Cwiczenie 14
Kinetyka reakcji enzymatycznych

Zagadnienia: Pojecie enzymu. Mechanizm Michaelisa-Menten. Kinetyka chemiczna: szybkosé¢ reakgji,
reakcje elementarne, rzad reakcji (Szybkos¢ reakcji chemicznych). Rownania kinetyczne prostych
reakcji zerowego, pierwszego i drugiego rzedu. Réwnania kinetyczne reakcji odwracalnych,
rownolegtych, nastepczych. Energia aktywacji, teoria stan przejsciowego. Metoda stanu
stacjonarnego.

Enzymy sa w wiekszosci przypadkéw biatkowymi katalizatorami dziatajagcymi w uktadach
biologicznych wyrézniajacymi sie sitg katalityczng i specyficznoscig. Dziatanie enzyméw, tak jak i
innych katalizatorow, polega na obnizeniu energii aktywacji w reakcji chemicznej przez stabilizacje
stanow przejsciowych, ktore na drogach reakcji sa stanami o najwyzszej energii. Dzieki selektywnosci
tej stabilizacji, enzymy sg w stanie decydowac o tym, ktéra z kilku mozliwych reakcji chemicznych
zostanie zrealizowana. Konsekwencjg stabilizacji stanu przejsciowego jest zwiekszenie szybkosci
przejscia substratéw w produkty. Enzymy przyspieszajg reakcje chemiczne co najmniej milionkrotnie
w poréwnaniu do reakcji nieenzymatycznej, nie zmieniajac przy tym stanu réwnowagi. Oznacza to, ze
stabilizacja stanu przej$ciowego przyspiesza obie rekcje biegngce w przeciwnych kierunkach.

Warunkiem katalizy enzymatycznej jest zwigzanie substratu (S) w miejscu aktywnym enzymu
(E) wykorzystujac lokalne oddziatywania miedzy enzymem a substratem (wigzania wodorowe, sity
elektrostatyczne oraz sity van der Waalsa) oraz wzajemne dopasowanie struktury przestrzennej
miejsca aktywnego i czasteczki substratu (rysunek 1). Uwolnione miejsce aktywne enzymu moze
wiazaé kolejne czasteczki substratu.

Rys. 1. Istota mechanizmy dziatania enzymoéw, gdzie E oznacza enzym, S substrat, P produkt a (ES)
kompleks enzym-substrat.

Z termodynamicznego punktu widzenia, zmiana energii swobodnej AG moze przybrac
wartos¢ ujemng dla reakcjach spontanicznych, warto$¢ rowng zero dla uktadu w stanie rownowagi
oraz warto$¢ dodatnig dla reakcji nie zachodzacych spontanicznie. Do przebiegu tej ostatniej,
konieczne jest dostarczenie energii z zewnatrz (reakcja endotermiczna). Pamietaé nalezy takze, ze AG
nie zalezy od drogi reakcji, a wytacznie od rdznicy energii swobodnej miedzy stanem poczatkowym
(substratem) a stanem koncowym (produktem). Stezenie enzymu petnigcego role katalizatora
pozostaje niezmienne podczas reakcji. W wielu przypadkach nie zmieniajg sie takze wtasciwosci
miejsc aktywnych po zwigzaniu substratu.

Dla wielu enzymow szybkos¢ katalizy VO (liczba moli produktu utworzonego w czasie 1
sekundy) zmienia sie ze stezeniem substratu [S] w sposéb przedstawiony na rysunku 2. Ze wzrostem
stezenia substratu, szybkosc¢ katalizy rosnie liniowo, nastepnie przy wiekszych stezeniach substratu



ulega zwolnieniu i osigga warto$¢ maksymalng. Ta paraboliczna zalezno$¢ miedzy szybkoscia reakcji
enzymatycznej a stezeniem substratu jest nazywana modelem Michaelisa-Menten (rysunek 2).
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Rys. 2. Zalezno$¢ szybkosci reakcji (v) od stezenia substratu [S] w rédwnaniu Miachealisa-Menten

Sekwencje reakcji enzymatycznych mozna wyrazi¢ nastepujacych schematem:

ki k,
E+S = ES_ (1)
k., &

gdzie k,, k, i k, sg statymi szybkosci odpowiednich reakcji.

Korzystajac z powyzszego schematu, szybkos$¢ v przyrostu stezenia produktu reakcji [P] mozna zapisac

nastepujaco:
_d[P]_, . (2)

Zwiazek miedzy stezeniem kompleksu enzym-substrat ([ES]) a stezeniem enzymu i substratu mozna
okresli¢ wykorzystujac tzw. metode stanu stacjonarnego, zaktadajac jednakows szybkosc tworzenia i
rozpadu takiego kompleksu (k_, = k,):

k1'[EHS}:k—1'[ES]"'kz'[ES] (3)
Oznacza to, ze:

d[ES]

_ (4)
TR

a wiec state (stacjonarne) stezenie kompleksu enzym-substrat w czasie reakgji.



W typowych reakcjach enzymatycznych catkowite stezenie enzymu [E], jest znacznie mniejsze od
catkowitego stezenia substratu [S], ([E],<<[S],) i zatem stezenie substratu zwigzanego z enzymem jest
znacznie mniejsze od stezenia wolnego substratu [ES]<<[S]. Stezenie wolnego substratu praktycznie
nie rézni sie wtedy od catkowitego stezenia substratu [S]=[S],=[S]+[ES]. Natomiast wiekszo$¢ miejsc
aktywnych enzymu zostaje zwigzana w kompleks z substratem i zatem stezenie wolnego enzymu
wyraza wzor:

[E|=[E],~[ES] (5)
Podstawienie prawej strony wyrazenia 5 i [S]=[S], do réwnania (3) daje:

ki [Sl([E}—[ES]|=k_, [ES|[+k, [ ES] (6)
Wyrazenie (6) mozna przeksztatci¢ do wyrazenia opisujacego stezenie kompleksu aktywnego:

k1'[5]0

{ES}:[E]O kl.[5]0+k71+k2

Po podzieleniu licznika i mianownika przez k, otrzymujemy:

[Sy
+k_1+k2
kl

{ES}Z[E]O
(S,
(8)

gdzie wyrazenie (k,+k,)/k, nazywane jest stata Michaelisa K, a wzér mozina przedstawi¢ w
nastepujacy sposob:

{ES}:[E]O[S]O_FKM

Ze wzoru (8) wynika, ze wszystkie miejsca aktywne enzymu beda zajete przez substrat wtedy, kiedy
[S], jest duzo wieksze od K,,.
Podstawiajac wzory (7) i (9) do réwnania (2) otrzymujemy:

kl’[s}o

V:kz-[E]o kl-[5}0+k71+k2:

(S,
kz.[E]O[S]O+KM

(10)

Ze wzoru (10) wynika, ze szybkos¢ reakcji osigga wartos¢ maksymalng (v,,,) w warunkach wysycenia
wszystkich miejsc aktywnych enzymu przez substrat. Poniewaz dla dostatecznie duzego stezenia
substratu [S],/([S];+Kw)=1, to:

v,..=k,"[E], (11)

Maksymalna warto$¢ szybkosci reakcji enzymatycznej bedzie zalezna od catkowitego stezenia
enzymu jak i od statych szybkosci reakcji rozpadu kompleksu enzym-substrat do produktéw.

Z podstawienia wzoru (11) do réwnania (10) powstaje réwnanie Michaelisa-Menten:



_ S 12
V=V 5]+ K, 12

z ktérego wynika fizyczny sens statej Michaelisa, K,,. Jezeli [S], = K, wtedy v = v, /2. Fakt ten stanowi

podstawe dla stwierdzenia, ze stata KM jest rowna takiemu stezeniu substratu, przy ktorym szybkos$é
reakcji enzymatycznej osigga potowe wartosci maksymalnej dla danej wartosci stezenia [E]O. Stata
KM odpowiada takiemu stezeniu substratu, przy ktérym obsadza on potowe miejsc aktywnych
enzymu. Nalezy pamieta¢, ze stata KM jest okreslona przez wartosci ki, k-1 i k2, a dla wiekszosci

enzymow jej warto$é waha sie w granicach 10-1 - 10-7 mol/dm3.

Przebieg zaleznosci szybkosci reakcji enzymatycznej od stezenia substratu wg wyrazenia (11), czyli w
warunkach [E],<<[S]), jest pokazany na rysunku. Przy matym stezeniu catkowitym substratu
([S},<<Ky), szybkos¢ tworzenia produktu rosnie wprost proporcjonalnie do [S], i dla danego [E], =
const zalezy od wartosci ilorazu (k,/Ky,):

v=v ﬂ:(ﬁ
max KM KM

) [Ely[S] (13)

Dalej, przy dostatecznie duzym stezeniu substratu ([S],>>K,,), tworzenie sie produktu nastepuje z

maksymalng szybkoscia (v =v,__ ), niezaleznie od ewentualnego dalszego wzrostu stezenia substratu.

max

Przy znanym stezeniu enzymu [E], szybko$¢ maksymalna v, ujawnia liczbe obrotéw enzymu, czyli
liczbe czasteczek substratu przeksztatconych w produkt reakcji w jednostce czasu przez 1 mol
enzymu w warunkach petnego wysycenia enzymu przez substrat. Liczba obrotéw jest wiec rowna
statej k,. Dla wiekszosci enzymoéw w Srodowisku fizjologicznym jest ona zawarta w granicach od 1 do
10* s, Kazdy cykl katalizy nastepuje w czasie réznym 1/k, [s].

Po przedstawieniu obu stron réwnania Michaelisa-Menten w formie odwrotnosci otrzymujemy
liniowa zalezno$¢ (y=ax+b):

(14)
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Na rysunku widoczny jest punkt przeciecia prostej z osig rzednych (y=1/v) wyznaczajacy wartosé
wyrazenia b=1/vmax [dm?s mol*] przy [E], = const.

Natomiast ze wspodiczynnika kierunkowego prostej wzgledem osi odcietych a=K,,/v,, [s] mozna

obliczy¢ wartosc¢ K,, [mol dm?]. Powyzszy sposdb wyznaczania wartosci statej K,, i v, znany jest jako

max

metoda Lineweavera-Burka.

Reakcjg badang w ¢wiczeniu jest hydroliza sacharozy do glukozy i fruktozy przy uzyciu
enzymu inwertazy drozdzowej. Enzym ten utatwia rozerwanie wigzania glikozydowego w sacharozie
w pH okoto 4,7 (warunki optymalne). Enzym staje sie nieaktywny w pH210, zatem podwyzszajac pH
roztworu mozna zatrzymaé reakcje. Katalizowana enzymatycznie reakcje hydrolizy sacharozy
prowadzi sie w roztworach tego zwigzku o réznym tezeniu poczatkowym, jednak zawsze w
warunkach duzego nadmiaru substratu w stosunku do enzymu o statym stezeniu catkowitym, [E],. W
zwigzku z tym stezenie wolnego substratu w trakcie reakcji praktycznie nie rézni sie od catkowitego
stezenia substratu: [S] = [S],. Powstajace w czasie trwania reakcji glukoza (G) i fruktoza (F) maja



jednakowe stezenie. Przy tym przyrost stezenia glukozy (wzglednie fruktozy) jest réowny ubytkowi
stezenia sacharozy w danym okresie czasu.

Wykonanie ¢wiczenia

Celem ¢wiczenia jest wyznaczenie parametréw kinetycznych (statej Michaelisa KM i maksymalnej
szybkosci vmax) reakcji hydrolizy sacharozy katalizowanej przez inwertaze drozdzowa (sacharaze)
korzystajagc z metody spektrofotometrycznej i odczynnika dinitrosalicylowego o pH = 13,5. W
srodowisku zasadowym glukoza redukuje anion 3,5-dinitrosalicylowy (o jasno zéttym zabarwieniu) do
anionu 3-amino-5-nitrosalicylowego (o zabarwieniu brunatnym), a sama utlenia sie do kwasu
glukonowego (bezbarwnego). Poniewaz fruktoza w obecnosci jonéw hydroksylowych ulega
izomeryzacji do glukozy, to stezenie intensywnie barwnego anionu 3-amino-5-nitrosalicylowego,
tworzacego sie po dodaniu odczynnika dinitrosalicylowego do mieszaniny glukozy z fruktozg, jest
rowne sumarycznemu stezeniu obu tych cukréw.

Odczynniki

Roztwér wzorcowy glukozy i fruktozy w wodzie o stezeniu 0,005 mol/dm3.
Bufor o pH = 4,78 wg Brittona | Robinsona

Odczynnik dinitrosalicylowy o pH = 13,5

Roztwér sacharozy o ¢ = 0,1 mol/dm3 w buforze o pH = 4,78 (V=25 cm?)

vk L bde

Roztwér inwertazy
Wykonanie krzywej kalibracyjnej

1. W probdéwkach od 1 do 8 sporzadzi¢ roztwory wzorcowe o objetosci 2 cm?® zawierajace
rosnace stezenie glukozy [G],, i fruktozy [F],, oraz roztwor odniesienia (roztwor 9). Objetosci i
stezenia umiesci¢ w tabeli 1.

2. Nastepnie doda¢ po 2 cm?® odczynnika dinitrosalicylowego i po doktadnym wymieszaniu
wstawi¢ na 10 minut do tazni wodnej z wrzaca woda.

3. Po tym czasie prébki wyjaé, wystudzi¢ i dodaé do kazdego roztworu 8 cm? wody i wymieszac.

4. Zmierzy¢ absorbancje dla kazdej probki przy dtugosci fali 550 nm, a wyniki umiesci¢ w tabeli
1.

5. Wykresli¢ zalezno$¢ zmierzonej absorbancji od sumarycznego stezenia glukozy i fruktozy w
objetosci 2 cm3.

Wyznaczy¢ wspoétczynnik kierunkowy oraz parametr b otrzymanej prostej, pamietajac, ze

A;\ViSSOnm:awz([G]wz+[F]wz)+bwz (15)
Tabela 1.
Nr probowki 1 | 2 | 3 | 4 | 5 | 6 | 7 | 8 | 9
llosci odczynnikéw w cm?®
Roztwoér 0
wzorcowy
woda 1
Bufor o pH =
1 1 1 1 1 1 1 1 1
4,78




Sumaryczne
stezenie glukozy
i fruktozy
(G, + [F],, [mol
dm=] w prébach
wzorcowych o
objetosci 2 cm?

wz
A}\: 550 nm

Reakcja hydroliza sacharozy:

1.

W probéwkach 1a do 8a przygotowad roztwory sacharozy, w ktérych bedzie przeprowadzana
reakcja hydrolizy w obecnosci inwertazy. Objetosci odczynnikéw wprowadzanych do
probéwek podane sg w tabeli 2.

Ponadto w probéwce oznaczonej jako 9a sporzadzi¢ roztwér 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 przygotowac roztwor enzymu w ilosci potrzebnej do wykonania
doswiadczenia (uwaga: pobrany z lodéwki roztwér inwertazy o stezeniu 0,004 mg/cm3
rozcienczyc¢ czterokrotnie i dobrze wymieszac).

Zawarto$¢ probéwek 1a do 8a zawierajacych sacharoze oraz probowke 9a z roztworem
odniesienia, a takze naczynie z rozcienczonym roztworem enzymu termostatowaé¢ w
temperaturze 37°C przez 15 minut.

Po tym czasie, w probowkach 1a do 8a doda¢ w jednakowych odstepach czasu (np. co 1
minute) po 1 cm?® roztworu inwertazy.

Po dodaniu enzymu nalezy kazdy roztwoér doktadnie wymieszac i pozostawi¢ w termostacie
przez 10 minut ( At=600 s).

Nastepnie nalezy dodaé do kazdej probéwki 2 cm?® odczynnika dinitrosalicylowego i doktadnie
wymieszaé, po czym kolejno, co 1 minute, nalezy dodawa¢ 2 cm? tego odczynnika do
pozostatych probéwek i zawarto$é doktadnie wymieszaé.

Nastepnie roztwory zawierajace sacharoze (1a do 8a) oraz roztwér odniesienia (9a) ogrzac
przez 10 minut w temperaturze okoto 100 °C, co zapewnia odpowiednig szybko$¢ reakcji
miedzy anionem 3,5-dinitrosalicylowym a glukoza, jak réwniez reakcji transformacji fruktozy
do glukozy.

Nastepnie wystudzi¢ wszystkie roztwory (1a do 9a) i uzupetni¢ woda destylowang do 8 cm?..
Zawarto$¢ probéwek doktadnie wymiesza¢ i zmierzy¢ absorbancje przy dtugosci fali A =
550 nm wykonujemy pomiar absorbancji wzgledem roztworu odniesienia zawartego w
probdéwce 9a. (Alternatywg jest wykonanie pomiaréw absorbancji wszystkich roztworéow, 1a
do 9a, wzgledem wody).

Tabela 2.

1a|23|3a|4a|5a|6a|7a|8a

llos¢ odczynnikow w cm?

Roztwor 0,1 0,1 | 0,15 | 0,2 | 0,3 | 0,4 | 0,5 | 0,6 | 0,7




mol/dm3
sacharozy o
buforze o pH 4,78
Bufor o pH 4,78 0,9 0,85 0,8 0,7 0,6 0,5 0,4 0,3
Poczatkowe

stezenie sacharozy
[S], w roztworach
o objetosci 2 cm?®
[mol dm?]
1/[S],Imol dm3]

A)\:SSO nm
Sumaryczne

stezenie
produktéw po
hydrolizie A[G] +
A[F] [mol dm]
A[G] [mol dm™]
v=(A[G]/ At) [mol
dm3s1]
1/v [mol* dm?3s]

Opracowanie wynikéw

Okresli¢ sumaryczny przyrost stezenia glukozy i fruktozy (A([G]+A[F]) tworzacych sie w czasie (At)
hydrolizy sacharozy katalizowane] przez inwertaze w roztworach 1a do 8a o objetosci 2 cm?
(korzystajac z przygotowanej krzywej wzorcowej) korzystajac z wyrazenia:

alG]+ alF ] = Pazsm= b 19

Wz

gdzie a,, oznacza wspotczynnik kierunkowy w liniowej zaleznosci wzorcowej zas b, to wyraz wolny w
tej zaleznosci. Przyrost stezenia glukozy jak i fruktozy jest rowny potowie sumarycznego stezenia tych
cukréw:

(A[GI+A[F]) _ (Aissom—bus)

AlG|=A[F|= > = 2a

(17)

Biorac ten fakt pod uwage, obliczamy szybkos¢ katalizowanej enzymatycznie hydrolizy sacharozy w
kolejnych badanych roztworach, definiowang przez przyrost stezenia jednego z produktéw w
jednostce czasu:

A[G]_A[F]

At At
(18)

V=



W ostatnim etapie przeprowadzamy analize danych zestawionych w tabeli 2 na podstawie rownanie
Lineweavera-Burka (14) i sporzadzamy wykres we wspoétrzednych: 1/v od 1/[S] . Korzystajac z regres;ji
liniowej, z parametru b=1/vmax [mol'dm?3s] okre$lonego przez punkt przeciecia linii prostej
(przechodzacej przez punkty pomiarowe) z osig y=1/v przy 1/[S],=0, wyznaczamy maksymalng
szybkos¢ reakcji enzymatycznej: v,,,, =1/b [mol dm= s7!]. Z kolei ze wspdtczynnika kierunkowego
a=Ky/V,., [s] obliczamy statg Michaelisa.

Niepewnos¢ oznaczeh wynosi:

v -1 -3 -1
Av, _=|—"%IAb=|—|Ab|moldm ’s (19)
max 6b b2 [
AK
M=( % Aa+ ‘5;(—[)“4 Ab:‘% Aalmotdm™; (20)




