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As reacdes quimicas celulares séo catalisadas por determinado tipo de
proteina denominadas enzimas. Estes compostos sédo catalisadores muito mais
eficientes que qualquer catalisador inorganico e séo sintetizados pela propria
célula. A atividade enzimatica pode ser avaliada medindo-se a velocidade de
desaparecimento do substrato ou a velocidade de aparecimento do produto. A
eficiéncia com que uma enzima catalisa uma reac¢do quimica (ou atividade
enzimatica) depende de Vvérios fatores, tais como tempo de reacdo,
concentragdo de enzima, concentracdo de substrato, temperatura, pH do meio
e presenca de substancias inibidoras e/ou cofator. Para exemplificar os
conceitos acima, consideraremos 0 grupo das amilases. Na natureza séo
encontrados basicamente trés grupos de amilase: a-amilase, b-amilase e
glicoamilase.

1 - A beta amilase (1,4 glicano-maltohidrolase, E.C.3.2.1.2) encontrada nas
plantas (malte), hidrolisa ligacdes glicosidicas de polissacarideos, removendo
sucessivas unidades de maltose. Ataca o amido, glicogénio, poli e
oligossacarideos nas extremidades terminais ndo redutoras do polissacarideo.
E uma exoamilase.

2 - A glicoamilase (1,4 glicano-glico hidrolase, E.C.3.2.1.3) encontrada no
sangue, fungos, bactérias e tecidos animais, atua sobre o amido, glicogénio,
poli e oligossacarideo, removendo sucessivas unidades de glicose. E uma exo-
amilase.

3 - A a-amilase (1,4 glicano 4 glicano hidrolase, E.C.3.2.1.1) é encontrada na
saliva e suco pancreatico (amilase salivar = ptialina e pancreatica),nos animais,
plantas, fungos e bactérias. Esta enzima hidrolisa as ligacGes glicosidicas do
amido, glicogénio, poli e oligossacarideos (substratos polissacarideos) ao
acaso. E uma endo-amilase.

Como resultado da acdo ndo ordenada da amilase salivar sobre o0s
polissacarideos, obtém-se rapidamente uma mistura muito complexa de
produtos de hidrdlise que incluem: amido sollvel, eritrodextrina, acrodextrina,
maltodextrina, maltose e glicose, que com a solucdo de lugol podem ser
diferenciadas de acordo com a coloracdo apresentada, azul intenso-purpura,
vermelho-castanho e incolor. Portanto para o reconhecimento da atividade
amilasica, tem-se usado, tradicionalmente, 2 critérios:

- a reatividade com i6do, para as dextrinas (avaliacdo do desaparecimento do
substrato).

- a reatividade com solugbes acido 3,5- dinitrossalicilico (DNS) para produtos
indicada para acucares redutores. Baseia-se na reducao do acido 3,5-

dinitrosalicilico a acido 3-amino-5nitrosalicilico resultando em um complexo de
coloracéo laranja. A lise do amido resulta em malto-dextrinas, que possui uma
ponta redutora. Quanto mais produto é formado, mais pontas redutoras ficardo



disponiveis no meio de reacdo intensificando a mudanca de coloracdo do
DNS.com poder redutor: a maltose e glicose.

Nos experimentos abaixo, o procedimento usado para verificar a agao da
amilase salivar e de intestinos de insetos (Tenebrio molitor) sobre o substrato
amido, em funcéo da reatividade com solugéo de iodo ou DNS.

Prética 01: Separacéao por Eletroforese.

Para esta pratica sera utilizado uma corrida eletroforética em gel de
poliacrilamida na concentracao de 12% contendo um agente sem desnaturante
o Docetil Sulfato de Sédio (SDS). O SDS-PAGE 12%, j& polimerizado receberéa
25 pL da mistura de amostra enzimatica com o tampdo de amostra (3:1). A
corrida ocorrera sob refrigeracdo a voltagem constante de 200 V.

Apos a corrida as enzimas serdo renaturadas em Triton X-100, por 15
minutos, seguido de incubagdo no substrato tamp&o por 30 minutos. A
revelacdo da atividade sera com o lugol 0,2%.

Esquema de incubagéo:

Pocgol Pocgo 2 Pogo 3 Poco 4 Poc¢o 5 Poco 6 Pogo 7 Poco 8 Poc¢o 9 Poc¢o 10

Pratica 02: Identificacdo do Aparecimento de Compostos Redutores (DNS)

Para esta pratica sera utilizado o reagente DNS para identificar os
produtos formados a partir da hidrolise do amido. Sera realizado uma curva de
aumento na quantidade de produto formado.

Esquema de Incubacéao:

Tubo Amostra | Substrato | At (min) | DNS (uL) | Aquecimento
(uL) tampéo (min)
(pL)
50 50 200 5
50 50 200 5
50 50 200 5
50 50 200 5
50 50 200 5
50 50 200 5
50 50 200 5
50 50 200 5

A reacdo com o DNS é catalisada pela fervura, sendo que apos a
revelacdo devem ser acrescentados 200 pL de agua destilada em todos os
tudo, seguido de leitura em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 550
nm.




Resultados:

Tubo At (min) | Absorbéancia

Pratica 03: Identificagdo do Desaparecimento do Amido (Lugol)

Preparar 10 tubos, gotejar em cada um dos tubos 2 gotas (com conta-
gotas) de solucédo de lugol e 1 mL de agua destilada (bateria de tubos para
reacao de coloracdo com iodo).

- Colocar em um Becker pequeno (capacidade de 50 ou 100 mL) bem limpo e
seco: 5 mL de SOLUCAO DE AMIDO + 2 mL de SOLUCAO TAMPAO
FOSFATO + 2 mL de SOLUCAO de NaCl a 1% + 1 mL de agua destilada =
SISTEMA DE INCUBACAO sem a amilase. Homogeneizar bem.

- Retirar 2 gotas (com conta-gotas) do sistema de incubacéo acima preparado,
gue deverdao ser transferidas para o primeiro tubo contendo lugol diluido.
Homogeneizar.

- Adicionar saliva diluida ou homogeneizado de intestino de inseto, 1 mL, e
comecar a marcar o tempo neste instante ao copo Becker contendo o sistema
de incubacdo sem a enzima. Homogeneizar sem agitacao.

Apés 1 minuto, retirar 2 gotas deste sistema de incubacé&o para o tubo 2 da
bateria de reacdo com iodo.

- Repetir o procedimento a cada 1 minuto (ou seja, coletar 2 gotas (com conta-
gotas) do sistema de incubacdo de amilase para cada um dos outros 8 tubos
da bateria), ou em intervalos menores se a atividade for muito alta, anotando
sempre o tempo.

- Adicionar 5 ml de agua destilada em cada um destes tubos contendo lugol e
homogeneizar. Caso a coloracao dos primeiros tubos for muito intensa (leitura
nao permitida no aparelho), adicionar mais 7 mL de agua destilada em cada
com coloracao muito intensa.

- Ler as densidades oticas (ou absorbancias) das amostras contendo lugol em
filtro vermelho ou a 680nm



Resultados:

Tubo At (min) | Absorbéancia
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