Efeito da temperatura na atividade enzimática

Objetivos:

Parte 1: Verificar a influência do fator temperatura na atividade da enzima.

Materiais

Xilana 1%
Tampão fosfato de sódio 0,05 M pH 8
Banhos maria a 40 0C, 50  0C , 600C e 70  0C.

Espectrofotômetro

Procedimento

1) Seguir o protocolo abaixo:

	tubos
	B
	1
	2
	3
	4

	xilana preparada em tampão

 (μl )
	1800
	900
	900
	900
	900

	tampao
	200
	
	
	
	

	Incubar por 5 min nas temperaturas antes de colocar a enzima

	enzima(μl)
	-
	100
	100
	100
	100


1) Colocar os tubos 1,2,3 e 4 respectivamente nos banhos a  40 0C, 50 0C, 60 0C  e 700C.

2) Após 5 min adicionar 1,5 ml de DNS, ferver por 5 min e fazer a leitura a 540 nm.

3) Lançar em gráfico v x T .

4) Lançar em gráfico log v x 1/T e calcular a energia de ativação.

Parte 2: Determinar a estabilidade térmica da enzima

Em tubos eppendorf de 2 ml adicionar os reagentes:
	tubos
	B
	1
	2
	3
	4

	enzima(μl)
	-
	500
	500
	500
	500

	Incubar a enzima nas temperaturas antes de colocar o substrato e após 15, 30 e 60 min retirar 100 microlitros da enzima e transferir para um novo eppendorf. Deixar esfriar em banho de gelo e depois de 2 min colocar o substrato e levar para o banho Maria a 50 oC/5 min para reagir com o substrato. 

	xilana preparada em tampão

 (μl )
	1800
	900
	900
	900
	900

	tampão
	200
	-
	-
	-
	-

	DNS (ml)
	3
	1,5
	1,5
	1,5
	1,5


Determinar:
1) O tempo de meia vida (t1/2) 

t1/2 = 0,693/kd     (equação 1).

2) .Análise dos parâmetros termodinâmicos de desnaturação enzimática

Os parâmetros termodinâmicos de desnaturação da xilanase, energia livre, entalpia e entropia podem ser calculados conforme as seguintes equações : 

∆G = -RT (ln kdh)




(equação 2)
                                             kBT

∆H = Ea – RT

       

            (equação 3)

∆S = (∆H - ∆G) / T




(equação 4)

Ea = - R .(inclinação do gráfico 1/T vs ln Kd)
(equação 5)













