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9.1 ENZYMOVA KATALYZA

Velmi pocetné a rozmanité katalytické déje probihaji v organismech, pfi kterych jako katalyzator
pusobi organické slouceniny, z nichz nejdilezitéjsi jsou enzymy. Jsou to pomérné slozité organické
slou€eniny, produkované zivymi organismy. VSechny enzymy patii mezi bilkoviny - nékteré mezi
bilkoviny jednoduché, jiné mezi bilkoviny slozené, jez obsahuji jesté nebilkovinnou "prostetickou
slozku" (bilkovinna ¢ast se nazyva apoenzym, nebilkovinnd koenzym a celek holoenzym). Koen-
zym muze byt na bilkovin€ vazan pevné a trvale, nebo jen labiln¢ a pak ho lze oddélit napt. dialy-
zou. Katalytickou funkci miize vykonavat jen celistvy holoenzym. Velikost téchto molekul je divo-
dem, ze vytvaieji koloidni roztoky a enzymovou katalyzu Ize tak zatradit mezi katalyzu homogenni
a heterogenni.

Typickou vlastnosti enzymil je jejich specifita - schopnost enzymu katalysovat pouze urcitou re-
akci daného substratu (reagujici latky). Tato specifita byva velmi vyhranénd, coz dovoluje burice
ptesné ,,rozhodovat” o tom, které reakce dané¢ho substratu budou v urcitou chvili preferovany; na
druhou stranu to znamena, ze pro kazdou reakci dané¢ho substratu musi burika synthetisovat jiny en-
zym. Specifita je v podstaté dvoji: substratova a funkeni. Tzv. substrdatova specifita spo¢iva v tom,
Ze enzym pusobi pouze na jeden substrat nebo skupinu substrati. Enzymy s maximalni substrato-
vou specifitou piisobi na jedinou slouceninu nebo dokonce na jediny z jejich izomert. VétSina en-
zymu vSak pusobi na n€kolik blizce piibuznych latek a nékteré i na velkou skupinu sloucenin té¢hoz
typu (napf. na fadu riznych esterti, alkohold apod.). Substratova specifita je ur€ovana bilkovinnou
slozkou (apoenzymem). Funkcni specifita znamend, ze enzym z n¢kolika moznych piemén sub-
stratu katalyzuje pouze jedinou. Tak napt. dekarboxyldza méni aminokyseliny na aminy, ne vSak na
oxokyseliny, jiné aminokyseliny, amidy, estery a pod. - tyto pfemény uskuteciiuji opét jiné enzymy.
Funkéni specifita je urCovana predevsim koenzymem (je-1i pfitomen), podili se vSak na ni i sloZka
bilkovinnd. Jsou klasifikovany podle reakce, kterou katalyzuji (oxidoreduktazy, transferazy, hydro-
lazy, lyazy, izomerazy, ligdzy).

Pro enzymy je charakteristickd vysoka katalyticka u¢innost. Napft. jedna molekula enzymu je
schopna pii 20 az 38°C pieménit 10 az 10° molekul substratu za jedinou sekundu. To odpovida
znanym rychlostem, které o mnoho fadii pfevysuji rychlosti d¢ji urychlovanych katalyzatory vy-
rabénymi chemiky.

9.1.1 MECHANISMUS ENZYMOVYCH REAKCI

Vysvétleni katalytického ucinku enzymi je tfeba hledat v jejich molekularni stavbé. Za katalytickou
aktivitu je vesmés odpoveédna relativné mala oblast molekuly, nazyvana aktivni centrum. Toto misto
obsahuje skupinu nebo skupiny, schopné reagovat s molekulou substratu. Srazi-li se molekula en-
zymu a molekula substratu ve vhodné orientaci, je substrat v aktivnim misté vazan a vznika tzv.
komplex enzym-substrat (ES). Existence komplexu byla prokazana pomoci elektronové mikrosko-
pie a rentgenostrukturni analyzou; v n¢kterych piipadech byl i izolovan z reakéni smési. Samo ak-
tivni misto tvoii obvykle prohloubeninu povrchu bilkovinné molekuly a substrat do néj zapadé jako
do urcité "formy". Tim je zabranéno vazbé¢ jinych latek a zarucena piesnd orientace substratové mo-
lekuly. Vazbou substratu se souc¢asné¢ méni struktura aktivniho mista i substratu samého. Vznika la-
bilni konfigurace, kterd vyvolava dalsi strukturdlni zménu, tj. pravé ptisluSnou katalyzovanou re-
akci. Jakmile je substrat chemicky zménén na produkt, ztraci schopnost vazby na enzym, uvoliuje
se a aktivni misto se vraci do ptivodniho stavu. Studiem mechanismi enzymovych reakci se zaby-
vali Leonor Michaelis a Maud Mentenova jiz v r.1913. Napi. pro vysvétleni pozorované kinetiky
enzymovych reakci typu S — P (S = substrat, P = produkt reakce) navrhli toto schéma:

kl+ kz
E+Sk<:>ES—> P+E 9.1)
1—
Uvedeny model je zjednoduseni, v némz je zanedbana zpétna pfeména produktu na ES, ktera je
obvykle tak pomalda, Ze ji lze zanedbat; zanedbatelna je také ve vSech ptipadech kdy koncentrace
produktu P je velmi nizk4. Dovoluje vSak experimentalné ziskat kinetické parametry enzymové re-
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akce, Michaelisovu konstantu a limitni rychlost (viz dale) ze zavislosti poc¢ate¢ni reakéni rychlosti
na koncentraci substratu. Na pocatku reakce totiz (po smichani enzymu a substratu) neni ve smési
obsazen zadny produkt a je tedy zajiSténo, ze zpétna reakce nemuiize probihat a veskeré parametry
vypovidaji pouze o pfeméné substratu na produkt. Mechanismus enzymatickych reakci se vzdy fidi
obecnymi principy katalyzy - reak¢ni cesta vede opét pies nestabilni meziprodukty. Protoze na jed-
né molekule byva zpravidla jen jedno aktivni misto, v kinetické rovnici pouzivat misto nezndmé ve-
liciny L (v heterogenni katalyze celkova koncentrace aktivnich center) zndmou koncentraci enzymu.

Rychlost reakce (v enzymologii je zvykem pouzivat oznaceni v), tj. rychlost tvorby produktu,
ktera je rovna rychlosti ubytku substratu, je umérna koncentraci komplexu ES:
dep  dcg
ngz_EZkZ'cES (92)
Neméfitelnd koncentrace meziproduktu cgs miize byt vyjadiena riznymi zplsoby:

1. Princip predrazené rovnovahy. Jestlize je moZno piedpokladat, Ze se v prvnim kroku ustavi rov-
novaha a rychlost vzniku produktu P z komplexu ES je proti rychlosti jeho zpétnému rozkladu na
E + S zanedbatelné mal4, tedy ze plati k, << k;_ (tento pfedpoklad je zdkladem teorie Michaelise
a Mentenové), je koncentrace ES dana rovnovaznou konstantou prvého kroku

K=t s 9.3)
kl— CE 'CS
cps =K cp -cg 94)

kde cs je koncentrace vychozi latky — substratu a cg koncentrace enzymu ve volné formé. Ta ne-
ni zndma, ale plati, ze soucet koncentraci volného enzymu a enzymu v komplexu je konstantni a je
roven celkové vychozi koncentraci enzymu cg, takze

CE = CE0 — CES 9.5)
_Kecpoes _ cpocs

a BST N1 K g k. -6)
——+cg
kl+
Po dosazeni do rovnice (9.2) dostaneme vztah pro rychlost enzymové reakce
D= % 9.7)
1—
—=+c
kl+ 5

2. Aproximace staciondarnim stavem predpoklada, ze celkova rychlost vzniku komplexu enzym-sub-
strat je rovna rychlosti jeho zaniku a jeho koncentrace je ddna Bodensteinovym principem:
degsg

q; = Recgres =k cps —ky ops =0 9.8)
odkud s pfihlédnutim k bilanci (9.5) pro koncentraci ES plyne
__ hk.-cpocs
CES - kl— +k2 + kl+ . CS (99)
Rychlostni rovnice ma pak tvar
_ _ky-cpo-cs
v= ko Tk, (9.10)
———=+c
kl+ S

3. Je-li rychlost rozkladu komplexu na produkt mnohem vétsi nez zpétny rozklad na enzym a sub-
strat, k, >> k;_ , plati pro vyslednou rychlost vztah:

de
dI;_S:k1+'CE‘Cs_kl_'CEs_kz'CEs:0 (911)
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ky-cpy-c
0= % 9.12)
2
—+c
k1+ S
Ve vsech ptipadech miize byt tedy rychlost vyjadiena stejnym typem vztahu, v némz jsou rychlostni
konstanty nahrazeny novymi kinetickymi parametry, tvz. Michaelisovou konstantou Ky a limitni
rychlosti vmax
— Umax " €s
K M + CS

ktery se v enzymologii nazyva rovnice Michaelise a Mentenové:

. (9.13)

Uvedeny model je zjednodusSeni, v némz je zanedbéana zpétna preména produktu na ES, ktera
je obvykle tak pomald, Ze ji Ize zanedbat; zanedbatelna je také ve vSech ptipadech kdy koncentrace
produktu P je velmi nizka. Dovoluje vSak experimentalné ziskat kinetické parametry enzymové re-
akce, Michaelisovu konstantu a limitni rychlost ze zavislosti pocatecni reakcni rychlosti na koncen-
traci substratu. Na pocatku reakce totiz (po smichani enzymu a substratu) neni ve smesi obsazen
zadny produkt a je tedy zajiSténo, Ze zpetna reakce nemtiZze probihat a veSkeré parametry vypovidaji
pouze o pfeméng substratu na produkt.

Michaelisova konstanta je dilezita charakteristika enzymovych reakci. Jeji hodnoty se pohybuji v
sirokém rozmezi 0,1 az 10° mol dm . Michaelisova konstanta méa dvoji vyznam

1. Jak je patrné z rovnice (9.13), pro v = vma/2 je Km = c¢s. Michaelisova konstanta je tedy rovna
koncentraci substratu (proto ma rozmér koncentrace), pii niz je dosazeno polovi¢niho nasyceni
enzymu a tim 1 poloviny limitni rychlosti. Hodnota Ky rozdéluje kiivku zavislosti rychlosti en-
zymov¢ reakce na koncentraci substratu (saturacni krivku, obr. 9-1) na dvé oblasti, v nichz nasta-
vaji dva mezni ptipady:

» Pfi nizké koncentraci substratu (cs << Ky )
vo=vml‘?—cs=k-cs (9.14)
M
je Casovy prub¢h enzymové reakce vystizen kinetickou rovnici 1.7adu

» Pti relativné vysokych koncentracich substratu (cs >> Ky ) je reakcni rychlost konstantni a en-
zymova reakce probiha jako reakce nultého radu:

D -C
vy = maTS = Upnax (9.15)
T < I
Yo
T ) Obr. 9-1 Saturacni kiivka

max . v r v 7 : 4
] Zavislost pocatecni rychlosti enzymové reakce na kon-

centraci substratu za konstantni koncentraci enzymu

Ky — (g

2. Michaelisova konstanta je ve vztahu k rychlostnim konstantdm jednotlivych reakci ve schématu (9.1):
» Je-li disociace komplexu ES na E + S mnohem rychlejsi nez tvorba P a regenerace enzymu,
(k1->> ky ), je Kv rovna disociacni konstanté komplexu ES
ky_

+

a je nepfimou mirou pevnosti komplexu; vysoké Ky ukazuje na slabou vazbu mezi enzymem a
substratem, nizké Ky na vazbu silnou. Tato veli¢ina tedy umoziuje odhadnout, zda je substrat
Stépen enzymem dobte nebo Spatné (tj. rychle nebo pomalu).
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» V piipad¢, ze je mozno pouzit aproximace ustalené¢ho stavu, je Michaelisova konstanta dana

vyrazem
Ky = kl-k—”‘z 9.17)
1+
» Ve tietim ptipad¢, kdy k, >> &, , plati
Ky =12 (9.18)
kl+

Symbolem vnax je 0zna¢ovan soucin ky cpg . Ma vyznam limitni rychlosti , které dosdhne reakce
tehdy, je-li enzym nasycen substratem, a je tedy prakticky uplné pifitomen jako komplex ES. Zna-
me-li celkovou koncentraci enzymu cgo (v mol dm ), je mozno vypogitat rychlostni konstantu

3 -1
kzzvmax {moldm S =S_1} (9.19)

CRo mol dm3

ktera udava molekularni aktivitu enzymu (dtive Cislo pfemény), vyjadiujici pocet molekul substratu
pfeménénych za jednu sekundu jednou molekulou enzymu nebo veli¢inu stejného vyznamu, mo-
larni aktivitu, tj. pocet moll substratu preménénych jednim molem enzymu za jednu sekundu. Vy-
soka hodnota molekularni aktivity namena, Ze katalyzovana reakce probiha velmi rychle. Nejcastcji
se jeji hodnoty pohybuji mezi nékolika sty az tisici molekul substratu na molekulu enzymu za
sekundu.

9.1.2 VYHODNOCENI EXPERIMENTALNICH DAT

Kinetické parametry rovnice Michaelise a Mentenové Ky a vmax, jak z pocatecnich reakénich rych-
losti, tak z integralnich dat.
Metoda pocatecnich reakcénich rychlosti
Zname-li pocatecni rychlosti (tj. rychlosti, pii nichz stupen pfemény nepiekroci hodnotu 0,05) pro
sérii reak¢énich smési obsahujicich konstantni koncentraci enzymu a rizné koncentrace substratu,
1ze kinetické parametry ziskat
e Nelinearni regresi s vyuzitim pocitace
e Pomoci linearizovanych tvari rovnice Michaelise a Mentenové (Ptiklad 9-1):

Podle Lineweavera a Burka do grafu vynasime 1/v proti 1/cs. Ziskdme ptimku, jejiz smérnice

je Km/Umax, Usek na svislé ose je roven 1/vmax a Gsek na vodorovné ose hodnoté —1/Ky.

LI S SVANRS (9.20)

Do Omax max €S
Podle Eadiea z linearni zavislosti vy na vg/cs ziskdme Ky jako smérnici a vmax jako usek na svislé
ose (tsek na vodorovné ose j& max /Km):

Yo
Vo = Vpax — Ky - (9.21)
s
Podle Hanese je pomér cs/v linearni funkci koncentrace cs. Usek na svislé ose je roven poméru

Km/Umax, Usek na vodorovné ose — Ky a smérnice je 1/0max.

s _Ku 1 g (9.22)

0} Umax  Umax

()

Vypocet z integralnich dat

Znéame-li casovou zavislost mnoZzstvi vznikajiciho produktu P pfi konstantni koncentraci enzymu, je
mozno vyjadfit okamzitou koncentraci substratu bilanci

CS=Cs0—Cso* X=Csp— X , dCs=—Cs()'d0£=—dx

Cp=Cspo- =X , dCP:Cso'da:dx

Po dosazeni do diferencialni rovnice (9.13) dostaneme
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dx Cgp— X

=gy 9.23
dr ™ Ky +cgo—x ©-23)
K - K
qudr=—Migﬂ—£dx=[ M +qu (9.24)
Cso —X Cso =X
X
K
qm{rzj{ M +quzkmgm S04 x (9.25)
0 CSO —X CSO —X
Ze smérnice linearizovaného tvaru této integralni rovnice,
D90 e 1 X (9.26)

T CSO —X Bl KM KM T
dostaneme Michaelisovu konstantu, usek na svislé ose je roven pomeru vm,y /Ky (Ptiklad 9-2).

V oblasti nizkych koncentraci substratu, kde cs << Kw, probiha reakce kinetikou prvého fadu
(Priklad 9-3). Casovou zavislost koncentrace substratu dostaneme integraci rovnice (9.14)

-8 _ g | kde k=l2 0 (9.27)
CSO —X K M
Pti relativné vysokych koncentracich substratu (cs >> Ky ) je reakéni rychlost konstantni a en-
zymova reakce probihd jako reakce nultého radu, popsana diferencidlni rovnici (9.15). Mnozstvi
vznikajicich produkti se méni linearné s ¢asem; smérnice této piimky je rovna vy (Piiklad 9-4):
X=Umax * T (9.28)

Priklad 9-1 Zpracovani kinetickych dat metodou pocatecnich reakénich rychlosti

Tryptofanosa katalyzuje reakci T 2

10" ¢ 10” vg

L-tryptofan + H,O = indol + pyrurvat + NH;3 mol dm® | moldm?®s

Pti studiu aktivity ¢asteéné precisténého preparatu enzymu byly 122 2267
ziskany hodnoty pocate¢nich rychlosti pfi riznych koncentracich 2:45 2:7()3
L-tryptofanu (substrat S). Vyhodnot'te Michaelisovu konstantu a 4,90 3,575
limitni rychlost. 9,79 4,098

14,69 4,098
Reseni: 19,59 3,974

24,48 4211

1. Korelace rovnici Michaelise a Mentenové linearizované podle Lineweavera a Burka
1 1 Ky 1

- = + R
0} Omax  Vmax €S
o =3 —7
Obr. 9.2 ‘% 10~ 1/cg 107" 1/vy
Linearizace - dm® mol™ | dm® mol™'s
podle g 8,197 4,411
Lineweavera =— 4,082 3,700
a Burka = 2,041 2,797
= 1,021 2,440
1‘ L L 0,681 2,440
T 6 4 2 0 2 4 6 8 10 0,510 2,516
_11_\1 —10° CL\, /(mol™" dm*) 0,408 2,375
Linearni regresi experimentéalnich dat:
1 2723
—=2,2952-107 +
Do Cs
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Porovnanim obou rovnic dostaneme

1 -8 3 1
0. =——— =4357-10 moldm™s
22952107
DKM =2723 =  Kuy=2723-4357-10%=1,1864- 10" mol dm
max

2. Korelace rovnici Michaelise a Mentenové linearizované podle Eadiea

5 8 4
Obr. 9-3 _;_\ o 10 Do 10 1)0/ Cs
Linearizace rf 4 mol dm” s s
podl'e § 5 2,267 1,858
Eadiea = 2,703 1,103
‘?2 3,575 0,730
Sl B R " 4,098 0,419
Ll i Dimax 4,098 0,279
L | , 3,974 0,203
0 1 - 4 4211 0,172
— 10" 52 /s
Yo
00 = Umax _KM C_
S
Linearni regresi:
0,
v =4,386-10% -1,2125-1074- 2
Cs
Dax = 4,386 - 10°° mol dm ™ s~
Kv= 1,2125-10" mol dm™
3. Korelace rovnici Michaelise a Mentenové linearizované podle Hanese
Obr. 9-4 10" cs 107 ¢5/vg
Linearizace 6l
podle & Bl mol dm’ s
Hanese ;“‘54 i 1,22 0,538
Sls 2,45 0,906
IE 3r 4,90 1,371
I B 9,79 2,389
1 14,69 3,585
) Ku/Umax , , 19,59 4,930
#10 5 10 15 20 24,48 5,813
Kk —10* ¢ /(mol dm™?)

c_S:KM 1

+
Do Omax 0

. cS
max
Linearni regresi:
i—s = 2624,9+2,2944-107 - ¢
0
1

0. =—— =4358-10 *mol dm > s
T 2.2944.107

Kv _

Dmax

mol dm™

26249 = Ky=26249-4358-10°=1,144-10"
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Priklad 9-2 Zpracovani kinetickych dat pomoci integrované formy rovnice Michaelise a
Mentenové

Pro enzymovou reakci, probihajici podle schematu

kl+ kz
E+S k<:) ES——> E+P

1—
byla pii pocate¢ni koncentraci substratu cs = 0,122 mmol dm ™~ a konstantni koncentraci enzymu
zjisténa zévislost koncentrace vznikajictho produktu P na case, uvedend v nasledujici tabulce.

Stanovte hodnoty Michaelisovy konstanty a limitni rychlosti vmay -

3

T Cp T Cp
S mmol dm ™ S mmol dm™
580 0,0122 1856 0,0366
883 0,0183 2207 0,0427
1195 0,0244 2575 0,0488
1520 0,0305 2963 0,0549

Regeni:
Ze znamé Casové zavislosti mnozstvi vznikajiciho produktu P pfi konstantni koncentraci en-
zymu, je mozno vyjadiit okamzitou koncentraci substratu bilanci
Cs=Cs0— X , des=-dx
cp=Xx , dep=dx
Po dosazeni z hmotnostni bilance do diferencialni rovnice Michaelise a Mentenové (9.13) dosta
neme vztah
dx Cgp— X
E =Umax "7, .

[1]

KM + CSO —X
ktery po integraci a Gpraveé vede k rovnici

l-ln Cs0 — Omax _ 1 C_P [2]

T CSO —Cp KM KM T

ktera ptredstavuje rovnici pfimky, jejiz smérnice je rovna (—1/Ky) a Gsek na svislé ose je poméru
Umax /Km. Ze zadanych hodnot vypoc¢teme hodnoty levé strany rovnice [2] a hodnoty vyrazu cp/r.

: 10° ¢p y=104Ln—S0 | x=1ps%
T Ccgy—Cp T

S mol dm > s mol dm > s

0 12,2

580 1,22 1,81656 2,10345
883 1,83 1,84053 2,07248
1195 2,44 1,86731 2,04184
1520 3,05 1,89265 2,00658
1856 3,66 1,92174 1,97198
2207 4,27 1,95189 1,93475
2575 4,88 1,98379 1,89515
2963 5,49 2,01767 1,85285

Obr. 9-5 ukazuje, ze zavislost je skutecné linearni. Porovnanim vztahu [2] s rovnici piimky,

ziskanou linearni regresi experimentalnich dat
Y =3,5058-0,80323- X (3]
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dostaneme 205
. :
—In—80 —35058-104 ~8032,3- & X
T Cgo —Cp T %T’ 2,00
1 . "l&
odkud —— =8032,3 dm® mol™ =
Ky I e
Kn=1,245-10"* mol dm> =
. Jo190)
a % =3,5058-107* A
M 1,85}
odkud
Vmax = 3,5058 - 107+ 1,245 - 10 158 e
Dmax = 4,365 - 10 * mol dm ™ s~ 1,80 1,85 1,90 1,95 2,00 205 210 215
— X =1(P “’?P
Obr. 9-5 Grafické znazornéni integrované rovnice
Michaelise a Mentenové

Priklad 9-3 Zpracovani kinetickych dat pomoci integrované formy rovnice Michaelise a Men-
tenové pfi nizkych koncentracich substratu

Enzym o molarni hmotnosti 90 kg mol™" a molarni aktivité k4, = 2-10°> min™' piisobi v roztoku na
substrat, ktery je na po&atku piitomen v koncentraci 1-10~ mol dm . Roztok obsahuje 0,27 mg
enzymu v 1 cm’. Pro tento systém byla zjisténa hodnota Michaelisovy konstanty Ky = 0,48
mol dm . Je mozno predpokladat, 7e enzymové reakce probiha podle schématu (9.1).

(a) Co muzete predpokladat o kinetice uvazované enzymové reakce v této koncentracni oblasti?
(b) Odhadnéte, za jak dlouho klesne koncentrace substratu na 50 % ptivodni hodnoty.

Reseni:

(a) Ze zadanych hodnot je patrno, Ze cso << Ky. Jsme tedy v koncentra¢ni oblasti, v niz enzymova
reakce probiha kinetikou prvého radu.

(b) V této koncentracni oblasti prechdzi rovnice Michaelise a Mentenové (9.13) na tvar.

dCS — Umax " €s - Umax

L= cg , kde vy, =k, cpo

Integraci dostaneme
1nSs0 — ky - cpyo

Cs Km ‘
Dosadime zadané hodnoty: k&, = 2:10° min™' , Cs0= 1-107° mol dm™ , Kv = 0,48 mol drn73
Cs = 0,5 Cso

mgo /V =0,27 mg cm > = 0,27 ¢ dm™ , Mg=90kg mol ™!

mgg 0,27 N 6 -3
Cppy = = =3.10" mol dm
B My -V 9.10%

Ky S0 0,48 1-1075

— = -In = 55,45 min
ky-cgg  cg  2-103-3-100°  0,5-1-1075
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Priklad 9-4 Zpracovani kinetickych dat pomoci integrované formy rovnice Michaelise a
Mentenové pri vysokych koncentracich substratu

Pfi puisobeni xanthinoxidasy (Ky = 1,7-10° mol dm™) na xanthin (substrat), jehoZ po&ate&ni
koncentrace byla 0,7 mol dm™, se mnoZstvi vznikajiciho produktu ménilo linearné s Casem.
Z vysledki tfi pokusii pii riznych pocatecnich koncentracich enzymu stanovte molarni aktivitu
xanthinoxidasy. Enzymovou reakci je mozno vystihnout schématem (9.1).

L cpo=23,510" mol dm™> | IL cpo= 6,810 mol dm™ | IIL ¢go = 1,4-10° mol dm>
T Ccp T Cp T Ccp
S mol dm™ S mol dm™ S mol dm™
500 0,017 237 0,016 540 0,076
1200 0,042 1670 0,113 1980 0,277
3800 0,138 5400 0,368 2880 0,403
4500 0,157 6500 0,441 3900 0,547

Reseni:

Jsme v koncentracni oblasti, kde cso >> Ky a reakce tedy probiha kinetikou nultého fadu, ktera je

popsana diferencialni rychlostni rovnici (9.15):

ch dep _ Dy - Cs

dr — dr Ky +cg max 72 7RO

Po integraci dostaneme linedrni zavislost koncentrace produktu na case
cp=hky-Ccpo-T

Vynesenim cp proti ¢asu ziskame pro jednotlivé pokusy svazek piimek prochézejicich pocatkem
(obr. 9-6), jejichz smérnice jsou rovny soucinim k-Cgy.

;

mol dm
‘_D‘_D_CJ
B O O
1 1 1

b4

)

Obr. 9-6 Casova zavislost koncentrace produktu

o
w
|

1 1
4000 6000

— T/

1
0 2000

Smérnice jednotlivych pfimek maji hodnoty
I. © cg=3,710" mol dm™

10-5
ky-cpo. = 3,5454-10  mol dm> s = (kz)lzwz%,sz s
3,7-1077
II. ® cpy= 7,1-1077 mol dm™>
10-5
ky-cpo. = 6,7958-10  mol dm> s = (kz)H:%:%,n s
L O cpo=14,6-10" mol dm™
_ 5 1,4011-10°5 .
kycpo.=1,4011-110° mol dm s = (k)= —-——-—— =95,975"
ZOE0 L VRTE:

Pramér hodnot (k)1 , (k2)n a (k2)mr je
primérna hodnota molarni aktivity xanthinoxidasy : k, = 95,84 s
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9.2 INHIBICE

Inhibice je d€j, pfi némz je schopnost enzymu katalyzovat reakci snizena vazbou urcité latky, inhi-
bitoru.

9.2.1 MECHANISMUS INHIBICE
Podle mechanismu plsobeni rozliSujeme nékolik typl inhibice:

e Pfi nevratné inhibici je enzym nevratné modifikovan chemickou reakei s inhibitorem. Obvykle
dochazi ke zméné chemické struktury vazebnych nebo katalytickych skupin v aktivnim centru
enzymu.

e JVratnou inhibici vyvolava inhibitor, ktery miize byt z (nekovalentni) vazby na enzym odstranén
a enzym tak miize nabyt své puvodni aktivity; pii analyse reversibilni inhibice vychazime obvyk-
le z modelu Michaelise a Mentenové a rozliSujeme tzv. cisté inhibice - kompetitivni, nekompeti-
tivni a akompetitivni - a inhibice smisené, které nelze popsat jednoduchym kinetickym modelem.

U kazdého typu mtizeme rozlisit jeste
plnou inhibici - rychlost enzymové reakce pii dostate¢né koncentraci inhibitoru klesa pii kazdém
zvySeni koncentrace substratu k nule, a
¢astecnou inhibici - rychlost neklesa k nule, ale blizi se ke kone¢né asymptotg.

Rizné typy inhibice je mozno vyjadiit obecnym schematem

ki+ ky
E + S &2 ES —> E+P
+ ki- +
| |
k3 + \H\ ks ks ks+ \H\ ks ke (9.29)

El + S &= ESI — EI+P

kg

Symbol E znamena opét enzym, S substrat, P produkt reakce. Symbol I znaci inhibitor. Za nepiitom-
nosti inhibitoru existuje enzym pouze ve volné form¢ E a ve formé komplexu ES, za pfitomnosti inhi-
bitoru tvoii jesté komplexy EI, pripadng ESI .

Ziskéani nejobecnéjsiho vyrazu pro veskeré typy jednoduché inhibice bez zjednodusujicich pied-
pokladl je znacné pracné. V mnoha piipadéch Ize vSak vychazet z predpokladu, ze mezi substratem,
enzymem a inhibitorem se ustavuje rychle rovnovaha, kterou je mozno popsat disociacnimi konstan-
tami:

Cg " Cs kl_ ' k4_

o =Ks=1- (9.30), %: Ks=1 (9.31)
+ +
CE " C1 ks CES " C1 . ks
— =K =— 9.32), ——=K{=— 9.33
CEl : k3. ( ) CESI : ks, ( )

Substratova konstanta K je mirou pevnosti komplexu vytvoreného mezi enzymem a substratem. Ana-
logicky definovanych inhibi¢nich konstant K| a K§ lze pouzit jako kvantitativni miry u¢inku inhi-

bitort.

" Predpokladame, Zze komplex vznikajici z ES a I je stejny jako komplex vznikajici z El a S.

9. Kinetika enzymatickych reakci 11



9.2.1.1 Kompetitivni inhibice

Inhibitor a substrat soutézi o volny enzym. Struktura inhibitoru je natolik podobna struktufe substratu,
7e se muze vazat na totéz vazebné misto. Zvysi-li se v§ak koncentrace substratu natolik, Ze je vyssi nez
koncentrace inhibitoru, dojde k vytésnéni inhibitoru a navazani substratu.

Pti plné kompetitivni inhibici misto komplexu ES vznika inaktivni komplex EI, ktery se nepie-
ménuje na produkt. Tim je enzym blokovan. Uskuteciiuji se tedy pouze tyto dil¢i reakce obecného
schematu:

k1+ k2
E +S & ES — E+P
+ ki-
I
ks I ko (9.34)

- 6—
€

Pii édstecné kompetitivni inhibici se inhibitor opét vaze na misto blizké vazebnému mistu, ale
vznikajici komplex ESI se rozkladéa na produkt a inaktivni komplex EI, v némz zlstava vazana ¢ast en-
zymu. Inhibice je popsana schématem (9.29). Rychlostni konstanty rozpadu komplext ES a ESI jsou
stejné, k, = k. Protoze vazba inhibitoru ovliviluje vazbu substratu, plati pro pomér disociacnich
konstant (oznacime @)

K _&_,
Ky Ks

>1 (9.35)

9.2.1.2 Nekompetitivni inhibice

Pii plné nekompetitivni inhibici neovliviiuje vazba inhibitoru vazbu substratu, ale snizuje rychlost je-
ho pfemény na produkt. Z kinetického hlediska se systém chova tak, jako by bylo pfitomno mensi
mnozstvi enzymu, nebot’ ¢ast je ho inaktivovana vazbou inhibitoru; hodnota Michaelisovy konstanty
neni timto typem inhibice ovlivnéna, je vSak snizena hodnota limitni rychlosti. Uplatiiuji se reakce:

kit k>

E + S &2 ES — E+P

+ k- +

| |

ke I ks b K5 I ks (9.36)

+

El + S = ESI
kg

S
A — P
— o &

| —@
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Predpoklad, Ze afinita enzymu a substratu je nezavisla na tom, zda je enzym volny nebo vazén na sub-
strat znamena, ze
Ki=Ky a Ki=Ks (a=1) (9.37)

Pii cdstecné nekompetitivni inhibici vazba inhibitoru opét neovlivituje vazbu substratu, tedy
Ki =K; a K§ = Kg, ternarni komplex se v§ak rozpada na produkt (reakéni schéma (9.29)), ale poma-
leji nez komplex ES (k2 > kq):

9.2.1.3 Akompetitivni inhibice
snizuje limitni rychlost 1 Ky, ale neméni jejich vzajemné pomery. Inhibitor nereaguje s volnym enzy-
mem, muze se vazat teprve az kdyz vazba substratu na enzym vhodné pozméni jeho konformaci.

Pii plné akompetitivni inhibice inhibitor reaguje s komplexem ES a zabranuje jeho pfeméné na pro-
dukt a enzym:

ki+ ky
E + S 2 ES — E+P
k- +
|
ks+ \H\ ks_ (9.38)
ESI

S @ 4P
¢+ @-

Také pti castecné akompetitivni inhibici se inhibitor vaZze na komplex EI, av§ak ESI se pomalu $tépi
za vzniku produktu (k, > ke):

ki+ ky
E + S 2 ES —» E+P
k- +
I
ks ” ks_ ke (9.39)

ESI — EI+P

9.2.1.3 SmiSena inhibice

Pod tento pojem jsou zahrnovany rtzné typy inhibice, pii nichz inhibitor méni jak afinitu enzymu
k substratu, tak katalytickou rychlost pfemény substratu na produkt. Do této kategorie spadé i akom-
petitivni a nekompetitivni inhibice v podminkach stacionarniho (tj. nerovnovazného) stavu. Termin
smisena je obvykle pouzivan pro ptipad, kdy se sice uplatiuji stejné reakce, avsak, zatimco pfi nekom-
petitivni inhibici plati K| = K;, K§ = Ks, platizde K{ > K| a K§ > Ks.
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9.2.2 KINETICKE PARAMETRY INHIBOVANYCH REAKCI

Resenim reakénich schémat pro jednotlivé typy inhibice ziskame zavislost rychlosti inhibované reakce
v; na koncentraci substratu cs za pritomnosti konstantniho mnozstvi inhibitoru cj, kterou je mozno za-
psat stejnou formou, jakou mé rovnice Michaelise a Mentenové:
_ vr'nax " Cs

L =
! K{\/I +Cg

(9.40)

Kinetické parametry, zdanliva maximalni rychlost v, a zdanliva Michaelisova konstanta Ky, plati
vzdy pro urc¢itou koncentraci inhibitoru (viz tabulka 1)

Tabulka 1
Kinetické parametry inhibovanych enzymovych reakci
Ki K ke i
= —-—— = —— = —_— U el . C
KI KS 5 k2 D max 2 EO
typ inhibice Umax K\
Ki+c
plné Dmax Kum IK I
kompetitivni ~ ----------m e S
castecné Dmax Kyt Ki+a
K+ ¢ la
pln¢ i K Ky
., K +c
nekompetitivni = ------------------ - mm o mmmm——
Ehstetne _Kitpa Ky
KI +Cp
3 K! K1
plné O p— Kv-—
., Ki+cp Ki+c
akompetitivni = - - - - - s e m e e e oo
’
Castetné - Kit+f-a Kyt K1
KII +Cy KI, +Cy
1 ’ !
typicky Ki % Ki+c
v I3 ’l) - —  —_—
smisena M Ki+eola M Ki+c/a

9.2.3 DIAGNOSTIKA INHIBOVANYCH REAKCI

Pti diagnostice inhibovanych reakci se obvykle pouzivd hodnot pocatecnich reak¢nich rychlosti,
namétenych pii riznych koncentracich inhibitori a substrati. Vyuzivame grafickych nebo numer-
ickych metod popsanych pro stanoveni v, a Ky neinhibovanych reakei:

vyneseni » l/v; proti 1/cs (Lineweaver a Burk),
» cs/v; proti c¢s  (Hanes)

nebo » v proti vi/cs (Eadie)

a dale specialnich graft pro inhibované reakce

vyneseni » 1/v; proti ¢; za konstantni koncentrace substratu (Dixonlv graf),

C1 * U; . , . .
p L proti c¢s za konstantni koncentrace inhibitoru (graf podle Huntera a Downse)

Typické tvary jednotlivych zavislosti jsou shrnuty na obr. 9-7 az 9-12
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(a) Saturacni kiivka

] v U
1' ] bKl"'ﬁ"[‘
-.-___.-----‘-' Jm:u& K]_"_’ﬂ_
‘-‘ i e e Kl
| . —___..---"" Urnax K[ +¢
Dt L | b - i
Ve Ki+B e ';,‘;z”
2 Ki+ald f27
Ve, K[| 77
|2 Ki+a
i S S N— 1 p—
iK_\[ K K¢ ;K.\IKIE —Cs Ky S
[ VK +cja K+
(b) Graf podle Lineweavera a Burka
1/v; ; 1/v; /]
I:’ | _ t /K Kita) =
’ .’K_._]_.\ (K1+(‘|) /’f = 1 / 1‘HIEL\ .‘!\] 1 I.' 1
! [ VK | o2 . Kire | L}/ 7 | K Kita) |
/ Lo Ky Kite) | Y K1)/ S D)
/ P U (K C1/0) H _,"_;'_K"{:?"[_'
/ il // o [Vmas (K1 + Bey))
2 ) -:KMJ'FUmax 7 ".'. EKK””H“‘M
v’/l 1/¥na 77
k3 T LS : .
[L] [ Kafa | K+ — les LI — /e
Kyl | Ky(K, +¢'[)'_ K;,_‘K._ | KM:
(¢) Graf podle Hanese . 4
Cs /i Cs Vi / A
t e 3 t /’ E
f[KFe)| 0] Ko
1Ky (‘K["“C[J;__ 7 Vnnax K i (P (K i )
| Unax K ..: P Ky (Kite ): ’, 'I.
— — " -~ vk =3 7
f\:, !]'\‘+(.’]) | ,,_, Ty =21 /’ al K, (K+c)
lﬂl“i_‘k_l'*_‘lf{_“}/’ e // F rE __ 1 ;'?‘
- P . — L2 Vima |
TI” ?’"- / ,.’ '1’\‘311“‘!"&‘;
!_K\[‘K]. _ Ki+¢ !—K“. (g E“K}l" _’CS
Ki+co|| "MK+afal : '
(d) Graf podle Eadiea
U3 v;
f r
Vi K+pc)
L (Kite) |
_____ K[ ..
: 1 \ r = - Vi % -
e ﬁl"'(‘[f \ L, Kita -“*-»q~ | (Kiter)
| [M K| \\ MEtee s,
1 1 : Sl ] ) } : 2 ]
Unnax 'Ki ”m.m(Kt-}'clfr(x) ”L““ [~ U]}'rCS . Unnax 'K[ Vo (1<I+."f CE) ‘”Hi " U,,n"[CS
Ky (K1+£'I]_ | Ky (KiteD) || Ky | !Kz\s (Kl"'('[)i K, (Kita) | Ky
reakce bez inhibitoru ———— ¢aste¢na inhibice = === plna inhibice
Obr. 9-7 Kompetitivni inhibice Obr. 9-8 Nekompetitivni inhibice
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(a) Saturacni kiivka
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1 1
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Ky K Ky

reakce bez inhibitoru

=wmememe Gasteéna inhibice

= === plna inhibice

Obr. 9-9 Akompetitivni inhibice
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(a) Kompetitivni inhibice
L4
1/v; /// Ci- Ui e .
4 L-Uj 7/ -
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(b) Nekompetitivni inhibice
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(c) Akompetitivni inhibice
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(d) Typicky smisena inhibice
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t /
Csrt Ky Cg1= konst.
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e 1 -
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Obr. 9-11 Dixontv graf
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Obr. 9-12 Graf podle Huntera a Downse
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Priklad 9-5 Kinetika a mechanismus inhibice. Diagnostika inhibovanych reakci

substratu a inhibitoru.

Pro jistou enzymovou reakci, o niz se predpokladd, ze za pfitomnosti inhibitoru probihd podle
schematu (9.39), byly naméfeny hodnoty pocateCnich reakénich rychlosti pii rtznych
koncentracich substratu jednak za nepfitomnosti inhibitoru a jednak pro rtizné koncentrace
inhibitoru. Vysledky jsou uvedeny v nésledujici tabulce. Ovéite navrhovany mechanismus a
stanovte hodnoty konstant v rovnicich, popisujicich zavislost rychlosti reakce na koncentraci

cs 10° ;/( mol dm™ s
— a=0 | =005 | =010 | =018 | =032
mol dm mol dm >
0,001 0,169 0,403 0,487 0,546 0,589
0,003 0,440 0,595 0,622 0,637 0,646
0,004 0,550 0,630 0,644 0,651 0,654
0,005 0,647 0,657 0,658 0,659 0,659
0,012 1,100 0,723 0,694 0,680 0,671
0,020 1,375 0,745 0,705 0,686 0,674
0,030 1,570 0,756 0,710 0,689 0,676
0,040 1,690 0,762 0,713 0,690 0,677
0,065 1,860 0,768 0,717 0,692 0,678
0,085 1,930 0,771 0,718 0,693 0,678

Reseni:

v

1

5

— 1072, /(mol dm3 s71)

Obr. 9-13 Saturacni kiivky

O Kiivka 1: ¢;=0
(neinhibovana reakce)

< Kiivka 2 ¢1=0,05 mol dm—3

O Kiivka 3 : ¢;= 0,10 mol dm—3

0,0

A Ktivka 4 : ¢;= 0,18 mol dm—3

® Kiivka 5 : ¢;=0,32 mol dm—3

0 0,02 0,04 0,06
— g [(mol dm™)
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0,08

Rychlost neinhibované reakce je popsana rovnici Michaelise a Mentenové (9.13).

D. *C
p = —max S

_KM +CS

Na obr. 9-13 jsou vyneseny saturacni kiivky. Z porovnani prabéhu zavislosti pocatecni rychlosti na
koncentraci substratu pro enzymovou reakci bez pritomnosti a za pfitomnosti inhibitoru je patrné,
ze nejpravdépodobnéjsi je predpoklad, ze jde o akompetitivni inhibici (srovnej obr. 9-9a).

[1]
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Pti odvozeni vyrazu pro rychlost inhibované reakce predpokladame, ze mezi substratem, enzymem
a inhibitorem se rychle ustavuje rovnovaha, popsana disociaénimi konstantami Ks a K’ (konstanta
Ks = Ky neinhibované reakce) a rychlost reakce je dana vztahem

0 = ky - cps + kg - Cgg [2]

Koncentrace komplexti ES a ESI vyjadiime z rovnic (9.30) a (9.33):

CE "Cs Ces €1 _CE GG
Crq = , Crar = = 3], [4
B = o [31, [4]
Pro celkovou koncentraci enzymu plati bilance
c cg-C
Cgo = CE t Cgs + Cgsp = CE - [1+K—Ss+ﬁj [5]
/. rovnic [3] az [5] dosadime do rychlostni rovnice [2]:
Ui:kz‘cE.CS-Fk(S‘CE.CS.fI: 1+ k6.CI, ) kZ‘CEO'CS [6]
s Kg-Kj

Pomér rychlostnich konstant ke¢/k> oznac¢ime jako S a rovnici [6] upravime do tvaru rovnice
Michaelise a Mentenové:

!
0 = Umax " €s
! KI’\/[ + Cg

[7]

kde
KI+IB'CI.K -0 _KI+IB'CI [8]

S N il SV sciid §
max 2 "“E0 KI, +p S max KI’ +p

. . ’ v . !
(ky-cEo = Dmax neinhibované reakce; protoze A< 1, je Umax < Umax ) @
! !
koo K g K
MTKi+e 757 K{+¢

[9]

Abychom mohli ovéfit platnost navrhovaného mechanismu, prevedeme rovnici [7] na linearni tvar

1. podle Lineweavera a Burka
1 _ ’1 +I’(1'\/[ .i= KI'—,I-CI N KS"KI, i [10]
Ui Vmax Umax €S Umax '(KI + ﬁ ' CI) OUmax * (KI + ﬁ ’ cI) Cs

2. podle Hanese
K3 1 K. K] K+
c? /M +— Cg = . IS([ ! . + . II([ a . "Cg [11]
b Umax  Vmax Omax ( I+IB CI) Dmax ( I+ﬂ CI)

3. nebo podle Eadiea
v, Ki+p-¢q K{-Kg v
) K . et | | | S. Y 12
Ui = Umax ~ M cg Pmax Ki+eaq Ki+¢ cg [12]

Zvolime napt. tieti zptisob. Do grafu (obr. 9-14) vyneseme hodnoty rychlosti v; (v mol dm™ s™)
proti poméru v; /cs (s ') pro riizné koncentrace inhibitoru.
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Korelace pomoci rovnice [12]

a=0 ¢1=0,05 a=0,10 a=0,18 =032
1070 | o3l | 1070 | g3 105y | 1032 | 1070 | o3 2 | 1070 | 3%
g g s Cg cg
0,169 | 1,6900 | 0.403 | 4,0300 | 0,487 | 4,8700 | 0,546 | 54600 | 0,589 | 5,8900
0,440 | 14667 | 0,595 | 1,9833 | 0,622 | 2,0733 | 0,637 | 2,1233 | 0,646 | 2,1533
0,550 | 1,3750 | 0,630 | 1,5750 | 0,644 | 1,6100 | 0,651 | 1,6275 | 0,654 | 1,6350
0,647 | 1,2940 | 0,657 | 1,3140 | 0,658 | 1,3160 | 0,659 | 1,3180 | 0,659 | 1,3180
1,100 | 09167 | 0,723 | 0,6025 | 0,694 | 0,5783 | 0,680 | 0,5667 | 0,671 | 0,5592
1,375 | 0,6875 | 0,745 | 0,3725 | 0,705 | 0,3525 | 0,686 | 0,3430 | 0,674 | 0,3370
1,570 | 0,5233 | 0,756 | 0,2520 | 0,710 | 0,2367 | 0,689 | 0,2297 | 0,676 | 0,2253
1,690 | 04225 | 0,762 | 0,1905 | 0,713 | 0,1783 | 0,690 | 0,1725 | 0,677 | 0,1693
1,860 | 0,2862 | 0,768 | 0,182 | 0,717 | 0,1103 | 0,692 | 0,1065 | 0,678 | 0,1043
1,930 | 02706 | 0,771 | 0,0907 | 0,718 | 0,0845 | 0,693 | 0,0815 | 0,678 | 0,0798

0.8

/(mol dm3 s71)

3
1

— 107,

[1,28:107;0,66-107]

(viz obr. 9-9d)

(srovnej obr. 9-9d).

zavislosti v; na v; /cs :

pro ¢ = 0,05 mol dm
pro ¢; = 0,10 mol dm™
pro ¢;= 0,18 mol dm™

pro ¢; = 0,32 mol dm™

pro c; = 0 (neinhibovana reakce)

9. Kinetika enzymatickych reakci

0 =2,2179-107 =1,2145-1072 - (v; /)
0, =7,7934-1076 -9,3451-10~* - (v; / cg)
v; =7,2184-1076 - 4,8237-10~* - (v / cg)
0, =6,9515-1070 -2,7313-107* - (; / cg)
0; =6,7937-107° =1,5371-107* - (v; / )

Obr. 9-14 Korelace pomoci rovnice (12)
Soufadnice pruseciku vSech ptimek,

souhlasi s teoretickymi hodnotami

[Dmax (l_ﬁ)/KM, ﬁ Umax]
pro castecné akompetitivni inhibici

Z obr. 9-14 je patrné, Ze rovnice [12]

velmi dobie vyhovuje experimentalnim

datlim a charakter zavislosti odpovida
castecné akompetitivni inhibici

Linearni regresi byly pro jednotlivé koncentrace inhibitoru zjiStény tyto rovnice piimkovych

[13]
[14]
[15]
[16]
[17]

Tento predpoklad potvrdime jesté konstrukci Dixonova grafu (tj. vynesenim hodnot 1/v; proti ¢
pro rizné hodnoty cs) — obr. 9-15).
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Obr. 9-15 Dixontiv graf 19
il
1 Kj-(Ky+cg)+ep-cg (18] o ]
b Umax €S (KI, +ﬂ'cl) e —g' lim .
E C1= w0 1
11 1 E
lim —= == 5 2
CI—)O 1)1 Dmax .ﬂ 093'2,2'10_ "'.-.‘;,-H
_ 543 -1 e
- 15515 - 10" dm” mol " s IE 09 O Cg= 0,004 mol dm™
L, .. . . ! A ¢5=0,005 mol dm™>
Hyperbohcky tvar za’wslostl potvrzuje, t g O Cs = 0,020 mol dm™
ze jde o inhibici castecné akompeti- - O Cs = 0,085 mol dm™
tivni. Pro pln¢ akompetitivni inhibici 05 , : i i . i
by zavislost byla linearni. "0 0,1 0,2 0,3

—> ¢ [(mol dm™)

Kinetické parametry Ku , 0max @ KM »Upax

zjistime porovnanim rovnice Michaelise a Mentenové linearizované podle Eadiea (rovnice [12])
s rovnicemi [13] az [17], jejichz smérnice jsou rovny Ky, resp. Ky a useky na svislé ose jsou
rovny Omax » I€SP. Vmax

Pro ¢; = 0 (neinhibovana reakce) tak dostaneme
Omax = 2,2179-10° mol dm™ s a Ky = 1,2145.10 mol dm.

Pro reakce za piitomnosti inhibitoru v riznych koncentracich maji kinetické parametry tyto
hodnoty:

ci Vtnax Kwm
mol dm° mol dm > s mol dm
0,05 7,7934-10° 9,3451-10"*
0,10 7,2184-10° 4,8237-10°"
0,18 6,9515-10° 2,7313-10"
0,32 6,7937-10°° 1,5371-107*
Konstantu Ky %0
vypocitame ze znamych hodnot Ky a Ky pii o1
riznych koncentracich inhibitoru. Vztah [9] ;?3 12
upravime do linearniho tvaru TM 60
KM 1 50
K., —1+?I,~cI [19] ol
a konstantu K| ur¢ime jako reciprokou hodnotu 30 |
smérnice piimky (obr. 9-16) 20 |
K—M= 1+242,79 - ¢ [20] 10
KM 0 | ! |
K} =4,19-10 * mol dm 0 01 02 03 04
— ¢; [(mol dm™3)
Pomeér rychlostnich konstant, k¢/k; = S Obr. 9-16 Stanoveni Kj
vyjadiime ze vztahu [8]:
ﬂ:M.(ﬁ+1]_ﬁ [21]
Umax 8 1

Primérna hodnota poméru rychlostnich konstant, vypoétena z hodnot vyax a vy, pro jednotlivé

koncentrace inhibitoru (viz predchazejici tabulku) je

B=0,35
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