Practica 4:
Determinacion de la
velocidad inicial de
una reaccion
enzimatica



Propositos

* MONITOREAR EL CURSO * DETERMINAR LA VELOCIDAD « EXPRESAR ACTIVIDAD
TEMPORAL DE UNA REACCION INICIAL DE REACCIONES. ENZIMATICA EN UNIDADES
ENZIMATICA. INTERNACIONALES Y ACTIVIDAD

ESPECIFICA.



Introduccion




Materialesy
Reactivos

* Semilla de sandia molida
(fuente de ureasa).

* Urea 0.2 M (sustrato).

» Indicador rojo de fenol.

» Reactivo de Bradford y
estandar de ovoalbUumina.

 Espectrofotometro y
micropipetas.




Actividad 1: Extraccion
de la ureasa

1. Homogeneizar semilla de sandia

en agua.

* 2. Centrifugary recuperar
sobrenadante (extracto
enzimatico).

* 3. Mantener en hielo.

* 4. Cuantificar proteinas con

método de Bradford.




- —

.
| \ L Actividad 2: Monitoreo
de reaccion

* +Preparar celdas cony sin enzima.

< ]niciar reaccidén con extracto
enzimatico.

* Medir absorbancia a 560 nm
cada 30 seg por 5 min.

* « Graficar Abs vs. tiempo y calcular
velocidad inicial.




Actividad 3:
Efecto de la

[Sustrato]

 Preparar reacciones con
distintas concentraciones de

urcd..
* i IClar con extracto

enzimatico.

* Medir absorbancia a 560 nm
cada 30 seg por 2 min.

* Calcular velocidades
iniciales.

 Graficar velocidad vs.
[sustrato] y obtener
parametros cinéticos.




Actividad 4: Discusion

* Proponer
experimento para
coeficiente de
extincion molar.

» Comparar velocidad
cony sin enzima.

* Analizar saturacion
de la enzima.

* Calcular
parametros cinéticos
por ajuste lineal y no

lineal.



Conclusiones

« COMPRENDER COMO * RELACIONAR LA « APLICAR METQDOS
MEDIR LA VELOCIDAD CONCENTRACION DE ESPECTROFOTOMETRICOS
INICIAL DE UNA REACCION SUSTRATO CON LA PARA EL ANALISIS

ENZIMATICA. VELOCIDAD. ENZIMATICO.
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