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INTRODUCAO

Peroxidases sdo enzimas existentes em células vegetais e animais, capazes de
oxidar diferentes compostos na presenca de perdxidos, gerando radicais livres
(KOBLITZ, 2010). Em muitos casos o produto da oxidagdo é colorido e serve como
base para a determinacdo colorimétrica da atividade da peroxidase (BRITO ET AL.,
2005). O campo de pesquisa com foco de a¢do da enzima tem merecido a tentativa de
varios grupos desde os primeiros trabalhos realizados por Bohr, Henry, Michaelis-
Menten e muitos outros em quase um século atras (Cornish-Bowden, A., 2012). Estudos
realizados por Michaelis-Menten (1913) relativos ao modelo cinético consistem na
formagéo de um estado complexo entre o substrato (S) e da enzima (E), complexo (s),
seguido de um lento passo em que o complexo é submetido ao produto (P) e enzima
livre em um processo unidirecional, uma vez que a cinética é descrita para 0 processo
inicial, com a presenca de produtos negligenciada. Tais estudos tém estendido o
processo de modelagem cinética enzimatica com implicagdes no crescimento
microbiano (Monod, J. 1949). No entanto, como se observa em Bispo et al. (2011),
estes resultados sdo limitados a condicdo de estado estacionario e a situacfes em que as
propor¢Oes de concentracdo de enzima-substrato sdo muito baixas. Os resultados
obtidos expandiram a teoria de transicdo estrutural (que exclui as restricbes do modelo
Michaelis-Menten de: Estado estacionario e de situagfes em que as proporgdes de
concentracdo de enzima-substrato sdo muito baixas), conduzindo a uma ferramenta
poderosa para prever 0 comportamento cinético de outros processos enzimaticos em
condicgdes nao descritas antes.
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METODOLOGIA

O processo de acdo da enzima foi investigado, sendo a fonte enzimatica
utilizada, proveniente de batatas maduras. Estas foram cortadas em cubos, passadas em
multiprocessador com solucdo de NaCl em tampédo pH = 6.0 e o extrato enzimatico
adquirido foi filtrado. Foram feitas analises espectrofotométricas da reacdo entre
guaiacol e perdxido de hidrogénio (em tampédo pH = 6.5), catalisada pela peroxidase,
em comprimento de onda de 470 nm, mantendo fixo o peréxido e variando a
concentracdo do guaiacol. Os dados de absorbancia foram entdo coletados até um tempo
de 3 minutos, em intervalos de 10 segundos, e utilizados para simula¢do numérica.

O modelo classico de Michaelis e Menten (1913) foi recentemente ampliado
para situacOes cinéticas para além da condicao de estado estacionario (Bispo, JAC et al.,
2011). Apesar desta recente expansdo, uma limitacdo é que a curva de formacdo de
produto em funcdo do tempo, ao invés de ser linear, como no modelo de Michaelis-
Menten, ou exponencial, como em Bispo et al. (2011), se deu efetivamente hiperbdlica,
como observado em Bispo et al. (2013a). Numa tentativa para resolver esta limitacéo,
melhorar a caracterizacdo deste modelo e aumentar a possibilidade de prever estas
situacOes, foi proposta uma equacdo baseada na transicdo entre as duas estruturas de
enzimas de baixa (L) e alta (H) afinidade com o substrato em solucéo, a qual é:

Py CEL
vt = o (eer £ + (PO
Em que, x,4(t) é a extensdo liquida da reacdo para a formacao do complexo da espécie
de alta afinidade com o substrato em relacdo ao tempo, Py é o produto gerado pelas
espécies de alta afinidade pelo substrato, P, o produto gerado pelas espécies de baixa
afinidade, czy € a concentracdo total de enzima, cg; a concentracdo inicial de enzima
no estado de baixa tendéncia, fy(t) a fragdo de enzima livre no estado de alta afinidade
com o substrato em relagdo ao tempo, f;(t) a fracdo no estado de baixa afinidade em
relacdo ao tempo e P(t) o produto gerado em relacéo ao tempo.

RESULTADOS
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Figura 1: Dados experimentais para a formacéo de produto em funcéo do tempo em diferentes potenciais de substrato (p[S] =-log
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A Figura 1 mostra o ajuste ndo linear (linhas) dos resultados experimentais em
cada condicdo de potencial de substrato definida como p[S] = -log[S]. O coeficiente de
determinacéo (R?) obtido a partir desses ajustes n&o lineares foram todos >0,967,
indicando uma boa concordancia entre 0 modelo proposto por Bispo et al. (2011), e os
dados experimentais. De uma forma geral, com o aumento da concentragdo do guaiacol,
mantendo a concentracdo do peroxido constante, a absorbancia aumenta com o tempo,
ou seja, a atividade da peroxidase aumenta.
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Figura 2: Grau médio de conversdo (oc) de substrato em produto como uma fungio do potencial de substrato e tempo de reagio.

A figura 2 mostra que, para as condicGes experimentais consideradas, a
eficiéncia desta enzima foi muito baixa, indicando baixa atividade, especialmente a uma
concentracdo elevada de substrato ou de baixos valores de p[S]. Esta descoberta sugeriu
que a elevada concentragdo de substrato atuou como um inibidor.
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Figura 3: Linhas de Nivel de AGsp versus o tempo de reagdo dos diferentes potenciais de substrato. (p[S]).

A variacdo da energia livre de Gibbs de formacdo do produto é mostrada na
Figura 3. Para valores de p[S] <1 o processo de formagéo do produto néo foi espontaneo



(AGsp >0) ao longo de todos os intervalos de tempo observados. Como o p[S]
aumentou, a formacdo de substrato se tornou mais espontanea, corroborando a
observacao inicial de que o substrato funciona como um inibidor.

CONCLUSAO

Os resultados demonstram claramente que a inibi¢do induzida pelo substrato
deve ser levada conta durante a otimizacdo de processos, sendo que essa inibicdo
provocada ndo é considerada no modelo classico de Michaelis-Menten. Esta abordagem
n&o requer essas restricdes e mostrou que a ideia de que a alta concentracdo de substrato
permite uma aproximacdo com as condicOes ideais para a acdo da enzima ndo é
necessariamente verdade, pelo menos para algumas enzimas. E uma importante
consideracdo na compreensao dos mecanismos de acdo das enzimas e para a concepgao
de equipamentos e processos laboratoriais e industriais.
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