9), foi possivel determinar que
Vm=0,00110 mmol/min, km=3,129 mM e ki=8,236 mM. Podemos calcular
também (Equacgédo 10) a maxima concentracdo de substrato para a qual ndo
€ observada inibi¢cdo pelo substrato celobiose, que é de 5,076 mM (Smax).
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Figura 10. Efeito da concentragédo de substrato na velocidade de reagéo catalisada
pela enzima B-glicosidase 3.

Como mostrado na Tabela 2, entre as enzimas avaliadas, a enzima 3 é a
Unica que apresenta inibicdo pelo substrato (nas concentragdes avaliadas),
havendo diminuicdo de sua atividade em concentracbes maiores que
5,076 mM de celobiose. Entdo, segundo esse critério, a enzima 3 € a menos
adequada para aplicagdo no processo de hidrolise enzimatica de biomassa.

Efeito da temperatura

Planejando o experimento

Sendo a enzima uma proteina, além do efeito sobre a atividade catalitica,
a temperatura também tem efeito sobre a desnaturagdo do biocatalisador.
Entao, o efeito da exposicao as diferentes temperaturas deve ser medido ao
longo do tempo. Mantendo-se constantes as demais condi¢gdes do ensaio
(que garantam a medida de velocidade inicial), deve-se construir curvas de
v x t para diferentes temperaturas (preferencialmente uma faixa ampla, com
espagamento de no maximo 10 °C).
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Exemplo 6 (enzima 2)

A temperatura estabelecida para o processo modelo deste estudo de caso
€ de 50 °C, portanto a B-glicosidase selecionada deve apresentar bom
desempenho catalitico e elevada estabilidade operacional nessa condigao.
Para avaliar o efeito da temperatura sobre o desempenho da B-glicosidase 2,
foi estabelecida uma faixa de temperatura que engloba valores abaixo e
acima de 50 °C para a realizagao dos ensaios: 30 °C, 40 °C, 50 °C, 60 °C
e 70 °C. O tempo de incubagédo da enzima no meio reacional em cada um
desses valores de temperatura foi de até 1 hora de reagédo, com a retirada
periddica de aliquotas para determinagéo da quantidade de glicose formada
(Tabela 7).

Tabela 7. Efeito da temperatura sobre a velocidade de reagéo catalisada pela enzima
B-glicosidase 2.

Temperatura
Tempo (min) 30°C 40 °C 50 °C 60 °C 70 °C
Glicose (mmol)
) 0,0026 0,0041 0,0049 0,0057 0,0057
10 0,0052 0,0081 0,0097 0,0086 0,0060
20 0,0104 0,0163 0,0194 0,0138 0,0090
30 0,0156 0,0244 0,0291 0,0189 0,0108
40 0,0208 0,0325 0,0388 0,0241 0,0119
50 0,0261 0,0407 0,0485 0,0249 0,0120
60 0,0313 0,0488 0,0582 0,0258 0,0121

Ao plotar os dados, temos:
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Figura 11. Efeito da temperatura sobre a formagdo de glicose para a enzima
B-glicosidase 2.

Na Figura 11 podemos observar os dois efeitos descritos anteriormente:
de 30 °C a 50 °C a curva de progresso € linear, indicando que ndo ha
desnaturagado da enzima (mesma concentragdo de enzimas ativas em t0 e ff).
Nessa faixa, 0 aumento da temperatura resulta em aumento da velocidade da
reagao (inclinagao da reta). Nas curvas da reacgdo a 60 °C e 70 °C, podemos
observar que no tempo de 5 minutos a quantidade de glicose formada é
semelhante a obtida no ensaio a 50 °C, porém, no decorrer do tempo, as
curvas perdem a linearidade, indicando a desnaturagdo da enzima (menor
concentracdo de enzimas ativas em tf que em t0). Nessa faixa, o aumento
da temperatura resulta em diminuicdo da velocidade da reacdo ao longo do
tempo. Podemos concluir entdo que, com os dados obtidos, a temperatura
6tima para a atividade da enzima B-glicosidase 2 esta préxima de 50 °C,
ultimo ponto em que o aumento da temperatura resulta em aumento da
velocidade de reacgao.
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Na Figura 12, é apresentada a curva de velocidade em fungéo da temperatura,
considerando a velocidade média de reagdo (dP/dt). Pode-se observar a
inflexdo na temperatura de 50 °C, ilustrando o ponto de temperatura 6tima
da reagao.
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0,0004 -

0,0002

v (mmol glicose/min)

0‘ 0000 T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80
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Figura 12. Efeito da temperatura sobre a velocidade de reagéo catalisada pela enzima
B-glicosidase 2.

Como mostrado na Tabela 2, com excegéo da enzima 1, como esperado, as
B-glicosidases apresentam temperatura 6tima proxima de 50 °C. A enzima
1 apresenta temperatura 6tima de 60 °C, boa caracteristica para processos
operados em altas temperaturas. Porém, com base no parametro temperatura
6tima, a enzima 1 € a menos adequada para aplicagdo no processo de
hidrélise enzimatica de biomassa. A enzima 2, usada neste exemplo,
apresenta temperatura 6tima compativel com a aplicagéo pretendida, porém,
como mostrado anteriormente, € inibida por CuSO,.
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Efeito do pH

Planejando o experimento

Mantendo-se constantes as demais condi¢des do ensaio (que garantam a
medida de velocidade inicial), deve-se avaliar a velocidade da reagdo em
diferentes valores de pH, preferencialmente em uma faixa ampla, com
espacamento de no maximo uma unidade.

A determinagéo experimental do pH 6timo da enzima deve garantir que a
velocidade de reagao esteja isenta do efeito do ion adicionado para ajuste
do pH. Portanto, é recomendada a utilizacdo de um tampao de ampla faixa
para realizagdo dos ensaios ou, caso nao seja possivel, a determinagéo da
atividade nos valores de pH de interse¢ao dos diferentes tampdes deve ser
feita em ambos os tampdes utilizados e o efeito da mudanga de tampao deve
ser considerado na determinagao do pH étimo.

Exemplo 7 (enzima 6)

Para a aplicagdo da enzima ao processo de hidrdlise enzimatica de
biomassa, é ideal que a B-glicosidase tenha pH 6timo em torno de 5. Entao,
avaliamos a faixa de pH de 3 a 8. Para a faixa 3 a 6, utilizamos o tampao
citrato de sddio/acido citrico 100 mM e, para a faixa de 6 a 8, o tampéao
fosfato de sédio 100 mM. Note que o efeito do pH 6 foi determinado nos dois
tampdes escolhidos, de forma a considerar o efeito dos diferentes ions. A
Tabela 8 apresenta as velocidades de reagdo em fungéo dos valores de pH
selecionados para o ensaio.

Tendo em vista os inumeros efeitos decorrentes da alteragdo do pH da
reagao, podemos considerar que o valor de pH mais adequado para a reagao
enzimatica € aquele no qual, no tempo de ensaio, resulte na maxima formagao
de produto. Na Figura 13, podemos observar uma inflexdo no ponto relativo
ao pH 5, entado, podemos considerar que esse é o pH 6timo para a hidrélise
de celobiose catalisada pela B-glicosidase 6. Foi feito teste estatistico de
comparagao de médias para os valores de atividade obtidos para o pH 6 nos
tampdes citrato e fosfato (teste F para comparacao de variancias, seguido
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de teste t para comparacdo de médias). Péde-se constatar que os valores
médios de atividades nos diferentes tampdes séo estatisticamente iguais e
que, portanto, a atuagédo da enzima nao sofre influéncia de nenhum dos ions
utilizados.

Tabela 8. Efeito do pH inicial sobre a velocidade de reagdo catalisada pela
B-glicosidase 6.

pH do ensaio v (mmol glicose/min)

3’ 0,000035
4 0,000087
5 0,000112
6’ 0,000091
6” 0,000086
7 0,000056
8” 0,000021

"Tampao citrato de sédio/acido citrico 100 mM
"Tampao fosfato de sédio 100 mM

0,00012 |

0,00010 -

0,00008 1

0,00006 -

v (mmol glicose/min)

0,00004 H

0,00002 H

0,00000
pH

Figura 13. Efeito do pH sobre a velocidade de reagédo catalisada pela enzima
B-glicosidase 6.



Guia pratico para caracterizagéo de enzimas 47

Como mostrado na Tabela 2, a maioria das B-glicosidases apresentam
maxima atividade em pH préximo a 5, compativel com a aplicagéao
pretendida, como esperado. A enzima 5 apresenta maior atividade em pH 7.
Com base nesse parametro, a enzima 5 € a menos adequada para aplicacao
no processo de hidrélise enzimatica de biomassa deste estudo de caso.

Estabilidade térmica

Planejando o experimento

Uma alta estabilidade da enzima na condigdo de operagdo do processo é
um dos fatores mais importantes na selecdo do catalisador. Para avaliar a
estabilidade térmica, a enzima deve ser incubada em diferentes temperaturas
e, em intervalos periodicos, determinada sua atividade nas condigdes 6timas
de operagao.

Exemplo (enzima 6)

Para este estudo de caso, foi avaliada a estabilidade (kd e t,,,) em fungéo das
temperaturas de 30 °C, 40 °C, 50 °C, 60 °C e 70 °C. Os dados coletados séo
apresentados na Tabela 9, em termos de velocidade de reagdo (mmol/min) e
de velocidade (ou atividade) relativa (A(t)/A0). Nessa tabela, as velocidades
de reagdo foram convertidas para mmol/h para manter a consisténcia
dimensional nos calculos de kd e t,,. A Figura 14 mostra a queda da
atividade em fungéo do tempo, nas temperaturas avaliadas. Vale ressaltar
que a velocidade de reacédo de cada um dos pontos da curva de inativagao
deve ser determinada obedecendo as condi¢des de velocidade inicial, para

que os valores medidos sejam validos.
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Ajustando os dados de velocidade da Tabela 9, para cada uma das
temperaturas avaliadas, a Equacdo 13, ou similarmente os dados de
atividade relativa a Equagéo 15, na forma linear ou nao linear (seguindo a
mesma légica do ajuste mostrado no Apéndice 1, porém mudando a equagao
de ajuste), é possivel obter o valor das constantes de desativacado em fungao
da temperatura (Tabela 10). Como esperado, quanto menor a temperatura,
menor foi o valor de kd obtido, ou seja, maior a estabilidade da enzima.

Os tempos de meia vida, para cada uma das temperaturas avaliadas, foi
entao facilmente calculado pela Equacéo 17 e estao apresentados na Tabela
10. A enzima B-glicosidase 6 apresentou tempo de meia vida de 43,3 horas a
50 °C, condicao de operagao do coquetel ao qual ela sera integrada, ou seja,
a cada 43,3 horas a atividade dessa enzima se reduz a metade.

Tabela 10. Constante de desativagdo (kd) e tempo de meia vida da enzima
B-glicosidase 6, para as diferentes temperaturas avaliadas.

Temperatura (°C) kd (h) Meia vida (h)
30 0,0070 98,75
40 0,0097 71,47
50 0,0160 43,30
60 0,0276 25,07
70 0,0399 17,35

Com os valores de kd em funcéo da temperatura apresentados na Tabela 10,
podemos obter as informagdes necessarias para a determinacéo da energia
de ativagéo do processo de desativagéo térmica (Ed) da enzima 6, que séo o
valor inverso da temperatura em Kelvin e In(kd), apresentados na Tabela 11.

Com base na equacgédo de Arrhenius na forma linearizada (Equagéo 18),
plotamos os dados de In(kd) em fungédo do inverso da temperatura (K)
(Figura 15). Entdo, o coeficiente angular da regressdo dos dados nos da
o valor de —Ed/R. Portanto, o valor de Ed pode ser obtido multiplicando o
coeficiente angular pelo valor de -R (-8,314 J/mol.K). O valor da energia
de ativagdo da desativagdo térmica obtido foi de 39069,1 J/mol ou,
39,07 kd/mol, como é mais usualmente encontrado. Comparando Ed para
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duas enzimas, o maior valor de energia de ativagédo da inativagéo térmica
se traduz em uma enzima menos sensivel a temperatura, ou seja, mais
estavel a elevadas temperaturas.

Tabela 11. kd em fung&o da temperatura, 1/T e In(kd).

Temperatura (°C) kd (h') T (K) 1T In(kd)
30 0,0070 303,150 0,00329870 -4,959
40 0,0097 313,150 0,00319336 -4,636
50 0,0160 323,150 0,00309454 -4,135
60 0,0276 333,150 0,00300165 -3,588
70 0,0399 343,150 0,00291418 -3,220
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Figura 15. Determinagéo da energia de ativacao do processo de desativacao térmica
por método grafico.
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Analisando as informagdes apresentadas na Tabela 2, apesar de as seis
enzimas apresentarem valores de velocidades de reagdo semelhantes
e adequados para a aplicagdo, cinco delas apresentam caracteristicas
incompativeis com a aplicagdo pretendida: a enzima 1 €& inibida pela
presenca de CuSo,; a enzima 2 apresenta baixa afinidade pelo substrato e
meia vida a 50 °C de apenas 9,3 horas; a enzima 3 ¢ inibida em concentragao
de substrato acima de 5,08 mM e apresenta meia vida a 50 °C de apenas
9,5 horas; a enzima 4 é inibida pela presenca de furfural; e a enzima 5,
além de apresentar pH 6timo distante da faixa da aplicagéo, apresenta meia
vida a 50 °C de apenas 2,9 horas. Podemos concluir, entdo, que a enzima
6 é, entre as opgdes, a mais apropriada para ser adicionada ao coquetel
celulolitico, por apresentar alta velocidade de converséo do substrato (Vm),
alta afinidade ao substrato (baixo km), alta eficiéncia mesmo na presencga
de potenciais inibidores, pH e temperatura 6timos préximos as condi¢oes de
aplicagéo, e meia vida de 43,3 horas, compativel com as 48 horas de reagao
de hidrélise enzimatica de biomassa lignoceluldsica.
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Apéndice 1 — Regressao nao linear

Uma equacgéo de regressao linear y=f(x), que convencionalmente utilizamos,
tem a forma basica y=a+b.x. Usualmente conhecemos os valores que as
variaveis x e y (como uma fungédo de x) assumem em diferentes pontos e
determinamos quais os valores de a e b que melhor se ajustam ao pares x-y
experimentalmente obtidos. Nesse caso, podemos dizer que os valores de
y variam linearmente com os valores de x, ou seja, os dados de x e y sédo
ajustaveis a uma reta.

Entretanto, raramente equagbes que descrevem fendmenos fisicos
podem ser traduzidas em uma reta. Na grande maioria dos casos em que
dispomos de uma equacgéao para descrever o comportamento de um sistema,
ela ndo tem uma caracteristica linear. E o caso, por exemplo, de quando
precisamos definir os valores dos parametros cinéticos km e Vm na equagao
de Michaelis-Menten (Equacgéo 2). Dispomos das informagdes de como a
velocidade de reagao varia em fungdo da concentracdo de substrato por
meio dos pontos experimentais coletados. Como observamos na Figura 2 e
Equacao 2, a velocidade (y) ndo aumenta indefinidamente com o aumento
da concentracdo de substrato (x), portanto ndo seria possivel ajustar os
dados, com a qualidade requerida, utilizando uma simples equagéao de reta.

A equagdo de Michaelis-Menten pode ser considerada nosso modelo
de regressao para os dados nesse caso. Ou seja, dispomos de diversos
valores de velocidade (y) em fungdo da concentragdo de substrato (x)
obtidos experimentalmente, e sabemos que essa velocidade (y) varia com
a concentragdo de substrato (x) de acordo com o formato da equacgao de
Michaelis-Menten. Quais seriam os valores de Vm e km que melhor se
ajustam ao comportamento observado? (Em um raciocinio analogo a
determinar os valores de a e b que definem a equacéo da reta de regressao
para o caso linear).

Existem diferentes técnicas que permitem obter a solugdo para esse
problema. O mais simples e utilizado deles é o método numérico dos
minimos quadrados, que consiste em minimizar a soma dos quadrados das
diferengas entre o valor estimado pela fungdo e os dados experimentais

(v . —v_____)2). Portanto, o método minimiza a soma dos quadrados
predita experimental
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dos residuos, em um procedimento iterativo? que, a cada nova iteracao,
melhora o ajuste do modelo aos dados experimentais. Diversos softwares
tém métodos de ajuste implementados que os torna simples como os de
uma regressao linear.

Usando os dados do exemplo 2, neste apéndice sera demonstrado o
procedimento para ajuste de dados a uma fungéo utilizando regressédo néo
linear e os softwares Statistica v. 10 e Excel (suplemento Solver).

Utilizando o Statistica

Em uma nova planilha, insira na primeira coluna os valores de S e na
segunda coluna os valores experimentais de v (atente-se para manter a
consisténcia dimensional entre os dados de S e v). Clique duas vezes sobre
o rétulo da coluna 1 e em name escreva S. Fagca o mesmo para a coluna 2,
nomeando-a de v.

Variable 2 ? >
1 A | Arial “lfio v B I U= < A-
2
j Name: ﬂ Type: Double ~
g Measurement Type: Auto ~ | Length: & Cancel
7 [JExcluded [ Label MD code: 995959998 |5 | >
8
9 Display format
10 _ @ Al Specs...
General Decimal places: |5
" Number | : Text Labels...
12 Date
13 Time 1.000,00000; -1.000,00000
—a Scientfic 1000,00000; (1000,00000) e S =
] Cumency 1.000.00000: (1.000,00000) P :
15 Percentage roperties...
Fraction
Custom [Bundles ]...

Na aba Statistics, na barra de ferramentas, selecione a opgao Advanced
Models e na sequéncia Nonlinear Estimation. Selecione a primeira opgao
para uma regressdo com fungdo especificada e método dos minimos

2 Procedimento iterativo — esta associado ao conceito de iteragéo (repeticdo sucessiva de um processo).
Consiste em obter uma aproximagéo inicial y0 e, a partir dela, a cada sucessiva iterag&o, obtery_, a partir
dey , até que seja satisfeito o critério de convergéncia ou de paragem do método (por exemplo, soma dos
quadrados dos residuos menor que 10°).
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quadrados para solugdo (User-specified regression, least squares). Clique
em Function to be estimed. Neste campo vamos inserir o0 modelo de
regressao de Michaelis-Menten (Equagao 2), como exemplo abaixo:

|.f_n Estimated function: Spreadsheet? ? X
E stimated function: 0K
v=¥m*S )/ (Km+5]
Cancel
=  Open
Save bz
] Review vars

Estimated function: ‘estimated var = expression; e.g..

Valhd operators: + - = = jJ £ » = <& o= = |
Reference varisbles by number or name; e&.g.; v3=bi1*v4 or

All pnrecognized names are parameters, 290 viSconst+param™vd

Use standard or scaentific notation; eg.. vI=bi1"vi/3e+2
Constants: P=3.14...; Euler=2.T1..; e.g.. vi=b*Euler-vi
Functions: abs arcsin cos exp log log2 logi0 sign sin sinh sgrt tan
Logical operations:  true=1, false=0; e.g.. vZ=b1=v3(vi<0pbZ vI~(vi>=])
Example 1:  Failure=sxp(bl+b1*Strangth) L=vE~(OBS-PRED}**2
Example 2. vd=sxp(a+b1va4){1+exp(a+b1"v4))
L=Weight"abs{OBS-PRED)

Note que, como as colunas foram renomeadas, o modelo pode ser inserido
com os proprios nomes das variaveis. Cligue em OK para fechar a janela de
edicao da equacao e em OK novamente. Na aba Advanced, caso necessario,
os critérios de convergéncia e numero de iteragbes podem ser alterados
(fungbes mais complexas que esta demandam numero de iteragdes muito
maior). Caso tenha uma estimativa do valor inicial, este também pode ser
alterado nesta aba. Como temos uma fungéo simples e de facil convergéncia,
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todos os parametros podem ser mantidos. Ao clicar em OK, e em seguida
em Summary, podem-se observar os valores ajustados de km e Vm e a

qualidade do ajuste.

Dep. Var. - v

Model is: vV=(Vm*S)/(Km+8S) (Spreadsheet1)

Caution: Degenerate solution, results may not be correct |

Estimate | Standard | tvalue | pvalue | Lo. Conf | Up. Conf
error | df=13 Limit Limit
Vm [0.001146] 0,000000 0,00 0,00 0,001146 0.001146
Km | 2,696763| 0,053212 0,00

0,00 2,581806] 2,811720 FEREEE B
e s, M—

E Results: Spreadsheet]

? X

Model is: v=(Vm*S)/ (Emt+S)

Dependent wvariable: v

Loss function: least sguares

Final wvalue: 0

Proportion of wariance accounted for:

Independent variables: 1

,93554755¢€ R =,55573775

Quick IAdvanced Hesidualsl Heview'

Summary: Parameter estimates

|E Predicted values, Residuals, etc.

Iteration history

Analysis of WVariance

‘ Fitted 2D function & observed wals |

itted 3D function & observed vals

Cancel

@ Options

By Group

Ao clicar em Fitted 2D function & observed values, os pontos experimentais
e a fungédo podem ser plotados em um mesmo grafico. Este grafico também
permite a observagdo de como a fungéo ajustada se aproxima dos valores

experimentais.
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Utilizando a funcgao Solver, do Excel

Para utilizarmos a fungédo Solver na solugdo desse problema, aplicaremos
o conceito do método dos minimos quadrados. Construa uma planilha,
como mostra o modelo, com os valores das concentragdes de substratos
e as respectivas velocidades experimentais de reacdo. Para a velocidade
de reacao predita, utilizaremos a propria funcdo de Michaelis-Menten
(Equagédo 2). Com os valores preditos e observados, determinaremos o
quadrado do residuo, que corresponde a (valor predito-valor experimental)?.
E o que desejamos entdo € minimizar o valor da soma dos quadrados dos
residuos (célula D21).

A B C D
1 Km (mM)

2 |¥m (mmol/min)

3

4 S (mM) v experimental (mmol/min) v predito (mmol/min) Residuo®
5 |01 0.0000414711208016375 =(5B52*A5)/[SBS1+A5) ={C5-B5)*2

6 |0.5 0.000180484241149407 =(3B52*A6)/[$BS1+A6) =(C6-B6)"2
71 0.000310962290605376 =($B52°A7)/($BS1+AT) ={C7-B7)*2

8 |15 0.000418913757283911 =($B52°AB)/($BS1+AB) ={CB-BB)~2
92 0.000489778938221565 =($B52°A9)/[$BS1+AT) ={C9-B)"2

10 |4 0.000673885250273224 =($852°A10)/(5851+A10) =(C10-810)"2
16 0.000793546656671366 =(5B52*A11)/(5B51+A11) ={C11-B11)2
12 |8 0.000851344659401283 =(SB52°A12)/(5BS1+A12) =(C12-B12)"2
13 |10 0.000909448382233932 =($B52°A13)/(5BS1+A13) =(C13-B13)"2
14 |12 0.000916603095773161 =($B52°A14)/(5B51+A14) =(C14-814)"2
15 |14 0.000963317425914946 =($B52*A15)/($B$1+A15) ={C15-B15)*2
16 |16 0.000984414576014219 =($B52°A16)/($BS1+A16) ={C16-B16)"2
17 |18 0.000992959479029007 =($B52°A17)/(5B$1+A17) ={C17-B17)"2
18 |20 0.00101259856783008 =($BS2°A1B)/(5B51+A18) ={C18-B18)"2
19 |22 0.00103134056965227 =(3B52*A19)/($B51+A19) ={C19-B19)"2
20

21 | soma |=50MA(D5:D12)

Apds construir a planilha, na aba Dados, abra o Solver. Defina entdo
o objetivo, que é minimizar D21, alterando as células B1 e B2 (que
correspondem aos valores de km e Vm). Nao s&o necessarias restri¢coes,
pois o quadrado dos residuos sera sempre positivo.
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Pardmetros do Solver X
k
Definir Objetivo: 50521 B f
Para: () Max. ®) Min. () valor de: 0
Alterando Células Varigveis:
$BS1:5B52] R
Sujeito as Restricdes:
Adicionar
Alterar
Excluir

Redefinir Tudo

Carregar/Salvar

Tornar Variaveis Irrestritas Nao Negativas

Selecionar um Método de GRG Nio Linear et Opcoes

Métoda de Solucio
Selecione o mecanismo GRG Ndo Linear para Problemas do Solver suaves e ndo lineares,

Selecione o mecanismo LP Simplex para Problemas do Solver lineares. Selecione o mecanismo
Evolutionary para problemas do Solver ndo suaves,

Clique em Resolver. O Solver informa que encontrou a convergéncia. Clique
em OK. Nas células B1 e B2 serdo mostrados os valores de km e Vm,
respectivamente, que minimizam a soma dos quadrados dos residuos, ou
seja, os melhores valores que podem ser obtidos para o ajuste dos dados
a equacéo proposta. Observe que o valor da soma dos residuos agora é de
1.10°, o que indica que ha uma boa concordancia entre os valores preditos
pela equacao e os valores experimentais.



En@a

Agroenergia

MINISTERIQ DA PATRIA AMADA

AGRICULTURA, PECUARIA B RAS I L

EABASTECIMENTO s <5< nno rroerns



	Página em branco
	Miolo_doc35.pdf
	_heading=h.gjdgxs
	_heading=h.30j0zll
	Seção 1: Aspectos teóricos
	Definição e classificação
	Cinética das reações enzimáticas
	Medida de velocidade da reação e atividade enzimática
	Efeito da concentração de substrato
	Presença de inibidores
	Inibição competitiva
	Inibição não competitiva
	Inibição pelo substrato


	Turnover (kcat)
	Efeito da temperatura
	Efeito do pH
	Efeito de íons metálicos
	Desativação 
	Constante de desativação e tempo de meia vida
	Energia de ativação

	Seção 2: Aspectos práticos
	Estudo de caso: Seleção da enzima β­‑glicosidase mais apropriada para ser adicionada a coquetel celulolítico
	Determinação da velocidade da reação catalisada e da atividade enzimática
	Exemplo 1 (enzima 6)

	Efeito da concentração de substrato
	Planejando o experimento 
	Exemplo 2 (enzima 6) 

	Efeito de inibidores
	Planejando o experimento 
	Exemplo 3 (enzima 4): inibição competitiva
	Exemplo 4 (enzima 1): inibição não competitiva
	Exemplo 5 (enzima 3): inibição pelo substrato

	Efeito da temperatura
	Planejando o experimento
	Exemplo 6 (enzima 2)

	Efeito do pH
	Planejando o experimento
	Exemplo 7 (enzima 6) 

	Estabilidade térmica
	Planejando o experimento
	Exemplo (enzima 6)

	Referência 
	Literatura recomendada
	Apêndice 1 – Regressão não linear 
	Utilizando o Statistica
	Utilizando a função Solver, do Excel



