Uloha 9-2 Kineticka analyza enzymové reakce

Kinetickd studie syntézy vychazejici z kyseliny valerové a pentanolu, katalyzované PEG lipasou,
provadéna za konstantni koncentrace enzymu (cgyp = 0,45 mg cm >, Mg = 250 000 gmol') a
konstantni koncentrace pentanolu (0,75 mol dm ), poskytla tuto zavislost po&ate¢ni rychlosti vy na
koncentraci kyseliny valerové (substratu S)

Cs 104 Do Cs 104 Do
mol dm™ mol dm™> min ™’ mol dm™ mol dm™> min ™’
0,042 1,80 0,370 6,30
0,083 2,95 0,550 7,11
0,126 3,73 0,760 7,65
0,167 4,50 1,000 7,92
0,238 5,36 1,300 8,06

(a) Nakreslete saturacni kfivku
(b) Stanovte Ky (mol dm ™), vmax (mol dm™ s™') a katalytickou aktivitu lipasy (s ™).

(a) Saturacni krivka: zavislost vy na cs

(b) Ky = 0,17565 mol dm
Umax = 9,256:10° mol dm™ min"' = 1,5427-10° mol dm > 5™
ky=8,57s"

Reseni:

(a) Saturacni kiivka: zavislost vg na cs 10
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(b) Konstanty rovnice Michaelise a Mentenové
1. Korelace rovnici Michaelise a Mentenové linearizované podle Lineweavera a Burka
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Zavislost 1/vg na 1/cs je linearni se smérnici rovnou podilu Ky/vmax @ Gsekem 1/vpmax.. Linedrni
regresi (EXCEL) experimentalnich dat v soufadnicich 1/vg proti 1/cs (obr. 1) byla ziskana rovnice
piimky
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—=1086,52+189,2-— (2)

Yo ‘s
Porovndnim linearizované rovnice (1) s rovnici (2) ziskanou zpracovanim experimentalnich dat
dostaneme:
=1086,5@ dm® mol™' min = !

Pmaxl = 1086,52

Omax1 = 9,2037-10" mol dm ™ min"'

Omax|1



K1 _ 189 min! = Kmi=189,2 - vma = 189,2 - 9,2039-10°*

Umax1

Kyi = 0,17414 mol dm™>

Tabulka 1 0.6
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0,1866 4,2017
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2. Korelace rovnici Michaelise a Mentenové linearizované podle Eadiea
v,
00 = Omax — Kyt = &)
s
Experimentalni data jsou na obr. 2 vynesena v soufadnicich [v¢°; vo/cs] (tab. 2) a prolozena
ptimkovou zavislosti
1)0:9,3196-10_4—0,17871-0—0 4)

‘s
Porovnani rovnic (3) a (4) vede k hodnotdm

Omax2.= 9,3196:10 * mol dm > min' a Kyp =0,17871 mol dm™>

9 Tabulka 2

8 10* v 10* vo/cs

7 1,800 42,8571

6 2,950 35,5422
s 3,730 29,6032
S 4,500 26,9461
o 4 5,360 22,5210
3 6,300 17,0270

2 7,110 12,9273

] 7,650 10,0658

. 7,920 7,9200

0 10 20 30 40 50 8,060 6,2000
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3. Korelace rovnici Michaelise a Mentenové linearizované podle Hanese

K 1
S_2M “cg (5)
(0} Omax  Vmax
Linearni regresi dat (viz tab. 3 a obr. 3) dostaneme:
f}—s ~188,3+1081,64- cg (6)
0
1,8
Tabulka 3
104 Cs/l)o Cs
0,0233 0,042
0,0281 0,083
\?n 0,0338 0,126
#" 0,0371 0,167
= 0,0444 0,238
0,0587 0,370
, 0,0774 0,550
0.0 ‘ ‘ 0,0993 0,760
0,0 0,5 1,0 1,5 0,1263 1,000
Obr. 3 Cs 0,1613 1,300
Pak
1 3 . 1 4 3.
=1081,64d | =——— =90724522-10 1d
- , m mol min = v, 10816 , mol dm ~ min
K . ~
Dﬂ =188,3-10* min™" = Ky =188,3-9,24522.10*=0,17409 mol dm*
max3

Primérné hodnoty konstant rovnice Michaelise a Mentenové:

1 2 3 Prumér
Ky/(mol dm ) 0,17414 0,17871 0,17409 0,17565
Vmax./(mol dm ™ min”") 9,2037-10* | 9,3196-10* | 9,2452.10* | 9256210
—4

D = 9,256-10° (mol S dm™ min™) = % ~1,5427-10 mol dm™ s~
Vypocet katalytické aktivity lipasy
Omax = k2 "CEQ
Mg =250 000 g mol ™

_ _ 0,45 _ _ _
ceo=0,45 (mg E)em > = 0,45 (g E) dm™ = 50000 mol dm™ =1,8-10° mol dm>

1,5427-1073

kZ — Dmax — 95 7 O — 8,57 Sil

CEQ 1,8-107°




