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Kinetyka enzymatyczna 
 
 
Zadanie 1. Badanie wpływu st ęŜenia enzymu oraz czasu reakcji na 

szybko ść reakcji enzymatycznej 
 

Celem zadania jest obserwacja wpływu st ęŜenia oraz czasu działania 
enzymu na szybko ść hydrolizy sacharozy przy udziale inwertazy. 
 
 Wykonanie.  Do 10 ponumerowanych probówek odmierzy ć kolejno 1 cm 3 
odczynnika miedziowego, 0,7 cm 3 wody destylowanej i 0,1 cm 3 0,05 mol/dm 3 
NaOH. Do probówki 1. doda ć 0,1 cm 3 enzymu nierozcie ńczonego i 0,1 cm 3 
wody destylowanej. Do probówki 6. doda ć 0,1 cm 3 enzymu dwukrotnie 
rozcie ńczonego wod ą destylowan ą i 0,1 cm 3 wody destylowanej. Ten zestaw 
słu Ŝy do wizualizacji efektów działania enzymu podczas reakcji. 
Probówka 1 stanowi kontrol ę dla probówek 2, 3, 4 i 5 dla enzymu 
nierozcie ńczonego, a probówka 6 – dla serii z enzymem rozcie ńczonym, 
probówek 7, 8, 9 i 10. 
 

 W probówce A przygotowa ć układ inkubacyjny składaj ący si ę z 1 cm 3 
0,8 mol/dm 3 sacharozy podgrzanej do temp. 37 oC oraz 1 cm 3 roztworu 
enzymu. Probówk ę natychmiast wstawi ć do ła źni wodnej o temp. 37 oC i 
zanotowa ć czas „0” – tj. moment zmieszania substratu z enzym em. Nale Ŝy 
pami ęta ć, Ŝe st ęŜenie substratu po dodaniu enzymu jest o połow ę ni Ŝsze.  
 Po 5, 10, 20 i 30 min inkubacji pobiera ć z probówki A po 0,2 cm 3 
inkubatu do wcze śniej przygotowanych probówek z odczynnikiem 
miedziowym: po 5 min do 2, po 10 min do 3, po 20 mi n do 4, a po 30 min 
do 5 probówki. 
 

 W probówce B przygotowa ć układ inkubacyjny składaj ący si ę z 1 cm 3 
0,8 mol/dm 3 sacharozy podgrzanej do temp. 37 oC oraz 0,5 cm 3 wody 
destylowanej i 0,5 cm 3 roztworu enzymu (otrzymamy enzym dwukrotnie 
rozcie ńczony). Probówk ę natychmiast wstawi ć do ła źni wodnej o temp. 37 
C i zanotowa ć czas „0”. 
 

 Po 5, 10, 20 i 30 min inkubacji pobiera ć z probówki B po 0,2 cm 3 
inkubatu do wcze śniej przygotowanych probówek z odczynnikiem 
miedziowym: po 5 min do 7, po 10 min do 8, po 20 mi n do 9, a po 30 min 
do 10 probówki. 
 

 Po zako ńczeniu inkubacji wszystkie probówki z odczynnikiem 
miedziowym (10 sztuk) ogrza ć przez 8 min we wrz ącej ła źni wodnej, 
ochłodzi ć, a nast ępnie doda ć do wszystkich probówek po 1 cm 3 odczynnika 
fosforomolibdenowego. Dokładnie wymiesza ć, rozcie ńczy ć ich zawarto ść 10 
lub 20 razy, w zale Ŝności od intensywno ści barwy, i mierzy ć w 
spektrokolorymetrze przy długo ści fali 610 nm absorbancj ę próby 2, 3, 4 
i 5 wobec próby 1, a absorbancj ę prób 7, 8, 9, 10 wobec próby 6. 
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Wykreśli ć krzyw ą zale Ŝności warto ści absorbancji od czasu 

działania i st ęŜenia enzymu. 
 

 
 


