Sprawozdzanie z ¢wiczenia nr 3 - Kinetyka enzymatyczna
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UZYSKANE WYNIKI LICZBOWE
(wartosci liczbowe i wymiar)
Stata Michaelisa dla H,0;, Km: cccooiiiiiiiiiiiiiininennnieniinniinninnninnnnnnsnsssessssssssees
Predkos$E maksymalna VmaX: «cecceeeeeceeeeencerennnceceeennsereenncseenncessnsesesssncessnsseseens

Stezenie enzymu w prébce, [E]: 10 nM =108 M = ......cveeeeeverercrereescercnene. MM
Liczba obrotow, stata katalityczna (kkat) = Vimax/[E] «eeeeeecrnnnneriniinnnnnennscccnnnnnns
SKULECZNOSE = KKt/ Kim «eovveereerrreeesrereessneessssessssssseesssssssesssssssssssseessesssessssssesssns
Bufor (stezenie i skfad) @ .ccccueeeiiiiiiiieeiiiiiirirrcc e e

Stezenie gwajakolu (drugi substrat reakcji) w prébce, oblicz: ..........ccccueeunnenens

Do sprawozdania nalezy dotgczy¢ wyniki w postaci:

o 5 krzywych kinetycznych (na wspdlnym wykresie): Crg od t
o wykresu Michaelisa-Menten, z zaznaczonymi statymi Km , Vmax

o wykresu Lineweavera-Burka, z zaznaczonymi statymi -1/Ky 1/Vmax



WYNIKI

1. Denaturacja peroksydazy

Wopisz wyniki doswiadczenia do tabeli

Oznaczanie katalitycznej aktywnosci peroksydazy préb 1’-6" po dziataniu

réznych czynnikdéw na préby 1-6:

Obserwowana Katalityczna Denaturacja
Préba Nazwa préby barwa aktywnos¢ peroksydazy
peroksydazy Uwagi
Tak/nie Tak/nie
1 Slepa
2’ Kontrolna
3 Dziafanie
temperatury
g Dziafanie
zasady
5 Dziatanie kwasu
6’ Dziafanie
mocznika

Przedstaw wnioski wynikajace z eksperymentu:
e Podaj definicje denaturacji. Jakie czynniki denaturujgce znalaztes? Jak

zinterpretujesz wyniki?




Kinetyka reakcji katalizowanej przez peroksydaze

A. Obliczanie stezenia tetragwajakolu powstatego w trakcie reakcji katalizowane;j

Do Tabeli 1, Tabeli 2 i po przeliczeniu do Tabeli 3 wpisz stezenie nadtlenku

wodoru w mieszaninach inkubacyjnych, obliczone w Tabeli A protokotu.

e Wopisz odczytane wartosci absorbancji tetragwajakolu TG (produktu

reakcji) przy dtugosci fali 470 nm, po odjeciu wartosci dla czasu ,,zero

do Tabeli 1

B. Oblicz stezenie tetragwajakolu TG z prawa Lamberta Beera i wyniki dla kazdej

mieszaniny inkubacyjnej wpisz do Tabeli 1

TABELA 1. Krzywe kinetyczne

Czas Mieszanina Mieszanina Mieszanina Mieszanina Mieszanina
reakdji inkubacyjna inkubacyjna inkubacyjna inkubacyjna Inkubacyjna
M1 M2 M3 M4 M5
...... mM e oo MM e oeee MM .. mM ceeeee. MM
[min] H.0; H:0; H:0; H,0; H,0;
C16 Cre Cre (91¢ Cr6
Aszo | [MM] | Ago | [MM] | Agzo | [MM] | Az | [MM] | Agze | [mM]
0,5
1,0
1,5
2,0
2,5
3,0




Prawo Lamberta Beera: A=g-c-I
Wspdtczynnik absorbancji mili molowej tetragwajakolu: € C470nm = 26,6 mM-1cm-1
Grubos¢ warstwy mierzonego roztworu: I=1cm
Stezenie tetra gwajakolu TG w prébie Cr6 = Agzonm/(e*1)
Narysuj i podpisz odpowiednio 5 krzywych kinetycznych (na wspodlnej osi) na podstawie wynikéw

w Tabeli 1 (w ukfadzie wspdtrzednych: czas reakcji (0$ x) i stezenie powstatego tetragwajakolu TG

(o$ y) oraz zatacz do sprawozdania.



C. Obliczanie predkosci poczatkowej (vo) reakcji, dla kazdej mieszaniny
inkubacyjne;j:

Vo =-k[S],

Z uzyciem programu Excel oblicz wspétczynnik kierunkowy (k) stycznej do
krzywej kinetycznej, gdy t=0, a nastepnie predkosé poczatkowa reakcji v, = - k

[S]o . Wynik obliczer wpisz do Tabeli 2 oraz po przeliczeniu do Tabeli 3

D.Obliczanie statych katalitycznych km, (Vmax), kkat i skutecznosci, dla reakcji

katalizowanej przez peroksydaze chrzanowa
a. Do Tabeli 2 wpisz wartosci poczatkowego stezenia nadtlenku wodoru
oraz wartosci predkosci poczatkowych reakcji katalizowanej v, obliczone z
danych w Tabeli 1, dla mieszanin inkubacyjnych M1-M5
TABELA 2. Krzywa Michaelisa-Menten

Mieszanina inkubacyjna Stezenie poczatkowe Predkos¢ poczatkowa
nadtlenku wodoru, [S],, reakcji, Vo
[mM]
[MM TG - min-1]
M1
M2
M3
M4
M5

b. Narysuj wykres Michaelisa-Menten z danych w Tabeli 2. Na wykresie zaznacz

obliczone state katalizowanej reakcji (Km, Vmax). Wykres dotacz do sprawozdania.

Oblicz state katalityczne (Km, Vimax, Kkat i skutecznoséi), z réwnania Michaelisa-



Menten, korzystajac z programu komputerowego Excel i wpisz do Tabeli ponizej

oraz do Tabeli Wynikow.

Stata

Wartos¢ statej

Wymiar statej

Km

Vmax

d. Oblicz pozostate state katalityczne: ky.: i skutecznosé, (znajac stezenie enzymu) i

wpisz do Tabeli ponizej oraz do Tabeli Wynikéw.

Stata W2zér do obliczen Wartos¢ statej Wymiar statej
kkat Vmax/ [E]
Skuteczno$é Kiat / Km

e. Przelicz dane z Tabeli 2 i wstaw do Tabeli 3.

TABELA 3. Krzywa Lineweavera-Burka

Mieszanina inkubacyjna 1/1S], [ mM-1 H,0,]

1/Vo [MM-1 TG min]

M1

M2

M3

M4

M5

f. Narysuj wykres Lineweavera-Burka z danych w Tabeli 3 i zaznacz state -1/K,, oraz

1/Vmax, Obliczone podczas doswiadczenia. Wykres dotacz do sprawozdania.




