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Introducéao

As enzimas, catalisadores naturais de sistemas
biolégicos, sdo reconhecidas pelo elevado poder
catalitico e alta especificidade. As enzimas sé&o
capazes de atuar tanto na reacgdo direta quanto na
inversa, aumentando o interesse comercial das
mesmas. Dessa forma, uma avaliagdo da cinética
das enzimas pode nos fornecer informacoes valiosas
sobre o0 mecanismo de atuagdo e de taxas de
conversao especificas das enzimas.

As lipases sdo enzimas que atuam no sistema
digestdrio de organismos vivos e possuem atividade
sobre ésteres. H4 um interesse comercial notério nas
lipases, para a fabricagcdo de detergentes, producao
de papel e celulose, tratamento de efluentes etc'. No
presente trabalho, propde-se um novo método de
ensaio que permite a investigacdo da cinética
enzimética da lipase com o auxilio de um fluorimetro.

Resultados e Discussao

A sonda utlizada possui uma emissao de
fluorescéncia caracteristica, enquanto que seu
derivado diacetilado ndo fluoresce (Figura 1). Este
sistema é ideal para se realizar medidas cinéticas
com o auxilio de um fluorimetro, utilizando-se como
reagente o derivado ndo fluorescente que apés
hidrolisado forma a quinizarina altamente fluorescente
(Figura 2).
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Figura 1. Espectros de absorcdo e emissao
(?ex = 400 nm) da quinizarina (tracejada) e de seu
derivado diacetilado (sélida).

A hidrélise foi realizada nas seguintes condicdes:
125uM de quinizarina diacetilada, 20mg de Novozym
435 (lipase B de Candida antarctica suportada em
particulas de poliacrilato) e 3mL de
n-hexano, com temperatura em 32°C. As medidas de
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fluorescéncia foram realizadas em um fluorimetro
Edinburgh CD-900, com comprimento de onda de
excitacdo fixado em 480 nm e os espectros de
emisséo foram medidos no intervalo de 500 a 750 nm
com repeticdo de aquisicdo dos espectros a cada 5
minutos. Com a intensidade de cada espectro obtém-
se a curva apresentada na Figura 3, que representa a
formacgé&o da quinizarina em fung&o do tempo.
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Figura 2. Reagéo de hidrdlise.

Formacé&o de quinizarina

4000 F

3000

2000

1000

intensidade relativa

0 50 100
tempo (minutos)

Figura 3. Perfil cinético da hidrolise.

Conclusdes

Com esse novo método é possivel monitorar a
cinética de lipase por espectroscopia de
fluorescéncia. Este também abre caminho para que
se realizem experimentos utilizando a
Espectroscopia de Correlacdo de Fluorescéncia
(FCS, em inglés) que permite avaliar a cinética com
resolucdo até de uma Unica molécula.
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