Practicas 5y 6:
Factores que afectan
la velocidad de una
reaccion catalizada
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Practica 5: Objetivos

£ 77

R

- RELACIONAR LA - DETERMINAR LA - CALCULAR ENERGIA DE
TEMPERATURA CON LA TEMPERATURA OPTIMA DE ACTIVACION Y
VELOCIDAD CATALITICA. REACCION. PARAMETROS CINETICOS.



Practica
5: Enzima
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e Enzima: Fosfatasa acida
del germinado de trigo.

e Sustrato: para-nitrofenil
fosfato (pNPP).

e Reaccion: pNPP - para-
nitrofenol (pNP) + fosfato.

e Indicador: pNP (amarillo
en medio alcalino).



Practica 5:

Metodologia

1. Extraccion de fosfatasa del
germen de trigo.

2. Preparacion de bafios a
distintas temperaturas (0—100 °C).

3. Preparacion de tubos con
sustrato + enzima o blanco.

4. Incubacion 5 min - detener
con NaOH.

5. Medicion de absorbancia a 405
nm.



. e E|l producto pNP
3 absorbe fuertemente

4/ a 405 nm.

Practica 5:
Justificacion
espectrofotométrica




Practica 6: Objetivos
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- Evaluar el efecto del pH en - Determinar el perfil de
la actividad enzimatica. actividad en funcién del pH.
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e Enzima: Glutamato

Pra' ctica deshidrogenasa.

6: Enzima

., e Reaccion: reduccion/oxidacion
reaccion con consumo de NADH.

clave
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Practica 6:
Metodologia

1. Preparacion de buffers
fosfato con distintos pH
(5.8-9.0).

2. Mezcla de reactivos del
kit.

3. Ajuste del

espectrofotometro a 340
nm.

4. Iniciar reaccion con urea

5. Registrar absorbancia
cada 10 s por 3 min.
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Practica 6: Justificacion
espectrofotomeétrica

e EL NADH ABSORBE A e LA DISMINUCION DE
340 NM, MIENTRAS QUE ABSORBANCIA REFLEJA EL
EL NAD+ NO. AVANCE DE LA REACCION.




Comparacion de practicas

i\Ta

e Temperatura: afecta la * pH: modifica el estado de
velocidad de colisiones y ionizacion de residuos
estabilidad enzimatica. cataliticos.
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e Ambos factores determinan
condiciones dptimas de
catalisis.
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