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La B-galactosidasa es una enzima que media en la transformacién de la pared celular
de los frutos, durante la maduracion. In vivo, sus substratos son diferentes tipos de
galactanos, pero para su medida in vitro se suelen usar substratos artificiales. Uno de
ellos es el p-nitrofenil-B-galactopiranésido. Cuando la B-galactosidasa actla sobre este
substrato libera p-nitrofenol que se cuantifica mediante una reaccion de color que se
mide a 415 nm.

Se pretende medir la actividad $-galactosidasa de un fruto en maduracién, para lo cual
previamente, se ha realizado una recta de calibrado que ha generado los siguientes
puntos:

nmoles de p-nitrofenol | Absorbancia a 415 nm
50 0.1
100 0.2
150 0.3
200 0.4

A continuacién, 10 gramos de fruto se extraen con un tampén de extraccion pH 4.6
obteniendo un volumen final de 12 ml. Para la medida de la actividad, 1 ml de la
muestra se incubd con p-nitrofenil-B-galactopiranésido durante 15 minutos a 37 °C. A
continuacion se midi6 la absorbancia a 415 nm, obteniéndose un valor de 0.25.

1. Elabora una recta de calibrado y calcula la cantidad de p-nitrofenol formada.

2. Calcula la cantidad de p-nitrofenol liberado por mililitro de muestra y por unidad
de tiempo.

3. Calcula la actividad B-galactosidasa de la muestra, expresandola en
nkatales/gramo de peso, sabiendo que el nkatal es la cantidad de enzima que
produce un nmol de producto por segundo.
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