Atividade Enzimatica - Ascorbato Oxidase (PAX)

Para Sucos de Fruta

AWA:Q‘WDP

Espectrofotometro + Cubeta de Quartzo
Vortex (Agitador de Tubos)
Centrifuga Refrigerada

O procedimento necessita de trés solugdes: Solugdo 0,10 M de Tampao Fosfato pH
7.0 com EDTA (0.1 mol/L), Solucdo de Acido Ascérbico (0,015 M) e Solugdo de H,0;
(0,03%).

Para produzir a Solugdo 0,10 M de Tamp3do Fosfato pH 7.0 com EDTA (0.1 mol/L)
deve-se produzir antes as solugdes: Solucao 0,10 M de Fosfato de potassio
monobasico (KH,PO4) e Solu¢do 0,10 M de Fosfato de potassio dibdsico (K2HPOa).

Solucdo 0,10 M de Fosfato de potdssio monobdsico (KH2POa)
Cada amostra requer mais ou menos 6 mL de solucao
Para 100 mL de solugdo = 1,36 g Fosfato de Potdssio Monobdsico
Para 250 mL de solugdo = 3,40 g Fosfato de Potdssio Monobdsico
Obs: Usada para fazer a solugdo tampdo fosfato pH 7.0

Solucdo 0,10 M de Fosfato de potassio dibasico (Kx2HPO4)
Cada amostra requer 11 mL de solucdo
Para 100 mL de solugdo = 1,74 g Fosfato de Potdssio Dibasico
Para 250 mL de solugdo = 4,35 g Fosfato de Potdssio Dibasico
Obs: Usada para fazer a solugdo tampdo fosfato pH 7.0

Solucdo 0,10 M de Tampao Fosfato pH 7.0
Cada amostra requer 12 mL de solucao
Para 100 mL de solugdo = 100 mL da solucdo de fosfato dibasico
Para 250 mL de solugdo = 250 mL da solucdo de fosfato dibasico
Ajustar o pH para 7.0 adicionando pouco a pouco a solugao 0,10 M de
fosfato monobasico (aproximadamente 60 mL de fosfato monobasico para
cada 100 mL do fosfato dibasico)
Obs: Usada para fazer a solugdo tampdo fosfato pH 7.0 com EDTA
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Preparagao

Solugdo 0,10 M de Tampdo Fosfato pH 7.0 com EDTA (0.1 mol/L)
Cada amostra requer 10 mL de solucao
Para 100 mL de solugdo = 100 mL da solugdo tampao fosfato pH 7.0
2,92 g de EDTA
Para 250 mL de solugdo = 250 mL da solugdo tampao fosfato pH 7.0
7,30 g de EDTA

Solugdo de Acido Ascérbico (0,015 M)
Cada amostra requer 0,05 mL de solucdo
Para 50 mL de solu¢do = 50 mL de 4gua
0,13 g de acido ascdrbico

Solugdo de H,0, (0,03%)
Cada amostra requer 0,05 mL de solugao
Para 100 mL de solugdo = 0,1 mL de H,0; 30%

Prepare a referéncia (branco) e todas as amostras ao mesmo tempo. Prepare
cada uma em um tubo de ensaio e ao final transfira rapidamente para as
cubetas de acrilico ou quartzo.

Referéncia (Branco)

Adicionar 0,30 mL de agua destilada

Adicionar 1,10 mL de tampao fosfato pH 7.0 com EDTA

Adicionar 0,05 mL de solugdo de H;0;

Adicionar 0,05 mL de solugdo de acido ascérbico

Obs: Esta sequéncia é extremamente importante. Siga a sequéncia.

Amostras (Fase sobrenadante do centrifugado)

Adicionar 0,30 mL de suco

Adicionar 1,10 mL de tampao fosfato pH 7.0 com EDTA

Adicionar 0,05 mL de solu¢do de H;0;

Adicionar 0,05 mL de solucdo de acido ascérbico

Obs: Esta sequéncia é extremamente importante. Siga a sequéncia.

Agitar rapidamente e transferir para cubeta

Obs: Esta é uma reagdo quimica rdpida. Se demorar demais entre preparar as
amostras e fazer as leituras, todo o procedimento poderd néo dar certo.
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Leitura

Observagoes

9

Referéncia

Ler absorbancia em espectrofotémetro usando cubeta de acrilico ou quartzo
Leitura a 265 nm a cada 30 s por 5 min

Fazer grafico Abs x tempo
Ajustar uma reta aos pontos — usar somente os pontos que estiverem na faixa

linear do grafico

A atividade serd proporcional ao coeficiente angular da reta

Caso nao haja variag¢ao na leitura

Pode ser necessdrio aumentar a quantidade de amostra inicial (pouca
enzima na fruta) — o ideal é fazer testes inicias com 0,10 mL, 0,30 mL,
0,50 mL e 1,00 mL de suco e verificar a melhor op¢ao para a quantidade
de amostra a ser utilizada.

Pode ser que a fruta ndo tenha quantidade significativa da enzima —
verificar dados de literatura

O tampdo 0,10 M de Tampao Fosfato pH 7.0 com EDTA pode ser guardado por
longos periodos de tempo em geladeira.

O acido ascorbico e a dgua oxigenada servem como substrato para a enzima.

Reacao:
H,0; + Ac.Ascorbico = H,0 + Monodesidroascorbato

(Nakano & Asada, 1980)

Nakano, Y., & Asada, K. (1980). Spinach chloroplasts scavange hydrogen
peroxide on llumination. Plant Cell Physiology, 21, 1295-1307.

Procedimentos NADP .



