Uloha 9-3 Kineticka analyza enzymové reakce

Pisobeni pepsinu na ethylester 1-karboxy-1-glutamyltyrosinu bylo sledovano pii teplot¢ 38°C a
pH = 4. Reakce, ktera ptedstavuje hydrolyzu peptidové vazby, byla provedena skomerénim
pepsinem v koncentraci 4,7-10° mol dm~ (molarni hmotnost 35500 gmol'). Reakce byla
sledovéna titraci uvolnéné kyseliny. Hodnoty pocate¢ni rychlosti pii riznych koncentracich substra-
tu jsou uvedeny v nésledujici tabulce. Stanovte hodnoty Michaelisovy konstanty Ky a maximalni

rychlosti vpmax.

Cs 108 Do Cs 108 Do
mmol dm™ mol dm > s mmol dm™ mol dm > s
0,30 2,40 4,00 10,5
0,77 4,88 6,15 11,6
1,52 7,24 8,00 12,1
2,46 8,94 10,34 12,6

[Kv = 1,5027-10° mol dm™ | ey = 1,4413-10 " mol dm > s']
Reseni:
1. Korelace rovnici Michaelise a Mentenové linearizované podle Lineweavera a Burka

K
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Do Omax U
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max €S

Zavislost 1/vg na 1/cg je linearni se smérnici rovnou podilu Kyi/ vmax @ isekem 1/0may.. Linedrni
regresi (EXCEL) experimentalnich dat v soufadnicich 1/vg proti 1/cs (obr. 1) byla ziskana rovnice
piimky

1

i=6941925+1,042-104-_ 2)
Do g

Porovndnim linearizované rovnice (1) s rovnici (2) ziskanou zpracovanim experimentalnich dat
dostaneme:

L _ 6941925 dm® mol ' s !

maxl = 69471925
Omax1 = 1,44052:10 " mol dm > ™!

= 0

Omax]1

K _ 10420 s

Omax|1

= Kyt = 189,2 - 0oyt = 10420 -1,44052:107

Ky = 1,50102:107° mol dm™

Tabulka 1 4,5
107/ 0o 1/cs 4,0 Obr. 1
4,1667 | 3333,33 >0
2,0492 | 1298,70 >0
1,3812 | 657,89 s 22
1,186 | 406,50 5.
09524 | 250,00 T
0,8621 | 162,60 05
0,8264 | 125,00 00
0,7937 96,71 0 1000 2000
1/cg




2. Korelace rovnici Michaelise a Mentenové linearizované podle Eadiea

%0
Ky =~

l)o =0 CS

max

Experimentalni data jsou na obr. 2 vynesena v soufadnicich [v¢°; vo/cs] (tab. 2) a prolozena
ptimkovou zavislosti

vy =1,44163-10~7 =1,5035-107 2—0
S
Porovnéni rovnic (3) a (4) vede k hodnotdm

Omax2.= 1,44183-10 " mol dm > s a Ko =1,53035-10" mol dm™

1.4 Tabulka 2
12 | Obr. 2 107 v 10° vo/cs
1,0 0,240 8,0000
08 0,488 6,3377
s | 0,724 4,7632
“9 0,6 | 0,894 3,6341
04 | 1,050 2,6250
1,160 1,8862
02 | 1,210 1,5125
0.0 1,260 1,2186

0 2 4 6 8 10
10° vy / s

3. Korelace rovnici Michaelise a Mentenové linearizované podle Hanese
C K 1
=S _2M
Vo Vmax U

. CS
max
Lineérni regresi dat (viz tab. 3 a obr. 3) dostaneme:

S - 10429,84 + 6936281,38 - cg

Yo
9
8 Tabulka 3
7 —4
. 107" ¢s/vo Cs
5 . 1,2500 0,0003
: 1,5779 0,00077
<t
A 2,0994 0,00152
S : 2,7517 0,00246
: 3,8095 0,004
53017 0,00615
0 6,6116 0,008
0 0004 0008 0,012 8,2063 0,01034
Cs
Pak
: 1

=6936281,38 dm’> mol's = =1,44169-10 " mol dm > s™!

B max3 = 6936781.38

max3

3)

(4)

©)

(6)



K
—M3 —10429.84 s =  Kys=10429,84 - 1,441695-107 = 1,50366-10° mol dm*

Umax3
Primérné hodnoty konstant rovnice Michaelise a Mentenové:

1 2 3 Pramér

Kw/(mol dm ) 1,50102:10° | 1,50350-10° | 1,50366:10° | 1,50273-10°

Umax./(mol dm ™ s ™) 1,44052-10 7 | 1,44163-107 | 1,44169-107 | 1,44128-10’




