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Kinetyka enzymatyczna

Zadanie 1. Badanie wpiywu stezenia enzymu oraz czasu reakcji na
szybkos¢é reakcji enzymatycznej

Celem =zadania Jjest obserwacja wpiywu stezenia oraz czasu
dziatania enzymu na szybkoé$¢ hydrolizy sacharozy przy udziale
inwertazy.

Zasada oznaczania

Inwertaza (sacharoza) nalezy do hydrolaz rozszczepiajacych
wigzanie glikozydowe w sacharozie, rozkltadajac Jja do glukozy
i fruktozy. Proces ten nazywa sie inwersja, stad druga nazwa
enzymu. Optymalne pH dziatania tego enzymu to 4-7, a przy pH = 10
jest on zupeilnie nieaktywny.

Aktywnos$¢é inwertazy mozna mierzy¢é metoda na wykrywanie
cukréw redukujacych, poniewaz w miare postepu hydrolizy wzrasta w
roztworze stezenie cukrédw prostych (glukozy i fruktozy)

Celem iloéciowego oznaczenia 1ilos$ci powstalego w procesie
utleniania cukréw tlenku miedzi I ©przeprowadza sie reakcje
z odczynnikiem fosforomolibdenowym, co prowadzi do jego redukcji
do btekitu molibdenowego. Natezenie btekitnej barwy jest
proporcjonalne do iloéci cukru redukujgcego.

Wykonanie

Do 10 ponumerowanych probdéwek odmierzyé kolejno 1 cm3
odczynnika miedziowego, 0,7 cm® wody destylowanej 1 0,1 cm3® 0,05
mol/dm3 NaOH.

Do probdéwki 1 doda¢ 0,1 cm?® enzymu nierozcienczonego i 0,1
cm3 wody destylowanej.

Do probdéwki 6. dodaé¢ 0,1 cm3 enzymu dwukrotnie rozciehczonego
wodg destylowang i 0,1 cm?® wody destylowanej.

Ten zestaw situzy do wizualizacji efektdw dziatania enzymu
podczas reakcji. Probdéwka 1 stanowi kontrole dla probdéwek 2, 3, 4
i 5 dla enzymu nierozcienczonego, a probdéwka 6 - dla serii =z
enzymem rozcienczonym, probdéwek 7, 8, 9 i 10.

W probdéwce A przygotowad ukitad inkubacyjny sktadajacy sie z
1 cm3 0,8 mol/dm3® sacharozy podgrzanej do temp. 37°C oraz 1 cm3
roztworu enzymu. Probdéwke natychmiast wstawié do %tazni wodnej o
temp. 37°C
i zanotowad¢ czas ,0” - tj. moment zmieszania substratu z enzymem.
Nalezy pamietaé¢, ze stezenie substratu po dodaniu enzymu jest o
potowe nizsze.
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Po 5, 10, 20 i 30 min inkubacji pobiera¢ z probdéwki A po 0,2
cm?® inkubatu do wczeéniej przygotowanych probdwek z odczynnikiem
miedziowym: po 5 min do 2, po 10 min do 3, po 20 min do 4, a po
30 min do 5 probdéwki.

W probdéwce B przygotowaé¢ uktad inkubacyjny sktadajacy sie =z
1 cm® 0,8 mol/dm® sacharozy podgrzanej do temp. 37°C oraz 0,5 cm3
wody destylowanej 1 0,5 cm® roztworu enzymu (otrzymamy enzym
dwukrotnie rozcienczony). Probdéwke natychmiast wstawi¢ do tazni
wodnej o temp. 37 C i zanotowa¢ czas ,0”.

Po 5, 10, 20 i 30 min inkubacji pobiera¢ z probdéwki B po 0,2
cm? inkubatu do wczeénie] przygotowanych probdéwek z odczynnikiem
miedziowym: po 5 min do 7, po 10 min do 8, po 20 min do 9, a po
30 min do 10 probdéwki.

Po zakonczeniu inkubacji wszystkie probdédwki =z odczynnikiem
miedziowym (10 sztuk) ogrza¢ przez 8 min we wrzacej tazni wodne’,
ochtodzié¢, a nastepnie doda¢ do wszystkich probdéwek po 0,9 cm?
odczynnika fosforomolibdenowego. Doktadnie wymieszaé, rozcienczydé
ich zawartos$¢ w zaleznos$ci od intensywnos$ci barwy, 1 mierzyé w
spektrokolorymetrze przy diugosci fali 610 nm absorbancje prbéby
2, 3, 4 i 5 wobec proéby 1, a absorbancje préb 7, 8, 9, 10 wobec
préby 6.

Wykres$li¢ krzywa zaleznos$ci wartos$ci absorbancji od czasu
dziatania 1 stezenia enzymu.
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