Bioquimica para Ciéncias Biologicas Codigo: 5920976
Professor responsavel: Maria Eugenia Guazzaroni

Com a colaborac¢ao e assisténcia técnica de: Thalita
Aparecida Riul Prado

Aula pratica: Avaliacao da atividade enzimatica da catalase
(de Escherichia coli) frente a fatores de interferéncia na
cinética enzimatica, especificamente a temperatura.



CINETICA QUIMICA ENZIMATICA
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A enzima altera ligeiramente a sua
Substrato forma a medida que o substrato se liga

Substrato entrando no Complexo Complexo Produtos deixando o
centro activo da enzima enzima'substrato enzima/produto centro activo da enzim



Alguns fatores comuns que
interferem na velocidade da reacao
enzimatica
* Concentracdo do * pH

substrato’

* femperatura
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Efeito do pH
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Enzimas apresentam um intervalo de
pH 6timo para a catalise

» Conformacao do sitio catalitico;
» Ligacao do substrato no ativo;

» Transformacao de substrato em
produto.
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» Desnaturacao;

» pH 6timo;

~

Reflete o ambiente onde
a enzima normalmente
é encontrada
*Pepsina: estbmago
(acidez)

* Tripsina: intestino
(alcalinidade)



pH otimo para cada enzima de acordo
com o ambiente em que é encontrada:

Pepsina (estdmago) 1,5a1,6

Tripsina (intestino) 7.8a8,7

Amilase (pancreas) 6,7a7,0
Catalase (sangue, figado, rins) 7,0

Amilase (boca) 4,6a5,2



Efeito da
Temperatura



*Temperatura 6tima: teoria de Arrhenius;

*Ativacao térmica: a taxa de reacao aumenta, como se observa na
maioria das reacoes quimicas;

*Desnaturacao térmica: a estabilidade da proteina decresce devido a
desativacao térmica.
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A variacao da energia livre de Gibbs (G) é
bom parametro para prever a
espontaneidade das reacoes

Lembram da equacao?

AG = AH - TAS

onde: H é a ENTALPIA, T a temperatura
absoluta (em K°) e S é a ENTROPIA



A variacao de energia livre de Gibbs de quaisquer concentracoes iniciais
dos reagentes é dada por:

AG'= AG° +RT In(

[CI[D]° J {R = constante dos gases

s T = temperatura absoluta
[A][B]

AG" =—RTInK_

AG® = variacao de energia livre padrao, é uma constante fisica especifica de cada
reacao; concentracao de 1M de todos os reagentes, 25 °C e pH 7).

AG’ = variacao de energia livre da reacao em energia/ mol

AG’ real € muito diferente da AG®°” em condicoes
padrao






Atividade Pratica: efeito da temperatura

na atividade enzimatica
Objetivo: Observar o efeito da TEMPERATURA na atividade da enzima CATALASE.

P A

Catalase

RADICAL LIVRE






Atividade Pratica: efeito da temperatura na
Método: atividade enzimatica

* Fundamento: o principio do método € avaliar a cinética da enzima de acordo
com a quantidade de substrato consumido, frente as alteracoes de
temperatura.

eUtilizaremos neste experimento o H,O, como substrato para a enzima
catalase (E. coli), cuja Temperatura 6tima de catalise é 37°C .

* Amostras contendo H,0, serao adicionadas com catalase (E.coli) e incubadas
a diferentes temperaturas(0 °C / 25 °C / 37°C / 45°C / 80°C), depois serdo
misturadas com a solucdo STOP (bicarbonato-cobalto 1) o qual avaliard a NAO
reacao do H,O, com a catalase, uma vez que o H,0, quando presente na
amostra (sinal de que a catalase nao o quebrou formando H,O + O,), reagira
com o Cobalto Il na presenca de ions bicarbonato, formando o produto
cromogeno Cobalto complexo Il (de cor verde oliva) e com um maximo de
absorcao a 600nM.

*Atividade da catalase é diretamente proporcional a dissociacao do perodxido
de hidrogénio, logo indiretamente proporcional a formacao do cromoforo
Cobalto complexo lll.



Atividade Pratica: efeito da temperatura na
atividade enzimatica

C . Carbonato-cobaltate(III) complex
1 —— Cobalt / bicarbonate reagent

1




Atividade Pratica: efeito da temperatura na
atividade enzimatica

Materiais:

* tubos de 2mL, previamente identificados;

* solucoes;

* pipetas de 1000ul;

* ponteiras de 1000ul;

* gelo (para experimento a 0°C);

* 3 Blocos de banho seco (para experimento a37°C / 45°C / 80°C);
» 25°C serd a temperatura ambiente;

* cubeta para medicao espectofotométrica;

» espectofotometro

* centrifuga para tubos.



Atividade Pratica: efeito da temperatura na
atividade enzimatica

Reagentes:
Solucao
STOP

* solucao de hexametafosfato de sddio (Graham salt);

* solucao de Cobalto Il (Co(NOs),6H ,0;

* solucao de bicarbonato de sodio;
* solucao H202 30%;
* 3gua destilada;

 fonte de catalase (E. coli)



Atividade Pratica: efeito da temperatura na atividade
Procedimento: enzima’tica

eLigar os blocos nas temperaturas desejadas (37°C / 45°C / 80°C) e a caixa de isopor com gelo (0 °C);
* OBS: o experimento a temperatura de 25 °C sera feito no ambiente;

* Verificar a identificacdo dos tubos de 2mL: CONTROLE NEGATIVO/ TESTE

* Preencher os tubos de 2mL conforme a tabela a seguir e deixar que as misturas incubem por 10 minutos
(para atingir as temperaturas desejadas);

*Prosseguir com a adicao da fonte de catalase;

eIncubar por 15 minutos nas temperaturas desejadas;

)

*Adicionar a solucao STOP (bicarbonato-cobalto Il) que deve ser preparada na durante este periodo de 15
de espera, onde: 1,25mL de Cobalto Il + 1,25mL de Hexametafosfao de sddio + 22,5mL de
Bicarbonato de Sddio (necessariamente nesta ordem de adi¢ao dos componentes)

*Incubar por 10 minutos em temperatura ambiente;
*Centrifugar todas as amostras a 13000rpm/ 1’;
*Prosseguir com a leitura no espectofotdmetro, inserindo 1000uL de cada solucdo na cubeta/vez. inicie pelo

branco (agua destilada) para “tarar” a leitura e prossiga com o teste e controle negativo até que todas
temperaturas tenham sido medidas.



0°C

25°C

37°C

45°C

80°C

Reagentes Ctrl - Teste Ctrl - Teste Ctrl - Teste Ctrl - Teste Ctrl - Teste
Agua 130 [0) 130 130 130 130
Fonte de H202 260 260 260 260 260 260 260 260 260 260
Fonte de CATALASE @ 130 @ 130 @ 130 @ 130 @ 130
Solucdo STOP 1600 1600 1600 1600 1600 1600 1600 1600 1600 1600

* todas as medidas em microlitros.




Atividade Pratica: efeito da temperatura na atividade

enzimatica

Resultados e Conclusao:

* Preencher a tabela com os resultados do espectofotometro;

0°c 25°C 37°C 45°C

Ctrl - Teste Ctrl - Teste Ctrl - Teste Ctrl -

Teste

Ctrl -

Teste

Leitura a
600nM

TABELA 2



Atividade Pratica: efeito da temperatura na atividade

enzimatica
Resultados e Conclusao:

* calculo da atividade RELATIVA (%) da enzima:

Leitura CTRL-a 0°C + + Leitura CTRL-a 37°C
+ Leitura CTRL- 2 45°C + Leitura CTRL- a 80°C

5 (nimero total de amostras)

*Resultado deste calculo:

100% INATIVIDADE da enzima



Atividade Pratica: efeito da temperatura na atividade
enzimatica
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Atividade Pratica: efeito da temperatura na atividade
enzimatica

Resultados e Conclusao:

* Preencher a tabela com os resultados dos calculos da Atividade Relativa;

%
ATIVIDADE da
enzima
(Atividade
Relativa)

TABELA 3



Atividade Pratica: efeito da temperatura na atividade

atividade da enzima

nareacao

enzimatica

Temperatura OTIMA de
catalise
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Atividade Pratica:




*Temperatura otima: teoria de
Arrhenius;
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