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Kinetyka enzymatyczna

Zadanie 1. Badanie wptywu stezenia enzymu oraz czasu reakcji na szybko$¢ reakgcji
enzymatycznej.

Celem zadania jest obserwacja wptywu stezenia oraz czasu dziatania enzymu na szybkos$é
hydrolizy sacharozy przy udziale inwertazy.

Zasada oznaczania

Inwertaza (sacharoza) nalezy do hydrolaz rozszczepiajacych wigzanie glikozydowe w sacharozie,
rozktadajac jg do glukozy i fruktozy. Proces ten nazywa sie inwersjg, stad druga nazwa enzymu.
Optymalne pH dziatania tego enzymu to 4-7, a przy pH = 10 jest on zupetnie nieaktywny.
Aktywno$¢ inwertazy mozna mierzy¢ metodg na wykrywanie cukréow redukujacych, poniewaz w
miare postepu hydrolizy wzrasta w roztworze stezenie cukréw prostych (glukozy i fruktozy).
Celem ilosciowego oznaczenia ilosci powstatego w procesie utleniania cukréow tlenku miedzi |
przeprowadza sie reakcje z odczynnikiem fosforomolibdenowym, co prowadzi do jego redukgji
do btekitu molibdenowego. Natezenie btekitnej barwy jest proporcjonalne do ilosci cukru
redukujacego.

Wykonanie
Do 10 ponumerowanych probéwek odmierzyé kolejno: 1 cm? odczynnika miedziowego, 0,7 cm?

wody destylowanej, 0,1 cm? 0,05 mol/dm3 NaOH. Zawarto$¢ doktadnie wymieszaé. Do probdéwki
1 dodaé 0,2 cm3 enzymu, a do probdéwki 6 dodaé 0,1 cm3 enzymu i 0,1 cm?® wody destylowanej.
Wymieszac. Zestaw stuzy do wizualizacji efektdw dziatania enzymu podczas reakcji. Probowka 1
stanowi kontrole dla probdéwek 2, 3, 4 i 5 dla enzymu nierozciericzonego (A), a probdéwka 6
kontrole dla probdwek 7, 8, 9 i 10 dla enzymu rozcienczonego (B).

W dwodch osobnych probdéwkach przygotowac uktady inkubacyjne: A i B (enzym w 2 rdznych
stezeniach). Do probdwki A i B odmierzy¢ po 1 cm? 0,8 mol/dm?3 sacharozy i wstawi¢ do fazni
wodnej o temp. 37°C. Po 5 minutach, do probdéwki A doda¢ 0,2 cm? enzymu, a do probdéwki B -
0,1 cm? enzymu i 0,1 cm? wody destylowanej (uzyskujgc dwukrotne rozciericzenie). Wymieszac i
zanotowac czas ,,0”.

Uwaga! Moment zmieszania enzymu z substratem rozpoczyna reakcje enzymatyczng (czas ,0”). Przez caty czas
trwania reakcji probowki muszq znajdowac sie w tazni wodnej (37°C). Nalezy pamietac, Ze po zmieszaniu sktadnikow
stezenie substratu ulega dwukrotnemu obnizeniu.
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Po uptywie 5, 10, 20 i 30 minut pobieraé z probdwek A i B po 0,2 cm? inkubatu do wcze$niej
przygotowanych probdéwek z odczynnikiem miedziowym. Inkubat z uktadu A przenosi¢ kolejno
do probdéwek nr 2, 3, 4i 5, natomiast z uktadu B do probéwek nr 7, 8, 9 10.

Uwaga! Po kazdym dodaniu inkubatu nalezy wymieszac.

A B
time 5 10 20 30 5 10 20 30
[min] ¢
2 3 4 5 7 8 9 10

Po zakonczeniu inkubacji wszystkie 10 probdéwek z odczynnikiem miedziowym ogrzewaé przez 8
minut we wrzacej tazni wodnej w celu dezaktywacji enzymu i przyspieszenia reakcji redukcji
jonoéw miedzi(ll).

Uwaga! Nalezy wczesniej uruchomic ptyte grzejng, aby doprowadzi¢ wode do wrzenia. Podczas ogrzewania uwazac,
aby woda nie dostata sie do wnetrza probowek.

Po tym czasie ochfodzi¢ zawarto$¢ probdwek, a nastepnie do wszystkich doda¢ po 0,9 cm?
odczynnika fosforomolibdenowego. Dokfadnie wymieszaé. W zaleznosci od intensywnosci
powstatego zabarwienia, roztwory odpowiednio rozciericzyé. Dokona¢ pomiaru absorbancji przy
dtugosci fali 610 nm, mierzgc préby 2, 3, 4 i 5 wzgledem kontroli nr 1, a proby 7, 8, 9i 10
wzgledem kontroli nr 6.
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Wykreslié¢ krzywa zaleznos$ci wartosci absorbancji od czasu dziatania i stezenia enzymu
(absorbancja na osi Y, a czas dziatania enzymu oraz na osi X), 2 krzywe dla dwéch réznych stezen

enzymu na jednym wykresie.
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