Kitinaz enzim aktivitasanak vizsgalata
spektrofotometrias modszerrel

Ebben a feladatban egy, az endokitinazok csoportjaba tartozé enzim aktivitasat és egyes
gatloszereit vizsgaljuk spektrofotometrias modszerrel. Az endokitinazok az N-acetil-gliikézamin
egységekbdl allo  polimer kitinmolekuldkat bontjak oligomerekre. A vizsgalt enzim a
Chromobacterium violaceum nevii baktériumbol szarmazik.

Az enzim vizsgalatara alkalmas assay-ben egy 4-Nitrofenil 3-D-N,N’,N”-triacetilkitotriéz nevd
vegylletet hasznalnak. A vizsgalt endokitinaz enzim ezt a vegytiletet olyan médon bontja, hogy
abbol egy mol szubsztrat atalakulasakor 1 mol 4-nitrofenol keletkezik (INP). A 4-nitrofenol (INP)
abszorpcids spektrumat a kovetkezé dbra mutatja:
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Q1.1. Melyik hullamhosszon érdemes mérni spektrofotometriasan a 4-nitrofenol (INP)
koncentraciojat?

A) kb. 300 nm
B) kb. 350 nm
C) kb. 400 nm
D) kb. 470 nm
E) kb. 500 nm

Helyes valasz bettjele: | C

Q1.2. Milyen szint lehet a 4-nitrofenol (NP)?

A) kék

B) sarga

C) szintelen

D) intenziv v6ros
E) fekete

Helyes valasz bettjele:




A kivalasztott hullamhosszon mérve elkészitettik a kalibracids adatsort.
Q.1.4. Egészitse ki a hianyz6 adatsort!

A csak olddszert tartalmazo oldat abszorpcidja: 0.002
A vakproéba abszorpcidja: 0.042
(a vakpriba a 4-nitrofenolon kiviil minden, az engimreakcidhozg sziikséges anyagot tartalmazd oldat)

[NP] (umol/L) mért abszorpcids érték vakprobaval korrigalt abszorpcio
12.23 0.219 0.177
25.04 0.407 0.365
37.81 0.598 0.556
49.77 0.744 0.702
62.39 0.916 0.874

Q1.5. Abréazolja a fenti adatok alapjan a 4-nitrofenol (NP) abszorpciéjanak kalibraciés egyenesét!

NP - abszorpcids kalibraciés egyenes
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Az el6készit6 méréseket kovetben az enzim-kinetikai mérésekre kertl sor. A mérés soran
meghatarozzuk a Chrobocaterium violaceumbol izolalt enzim Km és v értékeit. A kovetkezd
kisérleti elrendezést alkalmazzuk pufferrel egyiitt.

30 percig a megfelels, savas pH-ja pufferben és megfelel6 hémérsékleten inkubaltuk a
szubsztratot 1000 pL 6ssztérfogatd oldatban, 1.000 pg enzim adagolasa mellett. A 30 perc
elteltével leallitottuk a reakciot és megmértik a keletkezé oldat elnyelését a 4-nitrofenolnak
megfelel6 hullimhosszon.

[S] (mg/mL) abszorpcids értékek 30 perc inkubacié utan
0.100 0.1218
0.300 0.2279
0.700 0.3821
0.900 0.4399
1.000 0.4654




Q2.1. A fenti adatok alapjan téltse ki az alabbi tablazatot! Az abszorpcids regresszios egyenes
helyes értékét 4 értékes jeggyel hasznaljal

abszorpcio = 0.01385 * [NP] + 0.0162

Feltételezziik tovabba, hogy a kiindulasi oldatokban egyaltalan nem volt NP.

Itja fel a helyes sebességi egyenletet: w=dfP]/dt (ahol a P a 4-nitrofenol terméket jel6li.)

[S] mg/mL 1/[S] abszorpcid A[NP] v=A[NP]/At 1/v
mL/mg (30 perc) 60 percre pmol*h’ h*umol”’
0.100 10.00 0.1218 9.19 9.19 0.1088
0.300 3.333 0.2279 24.50 24.50 0.0408
0.700 1.429 0.3821 46.77 46.77 0.0214
0.900 1.111 0.4399 55812 55.12 0.0181
1.000 1.000 0.4654 58.80 58.80 0.0170

Q2.2.a. Abrazolja Lineweaver-Burk linearizaciéban a fenti adatokat az enzimre vonatkoztatval F
Q2.2.b. Adja meg a Lineweaver-Burk egyenletet!

1/v0

0,12

y =0,0102x +0,0068

0,02
1/[s]

Q2.3. Adja meg a vizsgalt enzim kinetikai paramétereit:

Vimax? 147 pmol*h™  Km: 1.500 mg/mL



