ESTABILIDADE DE
ENZIMAS

Estabilidade Enzimatica
X

Atividade Enzimatica

Atividade Enzimatica: E dada pela medicdo
da velocidade inicial da reacao sob uma faixa de
condicoes determinadas.

Estabilidade Enzimatica: Capacidade das
enzimas de reter sua capacidade catalitica sob
diferentes condicoes de reacao ao longo do
tempo — funcao bioldgica das enzimas esta
intimamente associada a sua estrutura
tridimensional.




Atividade Enzimatica
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Estabilidade das Enzimas

Desnaturado Nativo

Estado termodinamicamente mais
estavel em condigoes fisiologicas

Os estados de equilibrio da desnaturacdo das proteinas consistem
na alteracdo das propriedades fisico quimicas da
solugdo de modo a deslocar o equilibrio
— valor da constante de equilibrio.




Fatores que Influenciam a
Estabilidade

e Temperatura

e pH

e Forca ionica

e Presenca de agentes desnaturantes
e Atividade da agua

e Pressao

Efeito da Temperatura

Desnaturagdo por
desdobramento da
Molécula- liberdade
conformacional aumenta

a elevadas temperaturas —
reversivel na zona

de transigao
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Efeito do pH

Normalmente valores extremos de pH induzem a
desnaturacao (muito 1 ou muito |).

Alteracdo da carga dos aminoacidos da molécula
(anula interacOes eletrostaticas- promove
repulsdes)- 7 dos 20 aas das proteinas alteram
sua carga com variacao do pH

Afeta a estrutura da molécula.

Efeito do pH

Desnaturagéo acida (pH l) desaparecimento das
cargas negativas (grupos COOH das Asp e Glu).

Desnaturagéo alcalina (pH T) desaparecimento

das carga positivas- acimulo negativas grupos COOH e nas tirosinas
e cisteinas.
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Efeito do pH
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Agentes Desnaturantes

Substancias que causam a desnaturacao das
enzimas- aumentam solubilidade cadeias laterais
da proteina (hidrofobas e polipeptidica)

Na maioria das vezes € reversivel (100%).

Utilizados p/ caracterizagdo termodinamica da
desnaturacao.

Ex: cloreto de guanidina e uréia

Atividade da Agua

O nivel e distribuicdo de agua residual afeta a
eficiencia catalitica.

Falta de agua torna a molécula mais rigida e
excesso de agua diminui estabilidade enzimatica
(aw<1- causa rigidez)




Desnaturacao Irreversivel

Modo de quantificar inativacio irreversivel — medir a atividade enzimatica
inversamente proporcional ao nimero de moléculas

irreversivelmente desnaturadas
‘? Hidrdlise ou quebra de

ligagies peptidicas
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Desnaturacdo Irreversivel

Alteracoes Covalentes

» Quebra das ligacoes peptidicas: contaminacao c/
proteases,pH acido ou alcalino

» Desamidacao dos residuos de asparagina e
glutamina (introduz cargas negativas no interior
da molécula conduzindo a perda da atividade)

Alteragdes Nao Covalentes

e Agregacao (interacoes hidréfobas minimiza
contato com a agua externa -pelos aas
hidrofobos expostos na superficie, que se
agregam)




Desnaturacao Irreversivel

e Inativacao pode seguir cinética de 1a
ordem, exceto enzimas imobilizadas.
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Taxa de perda de atividade
E= atividade enzima , t= tempo,

Integrando Kd = constante de desativacao

o Eo= atividade no tempo zero
E= atividade no tempo t
k= constante de desativagao

Efeito da Temperatura - Desnaturacao

Ex. Decaimento da cutinase a
pH 9,2 em diferentes
Temperaturas — pode-se calcular
Kd para cada Temperatura

Kd maior com aumento de T

Meia-vida t1/2=In0,5
- Kd

E/Eo= 0,5

Tempo de meia vida — tempo ao fim do qual a enzima perde 50% da atividade



Efeito da Temperatura - Desnaturacao

IMOBILIZACAO:
Tende a aumentar a estabilidade das enzimas.

Enzimas Termoestaveis

eResistentes a desnaturagao térmica

eDemanda industrial (mercado ~US$ 250 milhoes)
eProcessos mais drasticos

eOrganismos termofilicos

Efeito da Pressao

O efeito da pressao em um processo fisico-
quimico em equilibrio é governado por uma
mudanca de volume no processo (AV).

A aplicacao de pressao faz com que o equilibrio
se deslogue em favor do lado da reacao com
menor volume.




Efeito da Pressao

Interacoes Intramoleculares

e Interacoes ionicas: Proteinas formam pares idnicos que
estabilizam sua estrutura terciaria e quaternaria. A
pressao leva ao seu rompimento.

e Hidratacdo: Deformagdo da proteina pela entrada de
agua dentro da molécula.

e Ligacoes de hidrogénio: Promove as ligacdes de H,

acarretando em conformagodes flutuantes. Diminui o
tamanho das ligacdes comprimindo a molécula.

Efeito da Pressao
Interacoes Intermoleculares

eProteina-Proteina: Dissociacao de proteinas
oligoméricas,fragmentacao da molécula.

eEnzima-Substrato: A ocorréncia de
eletrostricao pode romper o par ionico
entre substrato e enzima.




Efeito da Pressao

+ presence of cavities wibhin protein s
Interacoes moleculares

~sweling of fydrophobic core due to water

+fosmattion of molten globule state
+disneption of teriary stnucture
+loss of void spaces within pealein

Termoestabilizacao Induzida por
Pressao

Pressao e Temperatura sao forcas opostas
em termos de entropia.

Aumentando a temperatura leva a desordem enquanto
que aumentando a pressao leva a ordem.

Porém, isso nao € verdadeiro para todas
as proteinas.
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Termoestabilizacao Induzida por
Pressao
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