GLI ENZIMI E LA MISURA DELLA LORO ATTIVITA
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Vantaggi nella determinazione delle attivita specifiche degli enzimi

L'attivita cheratinolitica € ovviamente importante per la depilazione, sebbene nonrilasci i peli
dai follicoli ma agisca sulla cheratina del pelo.

L'attivita delle elastasi, che agiscono sull'elastina, € desiderabile per la rimozione
dell'elastina indesiderata dalle pelli, contribuendo a ottenere pelli pit morbide e flessibili.

L'attivita collagenasica, sebbene talvolta necessaria, € generalmente meno desiderabile in
quanto un'attivita troppo elevata pud danneggiare la struttura del fiore della pelle e le
caratteristiche fisico-meccaniche.

La determinazione delle attivita verso un particolare tipo di substrato, puo0 essere utilizzata
per la definizione di indici di specificita, cioe il rapporto tra attivita relative verso un substrato
rispetto ad un altro e renderne piu efficace e gestito 'uso nelle diverse fasi del processo
conciario.

Ad esempio, per distinguere le cheratinasi da proteasi generiche, si utilizza il rapporto K: C tra

attivita su cheratina e caseina che per le vere e proprie cheratinasi si trova nel range 0,5-0,7.
[10]

Metodi continui per la determinazione dell'attivita enzimatica

| saggi continui sono definiti dalla capacita di monitorare continuamente la scomparsa di un
dato substrato o l'apparizione di un dato prodotto. Essi si basano principalmente su techiche
spettroscopiche, come 'assorbimento nell'ultravioletto-visibile e l'emissione di fluorescenza.

Spettroscopia di assorbimento UV-Visibile

La legge di Lambert-Beer (A = ecl) stabilisce che l'assorbanza (A) € direttamente
proporzionale al coefficiente di estinzione molare (g), alla concentrazione del composto (c) e
al cammino ottico della cuvetta (l). Pertanto, la variazione molare della concentrazione nel
tempo, o velocita iniziale (v = -d[S]/dt o d[P]/dt), pud essere calcolata direttamente dalla
pendenza della variazione del segnale spettroscopico a una data lunghezza d'onda rispetto al
tempo (dA/dt), dividendo per €l.

Un esempio € rappresentato dal saggio della tripsina (EC 3.4.21.4) con BAEE, che utilizza il
Na-Benzoyl-L-arginine ethyl ester (BAEE) come substrato.

La reazione prevede l'idrolisi di BAEE in Na-Benzoyl-L-arginine ed etanolo, catalizzata dalla
tripsina. La misurazione viene effettuata come determinazione spettrofotometrica continua
della velocita a 253 nm (A,g;)-



Definizione dell'Unita (Unita BAEE): Un'unita BAEE di attivita della tripsina produce un AA,; di
0,001 per minuto con BAEE come substrato a pH 7,6 e 25 °C in un volume di reazione di 3,20
mL.

ILcalcolo si basa sulla variazione dell'assorbanza (AA,5,/min) divisa per il fattore di diluizione e
ilvolume di campione utilizzato.

Spettroscopia di Fluorescenza e Fosforescenza

Questi metodi offrono una sensibilita significativamente maggiore rispetto all'assorbimento
UV-Visibile. In essi vengono confrontate le variazioni relative nell'emissione di fluorescenza
nel tempo, poiché non &€ possibile calcolare la concentrazione del fluoroforo da una costante
universale equivalente al coefficiente di estinzione molare.

Saggi Accoppiati

In casiin cui la coppia substrato-prodotto non presenta proprieta spettroscopiche utili, uno o
piu enzimi aggiuntivi possono essere inclusi nella miscela di reazione per "accoppiare" un
dato prodotto a una reazione che produce una proprieta spettroscopica rilevabile.

In questi saggi € fondamentale assicurarsi che la velocita di reazione sia determinata
esclusivamente dall'enzima di interesse, e che la concentrazione di ciascun componente
aggiunto per facilitare la reazione accoppiata sia in eccesso tale da non limitare la reazione
(ordine zero rispetto a questi componenti).
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