Bioquímica 1 – Diplomatura en Ciencia y Tecnología – Universidad Nacional de Quilmes

Trabajo de laboratorio:

Efecto de pH y temperatura en la actividad enzimática

Se seguirá el mismo procedimiento que se usó para la determinación de actividad de la fosfatasa ácida.

Efecto pH sobre la actividad

Mezcla de reacción
pH 4
pH 5.6
pH 7
pH 9

Buffer KAc 1M pH 4
200l
-
-
-

Buffer KAc 1M  pH 5.6 
-
200l
-
-

Buffer Tris HCl 1M pH 7 
-
-
200l
-

Buffer Tris HCl  1M pH 9
-
-
-
200l

Agua destilada
800l

PNFP 7mM (disuelto en agua)
200l

Fosfatasa ácida 0.5mg/ml
50l

Se preincuba la mezcla de reacción sin enzima a 300C por 5 minutos. A tiempo cero se adicionan 50 l de enzima. A intervalos de 3 minutos se toman  200l de mezcla de reacción y se agregan sobre un tubo conteniendo 1ml NaOH 0.2N. Tomar al menos 3 puntos (3, 6 y 9 minutos). Realizar las curvas producto vs. tiempo a los distintos pH y determinar las velocidades iniciales. Graficar v0 vs. pH. Analizar los resultados.

Efecto de temperatura

1) Sobre la actividad:

Temperatura de reacción (ºC)
30
40
50
70

Buffer KAc 0.2M pH 5.6 
1ml

PNFP 7mM
200l

Preincubar 5 minutos a 
30
40
50
70

Fosfatasa ácida
50l

Se preincuba la mezcla de reacción sin enzima a 300C, 400C, 50ºC y 700C por 5 minutos. A tiempo cero se adicionan 50l de enzima. A intervalos de 3 minutos se toman  200l de mezcla de reacción y se agregan sobre un tubo conteniendo 1ml NaOH 0.2N. Tomar al menos 3 puntos (3, 6 y 9 minutos). Realizar las curvas producto vs. tiempo a las distintas temperaturas y determinar las velocidades iniciales. Graficar v0 vs. temperatura.

2) Sobre la estabilidad:

Temperatura de reacción (ºC)
30
40
50
70

Buffer KAc 0.2M pH 5.6 
1ml

Fosfatasa ácida
50l

Preincubar 5 minutos a 
30
40
50
70

Enfriar en hielo


Preincubar 5 minutos a
30ºC

PNFP 7mM
200l

Se preincuba la mezcla de reacción con enzima y sin sustrato a 300C, 40ºC, 500C y 700C por 10 minutos. Enfriar en hielo y colocar luego en el baño a 300C . Luego de 5 min. de preincubación a 300C se adicionan 200l de sustrato (tiempo cero). A intervalos de 3 minutos se toman  200l de mezcla de reacción y se agregan sobre un tubo conteniendo 1ml NaOH 0.2N. Tomar al menos 3 puntos (3, 6 y 9 minutos). Realizar  las curvas producto tiempo a las distintas temperaturas y determinar las velocidades iniciales. Graficar v0 vs. temperatura de preincubación. 

Comparar en un mismo gráfico el efecto de la temperatura sobre la actividad y estabilidad de la fosfatasa ácida. Para ello, relativizar las velocidades y expresarlas como % del máximo valor obtenido en cada experimento.







