1.2.3 Mechanizmy reakcji bionieorganicznych
Kinetyka reakcji enzymatycznych

Matgorzata Brindell

1. Przedmiot: chemia koordynacyjna, chemia biologiczna.
2. Kurs: pracownia specjalizacyjna, kinetyka.

3. Rodzaj zajec: seminarium + zajecia laboratoryjne.

4. Czas trwania: 8 h.

5. Adresaci: studenci studiéw II stopnia, chemia, specjalizacja: chemia
biologiczna (zajecia 1 i 2) oraz chemia koordynacyjna (tylko zajecia nr 1).

6. Sposob organizacji: Kurs zlozony jest z cyklu spotkan o zréznicowanej

tematyce. Zajecia prowadzone s3 w malych grupach liczacych od 6 do 8

0sob, kazdy temat prowadzony jest przez inng osobe. Spotkania podzielone

sa na dwie czedci: krotkie zajecia seminaryjne (do 45 min) izajecia

laboratoryjne.

7. Cel ogolny zajec:

« zapoznanie studentéw z aparaturg badawczg wykorzystywang w bada-
niach kinetyki reakcji chemicznych, gléwnie ze spektrofotometrem
UV-Vis oraz technikg zatrzymanego przeptywu z detektorem UV-Vis;

» nauka planowania przebiegu eksperymentéw (wykorzystania dostepnych
$rodkéw i ograniczonego czasu);

« utrwalenie wiedzy nabytej podczas poprzednich kurséw (np. chemii
nieorganicznej, fizycznej czy biochemii);
« przygotowanie studentéw do samodzielnego opracowania i redagowania

otrzymanych wynikéw w formie adekwatnej do wymagan, np. w formie
artykulu naukowego, raportu itp.
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8. Zastosowana metoda, wprowadzona innowacja:

Innowacja wprowadzona na obu zajeciach laboratoryjnych dotyczy gtéwnie
wymaganej formy pisemnego raportu. Kazdy student zobowigzany jest
napisa¢ sprawozdanie w formie artykulu naukowego z zaje¢ pierwszych
(Mechanizmy reakcji bionieorganicznych) oraz raportu/opinii dla firmy
z branzy przetwdrstwa owocéw i warzyw w odpowiedzi na jej pytanie na
drugich zajeciach (Kinetyka reakcji enzymatycznych). Firma, zlecita zbada-
nie, czy witaming C mozna zastgpi¢ sole siarczanow(IV) w zapobieganiu
brgzowienia swiezych owocow i warzyw.

9. Opis ¢wiczen:

Pierwsze zajecia laboratoryjne dotycza badania kinetyki reakcji metmioglobiny
(metMb) z jonami NO2 *.Glownym zadaniem studentéw jest wyznaczenie statych szybkosci
reakcji odwracalnego wiagzania NO2~ do metmioglobiny oraz (na podstawie uzyskanych wynikéw)
zaproponowanie mechanizmu ponizszej reakcji:

metMb(H20) + NO2™ = metMb(NO2") + H20

W celu zaliczenia éwiczenia studenci zobowigzani sa do napisania raportu w formie artykutu
naukowego opisujacego wykonane przez nich pomiary. Artykut powinien sktadaé sie z kilku
podstawowych czesci, takich jak: krotkiego streszczenia, wprowadzenia, czesci eksperymentalnej,
czesci przedstawiajacej wyniki, dyskusji oraz podsumowania. Tytut artykutu takze musi pochodzi¢ od
studentow.

Drugie zajecia laboratoryjne dotycza badania kinetyki reakcji enzymatycznej oraz wptywu inhibitoréw
na katalizowang reakcje. Do badan wybrano enzym tyrozynaze. W przeprowadzanym eksperymencie
obserwuje sie przebieg reakcji enzymatycznej, Sledzac powstawanie dopachromu z L-DOPA na
podstawie zmiany absorbancji przy 475 nm** Giéwnym zadaniem studentéw jest wyznaczenie statej
Michaelisa i maksymalnej szybkosci reakcji katalizowanej przez tyrozynaze oraz sprawdzenia wplywu
inhibitorow na kinetyke reakcji. Istotnym jest réwniez wyznaczenie efektywnosci witaminy C jako
inhibitora tyrozynazy, znalezienie ICso (stezenie inhibitora, ktére powoduje 50% inhibicje enzymu) oraz
poréwnania go z uzywanym do tej pory inhibitorem, siarczanem(IV) sodu.

W celu zaliczenia éwiczenia studenci zobowigzani sq do napisania raportu/opinii dla firmy, w ktérym
odpowiedza na pytanie, czy mozna uzy¢ witaminy C do zapobiegania brazowienia $wiezych owocow
i warzyw oraz przedstawia odpowiednie dane potwierdzajace ich opinie.

10. Wnioski z zastosowania metody/innowacji, jej zalety i wady:

Studenci nieczesto spotykaja si¢ z inng forma pisemnego raportu z wykona-
nego ¢wiczenia, niz standardowe sprawozdanie. Zalety tego rozwigzania to:

« przygotowanie studentéw do selekcji i oceny waznosci informacji -
niektdre otrzymane dane eksperymentalne sg kluczowe i musza zosta¢
umieszczone w raporcie, a o niektérych wystarczy jedynie wspomniec bez
szczegotowego opisu;

« przygotowanie studentéw do pisania o wlasnej pracy laboratoryjnej
(co bedzie niezbedne w przysziosci, jesli podejma prace w wyuczonym
zawodzie);

*Cwiczenie opracowano na podstawie publikacji w ,,J. Inorg. Biol. Chem? 7 (2002) 165,
gdzie mozna znalez¢ warunki eksperymentalne, opis pomiaréw oraz opracowanie wynikow.
**Warunki eksperymentalne: substrat - 20 mM DOPA, enzym tyrozynaza, 0.1 M bufor
cytrynianowy pH 6.6, inhibitory: witamina C, siarczanu(IV) sodu.
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« uniknigcie problemu plagiatu — poniewaz kazdorazowo warunki przepro-
wadzania pomiaréw, a tym samym wyniki sg nieco inne, a jednoczesnie
réznice pochodza z odmiennych planéw pracy proponowanych przez
dang grupe studencka.
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