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COLORIMETRIA E ESPECTROFOTOMETRIA

1. OBJETIVOS

Dosagens de espécies quimicas mediante a absorcédo 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 absor¢ao

de energia radiante (luz).

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

Uma solucdo quando iluminada por luz branca, apresenta uma cor que é resultante da
absorcao relativa dos varios comprimentos de onda que a compdem, que pode ser analisados por
um espectrofotometro (Figura 2). Esta absorcdo, em cada comprimento de onda, depende da
natureza da substancia, de sua concentracdo e da espessura da mesma que € atravessada pela luz.
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Figura 2. Componentes e funcionamento de um
espectrofotdmetro para analise da absorcdo de
um determinado comprimento de onda especifico
de uma solucéo.



A Lei de Lambert-Beer: a absorbancia é proporcional a concentracdo da espécie
quimica absorvente, sendo constante o comprimento de onda, a espessura atravessada pelo feixe

luminoso e demais fatores. Verifica-se uma relacéo linear entre absorbancia ou densidade 6tica
e concentracdo, e de uma relacao logaritmica entre transmitancia e concentracao.
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¢ = concentracdo da espécie quimica absorvente
b = espessura atravessada pelo feixe luminoso
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PRATICA

AULA1.COLORIMETRIA E ESPECTROMETRIA

12 ETAPA:
e Coletar dados para construir o espectro de absorcdo do Alaranjado de Metila ou Azul de Bromofenol (um
composto por grupo).

e Preencher os dados da Tabela abaixo. b,
Alaranjado de Metila Azul de Bromofenol
(10 pg/mL) (10 pg/mL)
A(nM) | T(%) | Ab(2-logT) | A(nM) T (%) Ab (2-logT)
400 400
440 490
460 520
480 540
500 560
520 580
550 590
600 620 i
700 700 Gréfico 1. Espectro de Absorcdo do Corante .......... Ao
22 ETAPA

o Demonstrar a Lei de Lambert-Beer: Estabelece que a absorbancia € proporcional a concentragdo da espécie
quimica absorvente.

e  Efetuar as transferéncias dos volumes (mL) dos corantes (Alaranjado de Metila ou Azul de Bromofenol nas
concentracdes de 10 pg/mL) e volumes de agua destilada (serdo obtidas diferentes concentracdes dos
corantes) para os tubos de ensaio conforme Tabela abaixo. Calcular concentracéo final em cada tubo.

Ab
A max.
Agua Corante
Tubos destgilada [10 pg/mL] [Corante] % Ab.
(mL) (mL) (ng/mL) | Amax. | A max.
0 5 0
1 4 1
2 3 2
3 2 3
4 1 4
5 0 5
6 5 mL da solugdo de [] X=
desconhecida
e Com os valores obter a Reta Padrdo utilizando o Gréfico 2 a partir “5&7&‘5‘
dos dados de Absorbéncia e valores de concentra¢fes conhecidas Gréfico 2. Correlagdo dos valores de absorbancia
da amostra. (YY) e concentracdo de corante (X).

e Encontrar a concentragdo da amostra com [ ] desconhecida.



DETER,MINACAO DE LACTOSE NO LEITE
(METODO DE SOMOGY & NELSON)

1. OBJETIVO

Determinar a concentracao 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 acucares sdo monossacarideos ou dissacarideos que podem ser oxidados por
agentes oxidantes relativamente suaves, tais como os ions férricos (Fe**) e cprico (Cu?*). Estes
fons, por sua vez, sdo reduzidos pela acdo dos actcares redutores (agentes redutores). No agucar,
o carbono do grupo carbonila é oxidado a carboxila. E possivel determinar a concentracio de um
acucar redutor pela medida da quantidade de agente oxidante que é reduzido pela solugdo desse
mesmo agucar.

A lactose (Figura 1A) é o principal carboidrato do leite, produzida pela glandula mamaria,
sendo ainda a principal fonte de energia dos recém nascidos. Além disso, a lactose é 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 coloracdo azul - éxido de molibdénio, Mo20s,
com A max.= 540 nm (Figura 1B).

Dentro de certos limites, a intensidade da coloracdo azul é diretamente proporcional a
quantidade de lactose no leite. Essa intensidade de coloragdo pode ser medida utilizando-se um
espectrofotdmetro, que detecta a absorcao de luz pelo 6xido de molibdénio.
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Figura 1. (A) Estrutura molecular do dlssacarldeo lactose (B-galactose 21,4 - a-glicose), evidenciando o carbono
1 contendo o grupo aldeido da glicose, envolvido em ligacdo hemiacetal (regido redutora). (B) ReacGes
envolvidas no método de Somogyi & Nelson, mostrando a formagéo do éxido de molibdénio, M020s,
um composto de coloragdo azul, com max.= 540 nm.

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



Dilui¢do 500 X

PRATICA:

AULA 2. DETERMINACAO DE LACTOSE NO LEITE
(METODO DE SOMOGY & NELSON)

12 ETAPA: Preparagdo das amostras de leite em temperatura Ambiente e Geladeira
2mL de leite

r{ Diluicdo 50 X
()

l Adicionar ao tubo de ensaio
(Leite Ambiente/Leite

Completar volume com agua destilada até 100 mL Geladeira/Sem Lactose)

l AGITAR BEM

Pipetar 1 mL em tubos de centrifuga

l Diluic&o 10 X
5] Pipetar 1 mL do

sobrenadante

!

Adicionar: ImL de ZnSO4 5%
\ 1mL de Ba(OH)2 0,3N

7mL de 4gua destilada
22 ETAPA: Preparacdo da RETA PADRAO e Determinacdo da Concentracdo de Lactose (Leite
Ambiente/Geladeira)

AGITAR BEM

— Centrifugar a

1.300g por 5 min

Tabela 1. Reta Padrao

TUBO AGUA Lactose Cor_lc. Reat. Banho Reat. Compl. | Transmit Absorb. | A Absorb.
(N°) (ml) (100 pg/mL) | Obtida | Somogy Maria Nelson Vol. . %=540nm | 2=540nm
(mL) (ng/mL) (mL) (mL) (10 mL) (T%) -
0 1,0 0 1,0 1,0 7 mL 0
o
1 08 0.2 10 |© %‘ 1,0 7mL
1] c
2 0,6 0,4 1,0 % og-é 1,0 7mL
3 0,4 0,6 1,0 £3 1,0 7 mL
i
4 0,2 0,8 1,0 1,0 7 mL
5 0,0 1,0 1,0 1,0 7 mL
Tabela 2. Coleta dos valores de A absorbancia das amostras
Tubo I__el’te Reat. Banho Reat. Agua Transmit. | Absorb. | A Absorb. | [Lactose]
Diluido Somogy Maria Nelson Destilada (T%) 3=540nm | 2=540nm (ug/mL)
(mL) (mL) (min.) (mL) (mL) ° - = Mg
Leite
i 1,0 1,0 1,0 7 mL
Ambiente 100°C por
Leite 10 min
Geladeira 10 10 10 7-mL
Leite
S/Lactose 10 1,0 1,0 7mL



http://www.google.com/imgres?q=tubo+de+centrifuga+de+laboratorio&start=148&sa=X&biw=1024&bih=571&tbm=isch&tbnid=Zdmx3FzordckOM:&imgrefurl=http://www.pro-analise.com.br/produtos/4069/tubo_p_centr_fuga_50ml_em_vidro_c_nico_c_borda_n_o_grad&docid=usVlLq6Gy3u7FM&imgurl=http://www.pro-analise.com.br/img/uploads/produtos/thumb/m/PY8060-50.jpg&w=250&h=214&ei=TH4aUovRGueX2QWO7oGwDg&zoom=1&iact=rc&dur=157&page=7&tbnh=138&tbnw=161&ndsp=28&ved=1t:429,r:65,s:100,i:199&tx=87&ty=47

e RETA PADRAO: Colocar valor no Gréfico

ﬂAbs. 1 14 184 i 1
A=5d40nm | HE : : e R e i S
- 414 i
e i Hi :E! £ ‘ : H B :
il T
b b M pffadan | | i IR “ -n
T :!F
i
[Lactose]
pe/miL
e Concentracio de Lactose no Leite Ambiente...........cc.c.u. (ng/mL)
Leite Geladeira........ccuu... (ng/mL)
Leite Sem Lactose............. (ng/mL)
e Teor de lactose no Leite Ambiente: ................... % (m/v)
Leite Geladeira: ..........cccccc..... % (m/v)
Leite Sem Lactose..........co...... % (m/v)

Célculo:



CROMATOGRAFIA EM PAPEL DE FILTRO

1. OBJETIVO

Identificacdo de aminoécidos numa solucdo desconhecida por cromatografia em papel
filtro.

2. FUNDAMENTOS DO METODO

Nesta aula prética a técnica de cromatografia em papel filtro sera utilizada para analise
de aminoéacidos em solugdo. De um modo geral, o termo cromatografia pode ser definido como
um procedimento bioquimico em que uma mistura de substancias é separada pela carga,
tamanho, solubilidade ou outra propriedade de seus componentes, através de sua parti¢do entre
uma fase movel e uma fase estacionéria.

O método de cromatografia em papel filtro serd utilizado nesta aula para separacédo e
identificacdo de aminoacidos. Para entendermos tais fundamentos devemos considerar a
solubilidade dos aminoacidos num determinado solvente (variando em funcdo da temperatura) e
a propriedade dos aminoacidos de se tornarem coloridos ap0Os reagirem com substancias
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 amino&cidos.

" RECIPIENTE OU CAMARA
> CROMATOGRAFICA

» PAPEL FILTRO
(FASE ESTACIONARIA)

~
LINHA /\——/\» SOLVENTE

BASICA (FASE MOVEL)

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

A partir da distancia percorrida pelos aminoacidos desde a linha bésica até o centro da
mancha formada ap6s a pulverizagdo com ninhidrina, podemos calcular o chamado fator de
retencdo (Rf). Este pode ser definido como a relagdo existente entre a distancia percorrida pelo
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

sentido em que
o cromatograma
foi desenvolvido

a

b
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|

atingiu
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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
retengao para cada solugdo de aminoacido sdo: Rfa=a’/d; Rfb=b’/d; Rfc=c’/d.

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

Chama-se de Rf a relacao:

Al

Al+aAs

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

10



PRATICA.
AULA 3. CROMATOGRAFIA EM PAPEL DE FILTRO

1) Pipetar 3 pL da solucdo de aminoacido ARGININA no PAPEL DE FILTRO no ponto
marcado para 0 aminoacido
2) Repetir o procedimento paraa LEUCINA, PROLINA e MISTURA (solucdo problema)

CROMATOGRAMA

Cromatograma. Distribuicédo das
solucBes de aminoacidos no
cromatograma sobre a linha bésica (dois

centimetros acima do bordo inferior do
aal ‘::];,ILI(,R\(\; aa2  aal 3
PROBLEMA)

papel). Os aminodcidos 1, 2 e 3 sdo a

.. R . ara | | | | || ||
arginina, leucina e prolina, cronawogrificaé [y il

menor que 2 cm

respectivamente.

3) Secar 0 papel ae THTro com secaaor ae cabelo

4) Juntar as extremidades do papel. NAO AS SOBREPONHA. Grampeie as pontas
5) Colocar 0 “CANUDO” dentro da cuba contendo a mistura de solventes

6) Tampar a cuba

7) Deixar correr o cromatograma durante 20-30 minutos

8) Tirar da cuba e imediatamente marcar com lapis a FRENTE DO SOLVENTE
9) Secar o papel com secador de cabelo

10) IDENTIFICAR o cromatograma do seu Grupo

11) Pulverizar o papel com o revelador e colocar em estufa a 60°C-65°C por 5 minutos
12) Remover 0s grampos

13) Delimitar as MANCHAS com lapis e marcar o centro das mesmas

14) Medir A DISTANCIA entre o ponto de aplicagio e o centro das manchas (d)

15) Medir a distancia entre o ponto de aplicacdo e a FRENTE DO SOLVENTE (D)

16) Calcular o Rf: d/D caracteristico de cada aminoéacido:

Rf da ARGININA: ..............
Rfda LEUCINA: ...
Rf da PROLINA: .............
17) Identificar os aminoacidos na MISTURA: ......c..cccoieiiiiecie e,

11



DETERMINACAO DO TEOR DE CASEINA NO LEITE
(PELA REACAO DO BIURETO)

1. OBJETIVO
Quantificar a concentragdo da proteina do leite utilizando Reativo de Biureto.

2. FUNDAMENTOS DO METODO

A importancia em se estudar a proteina caseina presente no leite, se relaciona com o fato
desta ser uma proteina bastante completa (alto valor bioldgico), pois ela possui todos os
aminoacidos essenciais (aqueles gue sua sintese no organismo € inadequada para satisfazer as
necessidades metabolicas e que devem ser fornecidos como parte da dieta). Os amino&cidos
essenciais para os seres humanos sdo: treonina, triptofano, histidina, lisina, leucina, isoleucina,
metionina, valina e fenilalanina. Auséncia ou inadequada ingestéo de alguns desses aminoacidos
resulta em balango nitrogenado negativo, perda de peso, crescimento menor em criancas e pré-
escolares e sintomatologia clinica.

A metodologia da Reacdo do Biureto, que € utilizada para a caracterizacdo de proteinas,
pode ser empregada para a quantificacdo das mesmas mediante a colorimetria. O método se
baseia no fato de que as proteinas (nesse caso, a caseina) formam um complexo violeta com o
fon cuprico (Cu?*) em meio alcalino, e tal complexo apresenta um pico de absorcdo a 540 nm. A
coloragdo violeta apresentada pelo complexo € proporcional a concentragcdo das proteinas na
amostra (leite). Essa reacdo é positiva para peptideos constituidos de no minimo trés
aminoacidos; assim, a Reacdo do Biureto sera negativa para dipeptideos e aminoacidos livres.
Tal complexacdo também ocorre com o Biureto (H2N-CO-NH-CO-NH), dai 0 nome da reacéo.
A Figura 1 apresenta a formacdo do complexo violeta, pela interacdo do ion cuprico com duas
cadeias polipeptidicas.

O Ri -9 Rz
A CH=— C CH—.. Cadeia. polye i
R I"S¢ San” o
Cu_
@ NH‘ \/ N
sy N _ ) NS X {pen
C (lZH I(, . CH- Cadeia polipentidica
0 0 '
Ks Ry

Figura 1. Formacéao do complexo violeta, pela interagdo do ion clprico com duas cadeias polipeptidicas.
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PRATICA
AULA 4. DETERMINACAO DE PROTEINA NO LEITE

12 ETAPA: Preparo amostra: leite diluido 1:10

)

1mL de leite —— —_—
Agitar bem
Completar volume com Pipetar 1 mL em tubo de ensaio
4gua destilada até 10 mL e adicionar Reativo Biureto

22 ETAPA: Preparacéo da Reta Padrao e Quantificacéo do Teor de Caseina

1) Adicionar 4gua destilada em todos os tubos de 0 a 5 e em seguida adicionar o padréo de caseina conforme tabela abaixo:

Tubo Agua destilada Caseina [10 mg/mL] Reativo Repouso Concentragdo T (%) Absorb. AAbs
(mL) (mL) Biureto (mL) (min) Final (mg/mL) | A=540 nm | A=540 nm | A=540 nm
0 1,0 0 4 30
1 0,8 0,2 4 30
2 0,6 0,4 4 30
3 0,4 0,6 4 30
4 0,2 0,8 4 30
5 0 1,0 4 30
6 1 mL Leite de Diluido (1:10) 4 30 X

13




Caélculo:

AAbs.
. -4
-.:w*mimimmi:mmfwrmimi.:m'w
[caseina]
mg/mL
e Concentracdo de proteina na amostra de leite diluido: .................. mg/mL
e Teor de proteina totais no leite amostrado: .................... (9/100mL) (%)

14



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

1. OBJETIVO

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

2. FUNDAMENTOS DO METODO

As reacdes 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), aglcares esses
que sdo absorvidos pela célula. A membrana plasmatica € impermeével a sacarose, e a levedura
acaba excretando a invertase (sendo, pois, uma exoenzima) para a hidrolise ocorrer fora da célula
de levedura.

HOCH,
H O H
H
OH H
HO HOCH
0O , a HOCH,  ~ OH
H HO 3!‘ 7 "
HOCH T e on uw *
2 o nvertase yo OH
H HO H OM OH M
H CH,O0H Glicose Frutose
\ J
Sacarose Y
Acucares Redutores

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

No presente experimento a invertase serd obtida de levedura de panificacdo (fermento
Fleischmann) e adicionada a sacarose (agucar nao redutor), cuja hidrélise resulta na formacao de
acucares redutores (glicose e frutose) que serdo estimados pela Reacéo 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 Km e Vm.

15



PRATICA

AULA 5. DETERMINACOES DA CONSTANTE DE MICHAELIS (KM) E DA VELOCIDADE

MAXIMA (VM) PARA A INVERTASE DE LEVEDURA

12 ETAPA: A) Ensaio Enzimatico e Reacao de Dosagem de AcUcares Redutores

Tubo 25:: Sacarose (mL) Invertase Diluida Reat. Somogy Reat. Nelson :z:ta Abs A Abs.
(mL) (75 mM) (mL) (mL) (mL) A=530nm A=530nm
0 1,00 0,00 0,5 1 1 4,5 0
A Absl
1 0,90 0,10 0,5 1 1 4,5
2 2
s s A Abs2
2 0,80 0,20 0,5 o 1 n 1 4,5
= o
o [e]
2 o A Abs3
3 0,60 0,40 0,5 2 1 g 1 4,5
(] -
< <
g g A Abs4
4 0,20 0,80 0,5 = 1 = 1 4,5
o o
= =
A Abs5
5 0,00 1,00 0,5 1 1 4,5
X
6 0,5 1,00 0,0 1 1 4,5
7 1,5 mL de padrdo contendo 60 ug de glicose 1 1 4,5
22 ETAPA: Célculo do 1/v e 1/[S]
1 1
Tubo [S]* ***A Abs. \% V** [g] v
0 . .
(N°) mM corrigida (ug AR/10min) (ug AR/h) mM (ug AR/N)
0 0 - 0 - - -
A Absl - 0,1X
1
A Abs2 - 0,2X
2
A Abs3 - 0,4X
3
A Abs4 — 0,8X
4
A Abs5 — 1,0X
5

*[S] = Concentracéo de Substrato (sacarose) no meio de reacdo enzimatica expressa em milimolaridade (mM);

**V = Velocidade de Reacdo Enzimatica expressa em pg (micrograma) de glicose (agtcar redutor) formado por hora.

16




32 ETAPA: Obter os Gréficos abaixo, indicando os Valores de Vm e Km da Invertase

\"
pg AR/h

Figura 1. Efeito da concentragdo do substrato sobre a velocidade da reacdo[§] mM

sedmihansunnnn, bonns
LARRABARARAARAL ARRAS

31 ~ 1/[S]mM

Figura 2. Grafico representando a reciproca da hipérbole.



REACAO DE HILL (FOTOLISE DA AGUA)

1. OBJETIVO

Avaliar a habilidade metabolica do cloroplasto de promover a fotdlise da agua, o
primeiro passo na sequéncia de reacdes da fotossintese.

2. FUNDAMENTOS DO METODO

O processo fotossintético, que ocorre no interior do cloroplasto, compreende 2 etapas:

a) Fase luminosa: dependente de luz, ocorrendo a fotolise da dgua acoplada com as produces

de NADPH + H* (fotorreducio) e de ATP (fotofosforilagéo), conforme a equacéo abaixo.
luz

NADP* + ADP + Pi + H,0 NADPH + H* + ATP +%:0,

cloroplastos

b) Fase escura: ndo depende de luz e corresponde a reducéo do CO, ao nivel de carboidrato

utilizando NADPH + H e ATP.
escuro

NADPH + H* + ATP + CO, NADP* + ADP + Pi + C(H,O)

cloroplastos

Hill, em 1937, tentando desvendar o processo fotossintético empregando cloroplastos
isolados de espinafre pretendia a redugdo do CO, ao nivel de carboidrato. Por dificuldades

técnicas, limitadas pela época, ndo conseguiu 0 seu intento, mas chegou a demonstrar a
habilidade de cloroplastos isolados de reduzir outros compostos em um processo acoplado a
fotolise da agua com evolucédo de 02:

luz
2Fe* + H,0 > 2Fe*? +H" +1/20;
cloroplastos

2 G-diclorofenohndofenol

Assim a producdo fotoquimica de oxigénio

o OH
exige a presenca de um aceptor de H* e/ou elétrons, que cl M e el e
necessariamente nao precisa ser o CO,,. \@
No presente experimento serd utilizado como ',L — NH
aceptor de elétrons (reagente de Hill) um indicador de @
OH

Oxido-reducdo, o 2,6-diclorofenolindofenol, que na
forma oxidada é azul (com A max. ao redor de 540 nm)

OH

e na forma reduzida é incolor (Figura 1), 0 que permite | Forma oxidada (A) Forma reduzida (AH;)
0 acompanhamento da reacéo fotoquimica mediada por = e
cloroplastos isolados de espinafre. Figura 1. fedugac do 28

diclorofenolindofenol na Reacgio de Hill.
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PRATICA
AULA 6. REACAQO DE HILL (FOTOLISE DA AGUA)

1. Pesar 5 gramas de espinafre (ja pesados em papel aluminio)
2. Cortar em pedagos e colocar no almofariz
3. Macerar o espinafre adicionando Sacarose 0,35M aos poucos num total de 10 mL
4. Filtrar o homogeinizado (funil com algodao) coletando em tubo de centrifuga (tubo Falcon)
5. Centrifugar a 1300 rpm durante 2 minutos
6. Passar o sobrenadante para novo tubo de centrifuga (cerca de 9 mL)
7. Centrifugar 1300 rpm durante 7 minutos
8. Desprezar o sobrenadante
9. Ressuspender o precipitado (cloroplasto) em 10 mL de Sacarose em Tampdo Fosfato
10. Colocar 1,5 mL da suspensdo de cloroplasto no tubo de ensaio numero 4. Ferver por 3 minutos em banho-Maria
11. Durante a fervura do tubo 4, distribuir 1,5 mL da suspensdo de cloroplasto nos demais tubos (1,2, 3).
12. Adicionar uma pitada de acido ascérbico no tubo 1 (ja se encontra no tubo)
13. Adicionar 3 mL de Tampao Fosfato nos tubos 1,2,3 e 4.
14. Manter o tubo 3 no escuro (com a tampa)
15. Levar ate o monitor para adicao de 0,5mL de 2,6 DCF nos tubos 1,2,3e 4
16. Fazer a leitura imediatamente (540 nm). Ler a Transmitdncia e obter a Absorbancia (2-logT).
17. Deixar os tubos por 1min a luz da lampada 100 W (tubo 3 com papel aluminio)
18. Repetir a leitura por mais 2 vezes.
19. Preencher a tabela abaixo.
TUBOS | SUSPENSAO CLOROPLASTO TAMPAO 2,6-DCF 12 LEITURA 22 LEITURA 32 LEITURA
(ML) FOSFATO (ML) = =
(ML) T(%) | Abs. | 2 T(%) | Abs. | 2 T(%) | Abs.
1* 1,5 3 0,5 3 3
(ac. ascérbico) "C‘: 'Er:
2 1,5 3 0,5 £ £
3 1,5 3 0,5 - -
(coberto com aluminio) < £
4 1,5 3 0,5 - -
(ferver 3’)

* Ajustar o “zero” do aparelho.
e  Discutir os resultados:
a) Represente no Grafico abaixo as trés leituras dos tubos 1, 2, 3 e 4.
b) Em quais tubos esta ocorrendo fotolise?.......cccceeeviuiieeeiiiieecciiee e,
c) Em quais tubos estd ocorrendo fotdlise?.......ccccvviivviiieeeiciieee e,

ABs. t

A=540 nm

»
»

LEITURAS
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Ooo~NOoO U wWNE O

2.000
1.699
1.523
1.398
1.301
1.222
1.155
1.097
1.048
1.000
959
921
886
854
824
796
770
745
721
699
678
658
638
620
602
585
569
553
538
523
509
495
481
469
456
444
432
420
409
398
387
377
367
357
347
337
328
319
310

01
3.000
1.959
1.678
1.509
1.387
1.292
1.215
1.149
1.092
1.041
0.996
955
017
883
851
821
793
767
745
719
697
676
656
636
618
600
583
567
551
536
521
507
493
480
467
455
442
431
419
408
397
386
376
366
356
346
336
327
318
309
01
300
202
283
275
267
259
251
243
236
228
221

02
2699
1.921
1.658
1.495
1.377
1.284
1.208
1.143
1.086
1.036
0.991
951
914
879
848
818
790
764
742
717
695
674
654
635
616
599
582
565
550
535
520
506
492
479
468
453
441
429
418
407
396
385
375
365
355
345
335
328
317

Tabela de Conversao

Tem 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
03 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
085 084 084

06
2222
1.796
1.585
1.444
1.337
1.252
1.180
1.119
1.066
1.018
0.975
938
900
866
836
807
780
764
730
708
686
666
646
627
609
592
575
559
544
529
514
500
487
474
461
449
437
425
413
402
301
381
371
361
351
341
332
323
313
305

o7
2.155
1.770
1.569
1.432
1.328
1.244
1174
1114
1.060
1.013
0.971
932
896
863
833
804
777
752
728
706
684
664
644
625
607
590
573
558
542
527
513
499
485
472
460
447
435
424
412
401
390
380
370
360
350
340
331
322
312
304
07
295
287
278
270
262
254
246
239
231

08
2.097
1.745
1.553
1.420
1.319
1.237
1.167
1.108
1.056
1.009
0.967
928
893
860
830
801
775
750
726
703
682
662
642
623
606
588
572
556
541
528
511
498
484
471
458
446
334
423
411
400
389
379
369
359
349
339
330
321
312

09
2.046
1.721
1.538
1.409
1.310
1.229
1.161
1.102
1.051
1.004
0.963
924
889
857
827
799
772
747
724
701
680
660
640
622
604
587
570
554
539
524
510
495
483
470
457
445
433
421
410
399
388
378
368
358
348
338
329
320
311
302
09
293
285
277
268
260
253
245
237
230
223
215
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83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97

99

081
076
071
066
060
056
051
046
041
036
032
027
022
018
013
009
004

080
075
070
065
060
055
050
045
040
036
031
026
022
017
013
008
004

080
075
070
064
059
055
050
045
040
035
031
026
021
017
012
007
003

079
074
069
064
059
054
049
044
040
035
030
025
021
016’
012
007
003

079
074
069
063
058
054
049
044
039
034
030
025
020
016
011
007
003

078
073
068
063
058
053
048
043
039
034
029
025
020
015
011
007
002

078
073
068
062
057
053
048
043
038
033
029
024
020
015
011
006
002

077
072
067
062
057
052
047
042
038
033
028
024
019
015
010
006
001

077
072
067
061
057
052
047
042

037
032
028
023
019
014
010
005
001

076
071
066
061
056
051
046
041
037
032
027
023
018
014
009
005
000
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