Uloha 9-4 Kineticka analyza enzymové reakce

Pti stejnych podminkéch jako v pfedchazejicim piikladu (38°C pH = 4) bylo sledovano ptsobeni
pepsinu na 1-karboxy-1-glutamyltyrosin:

Cs 108 Do Cs 108 Do
mmol dm™ mol dm > s mmol dm™ mol dm > s
0,25 1,16 4.5 6,64
0,62 2,43 8,0 7,55
1,60 4,42 12,4 8,06
2,70 5,60 15,6 8,27

(a) Stanovte hodnoty kinetickych parametrii Ky a vmax pro tento piipad.
(b) Vypocitejte, kolik procent piivodné ptitomného 1-karboxy-1-glutamyltyrosinu se pfeméni za 10
hodin, je-li jeho po&ate&ni koncentrace 0,8 mol dm™.

[(a) Ky =1,728-107 mol dm >, vpax =9,1884-10 * mol dm s, (b) @=4,135-10"" ]
Reseni:
1. Korelace rovnici Michaelise a Mentenové linearizované podle Lineweavera a Burka

1_1  KEv 1 (1)
Do Omax U Cs

max

Zavislost 1/vg na 1/cg je linedrni se smérnici rovnou podilu Kyi/vmax @ Gsekem 1/vpmay.. Linedrni
regresi (EXCEL) experimentéalnich dat v soutfadnicich 1/vg proti 1/cs (obr. 1) byla ziskana rovnice
piimky
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Porovndnim linearizované rovnice (1) s rovnici (2) ziskanou zpracovanim experimentalnich dat

dostaneme:
1

Umax1

Km

=ML = 1.88252-10%s!

Omax]1

=1,087267-10"dm’ mol's =

1

) =
maxl ™ 087267107

Omaxl = 9,19737-10  mol dm > 7!
= K = 1,88252-10* - vppaxt = 1,88252-10* - 9,19737-10°°

K = 1,73142-10° mol dm™



2. Korelace rovnici Michaelise a Mentenové linearizované podle Eadiea

Y%
00 = Omax — Ky - 3)
s
Experimentalni data jsou na obr. 2 vynesena v soufadnicich [v¢°; vo/cs] (tab. 2) a proloZena
ptimkovou zavislosti

vy =9,18438-107" —1,72665-1073 ’c)_o @
S

Porovnani rovnic (3) a (4) vede k hodnotam

Omax2.= 9,18438-10 * mol dm > s a Ky =1,72665-10"° mol dm™

9
Tabulka 2
8 I Obr. 2 S s
7 L 10 Do 10 l)o/Cs
6 | 1,16 4,6400
- 5| 2,43 3,9194
o 4 4,42 2,7625
< i
= 5 5,60 2,0741
) 6,64 1,4756
i 7,55 0,9438
T 8.06 0,6500
0 8,27 0,5301
0 1 2 3 4 5
105 vy / cs

3. Korelace rovnici Michaelise a Mentenové linearizované podle Hanese

K 1
S _Am -cg (5)
%)) Omax Omax
Linearni regresi dat (viz tab. 3 a obr. 3) dostaneme:
g—s:18797,94+10889142,56-cs (6)
0
fg i Tabulka 3
16 | Obr. 3 10_4 Cs/l)() Cs
14 | 2,1552 0,00025
_o 12y 2,5514 0,00062
S 10} 3,6199 0,0016
<8y 48214 | 0,0027
o 6 6,7771 0,0045
4 10,5960 0,008
2 15,3846 0,0124
0 18,8634 | 0.0156
0 0,004 0,008 0,012 0,016
Cs
Pak
1 3 3 1 8 3
" = 10889142,56 dm’mol " s = Umax3 :m = 9,1 8346-10 " mol dm™ s

max3



K
—M3 - 1879794 s
Umax3

Primérné hodnoty konstant rovnice Michaelise a Mentenové:

= K3 =18797,94 - 9,18346-10 %= 1,72630-10 > mol dm >

1 2 3 Prumér
Kw/(mol dm ™) 1,73142-10° | 1,72665-10° | 1,72630-10° | 1,72813-10°°
Umax./(mol dm > s 9,19737-10° | 9,18438-10° | 9,18346-10° | 9,18840-10°

(b) 7=10h, cso=0,8 mol dm
cso = 0,8 mol dm™ >> Ky, = 1,72813-10°° mol dm™
Omax = 9,18840-10° mol dm™> s
a="?

ch _ Umax "Cs _ Umax " CS
dr  Ku+c  cs

da g s s
cs0 d_ =0Umax - reakce probiha kinetikou nultého fadu
T

=

= Umax

Cso X =Umax * T

€so 0,8 mol dm™>

= Va7 _ 9,18840-108:10-3600 {(mol dm~s™)s _1}

a=4,135-10"




