Kinetikai mérések B-gliikoziddz enzimmel

1. PNP kalibracids gorbe felvétele.
Allitsuk dssze a tabldzatban feltiintetett oldatsorozatot. Az 6sszemérés utdn az oldatok 400 nm
hulldmhosszon fotometrdlhatéak. Az abszorbancia érékeket a PNP nmolok fiiggvényében

dbrazoljuk.

Kémcs6 szdma 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
PNP (10 M) 0,1 0,2 103 04 1|05 |06 (0,7 (08 |09 1,0
A puffer 09 108 0,7 10,6 |05 04 103 0,2 (0,1 0
B puffer 20 (20 |20 (20 (20 |20 (20 (2,0 |20 |20
A

PNP (nmdl)

2. Rekcidsebesség-szubsztrat koncentracio fiiggésének vizsgalata

Mérjiik 6ssze a tablazatban feltiintetett Szubsztrat és A puffer térfogatokat. 2-3 perc 37 oC-on
torténd eldinkubdcid utdn inditsuk el az enzimreakciét az enzim oldatok hozzdadasaval 30 mp
iddeltolodéassal. 5 perc inkubdcié utdn allitsuk le az enzimreakciét 2 ml B puffer
hozzdaddsaval minden kémcsdben 30 mp idOeltolodassal. A sdrga szinli PNP termdket

tartalmazé odatok abszorbancidjat mérjiik 400 nm hulldmhosszon.

Szubsztrat (ml) 0,05 0,075 0,1 0,125 0,15 0,2
SmM

A puffer 0,75 0,725 0,7 0,675 0,65 0,6

Enzim 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
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3. Kiy €8 V max meghatarozasa Lineweaver-Burk féle linearizacioval

A 2. feladatban elvégzett mérések/szamitasok alapjan 1/[S] fliggvényében abrazoljuk az 1/v
értékeket. A pontokra egyenest illesztiink. Az egyenes y tengellyel valé metszéspontja adja
1/vmax értékét, az x tengellyel valé metszéspont -1/K;, értékét. Kiszdmitjuk az enzimre

jellemzd Ky, és v max €rtékeket.



