Cinetica enzimatica in Stato Stazionario: 

Calcolare la KM e la kcat dell’enzima che catalizza la seguente reazione S _ P sapendo che l’enzima e’ 0.01 ıM e che la estinzione

del prodotto (P) e’ 2.5 Mm-1 cm-1 . Esperimento effettuato allo spettrofotometro con cuvetta da 1 cm, viene misurato il

formarsi del prodotto (P), la concentrazione iniziale di substrato (S) e’ quella indicata accanto alle tracce sperimentali.

Utilizzare il plot di Lineawever-Burk
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La prima cosa da fare e’ di linearizzare le tracce (sulla pendenza iniziale) e prendere due punti sulle tracce, calcolando la

pendenza. Notare che si possono misurare semplicemente i centimetri. Si puo’ quindi fare una tabellina per calcolare 1/S e 1/V

espressa in cm/cm.

Inoltre, bisogna calcolare a quanto tempo ed a quanta OD corrisponde un centimetro. In questo caso, 1 cm corrisponde a 0.32

minuti come tempo e 1 cm corrisponde a 0.011 OD come variazione di assorbimento. Si puo’ quindi calcolare a quanto

corrisponde la velocita’ di 1 cm/cm= 0.034 OD e, dividendo per l’estinzione (2.5 /mM /cm), a 0.0136 mM/minuto. Questo

dato (fattore di conversione) ci servira’ dopo il plot dei doppi reciproci.
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Fare il grafico dei doppi reciproci (1/V in funzione di 1/S), utilizzando per facilita’ le velocita’ come cm/cm:
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L’intercetta (x) e’ -1/Km (-0.41), da cui Km=2.45 mM.

L’intercetta (y) e’ 1/Vmax (0.78), da cui Vmax= 1.28 cm/cm

Per trasformare la velocita’ massima da cm/cm in mM/minuto basta moltiplicare per 0.0136 (fattore di conversione). Poi

bisogna trasformare in uM/s moltiplicando per 1000 e dividendo per 60. Infine, dividendo la Vmax cosi’ ottenuta (0.29 uM/s)

per la concentrazione di enzima (0.01 uM), avremo la k cat (29 /s)
