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RESUMO

O mecanismo de hidrólise de fosfomonoesteres ca 
talisada pela fosfatase alcalina, em especial a de frango, atravê 
da 'dissociação monômero-dímero, foi analisada em relação â necess 
dade de supor se o monôir.ero era reativo e quais diferenças aprese 
tava com o mecanismo Flip-Flop quando se considerava a reação so 
mente através do dímero. A interpretação de auto-inibição a autc 
ativação a concentrações constantes de enzima é válida tanto o mc 
nômero seja ou não reativo. Entretanto, a relação da velocidade 
diferentes concentrações de enzima total e concentração de substi 
to constante, somente pode ser interpretada se o monômero for ma: 
reativo do que o dímero.

A principal diferença do mecanismo através som> 
te do dímero, com o Flip-Flop e que este ultimo tem que assumir 
que alguns dos intermediários não são reativos, com o objetivo 
obter cinéticas Michaelianas. Tanto o mecanismo monômero-dímero 
mo outros relacionados com a enzima do E .Coli estão baseados exa 
mente em interpretar os desvios deste comportamento, que tem sid 
observado para: numerosas outras fosfatases alcalinas de diferent 
origens.

Tentou-se tamBém interpretar as curvas obtidas 
do ’’burst" do 2,4-dinitrofenol a diferentes valores de pH, com 
enzima do E.Coli, mas a equação diferencial obtida não pode ser 
simplificada para torná-la integrável e somente através de um ti 
tamento aproximado da reação, resultou pelo menos um desvio da ! 
nearidade do plote de ir versus concentração de enzima, na direç. 
esperada.

É possível imobilizar esta enzima numa matriz
celulose pela formação de grupos tionocarbamilos obtidos pela r
ção entre um éster xântico da celulose e üm grupo amino livre
proteína. Usou-se como modelo a reação de etilxantato de etila
glicina, glicilglicina, glicinato de etila e ribonuclease.

 ̂ "f*Observou-se que o ion Zn forma complexo c o j i  
tilxantato de etila em razão Zn : EXE > 1, dependendo do pH. Pc

+ +tanto seria preciso equilibrar com xons Zn o grupo xantato ne 
lulose, ao pretender imobilizar a fosfatase alcalina pelo métoc 
mencionado para manter sua atividade.



ABSTRACT

The mechanism of hydrolysis of phosphomonoes 
ters catalyzed by alkaline phosphatase, in particular that from cl 
cken intestine, through the monomer-dimer dissociation, was analys 
with respect to the need of the assumption of the reactivity of tl 
monomer and also with respect to the differences with the Flip~Fl< 
mechanism assuming that the reaction proceeds only through the d: 
mer. The explanation of the autoinhibition and autoactivation ; 
constant enzyme concentration is valid'with or without considerinj 
a reactive monomer. On the other side,, the relationship between v< 
locity and different total enzyme concentration at constant subst: 
te concentration, can only be explained if the monomer is more re, 
tive than the dimer.

The main difference between the mechanism a: 
suming to go only through the dimer and the Flip-Flop mechanism, : 
that the latter must assume that some intermediates are not react 
ve, in order to obtain Michaelian kinetics. The monomer-dimer mec'i 
nism and others related with the enzyme from E .Coli are postulate* 
exactly to interpret the deviations from this behavior that have 
been reported for a number of other phosphatases from different o: 
gins.

It was also tried to find an interpretation 
for the curves of the "burst” of 2 ,4-dinitrophenol at different ; 
values at different concentrations of the enzyme from E .Coli, b 
the differential equation obtained in the derivation cannot be in 
grated. Only an approximate approach to the mechanism made it pos 
ble to obtain a deviation (in the expected direction) of the pi 
of II vs enzyme concentration.

. It is possible to immobilize this enzyme on 
cellulose matrix using the reaction between a xanthic ester of ce 
lulose with a free amino group of the protein, through thionocarb 
myl groups. The reaction of ethyl ethylxanthate with glycine, gly 
cilglycine, ethyl glycinate and ribonuclease were used as models.

It was found that Zn++ ion complexes with 
ethyl ethylxanthate in a ratio Zn++ : EXE > 1, depending on pH. C 
sequently, it would be necessary to pre-equilibrate, the xanthate 
group on the cellulose with Zn++ ion when trying to immobilize t 
alkaline phosphatase by the above method, in order to mantain i 
activity. -
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1. INTRODUÇÃO

1.1. Fosfatase Alcalina

Nos últimos anos, fosfatases alcalinas obtidas 
diferentes fontes tem sido estudadas. No que se refere â purifica
ção e características estruturais, os estudos se detiveram em pc

1 2 cas, entre as quais, Escherichia Coli, intestino de terneiro, p
3 4centa humana e B. Licheniformis.

A fosfatase alcalina de intestino de terneiro
uma glicoproteína, contendo em torno de 1 2 % de amino-açúcares e c5boidratos.

A fosfatase alcalina do E.Coli tem uma estrutun  ̂ 0 
quaternária composta de duas subunidades idênticas, sendo que e'

7 ~ 8tas di'ssociam-se reversivelmente a baixo pH, sob diluição ou j 
redução.9

Varias das fosfatases alcalinas tem mostrado
enzimas zinco-metãlicas. A fosfatase alcalina do E .Coli e a inte
nal de terneiro apresentam a razão de quatro átomos de zinco por 

5 1 0zima, ’ Dos quatro-atomos-grama de zinco por mol de fosfatase 
calina do E .Coli, dois apresentam-se firmemente ligados âprotei 
aumentando a estabilidade da estrutura quaternária da molécula, 
dois outros parecem ser essenciais para a atividade da enzima.^

Fosfatase alcalina de intestino de frango tem
do pouco estudada, mas presentes dados sugerem que atuam semelhe

-• 12 13 'mente as outras fosfatases. .* 0 peso molecular desta fosfatai
alcalina não podia ser determinado devido, provavelmente, ã asse
ção da enzima a carboidratos. Para fins de cálculo neste traball
foi assumido, para a fosfatase alcalina intestinal de frango, o
so molecular igual a 150 000. Para enzima de intestino de terne:nro peso molecular é de 140 000.

As enzimas citadas 'anteriormente segundo sua
centração podem apresentar auto-ativação ou auto-inibição, a
concentração de substrato. Por e-xemplo, na hidrólise de 4-nitr

16nilfosfato catalisado por fosfatase alcalina do E.Coli ou de
16 ' - 1 2  testino de frango foi observada uma auto-ativação. Para a f

17 18tase alcalina intestinal de terneiro ’ o 4-metilumbelifenilf
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to apresenta uma auto-inibição à concentração alta .do substrato.i
logamente comporta-se a enzima de intestino de rato na hidrólise

19g-glicenl fosfato.

1.2. Cooperatividade negativa

Fundamentalmente o mecanismo de hidrólise de f
fomonoêsteres catalisada por fosfatase alcalina consiste num pro

20 21so de duas etapas. Schwartz e Engstron mostraram que o mecan
mo enzimãtico envolve a formação de um complexo intermediário,

^  2 2 24qual o lugar crítico da fosforilação e um resíduo serina, ’
guido por uma desfosforilação, segundo o esquema 1, onde E repre
ta a enzima, S o substrato, ES o complexo não covalente formado
o substrato e EP o intermediário covalente. A etapa seguinte ã f
mação do complexo enzima-substrato (ES), ou seja, a etapa de fos
rilação, temos a formação de um dos produtos CP-̂ ), que será um
cool ou fenol conforme o grupo R seja um alquil ou aril. Posteri
mente EP se decompõe produzindo ortofosfato (P2 ) e regenerando c
zima.

E + ROPOg 
OS)

esquema 1 2

‘1 -

'-1

E - ROPO 2 -

3
(ES)

E - 0 - PO 2 -

(EP)

E + P04H2-
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Estudos no equilíbrio, tem mostrado para a fosí
tase alcalina do E.Coli e como substratos p-nitrofenilfosfato 
32( Pipirofosfato a pH acido, a absorçao de dois moles de fosfato

2 3por mol de enzima, ' sugerindo a existencia de dois centros reatd
vos na enzima. Entretanto para mesma enzima e substratos, sob cor
ções de pH alcalino, foi observado a incorporação de apenas um fc

2 3fato por mol de enzima, ou seja, somente um grupo fosfonlado.
Nas proximidades do centro ativo diversos autoi 

determinaram a sequência de aminoãcido na qual produz, apos a fos 
rilação, um grupo serina-fosfato. Para a fosfatase alcalina bactí

 ̂ _ . ..rial, a estrutura mostra a seguinte sequencia de aminoacidos: 5'

Thr-Gly-Lys-Pro-Asp-Tyr-Asp-Ser-Ala-Ala-Ser-Al,

A pH 7,8 a força iônica alta (y= 1) a enzima n 
va do E.Coli liga-se com uma molécula de fosfato apresentando

— 0constante de dissociação igual a 8 x 10 M. Na interação de uma
tra molécula de fosfato, o valor mínimo da constante de dissocia

- 3 ~ ~foi calculado como sendo 4 x 10 M. A força ionica baixa Cy= 0 ,
~ -5 -4a constante de aissociaçao e de 1,7 x 10 e 3 x 10 M, respect

. 2 5mente.
Tem-se portanto, uma molécula de fosfato forte 

te ligada, ocorrendo a saturação a baixa concentração de fosfate 
por outro lado, a saturação do segundo centro é mais dificultadc 
sendo a molécula de fosfato fracamente unida, necessitando de a] 
concentrações de fosfato inorgânico.

Este comportamento é uma representação típica 
de cooperatividade negativa de uma primeira molécula em relação) 
ligação de uma segunda molécula de substrato.
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1.3. Enzimas "half site"

Enzimas que apresentam üma forte cooperatividad 
negativa são classificadas como enzimas "half site", onde somente 
a metade das sub-unidades idênticas demonstram possuir reatividac 
A origem deste comportamento pode ser devido, aos seguintes fator

- as sub-unidades são idênticas mas no dímero 1 
delas ê deformada.

- os dois centros ativos são adjacentes e a prj 
meira molécula de substrato bloqueia a segunc

- uma mudança conformacional ocorrendo no segui
centro ativo após a ligação da primeira molêc

27la de substrato.
Como comentamos anteriormente, a fosfatase alc; 

na é constituida de duas sub-unidades. Estudos preliminares cris'
logrãficos da enzima do E.Còli indicam que as duas sub-unidades,-  ̂ 2 g 
ausência de ligante, possuem conformação idêntica. Entretanto,
faixa de pH entre 7 e 9,5 a relação entre a fosforilação do cent:

2 3ativo por mol de enzima ê de um para um, o -qúe nos leva a cia 
ficar a fosfatase alcalina como enzima de "half site".

1.4, Objetivos

TJm dos objetivos deste trabalho foi analisar 
possibilidade de que o moríomero da fosfatase alcalina seja reati 
e a compatibilidade dos resultados obtidos através desta conside 
ção e do mecanismo monomero-dímero com outros mecamismos propost 
especialmente o mecanismo Flip-Flop.

Outro objetivo foi tratar de interpretar os de 
vios da linearidade observados na cinética transiente com o mode 
monomero-dímero.

Finalmente se tratou de obter resultados orier 
tivos para a reação de grupos amínicos de aminoãcidos, peptídeos 
e proteínas com ésteres x:ânticos, orientados a estudos de imobild 
ção de enzimas utilizando a formação de monotionocarbamato,
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2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1. Reagentes e equipamentos

Os produtos químicos usados para este trabalho 
foram de pureza analítica, sem purificações adicionais. A ãgua p 
ra preparo das soluções foi primeiramente destilada, deionizada, 
quecida a 100°C durante 10 a 15 minutos e borbulhado nitrogênio 
tê a temperatura ambiente.

0 etilxantato de etila (EXE) utilizado foi pre
— 28rado segundo procedimento clássico.

Os reagentes glicina, glicilglicina e o glicin 
to de etila, o p-t-nitrofenilfosfato (p-t-BFF) foram obtidos 
Sigma Chemical Co. e o 4-nitrofenol (4-NF) da Merck, sendo utili 
dos sem qualquer purificação adicional. 0 p-t-butilfenilfosfato, 
sal de bário, foi sintetizado no Departamento de Química da Facu 
dade de Ciências Físicas e Matemáticas da Universidade do Chile 
foi liberado do bário intercambiando-o numa resina Dowex 50-x (.£ 
da forte). As soluções estoques foram preparadas em soluções tan 
pão a pH específico, permitindo assim no momento da diluição mar 
ter o valor de pH na mistura reacional. 0 mesmo procedimento í 
empregado com albumina bovina e ribonuclease. Estes e as fosfata 
ses alcalinas de frango e do E .Coli utilizados foram proveniente 
da Sigma Chemical Co.

As medidas cinéticas e espectros ultra-violetc 
foram realizados com um espectrofotômetro ultravioleta Spektromc 
Modelo 204-, e um Hitachi-Perkin Elmer, Modelo 139.

Para as medidas de absorbância foram utilizadc 
células de quartzo de paredes duplas, com circulação de ãgua te; 
mostatizada. A temperatura do banho controlou-se com um termôme- 
certificado, Schneider, calibrado em décimos de grau. A tempera' 
ra rio termostato foi corrigida para obter nas células 2 5,0°C 
34,5°C.

0 pH das soluções foi ajustado em um pHmetro 
ck, Modelo 510, calibrado com soluções padronizadas.

Os computadores utilizados neste trabalho for 
um Hewlett-Packard, Modelo 9810-A e um digital, Modelo pdp 11.
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2,2,' Métodos

' Otimizaçõe s

A primeira etapa do trabalho, foi otimizar os 
lores das constantes da expressão de velocidade no estado estaci 
rio de um dado mecanismo, partindo-se de um conjunto de constant 
inicial. Para determinadas concentrações de enzima total e subst 
to, variava-se somente um dos parâmetros do conjunto de constant 
comparando-o com o valor obtido experimentalmente. Esta diferenç 
então, analisava-se para cinco concentrações distintas de substr 
considerando-se o melhor valor da constante para minimizar o sou 
rio do modulo do resíduo, ou seja, o somatório da diferença entr 
os valores da velocidade calculada e experimental para diversas 
centrações de substrato (apendice 1). Para estudos na etapa trar 
ente um outro programa foi empregado. Entretanto para obtermos v 
curva que mais se aproximasse da curva experimental e . não soment 
alguns pontos isolados, passou-se a determinar o resíduo quadrai 
médio, ou seja, o somatõrio do quadrado da razão entre a variaçc 
do valor calculado e experimental pelo valor experimental (apenc 
ce 2 ) .

0 conjunto de constantes inicial foi obtido de­
ferência 13 e os valores experimentais da velocidade em função 
concentração de substrato para concentrações constantes de enzir 
total da referência 32. Para a etapa transiente os valores expei 
mentais foram obtidos da referência 40.

Com a utilização de um computador digital pdp 
observou-se através de um osciloscópio, a variação das curvas dt 
cíproco da velocidade versus o recíproco da concentração de sub: 
to para concentrações altas e baixas de enzima e velocidade ver: 
concentração total de enzima. Estas curvas analisava-se simultai 
mente, sendo os parametros das.constantes variados individualme- 
e segundo a maior influência na equação da velocidade obtida a 
tir do mecanismo proposto (apêndice 3).
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Análise de fosfato

Para análise do ortofosfato foi seguido o irn 
2 9todo de Lòwry-Lopez. A curva de calibraçao foi obtida adicion< 

do 4 ml dé tampão acetato a pH 4 (0,1 N ácido acético, 0,025 N 
cetato de sódio), 1 ml de ácido ascórbico 1 %, 1 ml de molibdat< 
de amonia 1 %, solução de fosfato a concentração conhecida e o ' 
lume completado a 10 ml. A absorbância foi medida a 7 00 nm ap> 
5 e 10 minutos e extrapolada a tempo zero.

0 sal de bário do fosfato tratou-se com res 
na intercambiadora de lons fortemente ácida. Considerando a pe 
quena solubilidade em água, houve necessidade de agitar durant 
aproximadamente tres horas para completar a dissolução.

Para determinação do fosfato orgânico fez-s 
reagir durante 12 horas, 2 ml deste com 1 ml de fosfatase alca 
na de E .Coli 0,02 mg/ml, usando 0,2 M Tris CpH 8 ) como tampão, 
concentração do fosfato orgânico obteve-se pela diferença ent 
a concentração do fosfato depois da hidrólise enzimática (fosf 
to inorgânico total) e aquela obtida antes desta reação.

Atividade enzimática

A determinação da atividade enzimática dete
30minou-se baseado no seguinte metodo. A 0,5 ml de Tris 0,2 M

-3(pH 8 ) adicionou-se 1' ml de p-nitrofenilfosfato 3 x 10 M,50 
de fosfatase alcalina intestinal de frango 0,2 mg/ml e 1,45 ml 
de água. As leituras da absorbância em função do tempo foram m 
■didas a 410 nm e 25 °C e tendo como referência água. Uma unida 
de atividade definiu-se como sendo a variação de 0 , 0 0 1 unidade
de absorbância por minuto. Como adicionamos 5 0 yl de enzima, o

~ - 2  -tivemos uma concentraçao 10 mg/ml em 3 ml e o numero de unid
des ê igual ao coeficiente angular AA/min multiplicado por um 
tor igual a 1 0 .̂
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TABELA I

Absortividade molar do EXE a diversas fra- 
çoes molares de alcool etílico em agua.

XEtOH 10 4 e

0,04. 1,08
0,07 1,13
0 ,158 1,23
0 ,434 1,18
0 ,645 1,15

a) A 25°C e X = 283 nm
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XEtOH

Figura 1 :
Absortividade molar do EXE a diversas fra 

ções molares de álcool etílico em água. T = 25 °C e 
X = 283 nm.
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Figura 2:
Absortividade molar do 4 -nitrofenolato a
2!5QC e 410 nm.
A - Determinação utilizando-se células de 

paredes duplas, Spektromon, Modelo 2 04.
B - Células de paredes simples, espectro- 

fotometro UV-VIS, Hitachi-Perkin El- 
mer, Modelo 13 9.
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Absortividade molar do EXE

A absortividade molar em soluções de etanol aqu
so de EXE a 2 83 nm foi determinada pesando volumes variáveis de v
solução 10 mM de EXE em etanol e dissolvendo em quantidades pesac
de água e álcool etílico para dar volume total de 10 ml. Do plote
absorbância versus concentração de EXE, obem-se a absortividade r
lar a diversas frações molares de álcool etílico utilizada. 0 vai
correspondente ã fração molar de álcool etílico aquoso nula foi <

4trapolado e determinado como igual a 1,20 x 10 . (Eigúra 1, Tabel 
I) .

Absortividade molar do 4-nitrofenolato (4-NF)

A absortividade molar do 4-nitrofenolato em ã 
obtido a 410 nm e 25°C, tomando-se determinados volumes de 4-NF 
mM e 0,5 ml de Tris 0,2 M a  pH 8 , sendo o volume completado a 3 
com água. 0 valor da absortividade molar determinada no SpectroOiíiom foi de 9,5 x 10 enquanto o obtido no Hitachi-Perkin Elmer

4igual a 1 , 2 x 10 . (na literatura a absortividade molar e’ de 1 
x 10^. 31a,31bj (Figura 2). As medidas da atividade enzimãtica f 
ram corrigidas segundo estas desviações.

Hidrólise enzimática do p-t-butilfenilfosfato

A hidrólise do p-t-BFF foi seguida cineticamei
-3dissolvendo-se 2,3 ml de solução de p-t-BFF 5,54 x 10 M, 0,15 

dé Tris 0,2 M CpH 6,89), 0,3 ml de MgCl2 0,1 M e fosfatase alca! 
.de frango completando o/volume a 3 ml com água. 0 volume de soli 
concentrada de enzima adicionado foi variado, de maneira que a <_5 _5centraçao final variasse de 2 x 10 a 10 x 10 . Como referenc 
foi tomada a mesma mistura reacional em ausência de fosfatase a 
lina.

As variações de absorbância foranj lineares 
respeito ao tempo e seguidas durante quarenta minutos, a 283 nm
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temperatura de 25,0°C utilizando-se como referência a mesma mist' 
ra reacional, sem a fosfatase alcalina de intestino de frango. A 
velocidade foi corrigida para 500 unidades de atividade da enzim 
A atividade da enzima foi determinada imediatamente antes de ca 
série de corridas. A velocidade para determinada concentração 
enzima total foi expressada em unidades de moles litro segundo 
0 valor para absortividade molar do p-trBFF foi tomado como 1016 
a 283 nm, obtido num espectrofotometro automático, Gilford 2400.

Efeito do íon Zn++ no espectro do EXE

A influência do íon zinco foi analizada adicic 
nando-se solução de cloreto de zinco ã solução de EXE em bicarbc 
to 10 mM CpH 10). Como o cloreto de zinco ê um sal higroscopico. 
foi necessário titular o cloreto pelo método de Mohr, com nitrai 
de prata e cromato de potássio.

Os espectros de absorção no ultra-violeta da í 
-5luçao de EXE 4,3 x 10 M e  em presença de ZmCl9 com concentraçí

-4 -final de 3,43 x 10 M,\ e apresentado na Figura 3.
A variação de absorbãncia, a 260 nm de -üma so! 

ção de EXE em bicarbonato de sodio 10 mM a pH 10, foi observada 
com quantidades crescentes de cloreto de zinco (Figura 4).

Aminolise do EXE

Em ensaios preliminares, no acompanhamento da 
minolise do EXE, em presença de albumina bovina de soro CABS), 
ram tomados espectros de absorção ultra-violeta a tempo zero 
apos quize horas, das misturas reacionais e das amostras conten 
somente EXE nas mesmas condições. A solução de ABS (peso molecu 
de 69 000) continha 6,36 mg/ml e 1 ml foi adicionado a 50 yl de 
lução saturada de EXE a pH 10 em NaHCO^ 10 mM, completando-se c 
lume de 3 ml com solução do mesmo tampão.

Medidas cinéticas foram determinadas a 25°C 
ribonuclease (peso molecular 13 500), glicina e glicilglicina, 
do todas preparadas em solução 0,0 3 M NaHCOg e 0,0 3 M NaOH (pH
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A,m

Figura 3;
Espectro ultra-violeta do EXE em solução 
aquosa.

A - EXE (4,3 x 10"5M) em NaHCOg 10 mM a pH 10. 
B - EXE (4,3 x 10"5M), ZnCl2 (3,43 x 10-4M) em 

NaHC03 10 mM a pH 10.
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F igur a 4:
Variação de absorbância, a 2 60 nm,;versus 
concentração de cloreto de zinco adiciona 
do a uma solução aquosa de EXE em NáHCO^ 
10 mH e T = 18,6 °C.



- 15 -

A variação de absorbância lida a 2 83 nm para mistura reacional 
EXE, nas mesmas condições, foram acompanhadas durante quinze hor

0 EXE possui absorbância máxima a 2 83 nm, enqu 
to o monotionocarbamato formado apresenta a 242 nm. No acompanha 
mento destas reações foram tomadas medidas da variação da absorb 
cia durante duas vidas medias e a tempo infinito. Tais medidas s 
denominadas medidas cinéticas, uma vez que nos permitirão determ 
nar a constante observada. Nas medidas não cinéticas preocupa-no 
tão somente a observação da reatividade, sendo portanto as medid 
de absorbância tomadas somente a tempo zero e infinito.

A concentração de EXE utilizada nas medidas ci 
ticas foi inferior â concentração de aminoãcido, dipeptídeo ou p 
teína empregados, sendo a reação de pseudo-primeira ordem em rei 
ção ao EXE.

Ao adicionarmos volumes iguais de solução sati 
da de EXE obtinhamos leituras distintas da absorbância inicial, 
ra evitar esta variação, adicionou-se um pequeno volume de ãlcoc 
etílico â solução saturada de EXE, para solubilização da micro-s 
pensão, resultando valores reprodutíveis da absorbância para dei 
minadas concentrações.
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3. Resultados e Discussão
3.1. Otimização das constantes do mecanismo monômero-dímero.

A  ̂ só
0 mecanismo monômero-dímero, é.apresentad< 

no esquema 2. Denotamos por E2 a enzima na forma dímera e por ] 
a enzima na forma monomérica. Este mecanismo postula que a enzi­
ma, em forma dímera, dissocia-se reversivelmente em monômero < 
ambas as formas são reativas. ê a constante de dissociação d< 
enzima e K* , , K" e K'" referem-se ãs constantes de dissocia ■ 
ção dos intermediários enzima-substrato. As constantes catalíti­
cas de primeira ordem para os intermediários ES, E2S e £<2^2 
representados por k^ , k£ e kí,'.

A concentrações altas de substrato uma segui 
da molécula une-se à enzima na forma monomérica, formando o in­
termediário ES2 inativo e a forma dímera formando o intermediár_
o E2S2 que é reativo. No primeiro caso se produz uma auto-inibi 
ção e no segundo uma auto-ativação, porque E2S2 seria mais reat. 
vo que E2 S.

Para relacionarmos os valores de velocidad' 
experimentais e teoricos, a partir do mecanismo monômero-dímero 
hã necessidade de estimarmos os valores das constantes de equil_ 
brio e catalíticas. Inicialmente foram obtidos otimizando-se o 
valores experimentais de algumas enzima similares, supondo o mo 
nômero reativo (Tabela II).

A expressão da velocidade (1) pode ser escr 
ta como função da concentração da enzima na forma monomérica 
da concentração do substrato (2 ).

v = k£ ES + k£ E2S + kg» E2S2 (1)

v
V *  V "  v  "IJS. r\ O O v 0 0— -— S.E + ----- S.E + ---- ----  S .E (2)
K f K, K" K , K" K”’d d

A concentração de enzima expressada como mo 
mero é função da concentração total de enzima (4) e (5);

E2t = E2 + 1/2 E + 1/2 ES + ES, + E2S + E2 S2 (4)

Onde as espécies E, E2 > ES, E2 S, E2 S2, E2 S2 
S, etc. representam concentrações em moles/litro.
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Mecanismo Monômero-dímero 
Estado Estacionário

K
2 E

K" K ’

K"'
e 2s

k”’ V li2

ES ES,
K!i

k 2

e 2s P + E, P + E

esquema 2
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J2t 1 +
K ' K ’ K !x

1 +
K" K" K 1,1

(5)

Sejam A e B definidos por (6 ) e (7)

A =

B =

K

1

E =

K" K" Kln

! + _JL + __a L

(6 )

(7)
K' K ’ Kj

Obtem-se uma equação do segundo grau, cuja
lução fornece (8 ),

B
A

(8 )

Portanto, com uma concentraçao total de en
13ma e de substrato, para o conjunto de constantes estimadas, 

terminou-se a velocidade através da equação (2 ), obtendo uma 
coincidência entre os valores calculados e os experimentais.

Testamos então a possibilidade de poder ob 
resultados similares supondo a não reatividade do monômero, 
parando-se o valor da velocidade calculada com o valor experi 
tal para as mesmas condições de reação e concentrações de sub 
trato e enzima total. 0 procedimento foi repetido, variando u, 
das constantes, até obtermos um valor mínimo do somatório do 
dulo da diferença entre a velocidade calculada e experimental 
nalogamente, com o novo valor de uma determinada constante, 
guimos o mesmo procedimento, obtendo valores apresentados na 
bela II (ver apêndice 1 ).

Plotando-se o inverso da concentração do
trato versus inverso das velocidades calculadas, supondo o mc
mero reativo ou não reativo, a uma concentração de fosfatase
calina intestinal de frango constante, notamos a semelhança
curvas obtidas nos dois casos. Nessas condições, a uma concei
ção baixa de enzima, tal como 8,33 x 10 ^  M (Figura 5 B). ao

-4crescer a concentraçao do substrato p-t-BFF de 4 x 10 M
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1,4 x 10 M, ou seja, antes de alcançar o minímo no plote, i 
decréscimo da concentração aumenta a velocidade. Entretanto, p.
ra concentrações inferiores de substrato observa-se o inverso.

~  —  8 maior concentração de enzima, como 2,22 x 10 M (Figura 5 A),
medida que aumentamos a concentração de substrato a velocidade
aumenta mais rapidamente, ou seja, desvia-se da linearidade qu
do a concentração deste ã alta.

Portanto, o modelo monômero-dímero permite
timização dos valores das constantes e fornece curvas calculad
nas quais as formas aproxima-se das curvas experimentais de ve
cidades para concentrações variáveis de substrato e de enzima
tal constante. Entretanto, somente a análise a concentração co
tante de enzima não e suficiente para obtenção de dados conclu
vos quanto ã reatividade ou não reatividade do monômero.

3.2, Hidrólise enzimátido do p-t-BFF

A velocidade de hidrólise a concentração co
tante de p-t-BFF a diferentes concentrações totais de fosfatas
alcalina intestinal de frango, foi determinada a pH 6,89 e 25

Os valores obtidos mostram a mesma tendênci
32dos observados em outros trabalhos. (.Tabela III, Figura 6 ).

A baixas concentrações de enzima a tangente 
da curva concentração de enzima total versus velocidade e mai 
que a concentrações altas. Tal comportamento e consistente con 
hipótese não só de que o monômero e reativo, mas, que ele e me
reativo do que o dímero, como foi sugerido para a enzima do E_.

8 -* li. Qualitativamente pode-se pensar que a medida que a conce
tração de enzima aumenta, a fração de monômero e menor e porte
to sendo a curvatura côncava o monômero deveria ser mais reati
do que o dímero.

Com os valores do conjunto de constantes ol
das em condições similares (Tabela II), supondo diferente
zero, pode-se obter a curva de velocidade versus concentração
enzima total para uma determinada concentração de substrato, sc
gundo esquema 2. Na figura'6 a curva pontilhada indica estes i

-3sultados, para concentraçao de p-t-BFF igual a 4,25 x 10 M. ( 
mo era de se esperar, a curvatura não corresponde ã obtida exj 
rimentalmente, visto que no referido conjunto de constantes :
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Figura 5 :
. Grafico, de Linewaver-Burk para a hidrólise 

do p-t-BFF a pH 6,89, T = 25 °C, Tris 0,01 M e MgCl2
0 , 0 1 M. ©  valores experimentais.---curva calculada
com o conjunto de constantes otimizado, supondo o mo 
nômero não reativo (Tabela II). A e B indicam à con­
centração alta e baixa de enzima respectivamente.
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TABELA II

Otimização das constantes da hidrólise do p-t-buti.1 
fenilfosfato e p-t-amilfenilfosfato catalisada por

cLfosfatase alcalina intestinal de frango.

p-t -BFF
valor não^ valorC valor não valor
otimizado otimizado otimizado otimizado

Kd 0,5 IO' 9 0,57 IO-9 0,5 1 0 ~ 9 0 , 8 6 IO-9
K ’ 3,96 IO' 6 10 ,4 1 0 - 6 0 ,42 1 0 ~ 5 6 , 1 IO" 5

K" 3,49 1 0 - 6 (3,49 1 0 '6) 1,63 1 0 ~ 4 (1,63 1 0 -4)

K!1 1,09 io~ 3 0 ,61 IO-3 0 ,15 ío“ 2 0,15 IO-2
K 1" 1,2 1 0 ~ 2 (1,2 IO-2) 0,14 IO-2 (0,14 1 0 "1)

k 2 0,67 zero 0 ,54 zero

k 2 0,72 (0,72) 0,77 (0,77)
V*H
2 55 (55) 55 (55)

a) Condiçoes de reaçao, pH = 6,89, t = 25,0 C, Tris 0,01 M
-4MgCl2 0,01 M, concentraçao total de enzima de 1,25 x 10 

3,33 x 10 ^M. Os valores entre parenteses foram mantidos 
constantes em ambas as condições.

b) Valores otimizados considerando o monômero reativo Cref. J
c) A ordem de ajuste das constantes foi K f, Kj e K^ considera 

do-se a não reatividade do monômero (k^ = 0 ).
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ram assumidas ambas as formas da enzima com aproximadamente u 
constante catalítica da mesma ordem de grandeza.

Passamos portanto a procurar outro conjun 
de constantes que satisfizesse a semelhança entre as curvas o 
tidas experimentalmente e calculadas.

A partir das equações (2), (6 ), (7) e (8 ) o 
tem-se a equação (9), definindo-se a relação entre as constan 
tes para fins de facilitar a determinação dos parâmetros, de 
6 , C, I, H, M e N segundo as expressões (10), (11), (12), (13 
(14), (15) e (16) respectivamente.

v = -
kl S B k' S 
— ----  + —=--
2K’ A 2 K 1

B^ 4 E /k" S k„ S 
+ ---±JL + — —  +

A' A tK 1K" 1 d K, K" K"’ d

x
4A'

J2t 4 E2t B

4 A"
(í

k' S
X = — —  +

K,K"' d

k”' S2
K, K” K,Md

(10)

k2 S 
2 K'

Cll)

C - G - B X 
2 A

0 . 2 1

I - X B 
2 A:

G B (.13 )

H =

M  =

X
A
4 A 
B2

C14)

(15)

C B (16)
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Figura-6 :
Hidrólise do p-t-BFF a concentrações variáveis 

de fosfatase alcalina intestinal de frango, a pH 6,89 em 
Tris 0,01 M e MgCl2.
[p-t-BFFj O  4,25 x 10"3M A  1,^1 x 10"3M 
A velocidade foi corrigida para 5 00 unidades de enzima 
('referência 32]. A curva tracejada corresponde a veloci­
dade calculada, para o conjunto de constantes apresenta­
do na Tabela II, considerando o monômero reativo.
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TABELA III

Dependência da hidrólise do p-t-BFF com a concentra 
ção total de fosfatase alcalina intestinal de frango.a

IO*4 Enzima ^ , J  c 10 v

8,33 (0 ,69)d
2 0 , 0 0 1,36

16 ,60 (2 .1 0 )

24 ,99 (2,50)
33,32 (2,51)
49,98 (3,30)
53,33 3,51
66,64 (4,13)
80,00 3,99

106,70 4,53
166,70 4,60

a) A pH 6,89, Tris 0,01 M, MgCl2 0,01 M, X = 283 nm.
b) Concentração da enzima em mg/ml. A atividade padrãc

da enzima foi de 222 unidades, p-t-BFF = 4,25x10 
-1 — 1cl Em moles litro segundo . Os valores da velocidad< 

foram corrigidos para 500 unidades de atividade d. 
enzima.

dl Os valores entre parenteses foram obtidos da refe" 
rêricia 32, Atividade padrão da enzima 32 8 unidades 
[p-tBFP] = 1,41 a 10-3 M,
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A equação (9), tornar-se-ã;

C B
v = ----

A

Quando a concentração total de fosfatase al< 
lina intestinal é igual a zero, para que a velocidade seja nul;
I deve ser igual a - CD/A e a equação (17) pode ser reescrita < 
mo a equação (.18).

v - N d l  + M E2t‘ - 1) + H E2t (.18)

Partindo-se do conjunto de valores das cons
tantes estimadas (Tabela II), determinamos os valores de N, M
H com a utilização do computador, otimizando-os em relação aos
pontos obtidos experimentalmente (.Tabela III). Este procedimen

- 3foi efetuado para concentraçao de p-tBFF igual a 1,41 x 10
-  34,25 x 10 M, resultando os valores abaixo relacionados. (Fig 

ra 5). Mesmo sendo os parametros N e H dependentes da concentr 
ção de enzima, para as concetrações utilizadas a variação torn 
-se desprezível em relação a M.

103 S IO-8 M ' 108 N 102 H

1,41 3,0
4,25 2,3

Mantendo-se o parâmetro da constante A fixe 
determinado a partir do conjunto inicial (.Tabela II) e com os 
lores de M, N e H determinamos as demais constantes B, C, X e  
Da expressão de 6 , obtemos a razão k^/K* como igual a 1,68 x 
Entretanto considerando o fato de que ao mantermos fixo o vai' 
de A, que relaciona a concentração de substrato e constantes 
quação 61, implicaria na fixação de diversas constantes em re 
ção aos valores iniciais (Tabela II), passamos a utilizar ou

1.44 4,7
1.44 4,7

1 +
4 A E2t X

A
E2t + I (17)
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técnica. Tomando-se a partir das equações (6 ), (7) e (10) o plc 
te de (A - 1)/S versus S, (B - 1)/S versus S e X/S versus S 
assumindo conhecida a constante de dissociação , através do 
coeficientes angular e linear de cada reta estimamos o valor d 
conjunto de constantes. Os valores obtidos encontram-se na Tabe 
la IV, conjunto IV.

0 aumento da constante catalítica k^ e a cor 
siderãvel diminuição da constante catalítica k1̂* (Tabela IV, cc 
juntos I e IV) são coerentes com a hipótese de que o monômero £ 
ja mais reativo do que o dímero. Entretanto, para baixa concen 
tração de enzima total, a auto-inibição a concentração alta c 
substrato não ê observada (Figura 7). Tal fenômeno ocorre com i 
ma diminuição de duzentas vezes da constante de dissociação c 
intermediário ES2 (Tabela IV, conjunto V). Uma diminuição de m; 
vezes torna a auto-inibição mais evidente, em prejuízo da forrru 
da curva de concentração total de enzima versus velocidade de 1 

drólise do p-t-BFF (Figura 7, Tabela IV conjunto VI).
Portanto, o melhor conjunto de constantes q’ 

satisfaz simultaneamente as curvas do inverso da concentração < 
substrato versus inverso da velocidade para alta e baixa conce; 
tração de enzima, como para concentração de enzima total versu 
velocidade ê o conjunto V, apresentado na Tabela IV.

Um outro procedimento foi tentado, simplifi 
cando-se o modelo monômero-dímero, desconsiderando-se as etapa 
de auto-ativação da parte dímera e auto-inibição da monomêrica 
reduzindo a expressão de velocidade segundo a equação C19). Es 
suposição seria válida somente quando a concentração de substr 
■to fora suficientemente baixa, de maneira que não apresente au 
inibição ou auto-ativação.

v = -Hl E S ♦ -2 -• !  (19)
K 1 K" K.d

Para valores constantes da concentração de 
bstrato e da constante de dissociação enzima-substrato, obtive 
mos os parâmetros da equação (19). sendo a ordem de grandeza 
velocidade calculada de 10 ^. Comparando as equações (.19) e C2 
temos k^/K' = 1000 e k^/K" = 12. Com a utilização de um comput 
dor digital e de um osciloscópio, passamos a otimizar as const
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Figura 7:
Gráficos das curvas calculadas segundo c 

junto de constantes otimizadas.
Coluna A: velocidade versus concentração total 

enzima.
Coluna B: inverso da velocidade versus inverso 

concentração de substrato.
Coluna C: inverso da velocidade versus inverso 

concentração de substrato.
Os conjuntos de constantes representados pelos al 
rismos romanos estão especificados na Tabela IV. 
As unidades da velocidade, concentração de enzima 
substrato são moles litro  ̂ seg ^ , mg/ml e mo] 
litro  ̂respectivamente.
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A IQ“ 7 l/v B IO“ 7 l/v C.
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te[

v = 4 x 104 E + 500 E2 (2 0)
Dos valores nao otimizados da Tabela II, hoi

-5ve necessidade de alterarmos K ’ para 2,5 x 10 e K" para 5,5 
(Tabela IV, conjunto III) (anexo 3).

Ao analisarmos a não reatividade do monômerc 
para a variação da velocidade em função da concentração de fosJ 
tase alcalina, a expressão da velocidade ficou reduzida a equac 
( 21 ) .

v C E' (21 )

onde

C =
S k™ S‘ 

-----  + ------- ( 2 2 )

K" K ^ " K

sendo a expressão da velocidade dada por ; 

‘C
v =

2Bo . 4 E2t 2B 1 B 2 - 4 E2t
A 2» A A 1 A 2 A

(23)

Da equação (23), (onde A, B e C são maiores 
do que zero) notamos que um aumento da concentração total de e 
zima aumenta a velocidade. Este aumento cresce com o aumento 
concentração total de enzima, pois o termo da subtração não ci 
ce proporcionalmente. Portanto não ê possível obtermos uma cui 
que se aproxime da forma da curva obtida experimentalmente, pe 
qualquer conjunto de constantes, considerando a não reatividac 
do monômero, pois uma variação das constantes altera apenas o: 
parâmetros da expressão, não interferindo na relação anteriori 
te descrita.
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3.3. Correlação entre os mecanismos Flip-Flop e Monômero-dímero

0 mecanismo Flip-Flop proposto por Lazduns
2 3kx, para interpretar a cooperatividade negativa entre as sub-

nidades da-fosfatase alcalina mantendo a cinética Michaelis-Men
ten, é representado através do esquema 3. Suponha-se a enzima e
forma dímera no transcurso da catálise, além de exibir cooperat
vidade negativa inter e intra-sub-unidade.Inicialmente, uma mo]
cuia de substrato une-se não covalentemente a uma das sub-unid?
des da enzima livre, induzindo a uma mudança conformacional do;
centros ativos, a qual dificulta a união de outra molécula de :
bstrato. A fosforilação da sub-unidade saturada Cetapa 2) retoi
a facilidade de ligação de uma outra molécula ao segundo centr<
ativo (intermediário IV). Este intermediário por desfosforilaç.
do centro fosforilado Cetapa 4) forma o intermediário II, a qué
corresponde basicamente o mecanismo denominado Flip-Flop. Entr
tanto, outra possibilidade seria a fosforilação do centro ativ
ligado não covalentemente ao substrato, resultando a enzima c
dois centros fosforilados. Em ambas as alternativas, a enzima
não retorna aô estado, livre.

Na determinação da expressão da velocidade
partir do mecanismo Flip-Flop a concentração da fosfatase fosf
rilada é considerada pequena, tornado desprezível, segundo o e
quema 3, a etapa inversa da fosforilação Ck_ 2 )-. Considerando-e
a cooperatividade negativa inter-sub-unidade, a formação do J
termediário V, que contém dois grupos fosforilados por moi de
zima, e o intermediário VI que contém dois fosfatos orgânicos
nidos não covalentemente â enzima, a pH alcalino é despreciáve

20Entretanto a etapa 5 e importante a pH acido, sendo inclusi' 
a passagem da enzima difosforilàda para enzima com um centro ; 
vo fosforilado e outro unido não covalentemente ao substrato 
C.k__g) a etapa determinante.

Aplicando o tratamento cinético do estado - 
tacionário ã velocidade de desaparecimento dos intermediários 
meio alcalino, temos;

- -~EEP = (k„ + k0) SEEP - k„ EEP x S = 0
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esquema 3
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dEEP
dt

dEES
dt

= k 3 EEP x S - k2 EES - k 3 SEEP = 0

(k_i + k2) EES - k2 EE x S = 0

donde
kü + k_q SEEP 

EEP =— ------  x ----

EES = --1 x SEEP

k , + k_ EES 
EE = — ---- - x----

sendo a concentração total de fosfatase alcalina expressada

E2 = EE + EES + EEP + SEEP

obtemos

J2t
k-l + k2 , kK klt + k-3 --------  + --- + --------  + 1
kx s k2 kg S

SEEP

J2t
Ksl + k 2 Ks2 

(k4 + k2) S
+ 1 SEEP

sendo
K k -l + k 2
sl

K k4 + k-3
s2

1 Ksl k4 + k 2 Ks2 + 1
K (k^ + k2) S

resulta
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P 1- SEEP

onde a velocidade ê determinada pelo produto da constante catai 
tica k^ pela concentração do intermediário IV (SEEP) e a veloci 
dade máxima por centro ativo, pelo produto de k^ pela concentra 
ção total de enzima.

v = k„ E0 , K = V x K (25)4 2t m

k4 Ksl * k 2 K s2 
k4 + k 2

+ 1

K = k4 Ksl + k2 Ks2 (27)
m k4 + k2

Para diversos substratos, a velocidade rnãxi: 
será a mesma, uma vez que a etapa determinante do mecanismo pr 
posto (esquema 3) seja a etapa 4. Sendo k^ pequeno em relação 
k 2 e k_2 a constante de Michaelis reduz-se ã razão entre k_g/k

Neste ponto e importante comparar os mecani 
mos Flio-Flop e Monômero-dímero. Para tanto, mesmo partindo 
fato de que o monômero seja reativo, consideramos para fins 
comparação a reatividade da enzima somente na forma dímera, nc 
mecanismo monômero-dímero, segundo esquema 4. Fazendo consider 
ção análoga ao mecanismo Flip-Flop, onde o intermediário const 
tuído da enzima com os dois centros ativos fosforilados, a pH 
calino não e favorecido, resulta como expressão da velocidade 
equação (2 8 )

v = k^ EEP + kg' SEEP (28)

A partir das velocidades de desaparecimentc 
dos intermediários obtemos as equações (30a) e (30c), a qual < 
(28) resulta e expressão (31), que é compatível com o mecanisi 
Flip-Flop considerando que E2P seja reativo.



- 35 -

esquema M-
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dEES
dt

= Ck" - k ^ î  EES + kj EE oc S = 0

dEEP
d't

- k£ EES + (kg + k2 S) EEP - k_x SEEP

temos

dSEEP
dt

= (k_x - kg) SEEP + y. PEEP x S = 0

EEP = Ka SEEP x S (30a)

onde

ka -
k3 " k-l

EES = KD E0 x S
L> C.

(30b)

onde

KB =
le"kl

onde

SEEP
Kc E2 x S

(1 - k d ka  S)
(30c)

KC =
k» k^

k1"! ( - k»)

Kt k3 + kl 
k-l

resulta

v - (k” KA S + k3)
Kc E2 x S 

1 - kd ka S
(31)

(29a) 

0 (29b) 

(29c:
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Analogamente a expressão matemática de veloc
2 6dade, obtida por Simpson e Vallee, a qual considera no mecam 

mo de duas etapas para cada centro ativo um intermediário enzin 
-substrato distinto, a expressão (31) ê diretamente--proporcione 
ã concentração de substrato e de enzima total.

3.4-.' Estudos na etapa transiente

Um mecanismo mais simples de duas etapas pâ
3 3estudo da etapa transiente e analisado no esquema 5.

k, k„ k„
E + S ES ---— > EP + Pn ---— > E + P„

k 1 2 k_x

esquema 5

/

A obtenção da expressão de formação de prod 
to como função do tempo ê analisada a partir das equações de v 
locidade de formação dos intermediários e produtos. Denotamos 
e EP como a concentração do intermediário enzima-substrato e e 
zima fosforilada. Das expressões de velocidade de formação d 
intermediários ES e EP obtem-se uma equação diferencial de seg 
da ordem com relação ao intermediário ES. Sendo a velocidade 
formação de P-̂  o produto da constante catalítica k  ̂ pela conce 
tração do intermediário ES, temos que da resolução da equação 
ferencial de segunda ordem inicialmente obtida, a expressão da 
velocidade de formação de P^ reescrita como função do tempo, c
centração de substrato e das constantes catalíticas. Pela inte

~  ~ . 3 3 .gração desta equação final, obtemos a equaçao desejada, cuje
forma é apresentada na Figuura 8 . A inclinação da parte reta
curva, representa a velocidade obtida sob condições do estado
tacionário, enquanto que como coeficiente linear temos a conce
tração de P^ a tempo zero que denominamos "burst". A expressãc
para o "burst" resultante e dado pela equação (32).



- .38 -

Figura 8 :
Diagrama esquemático da função em fun­
ção do tempo. A intersecção do prolonga­
mento da parte reta da curva indica o 
"Burst".
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2 2 2k, E„. Sz k9 k^ E.. S
n = ------ 1--±1--------  - ------ £-- £--£í--------  (32)

(k0 + k~ ) 2 (S + K ) (S + K )2(k„ + k„)2 k,1 6  m m 2 3 1

Considerando os valores obtidos para a E.Co3 
a razão entre o primeiro e segundo termo que relaciona as cons7tantes e em torno de 10 , sendo portanto o segundo termo em reJ 
ção ao primeiro negligenciável, e a alta concentração de substi 
to II em relação a K , pode ser simplificado (equação (33)).

n = I x E0_ (33)

Para baixos valores de pH, considerando qu 
a etapa de desfosforilação é mais lenta do que a etapa de fosf 
rilação (k2 >> kg) obtem-se II como igual ã concentração total 
enzima. Â medida que o pH aumenta ocorre um decréscimo de 
aumento de kg com consequente diminuição da relação k2 /(k2 + k 
Por exemplo,- se k2 torna-se igual a kg a relação se iguala a 1

Segundo diversos autores, o peso molecular
7dio da enzima do E .Coli decresce com o pH. Como nao sabemos 

quantidade de prótons envolvida na dissociação acida da enzima 
em forma dímera, devemos estimar a constante de dissociação ãc 
da.

Ka +2 EH E0 + 2n H (34)n 2

Ka =
(E2 )(H+)2n

(EHn )2

(EH )2
pKa = 2n pH + log ----- - (35)

(E2r



- HO -

Send° (EH ) 2 K = ---D—
(e 2)

e assumindo o valor de o mesmo para enzima do E .Coli e de ;
frango a pH 6,89 como igual a 0 , 5 x l 0 9 e o  pK igual a *+, se-

7 agundo Applebury at al, pode-se estimar n = 1, reduzindo-a equa­
ção (35) para (36).

pKa = 2 pH - pKd (36)

Esta equação permite com valores conhecidos 
de e pH determinarmos a constante de dissociação dímero-mon' 
mero e a percentagem de enzima em ambas as formas. Considex*and' 
-se que o monômero seja reativo com um e o dímero com dois cen 
tros ativos, uma aproximação baseada na efetividade de apenas 
centro ativo na forma dímera, leva-nos a reescrever a equação 
(33) como;

%E„
II = ----- + --- ±-\ (37)

100

Passamos, portanto, a calcular o "burst" ^
2,4-DNF a partir de determinados valores de pH, pKa e concentr
ção total de enzima, donde o numero de moles liberados e depen
dente do numero de centros ativos, permitindo verificar a reat
vidade ou não reatividade do monômero. Da comparação dos valor

*4 0calculados com os valores obtidos experimentalmente (Tabela 
determinamos a menor razão entre as constantes do esquem
5, através do menor resíduo quadrático medio (Tabela VI,Figura

Analogamente, análise de valores distintos 
ra a razão k2 /(k2 + k^) de monômero e dímero foi seguida. Entr 
tanto, não foi observado influência nos valores anteriormente 
tidos, para consideração de que a razão entre as constantes ca 
lítica de fosforilação e desfosforilação seja idêntica.

Da aplicação do modelo proposto para a etap 
transiente da reação, obtem-se a razão k2 /kg. A curva calculac
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TABELA V

"Burst" do 2,4-DNF, a diferentes valores de pH

pH 1 0 7 b , n7 . c 10 enzima

4,0 13,0 , 5,6
15 ,5 7,4
25,0 11,3
37,5 19,6

4,4 13,0 7,4
2 0 , 0 11,3
26 ,5 19,6

5,0 3,5 5,6
8,0 7,4
8,8 11,3

12 ,5 19,6

5,5 7,0 11,3
1 1 , 0 19,6

5,7 4,3 7,4

•
8,0 19 ,6

a) referência 4 0 
B) moles de 2,4-DNF
c) mol/lit. da enzima considerada como dímero
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Otimização da razão k2/kg a distintos valores
de pH e pK& .

TABELA VI

4,0 4,0 1 , 0 0
4,0 4,4 0 , 8 8 15 ,151
4,0 5,0 0 ,51 2,498
4,0 5,5 0,52 2,586
4,0 5,7 0,43 1,904

3,5 4,0 1 , 0 0
3,5 4,4 0,98 98,497

CU cn 5,0 0,57 3 ,082

00 u cn 5,5 0,52 2,586
3,5 5,7 0,45 2,038
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IO7 [enzimaJ

Figura 9:
"Burst" do 2,4-DNF para valores calculados a 

partir do menor somatório quadrático médio, em relação 
ao valores experimentais (ver referência 40) versus / 
concentração total de enzima.
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de II versus concentração total de enzima apresenta forma cseirn 
lhante ã obtida experimentalmente, o que nos permite notar a re 
tividade do monSmero através da inclinação da curva (Figura 9) 
A alta concentração total de enzima, maior concentração desta : 
encontra na forma dímera com apenas um centro ativo efetivo, ; 
presentando um menor numero de moles de 2,4-DNF liberados no 
"burst" pela enzima. Se apenas o dímero for reativo, teremos 
curva pontilhada (Figura 9), a qual indica a proporcionalidade 
da velocidade com a concentração total de enzima.

3.5', Determinação do "Burst"

Num mecanismo de duas etapas (esquema 5), 
hidrólise de um substrato em presença de uma determinada enzim 
a rãpida liberação do produto da primeira etapa pode ser de 
terminada antes de alcançar as condições do estado estacionãri 
através da técnica do fluxo detido ("stopped flow").

Apõs a etapa transiente se observa hidrõli 
de ordem zero do substrato.

Nosso objetivo nesta etapa do trabalho foi 
terminar uma expressão matemática que relacione P-̂  com o tempo 
para o mecanismo monômero-dímero, em função de constantes ou t 
mos conhecidos.

34 ~Bender obteve uma expressão para vanaçao
de P-̂  com o tempo, no mecanismo da hidrólise de ésteres, tais, 
mo p-nitrofenilacetato (p-NFA) catalisada por “= -quimotripsina. 
esquema inclui equilíbrio de protonação do intermediário enziir 
-substrato (ES), do intermediário enzima-acilo (ES1), bem comc 
protonação da enzima livre (esquema 6 ). Para tanto denotou a s 
ma das espécies protonadas e ionizadas da enzima com o superír 
ce tot (total). Assim (E)to^, (ES)^0^ e (ES,)̂ :ot se referem 
formas de enzima livre, complexo enzima-substrato e a enzima e 
lada respectivamente, e Eq concentração total da enzima.

Expressões semelhantes foram obtidas para 
constantes de formação das espécies (ES')t0^, k^0^ e de desaci 
ção kg01".

Obtendo-se uma expressão integrável para 
(ES1) , pode-se integrar a equação diferencial obtida pc
(ES)tot [d(ES)"tot/dt = dP^/dtJ obtendo-se a relação de P-̂
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H + E + S EH + S
*

ES

P2 + E

K,

K,

K,

\J

HES

HES* + P-

EH + P,

esquema 6
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função do tempo e constantes que incluem Eq e SQ (concentração 
inicial de substrato).

Devido a semelhança entre os' mecanismos apresi 
tados no esquema 6 e aquele para o mecanismo monômero-dímero pa 
ra a etapa transiente (esquema 7), tentou-se calcular como 
função do tempo.No esquema 7 o mecanismo da hidrólise através c 
enzima dímera é expressado em forma similar ao mecanismo Flip - 
Flop, considerando-se que não so a enzima livre dímera (E2) est 
ja em equilíbrio com seu monômero, mas também cada-um dos intei 
mediários E2S e E2P. Entretanto, um ponto de complexidade entre 
os mecanismos, consiste no fato de formar P^ também na etapa c 
formação da espécie dímera com dois centros fosforilados (PEEP!

Denotando-se K,, Kl e K" como as constantes d d d
de dissociação da enzima livre, do intermediário enzima-substrí 
to (E2 S) e enzima fosforilada (E2 P) e considerando a concentra 
ção dos intermediários enzima-substrato unidos não covalentem* 
te como a soma de E2S e ES , (ES)^0^, passamos a escrever:

, , E9S ES
k~ = k" ---£-r + k* ---rn-p-(39)

2 2 ES 2 ES

sendo as razões E2S e ES com relação a EŜ "0^ as respectivas f
ções molares. Da equação (39) temos as equações (40) e (41);

k * 0 t  - k'
Xr ç = — ------ ---------------------(40)

2 k" - kX

ktot - k ’
E S = — ------ - x ESt0t (

k 2 “ k 2

Analogamente, pode-se expressar ES em termo
de (ES)tot, através da equação (42);

v t o t  _ v"
ES = -1------ 2 x ESt0t (42)

k» - k"
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eõquema 7 4
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Para obter uma expressão mais simples, assu­
miu-se que k’g desprezível. A velocidade de formação de P-̂  ê a 
presentada pela equação (43a), a qual pode ser facilmente rees 
crita em termos de (ES)^0^ (equação (43b)). Tomando-se como k2 
relação entre as constantes da equação (43b) , a velocidade de 
formação de P^ pode ser simplificada ao produto da constante ]< 
pela concentração total do intermediário enzima-substrato.

dP
—  —  = k ’ ES + k" E„S C4 3a)2 2 dt

dP k*ot - ty k*0t - k^
-- = ]<t -A--------- _ + k" — ------ - ES C4 3b)
dt 2 k' - k" 2 kU - k

dP,
dt

= k2 EStot (43c)

Sendo a velocidade de desaparecimento d-
"to*t(ES) dada pela equação (44), devemos tornar a velocidade d 

formação do intermediário (SEEP) integrável e levando ã equaçã 
(44), obtemos a expressão de (ES) em função do tempo e cons 
quentemente a equação (43c) integrável.

dt
= k 0 ES - k~ SEEP (44)l a

A expressão de velocidade de desapareciment 
do intermediário (SEEP), equação (45), pode ser escrita em ter 
mos de (ES)it0t e (SEEP), equação (46), onde as letras maiúscu' 
las denotam uma relação entre constantes e E a enzima na forir 
monomerica.

= k* SEEP - k2 E2.S + kg E2P + EP - k£ ES
dt

(45)
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----- = - k„ ESt0t + A + —  SEEP C46)
dtx '2

A = k 3 +
k" K"v , 3

B = k3 Knt

Analogamente, a partir da concentração total
D>, at

quação (47 ) ;
de enzima (EQ), através das constantes de equilíbrio temos a

F ESt0t = E - G + SEEP C47).o

S K' kíot - k" K" kí0t 
F = 1 + --- + -----— -------- - + ----- ---

Kj 2S k£ - k£ S k£

6 = 1 -
K"

K" K"». 
H = -2---

Da constante de dissociação do intermediário 
enzima-substrato e enzima livre (KT), a enzima livre monoméric 
é expressada em termos de constantes e (ES) , equação (.48), 
qual levando-se ãs equações (47) e (46), obtemos (.49) e (.5 0) r 
pectivamente.

v» vt o t  -  v"
E = ----- 2------ 2 ESt0t = I ESt0t

S k£ - kj
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. . E - G SEEP I /(E - G SEEP)2 - 4 F H SEEP 
ES r - ---------  + 1— 2-------------------------

2 F V ■ 2 F
(49)

_ dSEEP _ k Estot + A SEEp + ---B —_ SEEP (5 0)
dt I ES T

Entretanto, ao levarmos (50) em (49). resul 
ta a equação (51) de difícil integração.

= k 9 H  + (N + A) S E E P  + í/m + P S E E P  + P. (SEEP)
dt

B SEEP __________________  (5-
I M - N SEEP + \/m i + P SEEP + P̂  ̂ (SEEP)°

2F

G
2F

2 E G - 4 F H  o__________
2 F

Se as razões entre as constantes B/E e H/E 
fossem muito pequenas em relação a A e G respectivamente, as e 
pressões (47) e (46) simplificar-se-iam tornando integrável a 
quação de velocidade de formação de P-̂ . Entretanto, esta cons:

N =

P =
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ração não e valida, pois a partir de uma estimativa da ordem d 
grandeza da relação entre as constantes e enzima livre na forma 
monomêrica (Tabela II), a relação não ê observada. Da equação r 
sultante da integração da expressão de velocidade a partir da r 
ferida simplificação, quando tornamos o tempo suficientemente 
grande, faz com que o prolongamento da parte reta da curva pass 
pela origem, indicando um valor de H nulo.

-I
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Além dos estudos teóricos anteriormente apr< 
sentados, neste trabalho intentou-se também obter dados orient; 
tivos sobre a possibilidade de imobilizar a enzima em uma matr: 
de celulose contendo grupos etil-xantato.

Considerando que se tratava de uma zinco-me' 
lo-enzima, estudou-se a complexação do íon Zn++ com etilxantat' 
de etila.

Finalmente, efetuou-se estudos cinéticos 
aminõlise de etilxantato de etila com alguns aminoácidos e pro 
teínas, tendo em vista um estudo mais completo, que visa imobi 
zar uma enzima pela reação dos grupos amino terminais ou de un
dades de aminoácidos de cadeia peptídica, que contenham grupos

■i
mina (lisina, arginina, asparagina, prolina, serina, triptofan 
etc.) com ésteres xântic.os unidos a uma matriz de celulose.
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3.6.' Efeito do íon zinco no espectro do EXE

Como nos referimos anteriormente, a fosfatas*
alcalina é uma zinco-metalo-enzima com número de átomos grama di

3 5zinco por mol de proteína variando de dois a quatro. Vallee < 
co-autores prepararam a enzima com especial atenção para o con 
teúdo de zinco metálico e determinaram quatro átomos grama po 
mol de enzima.^ Dois dos átomos de zinco são facilmente removi
dos, inativando a enzima e os outros dois aparentemente- não en

~ - * 12 volvidos na ação catalítica, são mais dificilmente removido.
Esta inibição da atividade enzimática pode ocorrer, por exemplo
através da formação de complexo ou por remoção do metal, por in

- . 12 termedio de um agente quelante.
Estudos simultâneos tem mostrado a presença

3 6de 1,3 átomos-grama de magnésio por mol de enzima, sendo qv
este não ativa a apoenzima, mas somente aumenta a atividade ãe

~ 3 7  - - . - .que possuem zinco em sua composição. 0 conteúdo metálico e m
portante não somente para a atividade como também para manter

3 5estrutura quaternária da enzima.
Portanto, passamos a analisar a possível coi

plexação de íons zinco com etilxantato de etila, para observar
mos a influência deste fenômeno na imobilização da enzima numa
matriz solida de celulose através de uma ligação tionocarbamil<

Com esta finalidade observou-se a variação^
espectro do EXE em presença de quantidades crescentes de clore
de zinco, a diferentes valores de pH.

0 zinco possui número de coordenação igual
quatro, e o íon aquo-zinco se ioniza através de várias etapas,
medida que a alcalinidade da solução aquosa aumenta, formando

3 8 3 9hidroxido de zinco e finalmente os oxianions zincatos ’ Ceq 
çao 47a).

ZnCH20).2+  ̂ 0H-..a» Zn(H20 ) 30H+ g :=£jLr» ZnCHjO) 2 COF

o h" _ o h ~ v ■Zn(H20)2 (0H) 2 — -■=S- Zn(H20)202H ■- ZnCH20)20;

(47a)
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0 hidroxido de zinco tem um valor de pK i ~j -j â
25° igual a 1,04 x 10 , donde a pH 10 encontra-se parcialmen-
te ionizado.

Sendo o enxofre melhor doador de elétrons d<
que o oxigênio, pode ocorrer mais facilmente uma substituição 
de uma molécula de ãgua do aquo-hidroxido por uma de EXE. Ê po 
sível que o EXE aceite varias moléculas do hidroxido de zinco 
ou as diferentes espécies deste, segundo o pH, motivo pela qua 
na equação de formação dos complexos correspondentes não termo 
considerado as moléculas de água do hidroxido de zinco e tampo 
co as formas ionizadas deste (equação (47b)). Segundo a equaçã 
(47b), x e y são os coeficientes esteq.uiométricos e representa 
do-se a razão y/x = m, resulta a expressão da constante de for 
mação do complexo segundo a equação (48).

Ao logaritmarmos a expressão (48), a razão 
entre a concentração do complexo e a concentração de EXE pode 
ser escrita em termos das absorbancias lidas.

complexo respectivamente, a absorbância total observada (A^) 
dada por;

x EXE + y Zn(OH)2 ^ (EXE)x [Zn(0H)2l (47b)

Kf * ---------------
[EXE] [Zn(OH) J m

c.

[(EXE) Zn(0H)2Jm
(48)

= log Kj. + m log JZn(0H)2J (48a)log
[EXE]

Denotando-se (Aq , Ce , eE ) 5 Cc , eQ)
absorbancias, concentrações e absortividades molares do EXE

C

(49)

onde
C50)
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e portanto ^ ^
CF = — ----^ (51)

e - ec E

A razão entre as concentrações do complexo
EXE (C /CP ) é igual a (A - A )/(Aco - A ) .O hj O O o

A - A
log —2---- — = log K- + m log |Zn(0H)9] (53)

Aro - Ac

 ̂ Levando a -grafico o logaritmo da razão ent 
CAc - Aq ) e CAoc - A ) versus logaritmo da concentração total 
zinco .(equação 53), deveria obter-se uma reta cujo coeficiente 
angular seria-m,

Para EXE (4,3 x 10  ̂M) em 10 mM de bicarbo 
to de sõdio a pH 7 (Figura 10A) o valor de m é igual a 2, corr 
pondente a dois rmoles de zinco para cada mol de EXE. Variando- 
o pH para 10 (Figura 10B), mantendo-se as demais condições, o 
serva-se uma curva com -um aumento de m quando se aumenta a coii 
centraçao de cloreto de zinco. Esta variação esta num interval 
de 2 a 4 ãtomos de zinco' por molécula de EXE CTabela VII).

A pH igual a 4, não foi observada variação 
absorbancia do EXE a 260 nm,

Portanto existe a formaçã,o de complexo entr 
EXE e as espécies de hidroxido de zinco, em solução aquosa, se 
do dependente do pH. Decresce em complexidade e estabilidade 
decrescer o pH.
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Figura 10:
Determinação da relação de complexação entr< 
EXE e íon Zn++, [EXE], = 4,3 x  10_5H, NaHCO
10 mM.a 260 nm, a diferentes valores de pH.



ta b e l a VII

_ + + clInfluencia dos íons Zn na absorbância do EXE.
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pH 10^ ZnCl2 Absorbância

- 0 ,145
3,43 0 ,160
6 , 8 6 0 ,170

10,29 0,230
13,71 0,270
17,15 0,320
20,58 0,350
24,01 0,480
27 ,43 0 ,525
30,87 0,580
34,30 0,580
- 0,175
3,14 0 ,245
6,29 0 ,310
9,43 0,370

12,57 0,430
15 ,71 0,470
18,86 0,47 0.

a) A 18,6 °C e X = 260 nm,
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3.7. Aminolise do EXE

A aminolise do EXE ê representada pela equa­
ção (54), a qual forma monotionocarbamato de etila e etil merca 
tano. R denota a sequência de um aminoãcido ou de uma cadeia pe 
tídica.

. Et-S
Et-0-C= S

HN-R
I

Et-0-C= S
Et SH (54)

Este tipo de reação entre dialquilxantato
glicina, formando alquil monotionocarbamato N-acético, foi antí

4 2riormente estudado por Aubert e Knott, para desenvolvimento c 
métodos de degradação de peptídeos.

A reação de dialquilxantato com glicilglicii 
forma alquil monotionocarbamato acetil glicina (I), o qual ê ii 
tãvel em presença de acido clorídrico em nitrometano anidro qi 
catalisa o atáque nucleofílico do enxofre sobre o carbonilo pe] 
tídico proximo, formando o intermediário 2-alcoxitiazol-5-ona 
(II).

0li
hn-ch9cnhch0cooh 

I l
R-0-C=S

HC1 ' ----->

NH2 -CH2
H

+
COS

(VI)

(I)

NH —  
I
C

^ \ _
0 s

CH,
OH

(V)

+
NH

^  ^  /RO S

CH0 
I 1
c=o

(II)

+ H 3NCH2 C0'

(III)

- R

NH -- CH0
I I l 

0 =C c=o

(IV)

Para separação do produto cristalino (IV), 
solução de nitrometano ê evaporada a temperatura baixa e o res



2liO 260 280
X  , m

Figura 11:
Espectro ultra-violeta da hidrólise do 

EXE (4,8 x 10  ̂M) em NaHCO^ 10 mM, pH 11, a tem­
po zero e apos 16 horas de reação a 25,0 °C.
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duo tratado com hidroxido de sodio e neutralizado com ácido cL 
rídrico, resultando o aminoácido retirado da cadeia peptídica 
nicial (VI).

Neste trabalho prentedeu-se estudar a reaçã 
de um éster xântico, tal como etilxantato de etila, com alguns 
minoácidos, polipeptídeos e proteínas, mas com a finalidade 
obter o monotionocarbamato em forma estável, motivo pela qual 
sou-se solução aquosa em ambiente alcalino.

Para determinação da constante de v.elocidad 
de pseudo primeira ordem da reação com EXE e a amina, calculou 
-se do coeficiente angular do gráfico do logaritmo da diferenç 
da absorbância a qualquer tempo e da absorbância a tempo infin 
to versus tempo, Da razão da constante observada pela concentr 
ção dos aminoãcidos, dipeptideos ou proteína empregados obteve 
-se a constante de segunda ordem.

A reação do EXE e albumina bovina foi medid 
a tempo zero e tempo infinito, a 35 °C e pH 11. Pensou-se que 
com tais dados poder-se-ia calcular o número de grupos amina 
albumina, que reagiram com EXE. Entretanto, a hidrólise parcie 
do EXE nesta condições e a baixa concentração de proteína utiJ 
zada (aproximadamente cem vezes inferior a de EXE) não nos le\ 
a resultados conclusivos.

A reação com EXE e ribonuclease foi acompai 
da cineticamente a pH 11, com tampão bicarbonato a 2 5 °C. Ribc

■ J
clease ê uma enzima que contêm uma cadeia de 124 resíduos de £ 
noãcidos, com as extremidades constituídas por lisina e valim 
respectivamente. 0 valor médio obtido para constante de segunc 
ordem foi de 0 ,36 3 H-1 s_1 (Tabela VIII).,

Como referência, usou-se uma amostra de I 
nas mesmas condições de pH, temperatura e tampão para correçãc 
da concentração de EXE que tenha efetivamente reagido.

0 valor superior da constante de segunda o: 
dem da ribonuclease em relação aos aminoãcidos e dipeptídeo e: 
coerente com o fato destes possuirem apenas um grupo amina lir 
contra os vários contidos na ribonuclease. Uma etapa para pos 
rior investigação será a determinação dos grupos aminas da re 
rida proteína que reagem.

Para determinação das constantes de segund



2U0 260 280
V -. .  X ,n a  4

Figura 12:
Espectro ultra-violeta da reação de ami- 

nólise do EXE (5,4 x 10  ̂M) com glicina (3 x 10 3M) 
a pH 11 em bicarbonato 10 mM, a tempo zero e após 16 
horas de reação na temperatura de 2 5 °C.



ordem da reação do EXE com glicina, glicinato de etila e glici. 
glicina, foi seguido procedimento análogo ao empregado para ril 
niclease. Os valores obtidos são apresentados na Tabela VI. 0 í 
companhamento da aminolise do EXE com glicina foi tomado o espt 
tro de absorção ultra violeta do EXE (Figura 11) e da mistura i 
acionai (Figura 12) a tempo zero e após dezesseis horas de rea
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TABELA VIII

Valores das constantes de segunda ordem para a ami-
»■* •< cinõlise de aminoãcidos, dipeptídeos e proteina.

4 5 1 0 H M 10 kobs’seg_1 1 0 2 k2, M " 1 -1s PKa

Ribonuclease
1 , 1 1 4,2 37,8
0,78 2,7 34,7

média 36,3 - 2,2

Glicinato de etila
9,0 4,0 4,44
6 , 0 ' 3,0 5,00 7,6
3,0 2,2 7,33

média 5,59 ± 1,5
Glicina

9,0 3,0 3,33 rt /*»
6,0 2,8 4,62 9,6

média 3,98 - 0,9

Glicilglicina
9.0
6.0

1,31
1 ,1 ^

1,45
1,90 8,13

média 1 , 6 8 - 0,3

a) Condições de reação; pH = 11, T = 25,4 °C, bicarbonato de 
sodio 0,02 5 M.
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Apêndice 1

Otimização das constantes segundo o mínimo somató­
rio do modulo do resíduo. Para determinadas concentrações de / 
enzima total e substrato, variava-se somente um dos parâmetros 
do conjunto de constantes e comparava-se com o obtido experi- 
metalmente.

Relação das constantes fornecidas previamente com as respec­
tivas memórias:

Constante 
K ,
KLx
K"

Km

VI'
2

k^1
V *2

k^/(Kd .K") 
k^y (Kd .K".K,M ) 

K»

F 12t
F"2t

memorxa
001
002

003
004
005
006

007
008 
009 
040

043
044

Concent.de subst

Veloc. exp. p/ 
conc. alta énz.

F 'hl
F ’
h 2

E 13
E *4
E ’5

Veloc. exp. p/ 
conc. baixa enz

memorxa
011
012

013
014
015

026
027
028
029
030

•pt»
**1
•pit

2
F ”3
FM4
Fn5

036
037
038
039 
041
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0 2 64 - - YT0 --- 4 0

0 2 y cr- - + --- 33
0 2 fi 6 - - K --- 14
0 2 y r’- F r --- 67
0 2 6 >7*- _ l --- 0 1
0 2 69 - ... 4 “--04
0 2 í0 - - UP il í‘
0 2 i ï- - YE --- 2 4
0 2 <■? - -- 1 --- 0 1
■0 2 r — r --- 07
0 2 i 4 - - GT 0 --- 4 4

0 2 i 5 - - C; Q ** r f

0 2 «■’6 - - C. --- 0 2
0 2 i*- - 9 --- 11
0 2 1 y —— y --- 1 0
0  2 «9 - - KFR — — “• f, "7
0 2 3 0 - - O --- 0 3
0 2 s ï- - 9 --- 1 1

0 2 o —— — --- 3 4
0 2 o o - - YTÜ --- 40
0 2 g 4 - - + --- 33
0 2 Ö 5 - - fc. --- 14
0 2 3 6 - - KFR --- 67
82 s <- - 1 --- 0 1
0 2 o y - - 5 --- 0 5
0 2 o 9- - UP “‘““if
0 2 9 0 --- YE ---24
0 2 91 - ~ 1 --- 0 1
0 2 9 - - 1 --- 07
0 2 9 - - G T 0 --- 44
0 2 94 - - S/R ” \ \

0 2 95 - - --- 0 2
0 2 96 - - 9 —  il
0 2 3 I-'- - o --- 1 0
0 2 9 s - - KFR --— hr 7
0 2 99 - - 1 --- 0 1
03 0 0 - - l‘‘ --- 07
0 3 0 1 - - X S Q --- 1 2
0  3 0 - .. UP — — — t  (’
0 3:0 - - KFR --- 6 7
03 04 - - 0 --- 0 0
03 Õ5- - ■~t --- 03

0 3 0 6 - - r.i IV - - •■*1 . j

0 3 07 - ... K F R - ... - 6 7
0 3 03 - - 0 - - _ 0 0
0 3 09 - - 4 - - Ü 4
0 3 10 - - DI V ~ - •-I n*. j

0 3 1 1- - K F R ... - ... 67
03 12 - - 1 - -- - 01
0 3 13 - - f’ . . - ... 0 7
0 3 14 - - U P - - w  i

0 3 1 5 - - K F R ... ... - 6 7
0 3 16 - ~ 0 ' - - ... 0 0
0 3 17 - - o - - - 0 3
0 3 18 - - D I V - - - cr .ji èj

0 3 19 - - B H ~ - •* i cr
«ir» -j

0 3 2 0 - - + - - ... .*« y

03 21 - - 1 - - - 01
0 3 il. ï- - - K F R ~ - -- 67
03 2 3 - - 0 ... - - 0 0
0 3 2 4 - - 1 - - - 01
0 3 tr 

c - -J - - DI V - ... - ' j  cr

03 2  6 - - YT0 - - - 4 0
0 3 - - 1 - - - 01
03 y - - 3 - - - 1 1
0 3 2 9 - - K F R - - - 67
0 33 0 - - 1 - -■ - 0 1
0 331 - - Í* - - - 07
0 3 .-J V - - XSQ - - - 1 2
0 3 O - - UP - - - t  r"

0 3 34 - - KFR - - ... 6 7
; 3 3 35 - 0 - - - 0 0
03 3 6 - - £ - - - 0 2
03 y  r - - D IV - - - 35
0 3 ■~i i“ i - - KFR - -- 67
0 3 3 9 - - 4 - -- - 04
0 3 4 0 - - 0 - - - 00
0 3 41 - - D I V - -- - 3 5
0 342 - - KFR -- - - 6 7
03 43 - - 1 - - - 01
O 3 44 - - i ' - - - 07
03 45 - - UP - - - d  i'

0 3 4 6 - - KFR - - - 6 7
O 3 4 7 - - 4 - - - 04
0 34 3 - - 0 - - - 0 0
0 3 4 9 - - D IV - - - 35
0 350 - - li H- - - 25
03 51 - - + - - - 3 3
0 3 52 - - 1 - - - 01
0 353 - - + - - - 3 3
0 3 54 - - £ - - - 02
0 355 - - d IV - - - 35
0 3 56 - - Y TO - - - 4 0
03 57 - - - - - 02
03 cr o - - 0 - - - 00
03 59 - -KFR - - - 6 7
0 360 - - 1 -- - 01
03 6 1- - 9 - - - 1 1
03 62 - -D I V_ - - •*.. cr

O 36 3-- DM... - •-25*
0 3 6 4- -K S Û--- - 12
0 365 - - UP - - - <£. i'

036 6- - KFR --- - 6 7

0 3 6 S - - 8 --- 10
0 3 6 9 - -  U P --- 27
0370---- 4 .--- 04
0371 — K --- 3 6
0372--:; ■ f  r --- g ?
0373-- 1 --- 01
0 3 74 — 9 --- 11
©375• - -D I V--- 35
0376-- DM--- 25
O 3 7 7 - - + --- 33
0 3 7 8 - - DM--- 25
0 3 79--- r r.,---
y y y y ■- -- 
0331--

U —  •“ ̂  i' 
K F R --- 67

0382-— 2 -- 02
0883-- 0 --- 0 0
0384 — UP.-27
0 3 8 h - -K F R --- 67
0336“-- 1 -- 01
0387 — 9 -- 1 1
0 3 8 8 - -D I V --- 35
0389 — DM--- 25
0 3 9 0 - - ■ -----34
039 1 — 2 -- 02
0392--D I V --- 3 503 93---Y T0--4 0
0 3 9 4 - - 1 -- 01
0 3 9 5— 0 -- 00
0 3 9 6 - - DM--- 25
0 3 97 — K S Q --- 12
0398 — UP-- 27
0 3 9 9 - -K F R --- 67
0 4 0 0 -- “ 1 - —  01
0 4 0 1 - - 7 -- 0 7
0 4 0 2 - -K S Q --- 12
0403 — K --- 36
0404 — K F R--67
0405 — 0 -- 0 0
0 4 0 6 - - 9 -- 11
0 4 0 7-- V £(
0 4 0 8 - -K F R--67
0 409-- 1 -- 01
0410-- 0 -- 0 0
041 1 — K S Q--1 2
© 4 1 2 - - UP-- 27
0413-- K F R-- 67
0414-- 1 -- 01
04 15-- 7 -- 07
0416-- K -- 36
04 1 7 — K F R-- 67
0413--- 0 --- 0 0
0419 — 8 --- 10
04 2 0-- y -“--36
G421-- DM--- 25
0 4 2 2 - + — — — y y
0423 — DM--- 25
0424 — PUT---- 4 5
0425 — IJ P ---- 2 7
0 4 2 6 - - P S E --- 57
0 4 2 7 - S / R --- 77

U't to-[- P.----& f
0 4 2 9 - -  4 --- Ö4
0 4 3 0“- 1 --- 01
0 4 3 1—  • ------ 3 4
04 3 2 -“ Y ï 0 --- 4 C
043 - -- -i - - -3
04 3 4-- t, -- - 1
04 3 5 - -- K F R - — 6
043 iS—  k  - - -i
0 4 3 7 - - P M T - - -4
04 3 8 - - P M T - - -4
04 3 9 - - K F R - --” y
0 4 4 0  - - -Í
0 4 4 1 - - + "3
044 2 -- DM — — £
04 4 3 - - F M T  — -4
0 4 4 4 —  F M T - --- 4
04 4 5 - - Y T 0 - - -4
04 4 6 - - 0 - - - 7
0 4 4 7-- M — — r
04 4 8 - - C M T - - -4
0 4 4 9 —  o. — - 1
045 0-- E -- - 6
O 4 5 1 - - Y T 0 — -4
045 2 - - F H T  — -4
045 3 - - P M T — -4
0 4 5 4 —  P H T — -4
0 4 5 5 --H - - - 0
0.456-^: Tt) —
0 4 5 "7________ »-i
04 5 S —  KÏQ —
04 5 9 -- - K — -i
O 4 6 0 ---F HT — -4
046 1 - - F H T — -4
04 6 2 - - S F L - - _ CJ

0 4 6 3 - - S F L - - —
046 4 - - S F L  — — ̂

0 4 6 5 - - S F L - - _ C

0 4 6 6 - - S F L — — c

046 7 - - S F L - - ^  t

046■8 - - S F L  — — C

0 4 6 Cj —  S F L — _ c

04 7 0 - - S F L  — _ c

0 4 7 1---CLR — - ï

047 2 — CLR  — - 2

04 7 3 —  F M T — - i

04 7 4 - - G r 0 —
04 7 5-- 0 -- -t
047 6  —  9 — - ;
04 7 7 —  2 — -i
04 7 8 - - E M D  —



A.2,1.
Apêndice 2

. . Determinaçao do menor resíduo quadrático médio, para estudos na eta 
pa transiente, variando-se o valor da razao [kg/ík^ + ^ para d_e
terminados

00 0 0--- C L F'

va lo re s

-...- 2  0

de pH e pKa.

0  061- Y E _ _ _ 0 o _ _ i -- - 0 1
0 0 0 !-.... f  fl 1 ...... 42 0  0  6  2  - -- 11 --- 56 0 2 3 — :f r .... - 6  í’
0 0 0 2 --FHT ...... 42 0063 ~ F MT --- 42 0 24 — i - - ~ 0 1
0 0 0 3 - - tf --- 56- 0  0 6  4 - - S T P —  -41 0 25 — 2  — - 0 2
0 004--- H --- 7 4 0 0 6  5 -- PHT --- 45 0 2  6  - - Ü P- - í
0  0 0 5 ....F MT --- 4 2 0066- XT 0 --- 2 3 0 i,J — — Y E - - - 2 4
0 0 0 6 - - STF --- 41 006 7 -- iZ. •-• — — 11 ̂ 0 2  8 1— 0  -- - 0  0
0  tí 8  7 —  P ti T --- 4 5 0 0 6  8  - 1 --- 0 i ■ o : 2  9 — 2  — - 0 2
000 3--- X T C — — — \.j 0 0 6  9 - ... S T P --- 41 0 : 3 0 ... _ 6  7
0 0 0  9 .... 0 --- 0  0 0 0 7 0 - PHT --- 4 5 0 : 3 í .... 2  — - 0 2
0010---- 3 --- 0 3 0 0  71 - __X T 0 --- 2 3 0 'ó  ̂  — 2  — - 0 2
0 0 1  1 --FMT ....-42 06 7 2 ~ - v --- 0 2 0 O U P - - — d
0 0 1 2 - - F M T ....-42 0 0 7 3 - 2 --- 0 2 0 34 — Y E - - -24
0013--  ri --- 56 0074- s f p --- 41 0 3 5 - - 0  -- - 0  0
0014-- K --- 5 5 0075- ... PNT --- 4 5 0 ... 1 ... _ - 0 1
0015--- Fl - —  62 0076- - X T O--- o 0 3 7 -• - " -f 0  - - - 4 4
tí 0 1 6  - - F M'[ --- 4 2 . 0 077- - --- 0 2 0 3 8  - - 3 ■-•' R ....
00 1 7- -ST F ...... 41 007 8  -- --- 0  3 . 0 : 3 9 — 1 -- - 0 1
0018 — PHT --- 4 5 0879.- S T P --- 41 0 40 — 8  - - - 1 0
0019 ....X T 0 —• — — v 008 0 - PNT --- 45 0 41-- {  ~ "" -07
0  ü 2  0  - - 0 --- 0  y 0  0  8  1 -- PHT --- 4 5 0 42 — KTU-- - 2 3
0 0 2 1-- 4 --- 04 0  fl g 2  - X I  O"*" ~ 2  o 0 43-- + -- -33
0 ü 2 2 - - F M "i ...... 42 0083- - 2 --- 0 2 õ : 4 4 -- o. — -1 3
0Ô23--FMT --- 4 2 0 ü 8  4 - - 4 --- 04- 0 45 — t o - - - 2 3
0 .024--I N I --- 64 0085- FNT ----42 0 4 b -- 4 -- -04
0 0 2 5 - - Fl -■ — —- {■-, ̂ 0  0  8  6  - FHT --- 4 2 0 : 4 7-- 2  — - 0 2
0 0 2 6  - - L. ““ “  í  iZ. 0087 - - K --- 55 0 : 4 8 --- :-ÍFR"- - 6  7
0027--CNT --- 4 7 0 0 S 8  - r—FMT --- 4 2 0 4 9  - - 1 __J. - 0  1
0 ü 2 S - -- E --- 6  0 0 0  89- _ 0 --- 0 0 0 50 — 3 — -03
tí 0  2  9 - - 2 --- 0 2 0 0 9 0 - X T 0 --- 2 3 0 51-- U P - - — 2  r'
0030--- X 7 O.... —* — ̂ 0091- Ü --- 13 0 52 — Y E - - -24
0031--FMT --- 42 009 2 - ... S T P --- 4! 0 53-- 0  — “  0  0
0032 — STP --- 41 ' 00 93-- _ PNT --- 45 0 54-- 2  — - 0 2
0033 — PNT --- 4 5 8  ü 9 4 -■ PHT --- 4 5 0 55--- K F R - - - 6  7
0 ü 3 4 - - X T 0 — — — ̂ 0095 - ....X T 0 ,*i 0 56-- o — - 0  2
.0035-- 1 --- 0 1 0 0 9 6  - Ei --- 0  0 0 5 7 - - 3 — •- 0 3
0 0 3 6  - - 1 --- 0 1 0097- cr,j --- 0  5 0 5 8  - - U P — *“* 2 i'
0037 — STP --- 41 0 0 9 8  --- X F R --- 67 0 59 — YE  — -24
0038 — PHT --- 4 5 009 9 - - 1 --- 0 1 0 . 6  0  - - 0  - - - 0 0
0039--- X T O  ̂.j! 0 1 0  0 - 1 --- 0 1 - 0 61 — 1 - 0 1
0 0 4 0 - - 1 --- 0 1 0 1 0 1 - - UP — -- £ 0 ,62 — GT 0  - - -44
0 0 4 1 —  2 --- 0 2 0  1 0  2  — YE --- 24 0 6  3 - - s f: - - ■“ í’ í
0 0 4 2 - - S T P --- 41 0 1 0 3 - 0 --- 0 0 0 64 — 1 -- - 0 1
0 0 4 3 - -PNT --- 4 5 0104- •~i --- 0 2 0 ,65 — 8  — - 1 0
0 0 4 4 - - x T n --^ !“! 0105 - XFR —  — T* 0 6  6  — r" — —-07
M045-- 1 --- 0 1 0  1 0  6  -■ O --- 0  2 0 67 — X T 0 - - -23
0 0 4 6  - - 3 --- 0  Cl 0107- í --- 0 1 0 6  3 — 4. -- - 3 3
0 0 4 ? — ST P -----41 0108 - UP cL í' 0 .69 — -- -1 3
0048--PH T ....-45 010 9 -- Y E 0 70-- X T 0 - - -23
0 0 4 9 — X T 0 -..- 2  3 0 1 1 0 - ..... 0 --- 0  0 0 71 - - 4 - - - 0 4
0 0 5 0 - ■- 1 --- 0 1 0 1 1 1 - - 1 --- 0 1 0 f- c — -- 3 ...,... - 0 3
0051 -- 4 ..... -04 0 1 1 2 - ....G T O--- 4 4 0 r' 3 X F R - - — 6  7
0052 — FtiT --- 42 0 1 1 3 " - S R — ~ ... 0 7 4  — 1 - - - 0 1
0  0 5 3 - - F 11T --- 42 0114 - 1 --- 0 1 0 -? ci  -J — 4 . -04
0054--- IHT -......6  4 0115- ... O ...... 1 0 0 7 6  -- - U P ....
0 0 5 5 - -- Fl -• V 0  1 ]. 6  - ... !' --- 0  7 0 i'- (-- — — YE — -24
O 0 5 6  -- - 1... --- (.? V 0 1  17“ __X T O — — £ .2} 0 i" o — — ü — "  0  ü
0  057-... c H T - -...4 7 0 1  18- -i- ... ..... ... O O 0 7 9 -... - 0 2
0 0 5 3 - -- Ü l-l 3 — . j fi 1 1. 9 - .... H --- 13 0 8  0  ~ -- | -!.; - ...

0059 -...C NT ----4 7 0  1 2 0  - X T 0— .... 0 81 — 2 — - 0 2
0  0  6  0 ...- 1:. --- 6  0 0  1. 2  1 - 4 -....- 0  4 0 y 2 ..... 4 ..- -- 8  4
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61 S 3 -... U P - - ..£ i'1 0 2 45- .... 1 - - - 0 1
0 1 84- .. Y t:.- - - 24 0 2 46- - ------ 34
0 1 85- - 0 - - - 0 0 0 2 47- ... D N --- £5
0 1 8 6 -_ Î - - 0 1 0 2 48- --P H T --- 4 5
0 1 O - ::f r _ - - 6 7 0 2 49- P S E --- 57
0 1 O  O  —- 0 - - - 0 0 0 2 50- ...!“* / --— f  7
0 1 8 9 - 3 - -,- 0 3 0 2 51- ....X T O --- £ 3
0 1 9 G -_ ÜP ...- _

C. í 0 2 52- - + --- 3 3
0 1 9 ï - - d - - - 0 2 0 2 53- - o . --- 13
0 1 9 2 -_ y - - _ 3 6 0 2 54- --X Ï 0 --- £3
0 1 9 ■"i - --XFR - - - 67 0 2 55- ... 4 --- 04
0194- ... 0 - - - 0 0 0 2 5 6 - - 4 --- 04
0 1 9 5 - 4 - - - 0 4 0 2 r-“ "7■J - X F R ----- 67
0 1 9 6 - ... XE Y - - - 30 0 2 cr i" i _ - 4 ----- @4

0 1 97- - .... _ - 34 0 2 5 9 - ... 1 -.....- 0 1
0 1 9 8 ■-- DN - - - ■"» cr «J 0 2 6 0 - - U p -  £ 7

0 1 9 9 - - K - - --55 0 2 61- - 0 --- 0 0
0 2 0 0 . cr _ .... ... 0 5 0 2 6 £ ----X T 0 --- 23
0 2 0 1 - ... : : T ci-, - - 0 2 6 3 - -- b ----- 14
0 2 0 2 - - 0 - - 0 0 0 2 6 4 — - X F R ----- 67
0 2 0 3 - ... 6 - - 06 0 2 6 5 - - £ --- 0 £
0 2 04- UP - - - ..c. r ü£ 6 6 - - 1 --- 0 1 -
0 2 0 5 - - XFR - - - 67 0 2 6 7- -- DI V --- 35
0 2 0 6 - 0 .... - - 0 0 0 2 6 8 - - D H ----- £5
0 2 07- - - - - 0 2 0 2 69- ... X S Q ----- 1 £
0 2 0 8 - _ UP - - _ L.". l" 0 £ 70- ... X T O ..~£3
0 2 0 9 - - ,1T -- -- - 04 0 2 71- - + --- 3 3
0 2 1 0 - - - - - 3 6 0 2 í* ii."”- 14
0 2 1 1 “.. u h -- - _ 25 0 2 “ ií - X F R ----- 67
0 2 1 2 - ... XE Y - - - 3 0 0 2 7 4 - - 4  ----- g  4

0 2 1 3- - D I V - - ... 3 5 0 2 75- - £ --- 0 £
0 2 14- - 0 - ■- - 0 0 0 2 7 6 -- U P --- £7
0 2 15- - - - -- 2 1 0 2 f' {' —--X F R --- 6 7
0 2 16- - cl! - - - 0 £ 0 2 t'' o ~ - £ ----- 0 2
0 2 1 7- _ cr - 05 0 2 79- ... £ ----- 0 £
0 2 18- .. -1- - - - 3 3 0 2 8 0 - - D I V ----- 35
0 2 1 9- _ DH .. - - £5 0 2 8 1 - - D H ----- £5
0 2 2 0 - - r ... - 7 6 0 2 y  z ~~--X S Q --- 12
0 2 2 1 - _ UP - - - ii í 0 £ 8 3  - - X T 0 ----- £3
0 2 ii í:l! - 8 - _ - 0 0 0 £ 8 4  - - + ----- 3 3
0 2 V  y  — - - - - £ 1 0 2 8 5 “ - b ----- 1 4
0 2 24- - d- - - - 05 0 2 8 6  — --X F R ----- 67
0 2 2 5 -- _ _ - - - 34 0 2 y  »■' - 4 ----- 04
0 2 Z  “~ - XFR - - - 67 0 2 Ci i~i - S ----- Pt 3

0 2 - 0 - _ - 0 0 0 2 8 9 - - U P ----- £7
0 2 V  y ~ 6 - _ - 06 0 2 9 0 - - X F R ----- 67
0 2 2 9 ™ - - - - 3 6 0 2 91- - £ ----- 0 £
0 2 3  0  - _ 4 - - - 04 0 2 9 2 " ... 3 ----- 0 3
0 2 31- - D I V - ... - 35 0 2 9 3 - X “  Y ----- 50
0 2 . *i £ XFR .. _ 67 0 2 44  —- 0 --- 0 0
0 2 “i -“ i .... _ 8 -- -- 0 0 82 95- ... 3 --- 0 3
0 2 34- - V - ... - 0 £ 0 2 96- - £ --- 0 2'
0 2 35- - + - _ - O 0 2 97- - 2 ----- 0 2
0 2 3 6' — XFR - - - 67 0 2 9 8 - - H I V ----- 35
0 2 3 I-' — _ 0 - - ~ Ö Ü 0 2 9 9 - - D H ----- 25
0 2 3 8 -- - cr - - ... 05 0 3 0 0 - ... X S Q ----- 12
0 2 3 9 — - - ... - 3  6 0 3 0 1 - - *: T 0 ----- 23
0 2 40- - li H - -- 2 5 0 3 0 £  -.... + --- 3 3
0 2 41- •-PHT _ ... - 45 O 3 0 3 - - b --- 14
0 2 42- UP ... ... - 03 0 4 ... ;FR ..........67
0 2 43- XFR ... .... - 6 ? ü 3 0 5 - ... 4  ----- 0 4
0 2 4 4 - - 0 - - 0 0 03 0 6 - ... 4 ----- 0 4

0 3 0 ?  - - IJP- - c r
0308 - -  X F R -- - 6 7
0 3 0 9 -•- £ - --02
0 3 1 0 - _ 4 _ --04
031 1- - X = Y - - - 5 ü
0312- - 0 - --00
0313- _ O - - -03
0314- - £ - --02
0315- - £ - - - 0 £
0316- -D ÍV- - -- s
03 1 7- - DH- ■•“1 L7— £. -J
0 3 1 8 - - X S Q - --12
0 3 1 9 - 
0 3 £ 0 -

- y t n _ — o• î 1
- + - - - ’z: .'“i

032 1 - - b - - - ï 4
0 8 2 £ - - C - - -610 323- -FMT- - -42
0324- -FMT- ...-4 2
0 3 £ 5 - - Y T 0 - - - 4 0
0 3 £ 6 - - 0 - - -71
0 3 £ 7 - - M “ ...... 7 g
0 3 £ 8 - -  C N T “ - -47
0 3 £ 9 -- D - - — y
033 0 - - r -■- -65
0331- - F - --1 6
0 3 3 £ - -CNT- - -47
0 3 3 3 - --CHS-- - -32
0 3 3 4 - - F M T - -- 4 £
033 5 - - P H T - - -45
0 3 3 6 --PHT- ~-45
0337- - DH- - -£5
0338- - F M T --~ 4 ü
0 3 3 9 -“ Ff.1T---4£
0 3 4 0 - -YT0- --4 0
0341- ... n „ - -71
0 3 4 £ - - H -- -70
0343- -  C H T ---47
tí 8 44- —- k ---14
0 3 45- -  1 X - --17
0 3 4 6 -•- fi ---62
0347- - D .--— S
0348- - C: N T - - -47
0 3 4 9 -- û. ---13
0350- - É ---60
0351- - Y T 0 ---40
03 52- - F M T ---42
0353- - P H T - - --45
0 3 5 4 - “ PHT- - -45
0355 - - F H T - - -42
0356- - F H T - - -42
0357- - S F L - - -54
0 3 58- - S F L - _ -54
0 3 5 9 - - S  F L - - -54
036Ö- - S F L - - -54
0 3 6 1 - - S F L - - -54
0 3  6  £ - -- S F L - - -54
0 3  6  3  - -  S F L - - -54
0 3  6  4 “ -  S F L - - -54
0365- -FHT- - -42
0 3 6 6 -  G T 0 - - -44
036 7- .... y  ... ... “  0 0
0368- -  8 - - -10
0 3 6 9 - ... 5 ... - ~ ü 5
0 3 7 O -• --p: h d - - --46
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A.3.1.

Apêndice 3

Determinação simultanea das curvas de reciproco da 
locidade versus o recíproco da concentraçao de substrato para 
concentrações altas e baixas de enzima e velocidade versus cor 
centração total de enzima para determinados valores do conjunl 
de constantes, segundo o mecanismo proposto.

5 R E M : T R fi C fi D 0 COS E l XOS
í  0 FOR I 
15 CfiLL

=i  TO 4 0 0 0 
0 P L f1 T ’ < I , @ >

20 CfiLL 
2 5 CfiLL

•> p L 0 T 1 ( i ; 1 3 
" F L 0 T " < I ; 2 0 0

@ ) 
9 )

•20 NEXT 
2 5 D I M X i ( 4 6 ) , V 1 i 4 0) , X2 < 4 0 ,  V 2 < 4 8 >» X 2 ( 4 6 ) i V 4 0 >
43 D I íi S 
42 D I n  V

( 4 ò ) 1 £ ( 4 O ) > C
2 ( 4 5 ) , V 2 ( 4 0 )

( 46  
, V I

> 1 E ( 4 8 ) j F ( 4 0 >
/ 1̂ j/l t  ̂ \ 1 fi \ «V 1̂ i. lj ^  »■; 40 )

4 5 R E !■! : Z NTRfi&f iS D fi S CUR V fi S E X P E .-■! I ri ENT S I S
5 0 F' R I N T ■NUHtRO DE PON T G  ̂ C* E 0 £■' " E V fí C 0 E 5 = " : \ ! Nr' UT N
5 5 R E H : C
6 6 FOR I

Ü R V fi 1 . V £ ;'i 
= i  TO N

FUN Cfi 0 £•£ S COK VfiLOR &E E 2 T fi'L TO

6 5 IN PU T  
T 0 U E X T

# 1 : X 1 ( ! ) ;  V1
r

( I )

- ?  5 F C R i 
6 6 CfiLL

- Í  TO N 
" ? L 0 T " ( X 1 ( ! ) * 4 5 G & e e E + e e , v i  •: I )  ̂2 e e * 1 , 0 0 0 0 E + 03 )

62 FOR J  
&5 NEXT

= 1 TO 10 0 0 \NEXT  
l

J

£• £ i R E H : C 
5 5 F O R I

URVfi £ ; V EM 
= 1 TO N

FUNCfiO DE S COM Vfil O S  &E í 2 T £•' fi 1 XO

i 6 6  I N P U 
105 NEXT

T * 1 : X 2 ( I > , V
1

2 ( I )

t i e  FOR 
115 Cf iLL

1=1 TO N 
" P L 0 T n ( X 2 Í 1 ) *4 . 5 8 0 0 8 E + 0 S , 15 0 0 V 2’ C I > * 1. 0 0 0 0 6 E + 1 2 )

117 FOR 
120 NEXT

J = i  TO 10 0 0 \ 

I
NEX i

12 5 RE H : 
120 FOR

C Ü R V fi 2 : V E H 
1=1 TO N

F U N C fi 0 & E E 2 I  CO M V Fí L 0 ft & E S = C T E

12 5 IN PU  
1 4 ?  NEXT

T # 1 : X 2 i I ) ,  V
I

2 ( I )

14 5 FOR 
150 CALL

1=1 t o  a

* F L 0 T " < X 2 ■; 1 > * s 8 0 *1 .  0000 0 E + 8 8 ; 2000 + / "»* 2 0 0 * 1 .  0 0 0 0 0 E T 0 0
152 FOR 
15 5 NEXT

J  = 1 TO 1060 \ N E X T J

1 6 0 RE fi : 
16 5 1(1 = 5
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