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Zagadnienia: Podstawowe pojecia kinetyki chemicznej (szybkos$¢ reakcji, reakcje elementarne, czasteczkowosé
i rzad reakcji). Rownania kinetyczne prostych reakcji zerowego i pierwszego rzedu oraz reakcji nastgpczych, z etapem
odwracalnym poprzedzajacym etap nieodwracalny. Energia aktywacji. Mechanizm i kinetyka mikroheterogenicznych
reakcji katalitycznych.

1. Wprowadzenie.

Role¢ katalizatora w szeregu reakcji chemicznych, w tym w ukladach biologicznych, pelnia enzymy. Dzialanie
enzymoéw, tak jak i wszystkich innych katalizatorow, polega na obnizeniu energii aktywacji, w wyniku czego szybkos¢
przejscia od substratow do produktow jest wielokrotnie wigksza niz przy braku katalizatora. Nie zmienia si¢ przy tym
stan rownowagi w reakcjach odwracalnych, gdyz enzym przyspiesza w jednakowym stopniu reakcje biegnace w obu
kierunkach.

Warunkiem katalizy enzymatycznej jest zwiazanie substratu (S) w tak zwanym miejscu aktywnym enzymu (E)
poprzez oddziatywania bedace kombinacja wiazan wodorowych, sit elektrostatycznych oraz sit van der Waalsa. Istotne
jest przy tym wzajemne dopasowanie struktury miejsca aktywnego i czasteczek substratu.

Stezenie enzymu pozostaje niezmiennie stale podczas reakcji. W wielu enzymach nie zmieniaja si¢ tez wlasciwosci
ich miejsc aktywnych po zwiazaniu czasteczek substratu. W miare zwigkszania st¢zenia substratu, w warunkach jego
nadmiaru w stosunku do st¢zenia enzymu, stwierdza si¢ poczatkowo liniowy wzrost szybkosci katalizowanej reakcji,
po czym szybkos¢ reakcji dazy do wartosci maksymalnej — patrz rys.1. Takiej charakterystyce kinetycznej odpowiada
modelowy mechanizm Michaelisa-Menten, przedstawiony za pomoca nastgpujacego schematu:

k
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gdzie ky, k_;, kp — state szybko$ci odpowiednich reakc;ji.
W pierwszym etapie enzym (E) przylacza substrat (S) w miejscu aktywnym tworzac ze stata szybkosci k

kompleks przejsciowy enzym-substrat (ES). Kompleks ten dysocjuje czgsciowo do enzymu i substratu, ze stala
szybkoSci k_j i jednoczes$nie ulega nieodwracalnemu przeksztalceniu w produkt (P) ze stala szybkosci k ,, przy

czym uwalnia si¢ enzym. Uwolnione migjsce aktywne enzymu moze ponownie wiaza¢ i aktywowacé nastgpne
czasteczki substratu. Zatem szybko$¢ reakcji enzymatycznej (v), rowna szybko$ci tworzenia (przyrostu stgzenia)
produktu reakcji ([P]), jest wprost proporcjonalna do chwilowego st¢zenia kompleksu substratu z enzymem ([ES]):

v=d[P]/dt =k, -[ES] 2)

Zwiazek migdzy stgzeniem kompleksu enzym-—substrat [ES] a st¢zeniem wolnego enzymu ([E]) i wolnego substratu
([S]) mozna okresli¢ stosujac przyblizenie stanu stacjonarnego, to jest przyjmujac zatozenie o jednakowej szybkosci
tworzenia i rozpadu takiego kompleksu. Oznacza to bliska zeru szybko$¢ zmiany st¢zenia kompleksu enzym—substrat,

a wigc stale (stacjonarne) jego stezenie w czasie reakcji:

d[ES])/dt = ky -[E]-[S]—k_; -[ES] -k, -[ES] =0 3)

Jezeli catkowite stgzenie enzymu ([E]y) jest znacznie mniejsze od catkowitego stgzenia substratu ([S].),
[E]p <<[S]., to stezenie substratu zwigzanego z enzymem jest znacznie mniejsze od stgzenia wolnego substratu:
[ES] <<[S]. W rezultacie stezenie wolnego substratu w trakcie reakcji praktycznie nie rézni si¢ od catkowitego st¢zenia
substratu: [S] ~ [S].. Natomiast wigkszo$¢ miejsc aktywnych enzymu zostaje zwigzana w kompleks z substratem
i stezenie wolnego enzymu [E] jest rdwne rdznicy migdzy catkowitym st¢zeniem enzymu i stezeniem kompleksu enzym-
substrat:

[E]=[E]o —[ES] “4)



Podstawienie prawej strony wyrazenia (4) do rownania (3) daje:
ky -[S]-([E]o —[ES])-k_; -[ES]-k, -[ES] = 0 6]

skad wynika nastgpujaca zalezno$¢ migdzy st¢zeniem kompleksu enzym—substrat a catkowitym stgzeniem enzymu
1 substratu w rozwazanym uktadzie:

ky -[S]

[ES1=[E]o ki [S]+k_y + &y

(6)

Po podzieleniu licznika oraz mianownika przez k; i po wprowadzeniu statej Michaelisa: Ky =(k_j + ko) /Ky,
wzor (6) ulega przeksztatceniu do postaci:

[S]

[ES]=[E]j [S1+ Knp

(6a)

Z kombinacji rownan (2) (6) i (6a) otrzymujemy ostatecznie rownanie Michaelisa-Menten opisujace zalezno$é
migdzy szybkoscia reakcji enzymatycznej a catkowitym stezeniem substratu i enzymu:
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Nalezy oczekiwaé, ze jezeli calkowite stezenie substratu bedzie znacznie wigksze od wartosci stalej Michaelisa
([S]>>Kyp) 1 tym samym [S]/([S]+ Ky )=~1, to wszystkie miejsca aktywne enzymu beda zajgte przez substrat

1 szybkos¢ reakcji enzymatycznej osiagnie warto$¢ maksymalna (v, ), Niezalezng od st¢zenia substratu:

Vmax :k2 [E]o 3

Oznacza to, ze o maksymalnej wartosci szybkosci reakcji enzymatycznej decyduje calkowite stezenie enzymu i stala
szybkosci rozpadu kompleksu enzym-substrat do produktu. Warto$¢ v,,x Ujawnia tak zwana liczbg obrotow enzymu.

Pojeciem tym przyjeto okreslac liczbe czasteczek substratu przeksztalconych w produkt reakcji w jednostce czasu przez
enzym o jednostkowym stgzeniu, w warunkach pelnego wysycenia enzymu przez substrat. Liczba obrotow enzymu jest
réwna wartos$ci stalej szybko$ci ky =v.x /[Elg. Dla wigkszosci enzyméw w $rodowisku fizjologicznym jest ona
zawarta w granicach 1 do 104s™". Jest oczywistym, ze kazdy cykl katalizy nastepuje w czasie rownym 1/ k- .

Przy uwzglednieniu zaleznosci (8), rownanie Michaelisa-Menten (7) przyjmuje postac:

[S]

[S]+ Kwm ®)

V= Vmax

Z ostatniego réwnania (9) wynika sens fizyczny statej Michaelisa, Ky, Zauwazamy, ze jezeli [S]= Ky, to wtedy
V=Vnax /2. Zatem stala Kjp; jest liczbowo réwna takiemu stgzeniu substratu, przy ktérym szybkos¢ reakcji
enzymatycznej osiaga potowg warto$ci maksymalnej, charakterystycznej dla danej wartosci stgzenia [E]( . Pokazuje to
wyraznie rys.l. Jezeli natomiast stgzenie substratu jest mate, [S]<< Ky, to tylko czg¢$¢ miejsc aktywnych enzymu
uczestniczy w tworzeniu kompleksu z substratem. Reakcja przebiega wtedy jako pierwszego rzedu wzgledem substratu,
przy czym eksperymentalnie wyznaczona stala szybkosci (ke ) jest okreslona przez wartos¢ ilorazu (ko / Ky ) 1 przez

stgzenie catkowite enzymu [E], = const:

k
V= Vmax [S1/ Ky =2+ [Elo - [S]= ket [S] (10)
M



max

7]

=

=]

©
Vo

E Y

>~ 2

>

[S] /moldm”

Rys. 1. Zaleznosé¢ szybkosci reakcji enzymatycznej (v) od stezenia substratu ([S])
przy stalym stezeniu enzymu, [B]y << [S] (wedlug rownania Michaelisa-Menten (9)) [1].

Analiz¢ danych doswiadczalnych, zgodnie z propozycja Lineweavera-Burka, przeprowadza si¢ po przedstawieniu
rownania Michaelisa-Menten (9) w postaci odwrotnosci, skad wynika liniowa zalezno$¢ (y = ax + b) migdzy
odwrotnos$cia szybkosci tworzenia produktu (y = 1/v) a odwrotnoscia st¢zenia substratu (x = 1/[S]):
K
LU S VNS (11)

V' Vmax  Vmax [S]

Jak wida¢ na rys. 2, punkt przecigcia prostej z osia rzednych (y = 1/v) przy 1/[S] = 0 wyznacza warto$¢ odwrotnosci
maksymalnej szybkosci reakcji przy [E]y = const: b =1/v,,,, [dm’ s mol™']. Z kolei ze wspotczynnika kierunkowego
prostej wzgledem osi odcigtych: a = Kyj /vy [S] mozna obliczy¢ warto$¢ statej Ky [mol dm].

A
1/v

dv'/d([S])' = Ky/v

max

0 1/[S]

Rys. 2. Zaleznos¢ odwrotnosci szybkosci reakcji enzymatycznej od odwrotnosci stezenia substratu
przy stalym stezeniu enzymu (wykres Lineweavera-Burka dla reakcji przebiegajqcych
wedtug mechanizmu Michaelisa-Menten) [1].

2. Wykonanie ¢éwiczenia

Celem ¢wiczenia jest wyznaczenie parametrow kinetycznych (stalej Michaelisa i maksymalnej szybkosci) reakcji
hydrolizy sacharozy do glukozy i fruktozy, katalizowanej przez inwertaze drozdzowa (sacharazg). Inwertaza, nalezaca do
hydrolaz, utatwia rozerwanie wiazania glikozydowego w sacharozie dziatajac optymalnie przy pH okoto 4,7. Enzym jest
nieaktywny przy pH > 10. Zatem przez podwyzszenie pH roztworu mozna przerwaé przebieg reakcji hydrolizy
sacharozy i oznaczy¢ stezenie jej produktow.
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Katalizowana enzymatycznie reakcje hydrolizy sacharozy prowadzimy w roztworach tego zwiazku o ré6znym
stezeniu poczatkowym, jednak zawsze w warunkach duzego nadmiaru substratu w stosunku do enzymu o stalym
stgzeniu catkowitym, [E],. W zwiazku z tym st¢Zzenie wolnego substratu w trakcie reakcji praktycznie nie ro6zni sig od

catkowitego stgzenia substratu: [S] = [S].. W czasie reakcji (At ) maleje stgzenie sacharozy, a produktami reakcji sa

glukoza (G) i fruktoza (F) o jednakowym st¢zeniu. Przy tym przyrost stezenia glukozy (wzglednie fruktozy) jest rowny
ubytkowi stezenia sacharozy w danym okresie czasu (patrz rownanie reakcji hydrolizy sacharozy w opisie ¢wiczenia
pt. ,,Kinetyka inwersji sacharozy”). Dla kazdego roztworu wyznaczamy poczatkowa szybko$§¢ hydrolizy sacharozy,
wyrazajac ja przez stosunek skonczonych przyrostow st¢zenia produktu: glukozy (AG) lub fruktozy (AF ) do czasu
uplywajacego od momentu rozpoczegcia reakcji do jej przerwania (Az): v= A[G]/At = A[F]/At.

Korzystamy z metody spektrofotometrycznej do oznaczenie st¢zenia glukozy, przy zastosowaniu odczynnika
dinitrosalicylowego o pH = 13,5 (0,04 mol/dm® kwas 3,5-dinitrosalicylowy + 0,5 mol/dm’ NaOH + 1,43 mol/dm’
winian sodowo-potasowy). W srodowisku zasadowym glukoza redukuje anion 3,5-dinitrosalicylowy (o jasno zoittym
zabarwieniu) do anionu 3-amino-5-nitrosalicylowego (o zabarwieniu brunatnym), a sama utlenia si¢ do kwasu
glukonowego (bezbarwnego). Poniewaz fruktoza w obecnosci jondw hydroksylowych ulega izomeryzacji do glukozy,
to stgzenie intensywnie barwnego anionu 3-amino-5-nitrosalicylowego, tworzacego si¢ po dodaniu odczynnika
dinitrosalicylowego do mieszaniny glukozy z fruktoza, jest rowne sumarycznemu st¢zeniu obu tych cukrow.
Wzorcowa zalezno$¢ migdzy mierzona absorbancja a stezeniem cukréw jest okreslana na podstawie danych
eksperymentalnych otrzymanych dla szeregu roztwor6w o znanym sumarycznym stezeniu glukozy i fruktozy, przy
staltym stezeniu odczynnika dinitrosalicylowego.

2.1. Wyznaczenie absorbancji roztworu odczynnika dinitrosalicylowego w obecnosci glukozy i fruktozy
0 znanym steZeniu.

Odczynniki:

1. Roztwor wzorcowy: 0,005 mol/dm’ glukozy + 0,005 mol/dm’ fruktozy w wodzie.

2. Bufor o pH = 4,78 wedlug Brittona i Robinsona.

3. Odczynnik dinitrosalicylowy (0,04 mol/dm’ kwas 3,5-dinitrosalicylowy + 0,5 mol/dm® NaOH +
+ 1,43 mol/dm’ winian sodowo-potasowy), pH = 13,5.

Metodyka:

W probowkach 1 do 8 sporzadzamy kolejne roztwory wzorcowe o objetosci 2 cm® zawierajace rosnace stezenie
glukozy ([Gly,,) 1 fruktozy ([Fly,. Probowka 9 bedzie zawiera¢ roztwor odniesienia niezbgdny w pomiarach
absorbancji. Objetosci odczynnikow wlewanych do kolejnych probowek podane sg w tabeli 1.

Tabela 1

nr probowki 1 [2 [3 |4 [5 Je [7 |8 |9

Iosci odezynnikéw w cm’

roztwoOr WZorcowy 0,1 10,2 10,3 (0,4 10,5 10,6 (0,7 [0,8 |-
woda 0,9 (0,8 10,7 [{0,6 |0,5 [04 |03 0,2 |1,0

bufor o pH = 4,78 1,0 (1,0 |1,0 (1,0 |1,0 |1,0 |1,0 |1,0 [1,0

sumaryczne st¢zenie
glukozy 1 fruktozy
[Glwz +[Flwz
[mol dm™]
w probach wzorcowych
0 objetosci 2 cm®

wzZ
Ak:SSOnm

Nastepnie do wszystkich probowek dodajemy po 2 cm® odczynnika dinitrosalicylowego i po doktadnym wymieszaniu
wstawiamy na 10 minut do aZni wodnej o temperaturze bliskiej 100° C. W tej temperaturze odpowiednio szybko
zachodzi reakcja migdzy anionem 3,5-dinitrosalicylowym a glukoza, jak réwniez transformacja fruktozy do glukozy.
Po wyjeciu z tazni wodnej i ozigbieniu do temperatury pokojowej (okoto 20 minut) wszystkie roztwory
uzupeliamy woda destylowana do 8 cm’ i ponownie dokladnie mieszamy. Po tej czynnosci, przy dtugosci fali

A =550 nm wykonujemy pomiar absorbancji (4%, ) dla kolejnych roztworow (1 do 8) wzglgdem roztworu

odniesienia (9). (Alternatywa jest wykonanie pomiarow absorbancji roztworow 1 do 9 wzgledem wody).



Sporzadzamy wykres, przedstawiajacy zaleznos¢ zmierzonej absorbancji ( 4y %, ) od sumarycznego stgzenia

glukozy i fruktozy ([Gly,, +[Flwyz) W roztworach wzorcowych (1 do 8) o objgtosci 2 cm’ (przed rozcienczeniem do
objetosci 8 cm’, poprzedzajacym pomiar absorbancji). Zgodnie z prawem Lamberta-Beera i prawem addytywnosci
absorbancji otrzymana liniowa zalezno$¢ wzorcowa opisuje rownanie y = ay,x + by,, gdzie y = AWV,

X = ([Glwz t[Flwz)-
Wyznaczamy wspotczynnik kierunkowy regresji liniowej: ay, = A%, /([Gly, +[Flw,) [mol” dm’] oraz
wyraz wolny b, , okreslony przez warto$¢ absorbancji roztworu odniesienia.

Uwaga: Kuwety stosowane w pomiarach absorbancji nalezy umieszcza¢ w komorze spektrofotometru w taki
sposob, aby na drodze promieniowania znajdowata si¢ $ciana kuwety oznaczona strzatka. Po wprowadzeniu kuwety
z roztworem odniesienia (lub z woda) nalezy aparat wyzerowac (przycisk ,,zero” na plycie czotowej). Nastgpnie na
drodze promieniowania umieszczamy kuwet¢ z badanym roztworem (np. 1) i odczytujemy warto§¢ absorbancji.
Czynno$ci powtarzamy - zawsze mierzymy absorbancj¢ roztwordw wzorcowych po wyzerowaniu spektrofotometru
dla roztworu odniesienia (lub dla wody). Trzeba pamigta¢, ze wprawdzie w komorze jednowiazkowego
spektrofotometru znajduje si¢ kilka stanowisk dla kuwet, lecz zawsze tylko jedno z nich znajduje si¢ na drodze
promieniowania.

2.2. Wyznaczenie parametrow Kinetycznych (stalej Michaelisa i maksymalnej szybkosci)
reakcji hydrolizy sacharozy katalizowanej przez inwertaze.

Odczynniki:
1. Roztwor 0,1 mol/dm’ sacharozy rozpuszczonej w buforze o pH = 4,78 (nalezy przygotowaé 25 cm’).
2. Bufor o pH = 4,78 wedlug Brittona i Robinsona (0,03 mol/dm® H;BO; + 0,03 mol/dm® H;PO, +
+ 0,03 mol/dm*CH;COOH + 0,049 NaOH mol/drn3).
3. Odczynnik dinitrosalicylowy (0,04 mol/dm’® kwas 3,5-dinitrosalicylowy + 0,5 mol/dm® NaOH +
+ 1,43 mol/dm’ winian sodowo-potasowy), pH = 13,5.
4. Roztwor inwertazy (nr. kat.14504 f-my Sigma).

Metodyka:

W probéwkach la do 8a przygotowujemy kolejne roztwory sacharozy, w ktorych bedzie przeprowadzana reakcja
hydrolizy w obecnosci inwertazy. Objetosci odczynnikoéw wprowadzanych do probowek podane sa w tabeli 2.

Tabela 2
la | 2a | 3a | 4a | Sa 6a | 7a | 8a
Ilo$ci odczynnikow w cm”
roztwor 0,1 mol/dm’ sacharozy 0,1 [0,15] 0,2 | 03 0,4 | 0,5 0,6 0,8
w buforze o pH 4,78

bufor o pH 4,78 09108108 ]07] 06| 05](04] 02
poczatkowe stgzenie sacharozy [S].

w roztworach o objetosci 2 cm’
[mol dm™]

1/[S]o
[mol”! dm’]

A)=550nm

sumaryczne st¢zenie produktow
po hydrolizie sacharozy
w roztworach o objetosci 2 cm’
A[G]+A[F]
[mol dm™]
stezenie glukozy po hydrolizie
w roztworach o objetosci 2 cm’
A[G] [mol dm™]
v=(A[G]/At) [mol dm”s™]
(1/v) [mol" dm’s']




Ponadto w proboéwce oznaczonej jako 9a sporzadzamy roztwor odniesienia (niezbedny w pomiarach absorbancji
po zakonczeniu reakcji hydrolizy sacharozy) wlewajac do niej 1 cm® roztworu buforowego, 2 cm’ odczynnika
dinitrosalicylowego i 5 cm’ wody.

W osobnym naczyniu przygotowujemy roztwor enzymu w ilosci potrzebnej do wykonania do$wiadczenia
(uwaga: pobrany z lodowki roztwér inwertazy o stezeniu 0,004 mg/cm’ rozcienczamy, np. w stosunku 2,5 cm’
roztworu enzymu i 7,5 cm® wody, po czym doktadnie mieszamy).

Zawartos¢ probéwek la do 8a zawierajacych sacharozg oraz probowke 9a z roztworem odniesienia, a takze
naczynie z rozcienczonym roztworem enzymu termostatujemy w temperaturze 37°C przez 15 minut. Po tym czasie,
w probowkach la do 8a inicjujemy katalizowana enzymatycznie reakcje¢ hydrolizy sacharozy dodajac w jednakowych
odstepach czasu (np. co 1 minute) po 1 cm’ roztworu inwertazy (1 cm’ enzymu dodajemy do probowki la, po
1 minucie dodajemy 1 cm® roztworu enzymu do probowki 2a, po nastgpnej 1 minucie do probowki 3a, itd.).
Po dodaniu enzymu nalezy kazdy roztwor doktadnie wymieszac¢ i pozostawi¢ w termostacie. Zauwazamy, ze hydroliza
sacharozy zachodzi w roztworach o objetosci 2 cm’ .

Reakcje hydrolizy sacharozy w obecnosci inwertazy prowadzimy przez 10 minut (Af =600 s). Oznacza to, ze
po uptywie 10 minut od dodania enzymu do probéwki 1a nalezy doda¢ do niej 2 cm® odczynnika dinitrosalicylowego
i roztwor doktadnie wymieszaé, po czym kolejno, co 1 minute, nalezy dodawa¢ 2 cm’ tego odczynnika do pozostatych
probowek (do 8a wlacznie) i zawarto$¢ dokladnie wymieszaé. W ten sposéb przerywamy reakcje hydrolizy
1 jednoczesnie inicjujemy reakcje glukozy z anionem 3,5-dinitrosalicylowym oraz izomeryzacj¢ fruktozy do glukozy.

Nastepnie roztwory zawierajace sacharoze¢ (1a do 8a) oraz roztwor odniesienia (9a) przenosimy do tazni wodnej i
ogrzewamy przez 10 minut w temperaturze okoto 100°C, co zapewnia odpowiednia szybkos$¢ reakcji migdzy anionem
3,5-dinitrosalicylowym a glukoza, jak rowniez reakcji transformacji fruktozy do glukozy.

Po wyjeciu z tazni wodnej i ozigbieniu do temperatury pokojowej (okoto 20 minut) wszystkie roztwory (la do
9a) uzupelniamy woda destylowana do 8 cm’. Zawarto$¢ probowek doktadnie mieszamy i przy diugoéci fali
A = 550 nm wykonujemy pomiar absorbancji ( 4)—s50nm ), zawsze wzgledem roztworu odniesienia zawartego w

probowce 9a. (Alternatywa jest wykonanie pomiardow absorbancji wszystkich roztwordéw, 1a do 9a, wzgledem wody).

Korzystajac ze spektrofotometru jednowiazkowego nalezy aparat wyzerowa¢ po umieszczeniu kuwety
z roztworem odniesienia (lub z woda) na drodze promieniowania. Nastgpnie na droge promieniowania wprowadzamy
kuwete z odpowiednim roztworem badanym (np. 1a) i odczytujemy warto$¢ jego absorbancji. Czynno$ci powtarzamy
dla kolejnych roztworéw badanych (2a; 3a itd.) pamigtajac o koniecznos$ci zerowania spektrofotometru.

Uwaga: Zastosowanie takiego samego roztworu odniesienia, zawierajacego odczynnik dinitrosalicylowy bez
sacharozy, w pomiarach absorbancji kolejnych roztworéw (la do 8a) po hydrolizie sacharozy katalizowanej przez
inwertaze przy pH = 4,78 jest mozliwe dzigki temu, Ze stata szybkosci hydrolizy sacharozy przy tym samym pH lecz
bez enzymu jest o kilka rzedow wielkosci mniejsza.

Opracowanie wynikow:

Okreslamy sumaryczny przyrost stezenia glukozy i fruktozy (A([G]+ A[F]) tworzacych si¢ w czasie (At?)
hydrolizy sacharozy katalizowanej przez inwertaze w roztworach la do 8a o objetosci 2 cm’. Korzystamy przy tym
z wezesniej wyznaczonej (dla danego spektrofotometru) liniowej zaleznosci migdzy absorbancja (A4yZsg,)

roztworéw wzorcowych (1 do 8) a sumarycznym st¢zeniem glukozy i fruktozy w tych roztworach ([Gly, +[Flw;)

o objetosci 2 cm® (przed rozcienczeniem do objetosci 8 cm’).
Poniewaz pomiar absorbancji roztworéw badanych po katalizowanej enzymatycznie hydrolizie sacharozy
( Ay=550nm ) jest poprzedzony takim samym ich rozcienczeniem jak w przypadku roztwordéw wzorcowych, to zatem

sumaryczne st¢zenie glukozy i fruktozy w probach la do 8a mozna obliczy¢ wyrazenia:

(A= —bw,)
aWZ
gdzie a,,, oznacza wspélczynnik kierunkowy w liniowej zaleznosci wzorcowej za§ b, to wyraz wolny w tej

zaleznosci (patrz rozdziat 2.1).
Jest oczywistym, ze zarowno przyrost stezenia glukozy jak i fruktozy jest rowny potowie sumarycznego st¢zenia
tych cukrow:

A[G] = A[F]=

(A[G] + A[F]) _ (AX:SSOHm - bwz)
2 2-ay,

(13)

Biorac ten fakt pod uwagg, obliczamy szybkos¢ katalizowanej enzymatycznie hydrolizy sacharozy w kolejnych
badanych roztworach, definiowana przez przyrost st¢zenia jednego z produktow w jednostce czasu:

v =A[G)/At = A[F)/At (14)



Uwaga: Jezeli warto$¢ Ay _s50,m bgdzie znacznie wigksza niz b, , to nie popetnimy wigkszego btedu pomijajac
ten ostatni wyraz w obliczeniach wykonywanych przy uzyciu rownan 12 do 14.

W ostatnim etapie przeprowadzamy analiz¢ danych zestawionych w tabeli 2 na podstawie réwnanie Lineweavera-
Burka (11) i1 sporzadzamy wykres we wspolrzegdnych: 1/v od 1/[S]. Korzystajac z regresji liniowej, z parametru
b=1/vpax [mol™ dm’ s] okre§lonego przez punkt przecigcia linii prostej (przechodzacej przez punkty pomiarowe)
zosia y=1/v przy 1/[S]y = 0, wyznaczamy maksymalna szybko$é reakcji enzymatycznej: v, = 1/b [mol dm” s'].
Z kolei ze wspotczynnika kierunkowego a = Kng / vy [S] obliczamy stata Michaelisa:

Ky =a-vpax =ab ([s)] mol ™ dm’s] = [mol dm)).
Niepewnos$¢ oznaczen wynosi:

Ab = ‘l‘Aa +
b

OVimax

ob

Ab =

_ ~1 0K |
AViax = 1.2 +| b |

Aa

Ab [mol dm™ s’l] i AKy :IaKMI

oa
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