FACULTAD DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE QUfMICA
Asignatura: Bioquimica II
Ciencias de la salud

@ Titulo practica de laboratorio:
CINETICA ENZIMATICA DE LA CATALASA

©-0BJETIVOS
Generales:
X* Determinar la actividad de la enzima catalasa extraida de sangre humana.

Especificos:
X Determinar el efecto de la concentracion de sustrato sobre la velocidad de una reaccion enzimatica.

X+ Realizar las graficas de Michaelis-Menten y Lineweaver-Burk.
x> Comprendery determinar los valores de V_, vy K, de la enzima catalasa humana.

x> Integrar los conceptos de cinética enzimatica con el metabolismo.

GREFERENTES CONCEPTUALES

Como referentes conceptuales los estudiantes deberan consultar los siguientes topicos:

¢ ;Quéeslavelocidad de una reaccién enzimatica y como se afecta con la concentracion del sustrato? Describa
las tres posibles reacciones de un complejo ES.

+ ;Como se define la constante de Michaelis (K,) de una reaccion enzimatica?

« ;Como se define la velocidad maxima (V,,,) y la K., de una reaccién enzimatica?

« ;Porqué a menudo se usa una grafica de Lineweaver-Burk en vez de una de velocidad contra concentracion de
sustrato para determinarK,yV,.?

« ;Queson losinhibidores enzimaticos y cdémo funcionan?

» ;Paraqué le sirve a un médico la determinacion de la actividad de algunas enzimas?

@-MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

Materiales y equipos Reactivos
1. Pipeta automatica de 1000 pL. 1. Beaker de 50 mL. Buffer fosfato 0,02 M pH 6,8.
1. Pipeta de 5 mL. 1. Beaker de 100 mL. Solucién de H,0, en Buffer fosfato 0,02 M
1. Pipeta de 10 mL. 1. Beaker de 500 mL. pH 6,8: 0,5; % 1%; 2%; 4%; 6%.
2. Tubo de ensayo pequefio con 3. Erlenmeyers de 100 mL. | Agua destilada desionizada.
tapon. 1. Soporte universal. Soluciéon de H,SO, 6 N.
7. Tubo de ensayo grande (16x160). 1. Bafio maria. Solucién de KMnO, 0,1 M.
1. Gradilla (para tubos grandes). 1. Pipeteador. Hielo.
1. Tubo con muestra de sangre con 1. Bureta de 25mL.
anticoagulante. 1. Pinza para bureta.

Materiales que debe traer el estudiante

» 1 Marcador indeleble e 1. Cronbmetro
« Toallas absorbentes
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©-PROCEDIMIENTO

La actividad de la catalasa se medira mediante titulaciéon con permanganato de potasio del perdxido de
hidrogeno no digerido por la enzima, para la realizacion de los calculos se debera tener la siguiente reaccion:

2KMnO, + 5H,0, + 3HS0, —— 2MnSO, + K)SO, + 50, + 8H,0 (Ec. 1)
2MnSO, + 5H,0, + 6H —— 50, + Mn* + 8H,0 (Ec. 2)

1. Preparacion de la enzima

« Entubos de ensayo pequeiio dispensar 3 mL de agua destilada pre-enfriada en hielo.

e Agregar 300 pL de sangre venosa fresca con anticoagulante, taponar los tubos y homogenizar las soluciones
mezclando rapidamente por inversion.

¢ Adicionar 4 mL del buffer fosfato pH 6,8 a uno de los tubos y mezclar nuevamente el contenido de los dos
tubos.

» Mantener los tubos en un beaker con hielo hasta que haya marcado y preparado los tubos donde se llevaran a
cabo las reacciones.

2. Determinacion de la actividad enzimatica de la catalasa

 Para determinar las constantes de actividad enzimatica de la catalasa, prepare los tubos de reaccién como se
indicaen latabla 1.

« Calentaren el bafio mariaa 37 °Clos tubos por 5 min. Cada medicion debe serindependiente por lo tanto debe
cronometrar por separado el tiempo de reaccion (5 min) para cada tubo.

Tabla 1: Reaccion enzimatica de la catalasa con diferentes concentraciones de sustrato (H,0,)

Tubo No. Enzima pL 3 mL de H,0,
1 250 0,5 %
2 250 1%
3 250 2%
4 250 4 %
5 250 5 %
6 250 6 %

 Pasado el tiempo de reaccion, se agregan 1 mL el H,SO, 6 N en los tubos para detener la reaccion. Mezclar
suavemente porinversion.

« Tomar por separado 1 mL de cada reaccién enzimatica y colocarla en un erlenmeyer de 100 mL para titular el
H,0, remanente con el permanganato de potasio (KMn0Q,) 0,1 M. Titular las seis reacciones enzimaticas
anotando los mililitros de KMnO, gastados en cada una de ellas. La solucién en medio acido es estable por 30
minutos, por lo tanto las titulaciones deben realizarse dentro de ese lapso de tiempo. El punto final es la
aparicion de color rosado con la primera gota de permanganato en exceso.

Nota: Elcolorrosa se mantiene por mas de un minuto después del punto final.

Realizar los calculos correspondientes y completar la tabla 2 con los datos obtenidos. Realizar las graficas de
Michaelis-Menten y la gréfica de Lineweaver-Burk calcule las constantes enzimaticas V,,, y K,,.
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Tabla 2: Recopilacion de datos experimentales.

Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4 Tubo 5 Tubo 6

mL KMnO, gastados

pmoles H,0, inicial

pmoles H,0, residuales

pmoles H,0, descompuestas

[H.0,] inicial (pM)

V, (HM/min)

1/[H.0,]

1/v

@-PREGUNTAS DE PROFUNDIZACION

1. ;En qué procesos celulares se produce H,0, y con qué mecanismos cuenta el organismo para controlar la
formacion de H,0, y otros radicales libres?

2. ;Quésonisoenzimasy que importancia presentan en clinica? Cite dos ejemplos.

3. Beber metanol puede producir ceguera al ser humano, asi como acidosis grave potencialmente mortal. El metanol
es toxico debido a que en el higado se convierte en formaldehido y acido formico por las enzimas alcohol
deshidrogenasay aldehido deshidrogenasa. El envenenamiento con metanol se trata con dialisis e infusiones de
bicarbonato y etanol. Explique por qué se utiliza cada tratamiento. ;Qué tipo de inhibicion se presenta cuando
se realiza el tratamiento con etanol?

4. Explicarel mecanismo de accién de la penicilina en la inhibicion irreversible de la sintesis de la pared bacteriana.
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