Bioquímica Experimental I - Experimentos 7 e 8

Enzimas – Determinação das constantes cinéticas: kM e kI

 (2 aulas – 1 relatório)

Objetivo:

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

2) Calcular graficamente km e Vmax

Materiais:

Sacarose 0,02 M; 0,03 M; 0,05 M; 0,1 M e 0,2 M.

Invertase em tampão acetato de sódio 0,05 M pH 4,7

Tampão acetato de sódio 0,05 M pH 4,7

Reagente 3,5 dinitro salicílico (DNS) em meio alcalino

Banho maria a 40 C

Espectrofotômetro

Solução padrão de glicose 

Procedimento

tubos
Sacarose ( ml)
Tampão (ml)


0,02
0,03
0,05
0,1
0,2
-

B1
0,5




0,3

1
0,5




0,3

B2

0,5



0,3

2

0,5



0,3

B3


0,5


0,3

3


0,5


0,3

B4



0,5

0,3

4



0,5

0,3

B5




0,5
0,3

5




0,5
0,3

Adicionar 0,2 ml de água destilada nos tubos B1, B2, B3, B4, B5 

Levar os tubos para o banho-maria a 40 C.

Adicionar 0,2 ml de enzima nos tubos 1, 2, 3, 4 , 5,

Anotar a hora de adição

Incubar a temperatura de 40 C por 5 minutos

Adicionar 1 ml de DNS

Aquecer  em banho maria a 100 C por 5 min
Adicionar 13 ml de agua destilada

Fazer a leitura em espectrofotometro a 540 nm

Anotar os resultados de Abs em uma tabela.

Parte 2

Objetivos:

1) Determinar o tipo de inibição causada pela uréia na enzima invertase.

2) Determinar  KM, Vmax e Ki.

Materiais

Sacarose 0,02 M

Invertase em tampão acetato de sódio 0,05 M pH 4,7

Tampão acetato de sódio 0,05 M pH 4,7

Reagente 3,5 dinitro salicílico (DNS) em meio alcalino

Espectrofotômetro

Solução padrão de glicose 

Cuba de gelo

Procedimento

1) Seguir o protocolo abaixo:

Tubos

[ sacarose]
B

-
1

0,1 M
2

0,2 M
3

0,3 M
4

0,4 M
5

0,5 M
6

1,0 M
7

-

Agua (ml)
0,3
0,2
0,2
0,2
0,2
0,2
0,2
1,0

Sacarose (ml)
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
-

Tampão (ml)
0,4
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
-

Uréia 3 M (ml)
0,2
0,2
0,2
0,2
0,2
0,2
0,2
-

Colocar os tubos no banho-maria a 40 C
Adicionar 0,1 ml de invertase nos tubos B, 1,2,3,4,5,6
Incubar a temperatura de 40 C por 10 minutos

Adicionar 1 ml de DNS

Aquecer  em banho- maria a 100 C

Esfriar

Adicionar 2 ml de agua destilada

Zerar o espectrofotometro com o tubo B e fazer a leitura dos outros tubos. Fazer a leitura em espectrofotometro a 540 nm

Anotar os resultados de Abs em uma tabela.

Material necessário para as aulas dos dias 14 e 28 de abril /2003

· 10 pipetas de 10 ml, 10 pipetas de 5 ml, 5 pipetas de 1 ml, 5 pipetas de 2 ml

· 5 Erlenmeyers de 125 ml

· 50 tubos de ensaio

· chapas de aquecimento (5)

