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AVALIACAO DE UMA REACAO ENZIMATICA RAPIDA - DETERMINACAO DA
ATIVIDADE DE LACASES

>>>>> Execucado experimental > GRUPOS DE 4 ALUNOS <<<<<

OBJETIVOS

- Estudo de determinacao da atividade enzimatica de lacases que requerem monitoramento do produto de reacao
na escala de poucos minutos.

- Gerar dados de conversao de substrato com diluicdes progressivas da enzima

- De posse dos resultados interpretados, determinar a atividade de lacase no preparado comercial original

PROCEDIMENTO - Todos os grupos realizardo o mesmo experimento

As reacdes serdo realizadas dentro da prépria cubeta do espectrofotdmetro

1. Prepare dilui¢des progressivas do preparado comercial de lacase fornecido no laboratorio

As diluicdes devem ser de:

A) 1:1.000

B) 1: 2.000

C) 1: 4.000

D) 1: 6.000

E) 1: 10.000

Calcule as propor¢des necessarias para realizar as diluicdes indicadas e as prepare na sua bancada de trabalho
Leve a menor diluicdo até o espectrofotdmetro, juntamente com um pouco de tampéo de reagéo e do substrato
ApOs o primeiro grupo de andlises, repetir o procedimento com as outras diluicdes

2. Realize os procedimentos indicados a seguir:

2.1. Branco para zerar o espectrofotémetro

0,25 mL de agua

0,65 mL de tampao acetato de sédio 100 mM pH 5,0

0,1 mL de ABTS 1 mM em agua

Preparar a mistura nas duas cubetas e zerar para leitura em 420 nm

2.2. Mistura de reacéo

0,25 mL de extrato na diluicdo usada (normalmente 0,25:25 e 0,25:25 novamente, ou seja 1:10.000)

0,65 mL de tampéao acetato de sédio 50 mM pH 5,0

0,1 mL de ABTS 1 mM >>> Quando adicionar o ABTS, disparar o cronémetro e agitar com a tampa.

Ler o mais rapido possivel o primeiro ponto apds a adi¢cdo de ABTS, usualmente 10 ou 15 s apds a adi¢ao
Ler dados subsequentes a cada 10 s até cerca de 1 min, posteriormente ler a cada 1 min até 5 min

TOPICOS PARA ESTUDO

Lacases

Cinética de reacao catalisada por enzimas
Determinacao de atividade enzimatica

INFORMACOES SOBRE O RELATORIO

Introducéo

Aborde sobre Lacases e suas aplicagdes. Aborde sobre cinética de reagéo catalisada por enzimas e determinagdo
de atividade enzimatica. NAO FACA COPIA DE OUTROS RELATORIOS OU DE TEXTOS PRONTOS. Uma
introducdo ndo deve conter mais do que 5 paragrafos.

Resultados e Discusséo

a) Prepare antes da aula uma tabela para recolher os dados de tempo de reagéo e absorbancia

b) Construa graficos com os dados obtidos.

¢) Calcule a atividade enzimatica de cada diluicdo e as reporte na forma de extrato original

d) De posse dos resultados discuta os critérios necessarios para determinar corretamente a atividade enzimatica
do preparado comercial
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