Cwiczenie nr 3 — Kinetyka enzymatyczna
Celem ¢wiczenia jest:

¢ omodwienie peroksydaz i metod oznaczania katalitycznej aktywnosci peroksydaz
¢ omodwienie procesu odwracalnej i nieodwracalnej denaturacji i renaturacji biatek
e analiza kinetyki reakcji katalizowanej dziataniem peroksydazy chrzanowej

o obliczanie szybkosci poczgtkowej (vQ) reakcji | rzedu z parametrow
stycznej do krzywej kinetycznej dla kilku stezen nadtlenku wodoru
([H20:]), przy statym stezeniu gwajakolu (drugiego substratu reakcji), przy
statym stezeniu enzymu oraz w statych warunkach reakcji (temperatura,
pH i sktad buforu)

o model Michaelisa-Menten i réwnanie hiperboli; stata powinowactwa
enzym-substrat Michaelisa (K.) dla nadtlenku wodoru, przy statym
stezeniu gwajakolu i enzymu oraz szybkos¢ maksymalna reakcji (Vmax) w
danych warunkach

o obliczanie statych katalitycznych z rownania Lineweavera-Burka: Ky, i Vimax
oraz liczby obrotéw (kkat = Vmax/[Elo) i katalitycznej skutecznosci enzymu
(kkat/Km), przy znanym stezeniu peroksydazy

Woprowadznie:

1. Definicja katalizatora IUPAC

- substancja, ktorej mata ilos¢ przyspiesza reakcje chemiczng i ktéra nie ulega przy tym
zuzyciu

Katalizator

® bierze wudziat w reakcji katalizowanej, tworzagc kompleks typu
kowalencyjnego lub niekowalencyjnego, o nizszej energii aktywacji niz dla reakcji bez
katalizatora

nie zuzywa sie w trakcie reakcji katalizowanej
nie moze przeprowadzi¢ reakcji termodynamicznie niemozliwej
nie zaburza réwnowagi reakcji katalizowanej (nie zmienia statej réwnowagi reakcji, K)

skraca czas osiggniecia rownowagi reakcji

N

Biokatalizatory

e Enzymy — biatka naturalne lub modyfikowane
e Rybozymy —RNA

e Abzymy — przeciwciata posiadajgce aktywnos¢ katalityczng

e Synzymy -— zwigzki syntetyczne (takie biopolimery jak: oligonukleotydy i
oligopeptydy, syntetyczne makroczasteczki)



3. Enzymy, czyli biatkowe biokatalizatory

Enzymy s3 biatkami zdolnymi do katalizowania reakcji chemicznych. Miarg
katalitycznej aktywnosci enzymu jest szybkos$¢ reakcji katalizowanej. Mozliwosci
katalityczne enzymdw wynikajg ze zdolnosci do specyficznego wigzania czasteczki substratu i
stabilizacji stanu przejsciowego.

Enzymy mogg by¢ zbudowane z pojedyrczego taricucha polipeptydowego (np.
rybonukleaza) lub z kilku faicuchéw polipeptydowych (chymotrypsyna, fosforylaza
glikogenowa), potaczonych kowalencyjnie lub niekowalencyjnie. Mogg wymaga¢ obecnosci
koenzymoéw, tak jak aminotransferazy wymagajg obecnosci fosforanu pirydoksalu,

dehydrogenazy — NAD?* Ilub FAD, za$ kinazy - czasteczki ATP. Niekiedy powstaje
multienzymatyczny kompleks zbudowany z wielu enzymoéw i ich koenzymdw, wspdlnie
katalizujgcych reakcje (np. kompleks dehydrogenazy pirogronianowej zbudowany z trzech
rodzajow biatek, kazdy ze swoim koenzymem, z dwoma dodatkowymi koenzymami i dwoma
biatkami enzymatycznymi regulujgcymi katalityczng aktywnos$é¢ kompleksu). Enzym moze
mie¢ kilka centréw aktywnych w jednym tancuchu polipeptydowym (polimeraza DNA z E.
coli, syntetaza kwasow ttuszczowych ssakow).

Centrum aktywne enzymu to fragment powierzchni zbudowany z kilku reszt
aminokwasowych. Zwigzany moze by¢é w tym miejscu koenzym lub inny niebiatkowy kofaktor
wspotpracujacy z czescig biatkowa, np. jon metalu.

Enzymy s3 niezwykle skutecznymi katalizatorami, w poréwnaniu do katalizatorow
niebiatkowych: katalizuja w warunkach umiarkowanych (cisnienie atmosferyczne,
temperatura umiarkowana ponizej 473 K, obojetne pH) i przyspieszaja reakcje 106 do 1018
razy! Wykazujg specyficznos¢ wzgledem substratu reakcji, specyficzno$é geometryczng oraz
stereospecyficznos$é. Nie powstajg produkty uboczne.

Katalityczna aktywnos¢ enzymdéw moze by¢ hamowana dziataniem inhibitoréw lub
aktywowana dziataniem aktywatorow. Aktywatory i inhibitory dzielimy na odwracalne i
nieodwracalne. Inhibitory odwracalne dzielimy na kompetycyjne, niekompetycyjne i analogi
stanu posredniego. Inhibitory nieodwracalne dzielimy na niespecyficzne i specyficzne, a te
ostatnie na skierowane na centrum aktywne i substraty-samobdjcy.

Katalityczna aktywnos$¢ niektorych enzyméw moze by¢ regulowana w wyniku
modyfikacji kowalencyjnej (np. fosforylacja/defosforylacja) Ilub niekowalencyjnej
(kooperacja i allosteria).

4. Denaturacja

Denaturacja biatka to obnizenie wtasciwosci biologicznych biatka. Proces odwrotny,
czyli odzyskanie/zwiekszenie wtasciwosci biologicznych nazywamy renaturacjg. Denaturacja,
jak i renaturacja, mogg by¢ procesami odwracalnymi, jak i nieodwracalnymi. Czynniki
powodujgce denaturacje to czynniki denaturujgce. Do czynnikdw denaturujacych naleig
czynniki chemiczne: srodowisko kwasne lub $rodowisko alkaliczne (denaturacja kwasna lub
alkaliczna), mocznik i chlorowodorek guanidyny, detergenty, sole metali ciezkich, alkohol,
aceton oraz czynniki fizyczne: wysoka temperatura (denaturacja termiczna),
promieniowanie, ultradzwieki.

Na aktywnos¢ enzymu (czyli szybko$¢ reakcji katalizowanej) majg wptyw czynniki:
temperatura, pH i sktad buforu, sita jonowa roztworu, obecnos$é aktywatoréw i inhibitoréw.



5. Peroksydazy

Peroksydazy (EC 1.11.1.1-14) to grupa enzymow nalezgcych do klasy oksydoreduktaz
(klasa 1) przenoszacych 2 atomy wodoru, czyli katalizujacych utlenianie (odwodorowanie)
niektérych zwigzkéw organicznych (AH,), takich jak aminy aromatyczne, fenole, indol i kwas
moczowy, z rownoczesng redukcjg nadtlenku wodoru do wody, wedtug schematu:

AHy +H20 — > A+2H5,O

Donorem wodoru (elektrondw) jest czgsteczka substratu (AH,), za$ akceptorem
wodoru (elektrondow) - czgsteczka nadtlenku wodoru (H,0,).

Peroksydazy niespecyficzne (np. HRP - ang. horseradish peroxidase - peroksydaza
chrzanowa - o masie czasteczkowej 44 kDa) sa hemoproteinami z jonem Fe*3 hemu, nie
zmieniajgcym stopnia utlenienia. Peroksydazy specyficzne wybierajg donor wodoru (np.
peroksydaza cytochromowa, glutationowa, NADH, NADPH). Ro$linnym zrédtem peroksydazy
jest sok chrzanowy, natomiast u zwierzat, enzym ten wystepuje w watrobie oraz w
krwinkach biatych.

6. Peroksydaza chrzanowa

Podczas ¢wiczen, peroksydaza chrzanowa katalizuje reakcje utleniania bezbarwnego
gwajakolu do barwnego tetragwajakolu (Amax = 470 nm), z rownoczesng redukcjg

nadtlenku wodoru do wody:

() H3 0 H3
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gwajakol tetragwajakol [TG)

Obecnos¢ katalitycznej aktywnosci peroksydazy chrzanowej w badanej prébie
wykazuje sie jakosciowo poprzez obserwacje pojawienia sie produktu reakcji,
tetragwajakolu (TG) o barwie ciemnowisniowej, zgodnie z powyzszg reakcja.



7. Denaturacja peroksydazy soku chrzanowego

Katalityczng aktywnos¢ peroksydazy znajdujacej sie w soku chrzanowym mozna
obnizy¢ dziataniem czynnikow chemicznych i fizycznych. Wynik jakosciowego testu
aktywnosci peroksydazowej (powstanie barwnego TG) pozwoli okresli¢ czy dany czynnik
powoduje cze$ciowa, czy tez catkowity utrate zdolnosci katalitycznych enzymu.

8. Oznaczania katalitycznej aktywnosci peroksydazy

Miara katalitycznej aktywnosci enzymoéw jest predkos¢ reakcji katalizowanej

Pomiar katalitycznej aktywnosci peroksydazy chrzanowej opiera sie na ciggtym
(kinetycznym) spektrofotometrycznym pomiarze absorbancji powstajgcego TG przy dtugosci
fali 470 nm. Stezenie utworzonego barwnego tetragwajakolu (TG) oblicza sie w oparciu o
prawo Lamberta-Beera. Wspétczynnik absorbancji molowej tetragwajakolu (g) przy

dtugoéci fali 470 nm wynosi 26,6 mMcm™.

9. Prawo Lamberta-Beera
A=¢g-c-|
gdzie: € - wspotczynnik absorbancji molowej (Mcm™), A - absorbancja
proby, c - stezenie proby (M), | - grubosé kuwety (1 =1 cm)

10. Reakcja chemiczna i jej predkos¢

dla reakgc;ji A — P

predkos¢ reakcji (v) - zmiana stezenia reagentow (substratéw lub produktéw)
w czasie, wyrazona w [M-s-1]; k,, — stata szybkosci reakcji (s-1))

v =d[P]/dt = - d[A]/dt = - k.1 - [A]

11. Predkos¢ reakcji chemicznej zalezy od
-temperatury T (k - stata szybkos$ci reakcji, zalezy od temperatury zgodnie
z réwnaniem Arrheniusa: k = B - e —Ea/RT;
E. - energia aktywacji; B — wspodtczynnik
proporcjonalnosci)
- stezenia reagujgcych substancji (c)

| v=Kk(T)-f(c) |

W warunkach izotermicznych (T=const), predkos$¢ reakcji chemicznej, jest
jedynie funkcjg stezenia substratow:

v=k-f(c)



Predkos¢ reakcji jest proporcjonalna do iloczynu stezen substratéw, podniesionych

do odpowiednich poteg (n), wynikajgcych z liczby czgsteczek danego zwigzku biorgcych
udziat w tym procesie:

v=k-cn (n - rzad reakciji)

[ Dla reakcji 0-go rzedu obserwuje sie pozioma krzywa zaleznosci predkosci

\poczqtkowej reakcji v, od poczatkowego stezenia substratu [A]o: v=k-c0=k

Dla reakcji I-rzedu zalezno$¢ predkosci poczatkowej reakcji vo od poczatkowego
kstQZenia substratu reakcji [A]o jestwprost proporcjonalna: v=Kk-ca

12. Obliczanie predkosci poczatkowej (vo) reakgcji I-rzedu

Predkos¢ reakcji | rzedu zmienia sie w czasie przebiegu reakcji: predkos¢ spada w
trakcie przebiegu reakcji, na skutek zuzywania sie reagentéw. Najwyisza predkosc,
nazywana predkoscig poczatkowa (vo), jest w czasie t =0.

Predkos¢ poczatkowa reakcji | rzedu (v,) jest obliczana jest matematycznie
z parametrow stycznej do krzywej kinetycznej w punkcie,
gdy t = 0. Jest rowna tangensowi kata miedzy styczng a osig czasu (y/x) w tym punkcie.
Jedynie w czasie t=0 znamy stezenia substratow reakcji. Predkos¢ ta jest rézna od

wyznaczonej wprost z krzywej kinetycznej i dlatego nie powinno sie jej tak wyznaczad.

Procedura obliczen vo dla kazdej mieszaniny inkubacyjnej przygotowana jest w
programie Excel.

Réwnowaga
// 2
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Produkt

Czas —

Krzywe kinetyczne zmian stezen produktu P w funkcji czasu reakcji | rzedu, dla 4 stezen
poczagtkowych substratu ([Si1] do [S4]). Widoczna jest styczna do krzywej 4-tej,
pozwalajgca na obliczenie vo, przy tym stezeniu substratu.

13. Kinetyka reakcji katalizowanej enzymatycznie

Ponizszy schemat opisuje reakcje zachodzaca pomiedzy 1 czasteczka enzymu
i 1 czasteczkg substratu, z utworzeniem kompleksu ES, ktory nastepnie rozpada sie
z utworzeniem czasteczki produktu i odtworzeniem czasteczki enzymu:

Kiq Ko
ES — E+P (1.2)

E+S

-1

gdzie S, E, P i ES oznaczaja kolejno reagenty reakcji: substrat, enzym, produkt i komplell?(s

enzym-substrat (kompleks przejsciowy lub aktywny), za$ K+1, k1 i K:2 to stale szybko$ci
veakcji w prawo lub w lewo. /




Enzym jest zdolny do specyficznego wigzania reagentéw (substratow) w centrum
aktywnym. Umozliwia on substratom zblizenie i utozenie sie w optymalnej orientacji,
zwiekszajgc  prawdopodobienstwo  utworzenia  stabilnego, kowalencyjnego  lub
niekowalencyjnego, kompleksu posredniego ES (stanu przejsciowego).

Leonor Michaelis i Maude Menten (1913) zatozyli, ze reakcja enzymatyczna
przebiega z utworzeniem kompleksu posredniego enzym-substrat ES, ktéry znajduje sie w
stanie szybko ustalajgcej sie réwnowagi z substratem. Ten stan réwnowagi nie jest
zaburzany przez duzo powolniejszy rozpad kompleksu ES na enzym i produkt. W warunkach
poczatkowych reakcji enzymatycznej, gdy stezenie produktu jest niewielkie, mozna poming¢
odtwarzanie kompleksu ES z produktu, i uwaza¢ reakcje za nieodwracalng. Rozwigzujgc
uktad réwnan rézniczkowych, okreslajgcych szybkos$é zmian stezenia reagentéw i wszystkich
form enzymu, uzyskujemy wzér na szybkos¢ poczatkowa reakcji (vo) w prawo w stanie
stacjonarnym (gdy ubywa S, przybywa P, przy zachowaniu [ES] = const.), nazywane
rownaniem Michaelisa-Menten (1.2), opisujgce hiperboliczng krzywa wysycenia enzym-
substrat, ktora jest przedstawiona graficznie na rysunku ponizej.

Réwnanie Michaelisa-Menten (1.2) wyraza zalezno$s¢ miedzy predkoscia
poczatkowa reakcji katalizowanej enzymatycznie (vp), a poczatkowymi stezeniami
reagentow: substratu [S]o oraz enzymu [E]o:

_ Vimac[S]o _ kiat-[E]o-[STo
[STo+Km Kun+[S]o

Vo

(1.2)

A. Predkos¢ poczatkowa reakcji katalizowanej enzymatycznie (vo) jest wprost
proporcjonalna (reakcja I-rzedu) do_steZenia enzymu, przy wysokim stezeniu
substratu (czyli gdy stezenie substratu jest co najmniej 5 razy wyzsze niz Km):

vo = k -[E]O

B. Predkos¢ poczatkowa reakcji katalizowanej (vo) zalezy hiperbolicznie od
poczatkowego stezenia substratu ([S]o), przy statym stezeniu enzymu.

Hiperbola Michaelisa-Menten lub krzywa wysycenia enzymu-substratem (izoterma
sorpcji Langmuira) przedstawia graficznie rownanie Michaelisa-Menten.
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Wartosci predkosci poczatkowych reakcji (vo) wzrastajg asymptotycznie do wartosci Vmax,
gdy poczatkowe stezenie substratu ([S]o) zmierza do nieskonczonosci; rownoczesnie rzad
reakcji zmienia sie z I-go (gdy [S]o = 0) do 0-go (gdy [S]o = =°).

W réwnaniu Michaelisa-Menten (1.2) wystepujg dwie state katalityczne reakc;ji:

- stata Michaelisa K,
- stata katalityczna kkat (liczba obrotéw)

Stata Michaelisa Km jest miarg powinowactwa enzymu do substratu.

Wartos¢ liczbowa statej Michaelisa (Km) odpowiada takiemu stezeniu substratu (M),
przy ktérym poczatkowa szybkos$é reakcji katalizowanej jest réowna potowie szybkosci
maksymalnej, v, = % Vmax. Stata Michaelisa K., wyrazana jest w M, czyli mol/I.

Wartos¢ statej Michaelisa (K,,) obliccamy matematycznie z parametréw hiperboli
Michaelisa-Menten (1.2), lub z parametréw prostej Lineawevera-Burka.

Stata katalityczna kkat (liczba obrotow) okresla maksymalng reaktywnos¢ enzymu, czyli
okresla ilos¢ czgsteczek substratu przetwarzanych przez 1 czgsteczke enzymu (lub 1 centrum
aktywne enzymu) w ciggu 1 sekundy, w warunkach gdy enzym jest catkowicie wysycony
substratem (czyli, gdy stezenie substratu ([S]o) jest co najmniej pieciokrotnie wyzsze niz
wartos¢ statej Michaelisa (K,,)). Stata katalityczna (kkat) wyrazona jest w s_1 dla czystych
homogennych enzymow, o znanym stezeniu molowym.

Wartos¢ statej katalitycznej (kgat), liczby obrotéw, obliczamy ze wzoru (1.3), jako
iloraz wyznaczonej wartosci predkosci maksymalnej reakcji Vmax wyrazong w M-s_1 (ktora
nie jest staty, gdyz jest proporcjonalna do stezenia enzymu w probie) i molowego stezenia
enzymu [E]

Kkat = Vmax/[E] (13)

Katalityczna skutecznos¢ enzymu (wyrazona w M-l-s-l), lub wydajnos¢ katalityczna enzymu
(enzyme catalytic efficiency - ang.) okresla perfekcje katalityczng enzymu i oblicza przez
podzielenie obu statych: kkat i Ki:

Katalityczna skutecznosé = kkat/Kn

Perfekcje kinetyczna osiggajg enzymy, gdy wartos¢ skutecznosci miesci sie w granicach od
10° do 10° M s . Wielkos¢ ta ograniczona jest jedynie szybkos$cig dyfuzji czasteczek
substratu do czgsteczek enzymu.

Katalityczna aktywnos$¢ enzymu przy danym stezeniu substratu zalezy zatem od:

¢ powinowactwa enzymu do substratu, ktére liczbowo okresla stata Michaelisa Km
e reaktywnosci, ktérg liczbowo wyraza liczba obrotéw, stata katalityczna kkat



14. Obliczanie statych katalitycznych reakcji katalizowanej dziataniem enzyméw

Z hiperbolicznego wykresu Michaelisa-Menten nie mozna graficznie wyznaczy¢
wartosci statej Michaelisa Km oraz predkosci maksymalnej reakcji enzymatycznej Vmayx, a
z nich kgt i katalitycznej skutecznosci enzymu. Nalezy natomiast zastosowaé jedng z
metod obliczer matematycznych:

e dopasowanie hiperboli do punktéow eksperymentalnych (par wartosci vo i
[Slo), z uzyciem programu komputerowego (SigmaPlot, Simfit, EzFit i inne)

* matematyczne obliczanie parametréw prostej metoda najmniejszych
kwadratow (z uzyciem kalkulatora lub programu Excel) po linearyzacji
rownania hiperboli (metodg Lineweavera-Burka, Eadie-Hofstee, Haynesa,
Scatcharda lub Hilla)

Najczesciej stosowang w enzymologii metodg linearyzacji rownania Michaelisa-
Menten, pozwalajgca na wyznaczenie Vpyax oraz statych Km, kkat i katalitycznej
skutecznosci, jest metoda Lineweavera-Burka. Metoda polega na matematycznym
przeksztatceniu (odwrdceniu) rownania hiperboli Michaelisa—Menten (1.2) z
utworzeniem rownania Lineweavera-Burka, opisujgcego linie prostgy =a - x + b.
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Prosta Lineweavera-Burka



Czes$¢ doswadczalna

I.  Denaturacja peroksydazy soku chrzanowego

Procedura

Przygotuj 5 matych probdwek szklanych, podpisz (1-5) i napetnij wedtug tabeli ponizej.

Nr Sok 0,9% 2M NaOH 2M HCI Mocznik
N b chrzanowy NacCl [ml] [ml] [ml]
proby azwa proby [ml] [ml]
1 Slepa 0 1 0 0 0
2 Kontrolna 0.5 0.5 0 0 0
3 Dziatanie temperatury 0.5 0.5 0 0 0
4 Dziatanie zasady 0.5 0 0.5 0 0
5 Dziatanie kwasu 0.5 0 0 0.5 0
6 Dziatanie mocznika 0,5 0 0 0 0,5
e Probdwke nr 3 umies$é na ok. 10 min we wrzgcej tazni wodne;.
e Sprawdz aktywnos¢ katalityczng roztwordw (1-5), wykonujgc dla kazdego z nich (1'-5’)
test na aktywnos¢ peroksydazowa:
Préba 3% 0,02 M Ob;j. Obj. Obj. Obj. Obj. Ob;j.
H,0, Gwajakol | préby 1 | proby2 | proby3 | proby4 | préby5 | préby 6
[cm3] [ml] [cm3] [cm3] [cm] [cm3] [cm3] [cm3]

T 0,5 0,1 0,1

2 0,5 0,1 0,1

3’ 0,5 0,1 01

& 0,5 0,1 0,1

5’ 0,5 0,1 0,1

6’ 0,5 0,1 0,1

e W sprawozdaniu przedstaw wyniki i ich interpretacje.
e Jakie czynniki denaturujgce znalaztes?




Il. Wyznaczenie statych katalitycznych reakcji katalizowanej dziataniem peroksydazy

chrzanowej

Procedura

A. Przygotowanie mieszanin inkubacyjnych

Tabela A
Mieszanina 0.01 M bufor 0.02 M 1 mM Stezenie
inkubacyjna fosforanowy gwajakol H,0; H»0;
pH 6.5 w buforze w buforze w mieszaninie
[ml] [ml] [ml] [mM]

M1 2.4 3 0.6

M2 1.8 3 1.2

M3 1.2 3 1.8

M4 0.6 3 2.4

M5 0.0 3 3

a. W 5 probdéwkach przygotuj mieszaniny inkubacyjne M1 do M5, wedtug tabeli A (i
podpisz je) o identycznym stezeniu gwajakolu, ale rdznigce sie poczatkowym
stezeniem H,0, ([H,0,],). Bedziemy wyznaczaé vo reakcji mieszanin M1 do M5,
przy réznym stezeniu [H20;],, celem uzyskaniu zaleznosci Michaelisa- Menten
oraz wyznaczenia statej powinowactwa peroksydazy do nadtlenku wodoru, Km.

b. Uzupetnij tabele A wpisujac w ostatniej kolumnie obliczone stezenie nadtlenku
wodoru w kazdej z mieszanin inkubacyjnych, czyli poczagtkowe stezenie tego
substratu reakcji katalizowanej ([H,0,],).

Odpipetuj po 2.5 ml kazdej mieszaniny inkubacyjnej M5 do M1 do dwu kuwet, dla

pomiaru absorbancji tetragwajakolu (TG) powstajgcego w czasie reakcji
katalizowanej, w spektrofotometrze dwuwigzkowym.

. Spektrofotometryczny pomiar stezenia produktu reakcji tetragwajakolu (TG)
przeprowadzony podczas reakcji katalizowanej enzymatycznie, kolejno
w mieszaninach M5 do M1 (w tej kolejnosci!)

Przygotuj spektrofotometr do pomiaréw kinetyki reakcji (przez 3 minuty, przy
dtugosci fali 470 nm i odczycie co 30 sekund)

Do spektrofotometru wstaw pare kuwet (,,pomiarowg” i “$lepg”) z jedng z mieszanin
inkubacyjnych (zacznij od M5!) i ,,wyzeruj” spektrofotometr

Aby rozpoczgé reakcje enzymatyczng, do mieszaniny w kuwecie dodaj 50 pl
roztworu enzymu (peroksydazy chrzanowej), NATYCHMIAST wymieszaj
mieszadetkiem, zamknij klape aparatu i przyciskiem START rozpocznij pomiar
absorbancji (staraj sie te czynnosci wykonad jak najszybciej)

Po zakonczeniu pomiaru, odczytane wartosci absorbancji TG dla _préoby M5 wpisz
na brudno do tabeli w zeszycie, a nastepnie po odjeciu wartosci préby o czasie ,,0” :
- wpisz do Tabeli 1 w sprawozdaniu

Przeprowadz reakcje z pozostatymi 4 mieszaninami inkubacyjnymi (M4, M3, M2,
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M1) i wpisz odczytane wartosci absorbancji najpierw na brudno, a nastepnie po
odjeciu wartosci proby w czasie 0, postepuj jak z probg M5

. Wykonaj obliczenia predkosci poczatkowej reakcji katalizowanej (v,) dla

5 mieszanin inkubacyjnych M1 do M5, o réznym stezeniu nadtlenku wodoru,
ale statym stezeniu gwajakolu i enzymu (Tabela 1 lub 1A do 1E) i wpisz do
tabeli Michaelisa-Menten, a nastepnie przelicz je i wpisz do Tabeli
Linaewevera-Burka.

. Oblicz state katalityczne reakcji katalizowanej, metodg najmniejszych kwadratéw,

z rébwnania prostej Linaewevera-Burka: statg Michaelisa Km dla H,0, oraz statg kkat
i katalityczng skutecznos¢ peroksydazy, przy statym stezeniu gwajakolu
oraz enzymu.

soby wyrazania katalitvcznej aktywnos$ci enzymu

s

1961: U (jednostka standardowa aktywnosci) to taka_ilo$¢ enzymu, ktéra katalizuje
przemiane 1 mikromola substratu w temperaturze 30°C w ciggu 1 minuty w warunkach
optymalnych (pH, sktad buforu) przy wysyceniu enzymu substratem

1972: katal to _aktywno$¢ enzymu przeksztatcajgca 1 mol substratu w temp 30°C w ciggu
1 sekundy w warunkach optymalnych (pH, sktad buforu) przy wysyceniu enzymu substratem

Stezenie enzymu
dla enzymoéw czystych: stezenie molowe (M = mol/l)

dla enzymo6w nieoczyszczonych: U/l lub katal/1

!ktmnoéé wlasciwa U/mg lub katal/kg

~
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