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COLORIMETRIA E ESPECTROFOTOMETRIA

1. OBJETIVOS
Dosagens de espécies quimicas mediante a absor¢do de luz.

2. FUNDAMENTOS DO METODO

A Colorimetria e a Espectrofotometria podem ser conceituadas como um procedimento
analitico através do qual se determina a concentracdo de espécies quimicas mediante a
absorcao de energia radiante (luz).

A luz pode ser entendida como uma forma de energia, de natureza ondulatéria,
caracterizada pelos diversos comprimentos de onda (A, expressos em pm ou nm) (Figura 1) e
que apresenta a propriedade de interagir com a matéria, sendo que parte de sua energia ¢
absorvida por elétrons da eletrosfera dos d&tomos constituintes das moléculas.
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Figura 1. Espectro de absor¢do de luz em diversos comprimentos de onda (A).

Uma solugdo quando iluminada por luz branca, apresenta uma cor que ¢ resultante da
absor¢do relativa dos varios comprimentos de onda que a compdem, que pode ser analisados
por um espectrofotdometro (Figura 2). Esta absor¢do, em cada comprimento de onda, depende
da natureza da substancia, de sua concentracao e da espessura da mesma que ¢ atravessada pela
luz.

Figura 2. Componentes e funcionamento de um espectrofotometro para analise da absor¢do de um determinado
comprimento de onda especifico de uma solugao.



A Lei de Lambert-Beer: a absorbancia ¢ proporcional a concentragdo da espécie
quimica absorvente, sendo constante o comprimento de onda, a espessura atravessada pelo
feixe luminoso e demais fatores. Verifica-se uma relagado linear entre absorbancia ou densidade
Otica e concentracao, e de uma relacao logaritmica entre transmitancia e concentracao.

v
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3. MATERIAL

e Espectrofotometro com cubetas
e Micropipetas de 1 mL

e Estante com tubos de ensaio

e Alaranjado de Metila (10pug/mL)
e Azul de Bromofenol (10pg/mL)

4. PRATICA

A. Coleta de dados para a construcio do espectro de absorcio:

» Alaranjado de Metila ou do Azul de Bromofenol (um composto para cada grupo).

Usando agua destilada como referéncia, efetuar as leituras de Absorbancia (ou D.O.) do
Alaranjado de Metila (nos seguintes comprimentos de onda: 400, 420, 440, 460, 480, 500,
520, 550, 600, 650 ¢ 700 nm) ¢ o Azul de Bromofenol (nos seguintes comprimentos de onda:
400, 440, 490, 520, 540, 565, 580, 590, 620, 660 ¢ 700 nm)

Preencher os dados da tabela abaixo, de acordo com o corante escolhido pelo grupo:

Alaranjado de Metila (10 pg/mL) Azul de Bromofenol (10 ng/mL)
A (nM) T (%) Ab (2-logT) A (nM) T (%) Ab (2-1ogT)
400 400
420 440
440 490
460 520
480 540
500 560
520 580
550 590
600 620
650 660
700 700

Utilizando os dados da tabela acima preparar um grafico (x = comprimento de onda
nm) e (y = leitura em absorbancia), encontrando qual o comprimento de onde se refere ao pico
de absorcao do corante usado em aula.



B. Demonstracao da Lei de Lambert-Beer:

Preparar 6 tubos de ensaio (enumerados de 0 a 5) conforme o quadro que se segue. o
tubo n° 6 estara contendo solug¢do do corante com concentracao desconhecida, a qual devera ser
determinada através da Lei de Lambert-Beer.

Tubo | Agua | Corante* Concentracdo Obtida | Transmitancia | Absorbancia
(N°) | (mL) (mL) (pg/mL) (T%)** (Abs)

0 5 0

1 4 1

2 3 2

3 2 3

4 1 4

5 0 5

Encontrar no grafico
6 > mL (Equacio da gReta)

* Alaranjado de Metila ou Azul de Bromofenol na concentragdo de 10 pg/mL.
** Leituras efetuadas no comprimento de onda que corresponde ao pico de absor¢@o do composto (A maximo).

QUESTIONARIO:

1) Qual o comprimento de onda correspondente ao Pico de absor¢do da luz para cada
corante?

2) Utilizando um programa de planilha eletronica (p.ex.: excel), obter a equacdo da reta a
partir da reta padrao.

A) Eq. Reta:

B) Concentracao da solucao do corante (solugdao problema):




DETERMINACAO DE LACTOSE NO LEITE
(METODO DE SOMOGY & NELSON)

1. OBJETIVO

Determinar a concentragdo de lactose (agucar redutor) no leite conservado em geladeira e
mantido a temperatura ambiente empregando o método de Somogyi &Nelson.

2. FUNDAMENTOS DO METODO

Carboidratos que apresentam em sua estrutura molecular os grupos aldeido ou cetona
livres (no carbono 1), possuem poder redutor e sdo por isso denominados agucares redutores.
Geralmente, estes agucares sao monossacarideos ou dissacarideos que podem ser oxidados por
agentes oxidantes relativamente suaves, tais como os fons férricos (Fe**) e cuprico (Cu®).
Estes ions, por sua vez, sdo reduzidos pela agcdo dos acucares redutores (agentes redutores). No
agticar, o carbono do grupo carbonila é oxidado a carboxila. E possivel determinar a
concentracdo de um acucar redutor pela medida da quantidade de agente oxidante que ¢
reduzido pela solu¢do desse mesmo agtcar.

A lactose (Figura 1A) ¢ o principal carboidrato do leite, produzida pela glandula
mamaria, sendo ainda a principal fonte de energia dos recém nascidos. Além disso, a lactose ¢
um dissacarideo redutor, que reduz o ion cuprico do Reativo de Somogyi a 6xido cuproso, em
meio alcalino e a quente. Em seguida, o 6xido cuproso reage com o anion arseno-molibdato do
Reativo de Nelson produzindo um composto de coloracao azul - 6xido de molibdénio, M0,03,
com A max.= 540 nm (Figura 1B).

Dentro de certos limites, a intensidade da coloracdo azul ¢ diretamente proporcional a
quantidade de lactose no leite. Essa intensidade de coloracao pode ser medida utilizando-se um
espectrofotometro, que detecta a absor¢ao de luz pelo 6xido de molibdénio.
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Figura 1. (A) Estrutura molecular do dissacarideo lactose (B-galactose 1,4 = a-glicose), evidenciando o
carbono 1 contendo o grupo aldeido da glicose, envolvido em ligagdo hemiacetal (regido redutora). (B)
Reagdes envolvidas no método de Somogyi & Nelson, mostrando a formagdo do 6xido de molibdénio,
Mo0203, um composto de colorag@o azul, com max.= 540 nm.

Antes da reacdo quantitativa, a amostra de leite deve ser desproteinizada e clarificada,
mediante precipitacdo de interferentes com Ba(OH)2 e ZnSQj.



3. MATERIAL

e Espectrofotometro

e Centrifuga de mesa

e Banho-maria (ebuli¢ao)

e Baldo volumétrico de 100 mL

e Estante com 8 tubos de ensaio e 2 tubos de centrifuga
e Micropipetas de ImL

¢ Hidroxido de bario 0,3N

e Sulfato de zinco 5%

e Reativo de Somogyi: dissolver 28 gramas de fosfato de sddio dibasico ou monoacido e

40 gramas de tartarato duplo de sddio e potassio em 700 ml de dgua. Adicionar 100 ml de
NaOH IN. Gotejar, sob agitacdo constante, 80 ml de CuSO4.5H>O a 10%. Adicionar

180 gramas de sulfato de sddio anidro e completar a 1 litro. Deixar em repouso por 2 dias
e filtrar. Guardar em frasco escuro a cerca de 37 C. Filtrar antes do uso.
e Reativo de Nelson: dissolver 50 gramas de molibdato de amoénio em 900 ml de agua

destilada. Cuidadosamente, adicionar 52 ml de acido sulfarico concentrado. Adicionar 3
gramas de arseniato dibasico de sddio dissolvido em 50 ml de 4gua. Completar para 1

litro e manter em repouso em frasco escuro durante 2 dias antes de uso e filtrar.
e Padrdo de lactose: dissolver 0,1 gramas de lactose pura em um litro de agua. Esta solugdo

contera 100 pg/mL.

4. PRATICA

a) Tomar 6 tubos de ensaio e numera-los de 0 a 5. Adicionar 0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 ¢ 1 mL da
solucdo padrao de lactose (100 pg/mL) e completar o volume a 1 mL com agua destilada.

b) Acrescentar em cada tubo 1 mL do Reativo de Somogyi e agitar. Deixar em banho-maria
fervente por 10 minutos. Esfriar em 4gua corrente.

c) Adicionar 1 ml do Reativo de Nelson ¢ agitar. Completar o volume a 10 mL,
adicionando 7 ml de agua destilada.

d) Fazer leitura em espectrofotometro em 540 nm. Preencher a tabela abaixo:

A
TUBO | AGUA | Lactse | G | Somogy | Maria | Nebon | Val(10 | Tt | Absor. | Absor
(ug/mL) (mL) (min) (mL) mL)
0 1.0 0 1.0 10 1.0 7 mL 0
1 0.8 0.2 1.0 10 1.0 7 mL
2 0.6 0.4 1.0 10 1.0 7 mL
3 0.4 0.6 1.0 10 1.0 7 mL
4 0.2 0.8 1.0 10 1.0 7 mL
5 0 1.0 1.0 10 1.0 7 mL




A. Preparo das Amostras de Leite

Cada grupo receberd 2 amostras de leite: uma armazenada em geladeira e outra mantida
a temperatura ambiente.

a) Transferir 2 mL da amostra de leite para baldo volumétrico de 100 mL e completar o
volume com agua destilada. Agitar bem.

b) Transferir 1 mL (com pipeta volumétrica) da solucao diluida de leite para tubo de
centrifuga. Efetuar a remogao dos interferentes pela adigdo de 1,0 mL de ZnS04 a 5% (agitar) e
acrescentar 1,0 mL de hidroxido de bario 0,3N. Agitar. Completar a 10 mL adicionado 7 mL de
agua destilada. Agitar. Centrifugar a 300 x g durante 5 minutos (3.000 rpm).

B. Determinacio do Teor de Lactose no Leite

Determinar os teores de lactose nas duas amostras de leite, preparando as amostras como
segue na tabela abaixo:

Tubo Volume Reat. Banho Reat. Agua Transmit. | Absorb. A [lactose]
(mL) Somogy Maria | Nelson destilada (T%) A Absorb. (ng/mL)
(mL) (min.) (mL) (mL) A
Leite 1,0 1,0 10 1,0 7 mL
Ambiente
Leite 1,0 1,0 10 1,0 7 mL
Geladeira
Leite 1,0 1,0 10 1,0 7 ml
Sem
Lactose

Em relagdo a Aula Pratica, responder:

I.

Qual a Equac8o da Reta através da analise de correlagdo linear entre os resultados da primeira tabela
(A Abs X [lactose])?

2. Quais as concentragdes das amostras desconhecidas?
Concentraciio de Lactose no Leite Ambiente .................. (ng/mL)
Leite Geladeira ................... (ng/mL)
Leite Sem Lactose ............... (pg/mL)
3. Qual a concentragdo das amostras desconhecidas (Geladeira ¢ Ambiente) em g/100 mL de leite (%),
observar que a amostra de leite analisada foi diluida 1:500?
Teor de lactose no Leite Ambiente: ........cccceuveenee % (m/v)

Leite Geladeira: .......cccceeeueeneee % (m/v)

Leite Sem Lactose

% (m/v)

4. Explique os resultados obtidos nas concentragdes de lactose no leite Ambiente e Geladeira.

5.

A amostra de leite sem lactose apresentou resultado esperado? Justifique.




CROMATOGRAFIA EM PAPEL DE FILTRO

1. OBJETIVO

Identificacdo de aminoacidos numa solugdo desconhecida por cromatografia em papel
filtro.

2. FUNDAMENTOS DO METODO

Nesta aula pratica a técnica de cromatografia em papel filtro serd utilizada para analise
de aminoacidos em solu¢do. De um modo geral, o termo cromatografia pode ser definido como
um procedimento bioquimico em que uma mistura de substancias ¢ separada pela carga,
tamanho, solubilidade ou outra propriedade de seus componentes, através de sua particao entre
uma fase movel e uma fase estaciondria.

O método de cromatografia em papel filtro serd utilizado nesta aula para separagdo e
identificacdo de aminoacidos. Para entendermos tais fundamentos devemos considerar a
solubilidade dos aminodcidos num determinado solvente (variando em fungdo da temperatura)
e a propriedade dos aminoacidos de se tornarem coloridos apoOs reagirem com substincias
especificas. Dependendo da estrutura molecular da cadeia lateral dos aminoacidos, estes
apresentardo diferentes solubilidades no solvente empregado, mantida a temperatura constante.
A capacidade de um determinado solvente (contido num recipiente) subir contra a forca da
gravidade através de um papel absorvente ¢ muito importante nesta técnica de cromatografia
em papel filtro, como mostrado na Figura 1. Conforme o solvente sobe pelo papel absorvente,
ele pode levar consigo diferentes aminoacidos a diferentes distancias separando-os a partir de
uma mistura inicial de aminoécidos.

> RECIPIENTE OU CAMARA

—”  CROMATOGRAFICA

»  PAPEL FILTRO
(FASE ESTACIONARIA)

LINHA /Q\ SOLVENTE

BASICA (FASE MOVEL)

Figura 1. A migracdo da fase movel (solvente) pelo papel filtro (fase estacionaria) de modo ascendente
(representado por setas vermelhas) ¢ importante na técnica cromatografica. Solugdes de aminoacidos
colocadas sobre a linha basica através de micropipetas serdo transportadas pelo solvente a diferentes
alturas. Apds pulverizagdo com ninhidrina, o papel filtro apresentara manchas coloridas em diferentes
alturas, que representam os aminoacidos separados.

A partir da distancia percorrida pelos aminoacidos desde a linha basica até o centro da
mancha formada apds a pulverizagdo com ninhidrina, podemos calcular o chamado fator de
retencdo (Rf). Este pode ser definido como a relacdo existente entre a distancia percorrida pelo
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soluto — aminoacido (até o centro da mancha), pela distancia total percorrida pelo solvente
(Figura 2). O valor de Rf revela a solubilidade de cada aminoacido no solvente empregado.

limite até onde o solvente
atingiu

sentido em que b’
0 cromatograma
foi desenvolvido d
a’
I C‘ l
a b c linha bdsica

Figura 2. Solugdes de aminoacidos a, b e ¢ foram colocadas sobre a linha basica e percorreram as distancias a’, b’
e ¢’, respectivamente. A distancia d refere-se a distancia percorrida pelo solvente. Assim, os fatores de
retengdo para cada solugdo de aminoacido sdo: Rfa=a’/d; Rfb=b’/d; Rfc=c’/d.

A. Teoria sobre Rf (Equacao de Martin e Synge)

Chama-se de Rf a relagdo:

Al

Al +a As

onde: a = coeficiente de particao
As = area ocupada pelo soluto na fase estacionaria
Al = area ocupada pelo soluto na fase movel

B. Solventes usados em cromatografia:

De acordo com as substancias a serem cromatografadas, utilizamos os mais solventes
diversos:

Fenol - Agua (80: 20)

Usado para cromatografia de aminoacidos. Pode-se inclusive adicionar 40 mg de 8-
hidroxiquinolina de 1 ml de NH4OH concentrado por 100 ml de solvente.

Butanol: HaO (4: 1: 1)
Também empregado na cromatografia de aminoacidos, agucares etc.
Benzol: butanol: Piridina: H,O (5: 3: 3: 1)

Existem basicamente dois modos de revelacao
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> Pelo uso da luz Ultravioleta: empregado quando os compostos possuem nucleo que
revelam o comprimento de onda ao nivel do U.V_;

» Uso de reagentes: comumente utiliza-se para aglcares e imersdo na seguinte
solugdo: 1 mL de anilina + 1g de difenilamina + 100 mL de acetona + 10 mL de
H>PO4 a 85%.

Para aminoacidos pulveriza-se o papel com solucdo de ninhidrina a 0,.3% em alcool
(usado na aula)

Para 4cidos organicos pulveriza-se o papel com a seguinte solucao: 1g de xilose + 3 mL
de 4gua + 1 mL de anilina + 100 mL de &lcool metilico;

3. MATERIAL

- Papel Filtro (Whatmann);

- Camara cromatografica;

- Solvente (butanol, 4cido acético e agua na propor¢do de 4:1:1);
- Solucao de aminodcidos padrao (arginina, leucina e prolina);

- Solugdo desconhecida (problema);

- Secador de cabelo;

- Lapis;

- Solugdo alcodlica de ninhidrina a 0,3%;

- Estufa.

4. PRATICA

1) Montar o cromatograma, ou seja, papel filtro (Whatmann) devidamente tratado
(adaptado ao tamanho da camara cromatografica) constituindo a fase estacionaria.

2) Tracar uma linha horizontal a dois centimetros do bordo inferior do papel (linha bésica)
sobre a qual, posteriormente, serdo distribuidas “manchas” de solutos (aminoacidos).

3) Manter os cromatogramas dentro de recipientes hermeticamente fechados, denominados
camaras cromatograficas (Figura 3).

4) Adicionar o solvente especifico para cromatografia de aminoacidos (butanol, acido
acético e agua na proporcao de 4:1:1), a uma altura menor do que dois centimetros.

5) Pipetar sobre a linha basica do cromatograma as solu¢des de aminoécidos padrdo
(arginina, leucina e prolina) e a solugdo problema (contendo uma mistura de
aminoacidos desconhecidos) (Figura 3).
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CROMATOGRAMA

MISTURA

altura do aal (SOLUCAO aa2 aa3
solvente na PROBLEMA)
camara | | [ | | | |
cromatografica é 2 cm.
menor que 2 cm. @

Figura 3. Distribuicdo das solucdes de aminoacidos no cromatograma sobre a linha basica (dois centimetros

6)

7)
8)
9

10)
11)

12)

acima do bordo inferior do papel). Notar que o solvente colocado na camara cromatografica atinge
uma altura menor do que dois centimetros (considerando o cromatograma dentro da cdmara). A
solug@o problema contém uma mistura de aminoacidos desconhecida. Os aminoacidos 1, 2 e 3 sdo a
arginina, leucina e prolina, respectivamente.

Secar o cromatograma através da utilizacdo de um secador de cabelo antes de ser
colocado na camara cromatografica. Este processo permite que o excesso das solucdes
de aminoacidos colocadas no papel seja removido.

Manter o cromatograma por 35 minutos dentro da cdmara cromatografica, para que o
solvente suba contra a acao da gravidade.

Retirar o cromatograma da camara e marcar com um lapis a altura que o solvente
atingiu;

Secar o cromatograma com um secador de cabelo por 5 min para a remocao do
solvente;

Pulverizar o papel com o reagente revelador ninhidrina a 0,3% em solugao alcodlica;
Levar o cromatograma a uma estufa (temperatura de 60-65°C) por 5 minutos, até o
aparecimento das manchas coloridas, que representam os aminoacidos separados.
Calcular os fatores de reten¢do (Rf) para cada aminoacido separado no papel filtro.
Cada aminoacido apresenta um Rf especifico para um determinado solvente numa dada
temperatura. Como, cada aminoacido se desloca a uma determinada distancia no
cromatograma, baseado em sua solubilidade no solvente. A determinacdo da
solubilidade de um determinado aminoacido depende diretamente da estrutura quimica
de sua cadeia lateral (R).
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5. QOUESTIONARIO

Em relacdao a Aula Pratica, responder:

1. Quais os aminoacidos estudados nesta aula e a classificacao de cada um?
2. Qual Rf dos aminoacidos utilizados no experimento?

3. Qual aminoacido apresentou maior Rf e por qué?

4. Qual aminoacido apresentou menor Rf e por qué?

5. No que se baseia a coloragdo dos aminoacidos com a ninhidrina?

6. Por que a Prolina apresentou coloragdo amarela?

6. Quais aminoacidos estdo presentes nas misturas 1, 2, 3 e 47

14



DETERMINACAO DA VELOCIDADE MAXIMA (Vm) E DA
CONSTANTE DE MICHAELIS (Km) PARA A INVERTASE DE
LEVEDURA

1. OBJETIVO

Determinar os parametros de Vm e Km da enzima invertase utilizando a sacarose como
substrato, mediante o estudo cinético da reagao.

2. FUNDAMENTOS DO METODO

As reagdes quimicas conduzidas pelos organismos vivos sdo, na sua grande maioria,
catalisadas enzimaticamente, tornando a velocidade das mesmas compativeis com as
exigéncias metabolicas.

Assim a levedura (Saccharomyces cerevisiae), por intermédio da "invertase" hidrolisa a
sacarose resultando numa mistura equimolecular de glicose e frutose (Figura 1), aglicares esses
que sdo absorvidos pela célula. A membrana plasmatica ¢ impermeavel a sacarose, e a levedura
acaba excretando a invertase (sendo, pois, uma exoenzima) para a hidrdlise ocorrer fora da
célula de levedura.

Figura 1. A molécula de sacarose hidrolisada pela enzima invertase da levedura produzindo aglcares
redutores (Glicose e Frutose).

No presente experimento a invertase sera obtida de levedura de panificagdo (fermento
Fleischmann) e adicionada a sacarose (agticar nao redutor), cuja hidrdlise resulta na formagao
de agucares redutores (glicose e frutose) que serdo estimados pela Reacdo de Somogyi-
Nelson.

Para tal se colocara a enzima frente a diferentes concentracdes de substrato (sacarose),
resultando em diferentes velocidades de reacdo enzimatica, permitindo, mediante um
tratamento matematico adequado, determinar graficamente os valores de Vm e Km.
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3. MATERIAL

4. PRATICA

Espectrofotometro

Estante com 8 tubos de ensaio (por grupo)

2 pipetas graduadas de 2 mL (por grupo)

1 pipeta graduada de 1 mL (por grupo)

1 pipeta volumétrica de 1 mL (por grupo)

Centrifuga e banho-maria para dosagem de agucares redutores
4 g de fermento prensado tipo Fleischmann

Reagente de Somogyi

Reagente de Nelson

Padrdo de actcar redutor (100 ug de glicose por 2,5 mL)
Substrato (sacarose 12,5 mM = 4,27 g/L)

A. Extrac¢ao da enzima

Transferir 4 g de fermento de panificacao para tubo de centrifuga, adicionar 20 mL de

agua destilada e deixar em estufa a 37°C por 30 minutos agitando casualmente. Centrifugar a
1.000 x g por 15 minutos recolhendo o sobrenadante que contém a enzima invertase. Fazer

uma dilui¢do de 1:50.

B. Ensaio enzimatico

Em 7 tubos de ensaio, enumerados de 0 a 6, pipetar os volumes (em mL) das solucdes

conforme indica o quadro que se segue:

Tubo Sacarose Agua Invertase 1:50
(N©) (75 mM) Destilada (mL) (mL)

0 0,0 1,0 0,5

1 0,1 0,9 0,5

2 0,2 0,8 0,5

3 0,4 0,6 0,5

4 0,8 0,2 0,5

5 1,0 0,0 0,5

6 1,0 0,0 0,0

7 1,5 mL de padrao contendo 40 ug de glicose

Incubar os tubos (exceto o tubo n°7) a 37°C, por 15 minutos, para que a invertase

catalise a hidrolise da sacarose, resultando na formacao de glicose e frutose (acucares
redutores), os quais podem ser determinados pela Reacao de Somogyi-Nelson.

Reacao para dosagem de acgiicares redutores.
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de Nelson. AGITAR BEM OS TUBOS.

agitar novamente a fazer leitura a 530 nm.

Tao logo termine o periodo de incubagdo acrescentar 1| mL do Reativo de Somogy (a
reacdo enzimatica ¢é paralisada pela desnaturacdo da invertase, quer pela a¢cdo do Cu™ ou pela
alcalinidade do reagente).

Ferver os tubos em banho-maria por 10 minutos, resfrid-los e juntar I mL do Reativo

Em seguida, completar o volume a 10 mL (adicionando 5,5 mL de agua destilada),

A A
Tubo dE:ta Sacarose (mL) [S] Invertase Reat. Somogy Reat. Nelson dE:ta T% Abs.
: (75 mM) mM Diluida (mL) (mL) : A=530nm A=530nm
(mL) z z (mL)
s s
0 1,00 0,00 0 0,5 2 1 2 1 4,5
1 0,90 0,10 5 0,5 o« 1 & 1 4,5
2 a
2 0,80 0,20 10 0,5 T 1 g 1 4,5
3 0,60 0,40 20 0,5 @ 1 = 1 45
< <
4 0,20 0,80 40 0,5 = 1 = 1 4,5
o o
5 0,00 1,00 50 0,5 2 1 2 1 4,5
2 2
6 0,5 1,00 50 0,0 1 1 4,5
7 1,5 mL de padrdo contendo 40 pg de glicose 1 1 4,5
Coletar os dados, organizando-os conforme o quadro que se segue.
. 1 1
Tubo [S]* A Abs, v v [s] v
() .
N mM 530 nm (ug AR/10min) (ug AR/h) mM (ug AR/h)
0 0 - = =

(= K% N AUV I Ol I K

40 ug de glicose

* [S] = concentracio de substrato (sacarose) no meio de reagdo enzimatica expressa em mM.

*%V = velocidade de reacdo enzimatica expressa em pg (micrograma) de glicose (agtcar redutor) formado por
hora.

QUESTIONARIO - ENZIMAS

Em relacdao a Aula Pratica, responder:

1. Completar a Tabela acima e utilizar os valores de AAbs. para calcular a velocidade da reacdo
enzimatica em ug de agucar redutor (AR) por hora.

2. Demonstre os calculos de obtencao das concentragdes de Substrato

3. Obter os Graficos le 2 abaixo, indicando os Valores de Vm e Km da Invertase
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4. Discuta por que ocorre diferenga nos valores de absorbancia nos tubos 0 ¢ 6.

v #a
pg AR/h

1t

Ji

-
-
EE
i

= T S = . .
. . ~ - e 1 TR
Figura 1. Efeito da concentragdo do substrato sobre[gl o Figura 2. Gréfico representando a reciproca da hipérbole
velocidade da reagdo. de Leneweaver-Burk.
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ORI ANN B RWN =D

Tabela de Conversao

T em A x 1.000

~ 04 05
2.523 2.398 2.301
1.886 1.854 1.824
1.638 1.620 1.602
1.481 1.469 1.458
1.387 1.357 1.347
1.276 1.268 1.260
1.201 1.194 1.187
1.137 1.131 1.125
1.081 1.076 1.071
1.032 1.027 1.022
0.987 0.983 0.979

947 943 939
910 907 903
876 873 870
845 842 839
815 812 810
788 785 783
762 759 757
738 735 733
714 712 710
693 690 688
672 670 688
652 650 648
633 631 629
614 613 611
597 595 503
580 578 577
564 562 561
548 547 545
533 532 530
519 517 516
504 503 502
491 489 488
478 476 475
465 463 462
452 451 450
440 439 438
428 427 426
417 416 415
406 405 403
395 394 393
384 383 382
374 373 372
364 363 362
354 353 352
344 343 342
334 333 333
326 325 324
316 315 314
307 306 305
[IX] 04 05
298 298 297
290 289 288
281 281 280
273 272 272
265 264 264
257 257 256
249 249 248
242 241 240
234 234 233
227 226 225
220 219 218
213 212 211
206 205 204
199 198 197
192 191 190
185 184 184
178 178 177
172 171 171
166 165 164
159 159 158
153 152 152
147 146 146
141 140 140
135 134 134
129 128 128
123 123 122
117 117 116
112 111 111
106 106 105
101 100 100
095 095 094
090 089 089
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