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Reação de Hill
Objetivos: observar a reação de Hill promovida por cloroplastos presentes em folhas, usando 2,6-diclorofenol-indofenol como aceptor de elétrons; identificar o papel dos cloroplastos e da luz na reação de Hill.
Materiais/equipamentos
· Liquidificador
· Espectrofotômetro UV-vis
· Balança semi-analítica;
· 2 copos Becker 250 mL;
· 1 espátula;
· 1 proveta 100 mL;
· Gaze;
· Cuba com gelo;
· Bastão de vidro;
· 18 tubos de ensaio 16 mL;
· 1 pipeta graduada 2 mL;
· 1 pipeta graduada de 0,5 mL;
· 1 pipeta graduada 5 mL;
· Caneta para marcar vidro;
· Pipetador automático;
· Papel alumínio;
· 2 estantes para tubos de ensaio de 15 mL;
· Solução de 2,6-diclorofenol-indofenol sal de sódio 0,5 mM;
· Solução de NaCl 0,35 M;
· Tasmpão fosfato 0,05 M contendo 0,08 M de KCl, pH 6,5;
· Água destilada;
· Ácido ascórbico;
· 20 g espinafre.
Metodologia
1. Toda a vidraria deverá ser mantida no gelo durante o experimento;
2. Pesar 20g de folhas de espinafre (retirar as nervuras), picar e extrair em liquidificador com 40mL de solução de NaCl 0,35 M, durante 30s;
3. Filtrar em gaze;
4. Do filtrado, separar 5 mL e ferver em banho-maria por 5 min;
5. Adicionar 1,5 mL do filtrado não fervido em um tubo de ensaio e diluir 10x em tampão fosfato 0,05 M pH 6,5 contendo 0,08 M de KCl (identificar o tubo como “filtrado não fervido diluído”);
6. Repita o item 5 em um outro tubo de ensaio, porém empregando o filtrado fervido (identificar o tubo como “filtrado fervido diluído”). Obs: caso haja precipitado no tubo após ferver o filtrado, tomar alíquota apenas da suspensão líquida, sem agitar o tubo;
7. Separar e identificar quatro grupos de tubos de ensaio:
a. Grupo 1: 2 tubos, sendo 1 tubo para o branco “filtrado não fervido diluído” e 1 tubo para o branco “filtrado fervido diluído” ;
b. Grupo 2: 4 tubos – 0 min, 1 min, 2 min, 3 min;
c. Grupo 3: 4 tubos cobertos com papel alumínio – 0 min, 1 min, 2 min, 3 min;
d. Grupo 4: 4 tubos – 0 min, 1 min, 2 min, 3 min;
8. Adicionar, em todos os tubos, 0,5 mL de solução de 2,3-diclorofenol-indofenol e 3 mL de tampão fosfato 0,05 M pH 6,5 contendo 0,08 M de KCl;
9. Aos tubos do grupo 1 (brancos), adicionar alguns cristais de ácido ascórbico e observar o resultado. Em seguida, adicionar 1,5 mL do conteúdo do tubo identificado como “filtrado não fervido diluído” ou do tubo “filtrado fervido diluído”, conforme identificação feita no passo 7. Estes tubos serão empregados para “zerar” o espectrofotômetro;
10. [bookmark: _GoBack]Zerar o espectrofotômetro (comprimento de onda de 620 nm) com o tubo do grupo 1: o branco “filtrado não fervido diluído” será usado para zerar o espectrofotômetro para os experimentos com os tubos dos grupos 2 e 3, enquanto que o branco “filtrado fervido diluído” será usado para os tubos do grupo 4;
11. Aos tubos do grupo 2, adicionar 1,5 mL do conteúdo do tubo identificado como “filtrado não fervido diluído” e iniciar a contagem do tempo. Ler e anotar imediatamente a absorbância do tubo “0 min”. Manter os demais tubos sob luz solar, lendo e anotando a absorbância a cada minuto conforme identificação dos tubos;
12.  Repetir os itens 10 e 11, em sequência, para os grupos 3 e 4, sendo que, para o grupo 4, deverá ser adicionado o conteúdo do tubo identificado como “filtrado fervido diluído” (em substituição ao do “filtrado não fervido diluído”).
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