Laboratorio de Enzimologia
MC Carlos Montejo Davila

Practica 3: Factores
que afectan la
actividad de una
enzima




Propositos

bty

DEMOSTRAR LA INVESTIGAR LA ANALIZAR EL EFECTO DE OBSERVAR EL EFECTO DE
NATURALEZA QUIMICA ESPECIFICIDAD POR EL LA TEMPERATURA EN LA LA DESNATURALIZACION
DE LA MAYORIA DE LAS SUSTRATO DE UNA ACTIVIDAD ENZIMATICA. EN LA REACCION

ENZIMAS. ENZIMA. CATALIZADA.



Introduccion

* Las reacciones catalizadas por enzimas
son sensibles a las condiciones del
medio. Cualquier factor que afecte la
probabilidad de choques efectivos, la
energia de activacion o la integridad de
la enzima modificara la velocidad de
reaccion y la actividad observada.



cQue es la polifenol oxidasa?

Enzima presente en vegetales como la papa,
manzana, platano.

Se encuentra en los plastidos (cloroplastos y
amiloplastos).

Pertenece al grupo de metaloenzimas.

Contiene 2 iones Cu?* en su sitio activo =
esenciales para su actividad.

® Dato clave: La feniltiourea inhibe la enzima
porque se une al cobre.




Funcion
biologica
en la papa

*Actlla como mecanismo de
defensa:

e Corte odano - se
rompen las células.

e PPO entra en contacto
con compuestos
fendlicos y oxigeno.

* (Oxida el catecol - forma
o-quinonas.

* Quinonas - polimerizan
a melaninas (pigmentos
pardos).

*Resultado: Pardeamiento
enzimatico que forma una
barrera protectora contra
patdgenos e insectos.




Tipos de inhibicio

Py
)

Inhibicién por Union a Inhibicidn por Inhibicidn por
Cofactor (Ej: Feniltiourea Desnaturalizacion (Ej: Degradacion
con el Cobre). Calor, solventes o acidos). Enzimatica (Ej: Proteasas).



Actividad 1: Extraccion de Polifenol
Oxidasa




Actividad
2:
Deteccio
n de la
actividad
oxidasa

Reactivo; Catecol
0.01 M como
sustrato.

La enzima oxida el
catecol a o-quinonas,

que se polimerizan
generando un color
pardo.

Control negativo: sin
sustrato o sin enzima
para comparar
cambios de color.




La reaccion global se puede escribir asi:

polifenol oxidasa

1
Catecol + 502

o-quinona + H>0O

En formula desarrollada seria:

1
CGH4(OH)2 + 502 — 06H4O2 = HQO

OH O

OH Catechol Oxidase

+ 02 —~ - D + 2H20




Actividad 3: Naturaleza proteica de la
polifenol oxidasa

Proteasa: degrada
proteinas,
inactivando la enzima
Si es proteica.

Feniltiourea: se une al
cobre presente en el
sitio activo,
inhibiendo la enzima.

Acido tricloroacético:
precipita proteinas,
reduciendo la
actividad.

Catecol usado como
sustrato para
evidenciar actividad
residual.




Actividad 4: Especificidad por
el sustrato

La enzima se prueba con diferentes

compuestos fenolicos (catecol,
fenol, quercetina, etanol como

control).

Se observa si ocurre cambio de

color, lo que indica oxidacion.

Demuestra que la enzima actua
sOlo sobre ciertos sustratos.




Actividad 5: Efecto de
desnaturalizacion
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