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RESUMEN

En la presente préctica se plantea realizar un estudio cinético de la
actividad invertasa, que comprendera la determinacion de velocidades
iniciales asi como estudios del efecto de los siguientes factores en la
actividad enzimética: 1) concentracion del enzima; 2) pH, con
establecimiento del rango de valores de pH en el que el enzima es activo y
determinacion del pH optimo; 3) temperatura, con establecimiento del
rango de valores de temperatura en el que el enzima es activo y
determinacion de la temperatura 6ptima, energia de activacién y valor del
coeficiente de temperatura Qio; Yy 4) concentracion de sustrato, con
establecimiento del modelo cinético (michaeliano o cooperativo) y
determinacion de los parametros cinéticos del enzima.

Palabras clave: ecuacion de Eadie-Hofstee, ecuacién de Hill, ecuaciéon de
Lineweaver-Burk, representacion de Arrhenius.

Abreviaturas empleadas (por orden alfabético de abreviatura). A.O.= abscisa
en el origen; DNS: dinitrosalicilico; Int= interseccion con el eje =0Y; Kp:
constante de Michaelis; Pte= pendiente; Vmax: velocidad maxima.

1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

1.1. Determinacion de velocidades iniciales

La actividad catalitica de un enzima se determina midiendo la velocidad
inicial de reaccion, que es la pendiente de la curva de progreso (curva de
producto formado ¢ sustrato transformado frente al tiempo) en el tiempo cero
(Fig. 1). Inicialmente, las reacciones transcurren linealmente, pudiéndose tomar
la pendiente de esta recta como velocidad inicial. A tiempos mas largos, el
progreso de la reaccion se aparta de la linealidad. Esta caida de la velocidad
de reaccion se debe a la disminucion significativa de la concentracion de
sustrato, aunque también pueden influir otros factores como el aumento de la
concentracion de producto, cambios de pH, inactivacion del enzima, etc. La
maxima fiabilidad en la determinacion de la actividad de un enzima la
suministra el valor de velocidad inicial o velocidad durante el tramo inicial de
progreso lineal de la reaccion.



Figura 1. Curva de progreso de una
reaccion enziméatica. Obsérvese
cémo, inicialmente, se produce una
disminucién de sustrato, o aparicién de
producto, que es lineal con el tiempo
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1.2. Efecto de la concentraciéon de enzima sobre la actividad enzimatica

De forma general, la velocidad de una reaccidn catalizada enzimaticamente
es proporcional a la cantidad de enzima en la mezcla de ensayo, segun:

V = Vimax[S]/(Km + [S]) = K'[Eq] Vimax = Keat [Eo]

1.3. Efecto del pH sobre la actividad enziméatica

La actividad de un enzima se ve afectada por el pH al cual se lleva a cabo la
reaccion. La curva actividad-pH puede ser diferente para cada tipo de enzima
(Fig. 2). En el caso més general la curva tiene forma de campana. El valor de
pH al cual la actividad es maxima se denomina pH optimo; dicho pH no tiene
porqué coincidir con el pH intracelular. La relacion entre el pH y la actividad
depende del comportamiento &cido-base del enzima y del propio sustrato.
Sustrato y enzima (centro activo) pueden contener grupos funcionales acidos y
basicos, siendo su grado de disociacion dependiente del pH, lo que
determinara, entre otros aspectos, la conformacién de la proteina, la capacidad
de union del sustrato al centro activo del enzima (Kn,) y la capacidad de
transformacion del sustrato (kca). LOS estudios cinéticos a diferentes valores de
pH nos proporcionan informacion sobre el mecanismo catalitico de los enzimas
y la naturaleza de los amino&cidos més directamente implicados en la catalisis.
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Figura 2. Efecto del pH sobre
4] la actividad de diversos
enzimas.
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1.4. Efecto de la temperatura sobre la actividad enzimatica

La velocidad de una reaccién enzimética varia al aumentar la temperatura
de acuerdo a lo indicado en la Fig. 3, donde se representa una tipica curva de
actividad enzimatica/temperatura. Tal dependencia refleja un doble efecto de la
temperatura: positivo a bajos valores, debido al incremento general que
experimenta la velocidad de cualquier reaccion quimica al hacerlo la
temperatura, y negativo a valores altos, debido a la desnaturalizacién térmica
del enzima. Esto es, la velocidad de una reaccién enzimatica se incrementa al
aumentar la temperatura dentro de un determinado rango, alcanzando un valor
méaximo a la denominada temperatura optima. A valores superiores la actividad
disminuye debido a que el enzima, como cualquier otra proteina, sufre
procesos de desnaturalizacién y, por lo tanto, de inactivacién. Durante la fase
de incremento de la velocidad, la relacion entre ésta y la temperatura viene
determinada por la ecuacion de Arrhenius:

v =k e FRT Inv=Ink-Ea/RT

Ea es la energia de activacion, R la constante de los gases (1,9872 cal K*
mol™; 8,3145 J K* mol™?) y T la temperatura absoluta (K). El valor de Ea se
puede calcular a partir de la representacion de Arrhenius (Fig. 4).

Otro pardmetro que se utiliza para cuantificar el efecto de la temperatura es
el coeficiente de temperatura (Qi0), que se define, para una temperatura dada
(p. €j. 25 °C), como el factor de incremento de la velocidad de reaccion cuando
la temperatura se incrementa 10 °C.

(Q10)t = Vir10/Vi
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Figura 3. Efecto de la temperatura sobre la actividad enzimatica. El panel izquierdo
muestra la respuesta de la actividad enzimatica (velocidad de reaccién) a la temperatura y el
derecho la representacion de Arrhenius para el célculo de la energia de activacion (E,).



1.5. Efecto de la concentracién de sustrato sobre la actividad enziméatica

En la Fig. 4 se representa el efecto de la concentracion de sustrato sobre la
velocidad de una reaccion catalizada enziméaticamente. Este comportamiento
cinético, conocido como curva de saturacion hiperbdlica por el sustrato,
constituye la norma seguida por la mayoria de los enzimas, los denominados
enzimas michaelianos. Como principal desviacion, algunos enzimas muestran
curvas sigmoideas, en vez de hiperbdlicas, de saturacion por el sustrato (caso
de algunos enzimas cooperativos o alostéricos).

El anterior modelo cinético se ajusta a la ecuacion:
V =Vnax [S]/ (Kn +[S])

donde K, es la constante de Michaelis e indica la afinidad del enzima por su
sustrato, ¥ Vmax €S la velocidad maxima e indica la capacidad catalitica.

La determinacion de los anteriores parametros cinéticos (Vmax Y Km) se
puede realizar utilizando las representaciones de Lineweaver-Burk (1/v : 1/[S])
y de Eadie-Hofstee (v : V/[S]), (Fig. 5).
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Ecuacion de Linewever-Burk: 1/v = 1/Vmax + Kn/Vmax 1/[S]

Ecuacion de Eadie-Hofstee: v= Vmax — Km V/[S]

concentracion de sustrato sobre
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Figure 5. Representaciones de Lineweaver-Burk (panel izquierdo) y de Eadie-Hofstee
(panel derecho).

De acuerdo con lo anterior, los objetivos de la practica son los siguientes:
e Determinacion de velocidades iniciales de reaccion.

e Determinacion del efecto de la concentracidon del enzima sobre la
actividad enzimética.

e Estudio del pH sobre la actividad invertasa. Céalculo del rango de pH en
el que el enzima es activo y de su valor de pH 6ptimo.

e Estudio del efecto de la temperatura sobre la actividad enzimatica.
Célculo del rango de temperatura en el que el enzima es activo y de sus
valores de T dptima, energia de activacion y coeficiente Qo.

e Estudio del efecto de la concentracién de sustrato sobre la actividad
invertasa. Establecer el modelo cinético (michaeliano o cooperativo) y
determinar los parametros cinéticos Vmaxy Km.

2. MATERIAL Y REACTIVOS
2.1 Material
2.1.1 Material de uso general

e Balanza (sensibilidad de 1 mg)

e Bafios termostaticos (5)

e Bloque seco o bafio de agua hirviendo
e Centrifuga preparativa

¢ Espectrofotdmetro/Colorimetro

e Homogeneizador

e pH-metro



2.1.2 Material para cada grupo

Botes de plastico para muestras biolégicas
Cubetas de plastico para el espectrofotometro (6)
Frasco lavador para agua desionizada

Gradilla con tubos de ensayo de 15x1,5 cm
Gradilla con tubos de ensayo de tapdn de rosca 9,5x1 cm
Guantes de latex

Juego de pipetas autométicas (0,01, 0,1y 1,0 ml)
Juego de pipetas de vidrio (0,1, 0,5, 1,0 y 5,0 ml)
Papel de filtro

Pipetas Pasteur de plastico

Probetas de 10, 100 y 250 m|

Rotulador de vidrio

Vasos de precipitado de 50, 100 y 250 ml|

Tijeras

2.2 Reactivos

Acetato sddico

Acido acético

Acido clorhidrico
Nescofilm

Preparado liofilizado de invertasa de levadura
Reactivo de Bradford
Reactivo de DNS

Acido 2,3-dinitrosalicilico
Tartrato sodico potasico
Hidroxido sodico
Sacarosa

Tris

3. PROCEDIMIENTO
3.1 Determinacion de velocidades iniciales.
Preparar 5 series de tubos (1 blanco y 2 problemas para cada serie o tiempo

de incubacién) con las mezclas de ensayo indicadas en la Tabla 1. Las
mezclas de ensayo se incuban a 55 °C durante 5, 10, 15, 20 y 30 minutos.



Tabla 1. Mezcla de ensayo estandar para la determinacién de la
actividad invertasa.

Componentes Blanco Problema

b (blanco de sustrato) (x2)

Sacarosa 0,2 M 0.0 1.0
(ml)

Tampon acetato 0,1 M, pH 5 20 20
(ml)

Agua destilada 20 1.0
(ml)

Extracto enzimatico 100,0 100,0

(1)

Pasado el periodo de incubacion se toma 0,1 ml de cada tubo y se le afiade
1 ml del reactivo DNS, incubandose posteriormente a 100 °C durante 10
minutos. Enfriar y determinar la absorbancia a 570 nm de la mezcla problema
utilizando como blanco la mezcla de ensayo del blanco de sustrato. A partir de
los valores de absorbancia y tiempo de incubacion se pueden determinar los
valores de actividad enzimatica. Alternativamente, se puede preparar una Unica
serie de tubos, tomandose a los intervalos de tiempo indicados alicuotas de 0,1
ml que se verteran sobre 1 ml de reactivo DNS, previamente dispensado en un
tubo de ensayo de tapdn de rosca, mezclandose inmediatamente para detener
la reaccién enzimatica.

3.2. Efecto de la concentracién de enzima sobre la actividad invertasa

Preparar 5 series de tubos (1 blanco y 2 problemas para cada serie 0
concentracion de enzima), conteniendo diferentes volimenes de extracto
enzimatico, tal como se indica en la Tabla 2. Las mezclas de ensayo se
incuban a 55 °C durante 15 minutos. Pasado el periodo de incubacion se toman
0,1 ml de cada tubo y se le afiade 1 ml del reactivo DNS, incubandose
posteriormente a 100 °C durante 10 minutos. Enfriar y determinar la
absorbancia a 570 nm de la mezcla problema utilizando como blanco la mezcla
de ensayo del blanco de sustrato. A partir de los valores de absorbancia y
tiempo de incubacion se pueden determinar los valores de actividad
enzimatica.

Tabla 2. Volumenes de extracto y agua destilada a afiadir a las diferentes
mezclas de ensayo para la determinacién del efecto de la concentracion
de enzima sobre la actividad invertasa.

1 2 3 4 5
B/P B/P B/P B/P B/P

2,0/1,0 1,9/0,9 1,8/0,8 1,7/0,7 1,6/0,6

Mezcla de ensayo

Agua destilada
(ml)
Extracto enzimético

diluido 1:4 (ml) 0,1/0,1 0,2/0,2 0,3/0,3 0,4/0,4 0,5/0,5
Nota: En todos los casos los blancos (B) recibiran 2,0 ml de tampdn acetato y
los problemas (P) 2,0 ml de tampdén y 1,0 ml de sacarosa 0,2 M .

3.3. Efecto del pH sobre la actividad invertasa

Preparar 5 series de tubos (un blanco y dos problemas para cada serie o
valor de pH). En cada serie de tubos se utilizardn las mezclas de ensayo
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indicadas en la Tabla 1, afiadiendo a cada serie tampon de diferentes valores
de pH (4,0- 4,5- 5,0- 5,5y 7,0). Las mezclas de ensayo se incuban a 55 °C
durante 15 minutos. Pasado el periodo de incubacion, se toman 0,1 ml de cada
tubo y se le afade 1 ml del reactivo DNS, incubandose posteriormente a 100
°C durante 10 minutos. Enfriar y determinar la absorbancia a 570 nm de la
mezcla problema utilizando como blanco la mezcla de ensayo del blanco de
sustrato. A partir de los valores de absorbancia y tiempo de incubacion se
pueden determinar los valores de actividad enzimatica.

3.4. Efecto de la temperatura sobre la actividad invertasa

Preparar 5 series de tubos (un blanco y tres problemas para cada serie 0
valor de temperatura). En cada serie de tubos se utilizaran las mezclas de
ensayo indicadas en la Tabla 1. Incubar las mezclas de ensayo a temperatura
ambiente (25 °C), 35, 45, 55, y 65 °C durante 15 min. Pasado el periodo de
incubacion se toman 0,1 ml de cada tubo y se le aflade 1 ml del reactivo DNS,
incubandose posteriormente a 100 °C durante 10 minutos. Enfriar y determinar
la absorbancia a 570 nm de la mezcla problema utilizando como blanco la
mezcla de ensayo del blanco de sustrato. A partir de los valores de
absorbancia y tiempo de incubacion se pueden determinar los valores de
actividad enzimatica.

3.5. Efecto de la concentracion de sustrato sobre la actividad invertasa

Preparar 6 series de tubos (un blanco y dos problemas para cada serie), en
cada serie de tubos se afiadira sacarosa a una concentracion diferente. La
preparacion de una gama de soluciones de sacarosa 2-100 mM se realizara
siguiendo las indicaciones de la Tabla 3.

Preparar las mezclas de ensayo que se indican en la tabla 1 (un ensayo
para cada una de las concentraciones de sustrato). La mezcla de ensayo se
incuba a 55 °C durante 15 minutos. Pasado el periodo de incubacion se toman
0,1 ml de cada tubo y se le afiade 1 ml del reactivo DNS, incubandose
posteriormente a 100 °C durante 10 minutos. Enfriar y determinar la
absorbancia a 570 nm de la mezcla problema utilizando como blanco la mezcla
de ensayo del blanco de sustrato. A partir de los valores de absorbancia y
tiempo de incubacion se pueden determinar los valores de actividad
enzimatica. Cuando en el ensayo se utilicen concentraciones altas de sacarosa
es fundamental que la mezcla de ensayo se agite periédicamente durante el
tiempo de incubacion.

Tabla 3. Preparacion de soluciones de sacarosa de diferente
concentracion.

[Sacarosa] en la [Sacarosa] afadida a Solucién stock
mezcla de ensayo la mezcla de ensayo de sacarosa Dilucién

(mM) (mM)* (mM)
2,5 10 20 1:2
5,0 20 200 1:10
10,0 40 200 15
20,0 80 200 1:2,5
50,0 200 200 Ninguna

100,0° 200 200 Ninguna




"Las diferentes concentraciones se prepararan por dilucién con agua destilada
de soluciones stock de sacarosa 200 mM y 20 mM (esta Ultima preparada por
dilucién 1:10 de la primera).

’Para esta concentracion, la mezcla de ensayo problema contendra, en vez de
lo indicado en la Tabla 1, 2 ml de sacarosa y 1 ml de tampédn.

4. RESULTADOS ESPERADOS

Los resultados de progreso de la reaccién durante 30 min (Fig. 6) y con
adicion de hasta 0,5 ml de extracto enzimatico diluido 1:4 (Fig. 7) muestran
respuestas lineales en los rangos estudiados.

Invertasa: [P] vs t Tiempo

(min) A570

y = 0,0346x + 0,0074 0 00

R?=0,998

5 0,185+0,040

10 ]0,373%0,072

A570
o
o

15 0,499+0,044

\ \ 20 0,714+0,188
0 10 20 30

Tiempo (min) 30 1,043+0,102

Figura 6. Curva de progreso de la reaccion de la invertasa. Muestras (0,1 ml) de extracto
enzimatico se incubaron en las condiciones estandar de ensayo de actividad (Tabla 1) durante
distintos tiempos (entre 0 y 30 min), tras lo cual se tomaron 0,1 ml que se afiadieron a 1 ml de
reactivo DNS, incubandose posteriormente a 100 °C durante 10 minutos. Tras enfriar se
determind la absorbancia a 570 nm. Los valores representados son medias + DE de muestras por
duplicado de nueve experiencias independientes.



Invertasa: Actividad vs [E] Volumen
extracto A570
0,8 - (ml)
y =1,4058x + 0,0043
R? = 0,9983 0 0+0

0,1 0,161+0,068

,9
< 0,2 0,270+0,102
0,3 0,423+0,129
0 ‘ ‘ ‘ 0,4 0,574+0,135

0 0,2 0,4 0,6

Cantidad de enzima (ml) 0,5 0,706+0,166

Figura 7. Efecto de la concentracién de enzima y actividad invertasa . Se prepararon
muestras de ensayo conteniendo distintos volimenes (entre 0 y 0,5 ml) de extracto enzimatico
diluido 1:4 (Tabla 2), que se incubaron a 55 °C durante 15 min, tras lo cual se tomaron 0,1 ml
gue se afiadieron a 1 ml de reactivo DNS, calentandose posteriormente a 100 °C durante 10
minutos. Tras enfriar se determind la absorbancia a 570 nm. Los valores representados son
medias + DE de muestras por duplicado de seis experiencias independientes.

Las respuestas de la actividad invertasa al pH (Fig. 8) y temperatura de
incubacion (Fig. 9), indican valores Optimos para 4,5-5,0 y 45-55°C,
respectivamente.

Invertasa: Actividad vs pH
pH A570

0,6 -

05 4,0 0,372+0,101
0,4

o 4,5 0,496+0,158
5 03

<

0,2 | 5,0 0,479+40,125
0,1

o 55 0,214+0,059

3 4 5 6 7
pH 7,0 0,019+0,027

Figura 8. Efecto del pH en la actividad invertasa . Se prepararon muestras de ensayo
estandar pero con diferentes valores de pH (entre 4,0 y 7,0), que se incubaron a 55 °C durante
15 min, tras lo cual se tomaron 0,1 ml que se afadieron a 1 ml de reactivo DNS, calentandose
posteriormente a 100 °C durante 10 minutos. Tras enfriar se determiné la absorbancia a 570
nm. Los valores representados son medias + DE de muestras por duplicado de seis experiencias
independientes.
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Inversasa: Actividad vs T
Temperatura
(°C) A570
0,8 -
25 0,261+0,111
0,6
o 35 0,430+0,118
5 04
<
45 0,709+0,235
0,2
o 55 0,626+0,1116
20 30 40 50 60 70
Temperatura (°C) 65 0,109+0,028

Figura 9. Efecto de la temperatura en la actividad invertasa . Se prepararon muestras de
ensayo estandar (Tabla 1) que se incubaron a diferentes temperaturas (entre 25 y 65 °C)
durante 15 min, tras lo cual se tomaron 0,1 ml que se afadieron a 1 ml de reactivo DNS,
calentandose posteriormente a 100 °C durante 10 minutos. Tras enfriar se determind la
absorbancia a 570 nm. Los valores representados son medias + DE de muestras por duplicado
de seis experiencias independientes.

Invertasa: Representacion de Arrhenius

Figura 10. Representacion de
0 ‘ ‘ ‘ ‘ Arrhenius. Se muestra la representacion
0,003 00031 00032 00033 0,0034 del Ln Asyo frente a 1/T para el tramo
ascendente de la curva de respuesta de la
04 1 y = -4736,3x + 14,545 actividad invertasa frente a la temperatura.
R® = 0,9996
o
5
< -0,8 1
c
-
-1,2 -
-1,6 -

1T (1/°K)

La pendiente de la representacion de Arrherius (Fig. 10), permite determinar
un valor de energia de activacion de la reaccion de la invertasa de 39,38 kJ
mol™ (9,41 Kcal mol™), mientras que de los valores de actividad a 25 y 35 °C
(Fig. 9) puede deducirse un valor del coeficiente Q1o de 1,65.

Finalmente, los estudios de respuesta de la actividad invertasa reflejan un
comportamiento michaeliano, el cual queda patente mas que de la forma de la
curva de saturacion (Fig. 11), del buen ajuste de los valores experimentales a
las transformadas lineales de Lineweaver-Burk y de Eadie-Hofstee (Fig. 12). A
partir de la pendiente e interseccion de estas representaciones, pueden
deducirse valores de Vnax Y de K, de aproximadamente 0,9 As;o y 50 mM,
respectivamente.
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Invertasa: Actividad vs [S] [Sacarosal]

(MM) A570
0 0+0
2,5 0,043£0,047
50 0,082+0,043

A570

10,0 0,149+0,046

20,0 0,260+0,083

0 ‘ ‘ : : : w 50,0 0,450+0,075
0 20 40 60 80 100 120

[S] (mM) 100,0 0,600+0,221

Figura 11. Efecto de la concentracion de sustrato en la actividad invertasa . Se prepararon
muestras de ensayo estandar (Tabla 1) con distintas concentraciones de sustrato (entre 0 y
100 mM) que se incubaron a 55 °C durante 15 min, tras lo cual se tomaron 0,1 ml que se
afiadieron a 1 ml de reactivo DNS, calentandose posteriormente a 100 °C durante 10 minutos.
Tras enfriar se determiné la absorbancia a 570 nm. Los valores representados son medias +
DE de muestras por duplicado de seis experiencias independientes.

Invertasa: Lineweaver-Burk Invertasa: Eadie-Hofstee
25 ~ 0,7
0,6 4 y =-50,081x + 0,902
201 R? = 0,9994
0,5 A
e 15 1 o 04
< 15}
= 10 1 < 0,3 1
y =55,407x +1,1223 0.2
5 4 R2=1
0,1 -
0 4 : : : 0 ‘ ‘ ‘
0 0.2 0.4 0.6 0,005 0,01 0,015 0,02
1[S] (Um M) AS70/[S]

Figura 12. Representaciones de Lineweaver-Burk y de Eadie-Hofstee de la actividad
invertasa. Los valores de actividad para distintas concentraciones de sustrato (Fig. 11) se
ajustaron a las transformadas lineales de Lineweaver-Burk (panel izquierdo) y de Eadie-
Hofstee (panel derecho).

5. DISCUSION Y COMENTARIOS

La préactica tiene como finalidad realizar estudios clasicos de cinética
enzimatica, considerando una serie de factores tipicos que condicionan
claramente la actividad de los enzimas.

Como aspectos tedrico-practicos a ser desarrollados por los alumnos, como
complemento de la practica, se podrian apuntar los siguientes:
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1.A partir de los resultados de Asz;o obtenidos obtener los valores de
actividad enzimatica expresados tanto en Unidades Internacionales como
en un submultiplo apropiado del katal.

2.Comentar sobre los intervalos de respuesta lineal obtenidos en los
estudios de [P] vs tiempo y actividad vs concentracion de enzima.

3. Comparar los resultados experimentales obtenidos en los estudios de
respuesta al pH y temperatura con los publicados para la invertasa de
levadura.

4.Comentar sobre los métodos graficos de obtencién de parametros
cinéticos y comparar los resultados obtenidos en la practica con datos de
la bibliografia.

5. Ajustar los datos de actividad vs [S] a la ecuacion de Hill, con deduccion
del correspondiente coeficiente de Hill, como un método adicional para
discriminar entre cinética michaeliana y cooperativa.

Como aspectos practicos complementarios, a considerar como puntos de
estudio adicionales en el desarrollo de la practica, se podria considerar la
inclusion de la respuesta a la presencia de inhibidores reversibles con
deduccion del tipo de inhibicion ejercido.

Referencias clasicas relativas a trabajos sobre propiedades y ensayo de la
invertasa de levadura son las publicaciones de Hestrin et al. (1955) y de
Lampen (1971).
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ANEXO 1: MEDIOS, SOLUCIONES Y MATERIAL BIOLOGICO EMPLEADO

Extracto de invertasa de levadura: Suspender 1 g de preparado liofilizado de
levadura en 200 ml de tampdn de extraccion (tampén acetato 0,1 M, pH 5,0, 0,5 M en
NaCl). Agitar la mezcla durante 15 min (puede ayudarse la extraccibn mediante
sonicacién de la suspension u homogeneizaciéon de la misma), centrifugar y tomar el
sobrenadante como extracto enzimatico.

Reactivo de DNS: Reactivo de DNS. Acido 3,5-dinitrosalicilico (C;HsN,O7; PM
228,1) al 0,1 % (p/v), tartrato sodico potasico [NaK(COO),(CHOH),-4H,0; PM 282,23]
al 30 % (p/v) en NaOH (PM 40) 0,4 M. Disolver 1 g de acido 3,5-dinitrosalicilico y 300
g de tartrato sddico potasico en 200 ml de hidréxido sédico 2 M (16 g de NaOH en 200
ml de agua destilada) y diluir hasta 1000 ml con agua destilada. El reactivo debe
guardarse en bote oscuro (color topacio), siendo estable durante varias semanas.

Tampoén acetato 0,1 M, pH 4,0 (82,0 ml de A y 18,0 ml de B se diluyen a un
volumen total de 200 ml); pH 4,5 (56,0 ml de A y 44,0 ml de B se diluyen a un volumen
final de 200 ml); pH 5,0 (29,6 ml de Ay 70,4 ml de B se diluyen a un volumen final de
200 ml); y pH 5,5 (17,2 ml de A y 82,8 ml de B se diluyen a un volumen final de 200
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ml). A: Solucién de acido acético 0,2 M (11,55 ml en 1000 ml). B: Solucién de acetato
sédico 0,2 M (16,4 de sal anhidra 6 27,2 g de sal trihidratada en 1000 ml).

Tampon Tris-HCI (NH,[CH,OH]s; PM 121,14) 0,1 M, pH 7,0: pesar 12,1 g de Tris y

disolver en 500 ml. Tomar 100 ml, ajustar el pH al valor requerido (7,0) con HCl y
completar el volumen a 200 ml.
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