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Introducéao

Algumas enzimas artificiais tém sido construidas a
partir de polietilenoimina (PEI). A PEI quando
derivatizada tem tido resultados impressionantes. A
capacidade de complexacéo e catalise de ésteres de
p-nitrofenila sdo comparaveis a enzimas naturais,
principalmente quando derivatizada com grupos
hidrofébicos como o dodecil.

Resultados e Discussao

Para a obtencéo de polietilenoimina derivatizada com
grupos dodecilas, foi utilizado o método de
funcionalizacdo combinatorial' usando como reagente
dodecilante o brometo de dodecila gerando uma
biblioteca com diferentes relagfes estequiométricas.
Esses polimeros foram testados, usando métodos
cinéticos, para detectar as mais eficientes na
hidrélise de acetato de p-nitrofenila (pNPA) gerando p-
nitrofenol em tampé&o TRIS 50 mM em pH préximo de
7,40 a uma temperatura de 35°C e acompanhada na
regido de 404 nm.

O polimero selecionado como mais eficiente foi o
1.A9 contendo 1,2 equivalentes de brometo de
dodecila com uma constante de velocidade de
1,2x10“ s, enquanto que para o PEI n3o derivatizada
a velocidade observada foi de 3,38x10° s*,
considerando que a velocidade de hidrélise do acetato
de p-nitrofenila em meio aquoso e na auséncia de PEI
é ainda menor: 1,5 x 107 s*

O polimero 1.A9 foi testado segundo o modelo de
Michaelis-Menten onde a enzima sofre saturacéo do
substrato a partir de uma concentracdo limite. Na
Figura 1 é observado esse comportamento para a
enzima artificial aqui estudada. A curva foi ajustada
segundo a equacao de Michaelis-Menten. A partir o
ajuste do grafico foram obtidos os parametros
cinéticos: Ky, ke € Kea/ Ky, A constante de Michaelis,
Ky, foi de 6,80 x 10* M, o k. de 25,00 s'e a
constante de especificidade, k../Ky, foi de 36764,70
M™ s, Para comparac&o, na Tabela 1 s&o mostrados
parametros cinéticos obtidos da hidrolise de pNPA
também pela a-quimotripsina. A constante de
Michaelis indica que 1.A9 possui uma constante de
associacao muito mais diciente do que a prépria a-
quimotripsina para o pNPA. Na etapa de catélise, Ky,
a eficiéncia da enzima artificial se mostra novamente
mais significativa comparativamente.
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Figura 1. Velocidade inicial em fungdo da
concentragdo de pNPA para a reacdo de hidrélise
promovida pela enzima artificial.

E 1.A9 se mostrou até mesmo mais especifico para o
pNPA que a enzima natural, com um valor de K/Ky
maior, mostrando a eficiéncia da enzima artificial
comparada a uma enzima natural para a hidrdlise de
pNPA.

Tabela 1. Comparac&o dos parametros cinéticos.

. : Kea/ K
Enzima Ku (MM) | Keat (57 (105"’,‘(/'.1“;,.1)
a_
quimotrip- 1,12 3,96 3,53
sina*
1.A9** 0,68 25,00 36,76

*Forga ionica 0,1 M; Tamp&o TRIS-HCI; 25 °C. *Tampao TRIS-
HCI; 35°C.

Conclusdes

A constante cinética de hidrélise de pNPA por 1.A9
foi de 1,2x10™ s cerca de 800 vezes maior que para
a hidrélise em meio aquoso. Os parametros
cinéticos foram determinados segundo a equacéo de
Michaelis-Menten e se mostraram mais eficientes
gue para a enzima natural, a-quimotripsina.
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