 Enzimas – Determinação das constantes cinéticas
Objetivo Geral : Comparar as propriedades cinéticas de duas diferentes B-glicosidases 
grupo 1 – B- glicosidase de Aspergillus niger – Novozymes; 
grupo 2 -  B-glicosidase de Gloeophyllum trabeum
PARTE 1 

Objetivo:

1) Verificar a influência do fator concentração de substrato sobre a velocidade inicial de uma reação enzimática

2) Calcular graficamente km e Vmax

Parte 2 

Objetivos:

1) Determinar o tipo de inibição causada pela glicose na B-glicosidase.

2) Determinar o  Ki.

A atividade de B-glucosidase usando pNPG é uma das formas mais rotineiras de determinação da atividade desta enzima. Um volume de 400 microlitros de pNPG 0,1% deve ser pré-incubado a 50 oC por 5 minutos, em seguida preparado em tampão acetato de sódio pH 5. A mistura deve ser incubada por 15 min quando a reação deve ser terminada pela adição de 1 ml de carbonato de sódio 10%.  A quantidade de pNP produzida deve ser medida a 410 nm. Um branco deve ser preparado pela mistura de 1000 microlitros de tampão e 2 ml de carbonato.

Para determinar as propriedades cinéticas usando pNPG, deve-se preparar soluções de 0,08 a 3,75 mM e concentração de glicose de 0, 0,5, 0,9, 4,5, 9, 18 e 36 g/L. 

Determinar kM, Vmax, Ki.
Dica: realizar inicialmente a atividade com 0 de glicose e com 36 g/l de Glicose. Se necessário alterar as concentrações.
Procedimento:
	pNPG (mM)
	Glicose (g/L)
	pNPG (mM)
	Glicose (g/L)
	pNPG (mM)
	Glicose (g/L)

	0,08
	0
	0,08
	4,5
	0,08
	36

	0,16
	0
	0,16
	4,5
	0,16
	36

	0,24
	0
	0,24
	4,5
	0,24
	36

	3,75
	0
	3,75
	4,5
	3,75
	36

	
	
	
	
	
	

	0,08
	0,5
	0,08
	9
	
	

	0,16
	0,5
	0,16
	9
	
	

	0,24
	0,5
	0,24
	9
	
	

	3,75
	0,5
	3,75
	9
	
	

	
	
	
	
	
	

	0,08
	0,9
	0,08
	18
	
	

	0,16
	0,9
	0,16
	18
	
	

	0,24
	0,9
	0,24
	18
	
	

	3,75
	0,9
	3,75
	18
	
	


