ZAGADNIENIA DO CWICZEN LABORATORYJNYCH Z ENZYMOLOGII I CHEMII
BIALEK DLA STUDENTOW III ROKU BIOTECHNOLOGII MEDYCZNE] I st.

Cwiczenie 4. WYZNACZANIE STALE] MICHAELISA DLA REAKCJI KATALIZOWANE]
ENZYMATYCZNIE W OBECNOSCI I BEZ INHIBITORA

Teoretyczne przygotowanie do zajeC laboratoryjnych wedlug ponizszych zagadnien umozliwia
podrecznik: SKRYPT DO CWICZEN LABORATORYJNYCH Z BIOCHEMII pod redakcja prof. Ludmity Weglarz.
CzesSc¢ teoretyczna: rozdziat 4 - ENZymy.

Zasady oznaczen: cze$¢ do$wiadczalna - Cwiczenie 3 z rozdziatu 4.

Zagadnienia:

1. Wptyw stezenia enzymu, substratu, zmian pH i temperatury na szybkos¢ reakcji enzymatycznej.

2. Réwnanie Michaelisa-Menten i jego przeksztatcenie (wykres podwdjnych odwrotnosci
Lineweavera-Burka).

3. Wplyw inhibitoréw na szybkos$¢ reakcji enzymatycznej - inhibicja kompetycyjna, niekompetycyjna,
przyktady inhibitoréw, wptyw inhibitoro6w na Km i Vmax, odwracalnos$¢ inhibicji przez nadmiar
substratu.

4. Chemizm reakcji hydrolizy sacharozy, rzad reakcji hydrolizy sacharozy, pochodzenie nazwy
inwertaza.

5. Reakcja kwasu pikrynowego z glukozg i fruktoza. Zasada iloSciowego oznaczenia produktéw reakc;ji
hydrolizy sacharozy.

6. Przyktady inhibitorow kompetycyjnych i niekompetycyjnych inwertazy.

Prosze przynies¢ na zajecia papier milimetrowy.

Zasada metody
Sacharoza moze hydrolizowac¢ do D-glukozy i D-fruktozy zar6wno w reakcji nieenzymatycz-nej
w Srodowisku kwasnym, jaki w reakcji katalizowanej przez enzym - sacharaze (inwertaze), ktora jest

B-fruktofuranozydaza (EC 3.2.1.26).
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Nazwa inwertaza pochodzi od obserwowanej po reakcji zmiany kierunku i warto$ci kata skre-
cenia plaszczyzny $wiatlta spolaryzowanego: sacharoza skreca ptaszczyzne Swiatla spolaryzowanego
w prawo o +66,52, podczas gdy mieszanina D-glukozy i D-fruktozy, stanowigca produkt reakcji, skreca ja
w lewo o -20°. Inwertaza jest stosunkowo stabilnym enzymem wykazujacym najwieksza aktywnos¢
w zakresie pH = 3,5-5,5 z optimum pH réwnym 4,5 i temperaturze rownej 552C. Aktywno$¢ inwertazy
mozna mierzy¢ metoda redukcyjng, poniewaz w miare postepu hydrolizy sacharozy wzrasta stezenie
cukréw redukujacych, ktore reaguja z kwasem pikrynowym w Srodowisku zasadowym, utleniajac sie do
kwaséw aldonowych, natomiast grupa nitrowa kwasu pikrynowego redukuje sie do grupy aminowej,
wytwarzajac w Srodowisku zasadowym czerwono zabarwiony pikraminian, absorbujacy $wiatto przy
530 nm.

Pozwala to na wyznaczenie szybkos$ci poczatkowych reakcji przy réznych stezeniach substratu

(sacharozy) i wyznaczenie statej Michaelisa oraz szybkos$ci maksymalnej z wykresu Lineweavera-

-Burka.
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Inhibitorem kompetycyjnym inwertazy jest 2,5-anhydro-D-mannoza, a inhibitorami
niekompetycyjnymi tego enzymu sg jony Cu?* i Hg?*.
1. Wyznaczanie krzywej kalibracyjnej dla glukozy/fruktozy

Przygotowac sze$¢ proboéwek i oznaczyc je. Do kolejnych probéwek dodac 0,0 (proba kontrolna);
0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5 ml 0,5% roztworu glukozy:fruktozy w stosunku 1:1 i uzupeti¢ woda do 0,5 ml.
Nastepnie doda¢ po 1,5 ml 0,1 M roztworu NaOH i po 1 ml roztworu kwasu pikrynowego. Po 10 min
ogrzewania we wrzacej fazni wodnej uzupetni¢ woda do 10 ml, roztwoér wymieszac i oznaczy¢ warto$¢
absorbcji przy dtugosci fali 530 nm wobec préoby kontrolnej (préba, do ktérej nie dodano roztworu

glukozy i fruktozy). Na podstawie uzyskanych danych wykresli¢ krzywa wzorcowa przedstawiajaca



zalezno$¢ absorbancji od iloSci miligramoéw glukozy i fruktozy. Z krzywej odczytad, ile miligramow
glukozy i fruktozy odpowiada wartos$ci absorbcji rownej 1,0.
2. Wyznaczanie szybkosci poczatkowych przy réznych stezeniach substratu (sacharozy)
ETAP I

Przygotowac cztery probéwki oznaczone jako A, B, C i D. Do probéwki A doda¢ 1,5 ml 0,2 M
roztworu sacharozy. Do probowki B doda¢ 1,5 ml 0,2 M roztworu sacharozy i 1,5 ml buforu octanowego
o pH = 4,7, a do probéwek C i D po 1,5 ml buforu octanowego o pH = 4,7. Nastepnie z probéwki B
przenies¢ 1,5 ml roztworu do probdéwki C, z ktérej po wymieszaniu przenie$¢ 1,5 ml do probéwki D, z
ktérej po wymieszaniu nalezy wyla¢ 1,5 ml. Uzyskuje sie w ten sposéb nastepujace cztery roztwory
sacharozy (0,2M; 0,1 M; 0,05M; i0,025M) o objetosci 1,5 ml. Sposéb wykonania rozcienczen

wyjsciowego 0,2 M roztworu sacharozy przedstawia ponizszy schemat:
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ETAP 11

Probéwki A, B, C i D przenie$¢ do osobnych statywoéw i w kazdym z nich umiesci¢ 5 probowek
oznaczonych 0 min, 5 min, 10 min, 15 min i 30 min. Do tak oznaczonych pieciu probéwek odpipetowac
1,5ml 0,1 M roztworu NaOH stanowigcego inhibitor enzymu umozliwiajacy zatrzymanie reakcji
hydrolizy w danym momencie. Do probéwek A, B, C, D doda¢ nastepnie po 1,5 ml roztworu inwertazy i
natychmiast po wymieszaniu (t = 0) pobra¢ z kazdej probéwki po 0,5 ml mieszaniny inkubacyjnej do
probowki oznaczonej 0 min zawierajgcej 1,5 ml 0,1 M roztworu NaOH. Nastepne préby (po 0,5 ml)
nalezy pobrac kolejno po uptywie 5, 10, 151 30 min i wprowadzac je do probowek oznaczonych czasem

pobrania.




Po wymieszaniu, do wszystkich probéwek doda¢ po 1 ml nasyconego roztworu kwasu
pikrynowego. Ogrzewac 10 min we wrzgcej tazni wodnej, a nastepnie uzupetni¢ woda do 10 ml, roztwor
wymieszac i oznaczy¢ wartos$¢ absorbancji przy A = 530 nm wobec proby kontrolnej (probéwka ozna-
czona t = 0 min).

ETAP III
Powtorzy¢ cato$¢ pomiaru spektrofotometrycznego dla préobek badanych sacharozy o identycznych
stezeniach (0,2M.,0,1 M, 0,05 M i 0,025 M), w ktérych substrat reakcji enzymatycznej rozpuszczono w

1,5 ml buforu octanowego zawierajgcego 0,05 M glicerol stanowiacy inhibitor dziatania enzymu.

ETAPIV

Po odczytaniu z krzywej kalibracyjnej ilosci glukozy:fruktozy, sporzadzi¢ wykres dla sacharozy
w kazdym stezeniu ( z inhibitorem i bez jego obecnosci) , odktadajac na osi rzednych ilo§¢ miligraméw
produktu, a na osi odcietych czas w minutach. Na kazdym wykresie przeprowadzi¢ styczng do krzywej
w punkcie odpowiadajgcym stezeniu produktu w czasie t = 0 i obliczy¢ tangens jej nachylenia od osi
odcietych. Warto$s¢ tga oblicza sie ze stosunku wielkos$ci przyprostokatnej przeciwleglej do
przyprostokatnej przylegtej danego kata (nie mierzy¢, nie odczytywac z tablic na podstawie pomiaru
kata, gdyz nanoszone warto$ci na osiach nie s3 tej samej wielkosci). Na podstawie szybkoSci
poczatkowych (Vo), wyliczonych dla kazdego stezenia substratu [S], obliczy¢ wartosci 1/Vo i 1/[S] i
wykres$li¢ zaleznos¢ 1/V =f(1/[S]) Lineweavera-Burka dla reakcji z samym substratem oraz
substratem wraz z inhibitorem. Z punktéw przeciecia wykresu Lineweavera-Burka z osig odcietych i
rzednych obliczy¢ wartoSci Km 1 Vmax dla inwertazy w dwoch eksperymentach ( z inhibitorem i bez jego
obecnosci). Na podstawie otrzymanych wykreséw Lineweavera-Burka okresli¢ typ inhibicji

powodowanej przez glicerol.



