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Wptyw stezenia substratu (stata Michaelisa) na szybkos¢
hydrolizy sacharozy

Zasada oznaczania

Inwertaza (sacharoza) nalezy do hydrolaz rozszczepiajgcych 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$¢ inwertazy mozna mierzy¢ metoda na wykrywanie cukrow redukujacych, poniewaz
w miare postepu hydrolizy wzrasta w roztworze stezenie cukréow prostych (glukozy i fruktozy).
Celem ilo$ciowego oznaczenia ilosci powstatego w procesie utleniania cukréow tlenku miedzi |
przeprowadza sie reakcje z odczynnikiem fosforomolibdenowym, co prowadzi do jego
redukcji do btekitu molibdenowego. Natezenie btekitnej barwy jest proporcjonalne do ilosci
cukru redukujgcego.

Wykonanie
Przygotowac 7 probéwek oznaczonych 1-7 i odmierzy¢ kolejno: 0,7 cm? wody destylowanej,

0,5 cm?® odczynnika miedziowego oraz 0,1 cm?NaOH (0,05 M).

Do probdéwki nr 1 doda¢ 0,1 cm? enzymu i 0,1 cm? wody destylowanej - jest to $lepa proba do
oznaczen kolorymetrycznych.

Nastepnie przygotowac 6 probdwek oznaczonych od A do F i odmierzyé¢ do nich:

A -1 cm?0,8 M sacharozy
B—-1cm?30,6 M sacharozy
C-1cm3 0,5 M sacharozy
D -1 cm30,4 M sacharozy
E-1cm30,3 M sacharozy
F-1cm3 0,1 M sacharozy

Probdéwki te wstawic do tazni wodnej (37°C, 5 min). Po tym czasie dodac¢ do kazdej probdéwki
odpowiednio rozcieficzonego enzymu* w objetoéci 1 cm? i zamieszaé. Zanotowac czas ,,0” tj.
czas, w ktorym dodano do substratéw enzymu (nalezy pamieta¢, ze stezenie substratow po
dodaniu enzymu jest o potowe nizsze).
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Po 15 min. inkubacji w tazni wodnej przenies¢ z probdéwki:

A -0,2 cm?3 inkubatu do probdéwki nr 2
B — 0,2 cm?inkubatu do probdéwki nr 3
C-0,2 cm? inkubatu do probdéwki nr 4
D - 0,2 cm? inkubatu do probdwki nr 5
E - 0,2 cm? inkubatu do probéwki nr 6
F—0,2 cm? inkubatu do probdwki nr 7

Prébowki 1-7 ogrzaé przez 8 min. we wrzgcej tazni wodnej (zatrzymanie reakcji
enzymatycznej i przyspieszenie reakcji glukozy z jonami miedzi). Ochtodzi¢ pod biezgcg wodg,
a nastepnie dodaé¢ do kazdej probdwki 1 cm3 odczynnika fosforomolibdenowego. Kazdg
probéwke nalezy odpowiednio rozciefczyé wodg destylowang®. Nastepnie zmierzyé
absorbancje prébek 2-7 wzgledem prébki 1 (kontroli) przy dtugosci fali 610 nm. Wyniki
pomiaréw nalezy zanotowaé w tabeli.

Nr probowki 2 3 4 5 6

Koncowe stezenie substratu w mieszaninie
: . 0.4 0.3 0.25 0.2 0.15
inkubacyjnej

0.05

Absorbancja (A)

Obliczenie wynikéw

1. Wykresli¢ krzywa zaleznosci absorbancji od stezenia substratu.
2. Wyznaczy¢ statg Michaelisa.

Y

*po konsultacji z prowadzgcym cwiczenia.
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