Uloha 8 - Enzymovad kinetika I
Princip ulohy

jména:

obor: datum provedeni:

prilohy protokolu: 3 x graf: stanoveni pocatecni rychlosti metodou te¢ny, stanoveni pocatecni rychlosti
metodou extrapolace reakéni rychlosti k nulovému casu, zavislost rychlosti enzymové reakce na
koncentraci enzymu

OKRUHY K PRIPRAVE

Trypsinova reakce, princip méfeni trypsinové aktivity s pouZzitim pfirozeného substratu. Rychlost
enzymové reakce, pocatecni rychlost enzymové reakce, jednotky rychlosti enzymové reakce, aktivita
enzymu, jednotky enzymové aktivity, specificka aktivita enzymu, jednotky specifické aktivity enzymu,
molekularni aktivita enzymu, jednotky molekuldrni enzymové aktivity. Lambertiv-Beertiv zékon.
Chemické vypocty.

Navod v plném znéni plati pro obory molekularni biologie, chemie, biochemie
(pétihodinova a sedmihodinova cviceni).

Biologické obory kromé molekularni biologie (tfihodinova cviéeni): jen €ast A. UCitelské
kombinace (€tyfhodinova cviceni): jen ¢ast A.

PRINCIP ULOHY
A. Stanoveni poc¢ate€ni rychlosti enzymové reakce

Rychlost reakce je definovana jako zména koncentrace latky ¢ (mol.I"!) za ¢asovou jednotku 7 (s):

v [mol.l'L.s!] = de/dt

Pokud mame definovany objem (objem se béhem reakce neméni), 1ze vyjadiit rychlost enzymové reakce
v Case £ (s):

v [mol.s!] = dn/dt

Jako jednoduchy pfiklad budeme nadale uvazovat enzymovou reakci, pfi niz se jeden substrat §tépi
enzymem za vzniku dvou produkti:

enzym
S —»P,+P;

Rychlost této reakce 1ze stanovit bud’ jako ubytek latkového mnozstvi substratu S v Case t

(vas = dS/dt), anebo jako piirtstek latkového mnozstvi nékterého z produktid Pi, P> v Case t

(vap = dPy/dt = dP»/dt = dP/dt). Pro reakci s uvazovanou stechiometrii plati: vas = vap. Rychlost
enzymové reakce, do niz vstupuje pouze jeden substrat, je Umernd koncentraci substratu — reakce
probiha podle kinetiky reakce prvého fadu. V pribéhu reakce prvého fadu se s postupnym poklesem
koncentrace substratu umérné snizuje i rychlost reakce.

Podle kinetiky reakce prvého fadu probihaji také reakce, kterych se ucastni vice reagujicich slozek, avsak vSechny
kromé jedné jsou v reakénim prostiedi ve znaéném nadbytku, a se tedy jejich koncentrace béhem reakce prakticky
nemeéni. Jsou to napf. i hydrolytické reakce, kde je jednou z reagujicich slozek voda (A + H,O = B-H + C-OH),
jejiz koncentraci Ize vzhledem k velkému nadbytku v roztoku (koncentrace vody je 55,6 mol.I'") povazovat za
konstantni.

Je-li koncentrace substratu vysoka a mnozstvi enzymu malé, pak mize byt reak¢ni rychlost limitovana
mnozstvim enzymu a na koncentraci substratu nezavisi. V takovém pripad¢ je mnozstvi pfeménéného
substratu za ¢asovou jednotku konstantni a reakéni rychlost se v ¢ase neméni - reakce probiha podle
kinetiky reakce nulté¢ho fadu.
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Komplikace s proménlivym fadem reakce lze eliminovat, jestliZe je enzymova reakce charakterizovana
pomoci pocdatecni rychlosti vy (voas = [dS/dt]o, voar = [dP/dt]0). Na pocatku reakce je v reakéni smési
pritomen substrat v pivodni koncentraci, neni pfitomen reak¢ni produkt, reakce probiha pocatecni (za
danych podminek maximalni) rychlosti, koncentrace produktu roste v zavislosti na Case linearn¢ a
rychlost eventuelni vratné reakce je zanedbatelna. Pocatecni rychlosti mlize enzymova reakce ve
skuteCnosti probihat po urcitou kratkou dobu, je-li substrat v nadbytku a jeho koncentrace v reak¢ni
smesi se tedy vyrazné nemeni, a je-li v reakéni smési zanedbatelna (vzhledem ke koncentraci substratu)
koncentrace produktu.

Pocatecni rychlost enzymové reakce Ize zjistit nékolika zplisoby:

- vypoctem — je-li z&vislost ubytku mnozstvi substratu nebo piirtstku mnozstvi produktu
na ¢ase po dobu pribéhu reakce skutecné linearni, pak voas = AS/At, voar = AP/At,

- metodou tecny — reakeni rychlost 1ze zjistit jako smérnici te¢ny (s pocatkem v Case 0)
nelinedrni zavislosti ubytku latkového mnozstvi substratu nebo pfiristku latkového mnozstvi
produktu na ¢ase (viz obrazek),

- metodou extrapolace reakcni rychlosti k nulovému casu (viz obrazek).

V praxi se obvykle, je-li k dispozici vhodna analytickd metoda, méii v zavislosti na Case ptirtstek
produktu. Pokud by se méfil ibytek substratu, je ziejmé, Ze by musel byt signifikantni a nebyla by tedy
dodrzena podminka ptiblizn¢ konstantni koncentrace substratu po celou dobu reakce v reakéni smési.

Stanoveni pocatecni rychlosti
enzymové reakce - metoda teény
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Obrazek 1. K nelinearni zavislosti ldtkoveho mnozstvi vzniklého produktu na dobé reakce byla
sestrojena tecna s pocatkem v case 0. Smérnice teCny (velikost Gseku na ose y odpovidajici
jednotkovému useku osy x) udava pocatecni rychlost reakce vo [umol.min™'] (smérnice = cca 50/10= 5,0
umol.min™') Metoda te¢ny byva zatiZena subjektivni chybou pfi sestrojovani teény.
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Stanoveni pocatecni rychlosti
enzymové reakce - metoda extrapolace
reakéni rychlosti k nulovému ¢asu
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Obrazek 2. V pétiminutovych intervalech byla vypocitana rychlost reakce jako podil vzniklého
latkového mnozstvi produktu v daném Casovém intervalu a doby reakce (5 minut). Do grafu byla
vynesena zavislost reakcni rychlosti na celkové dobé reakce a extrapolovana k nulovému cCasu tak, ze
zavislosti byla proloZena polynomicka kiivka a zobrazena rovnice regrese, jejiz posledni ¢len udava
velikost Giseku na ose y (hodnotu pocatecni rychlosti enzymové reakce).

B. Aktivita enzymu, molekularni aktivita enzymu

Je-li v reak¢ni smési dostateény nadbytek substratu, probihd enzymova reakce podle kinetiky nultého
radu (rychlost je nezavisla na koncentraci substratu), ptiCemz rychlost reakce je pfimo Umeérna
koncentraci enzymu:

v [mol.s] =k. [E]

Pomoci rychlosti enzymové reakce lze neptimo vyjadfit mnoZzstvi enzymu v reakéni smési jako aktivitu
enzymu na zéakladé jeho schopnosti katalyzovat pfeménu substratu na produkt. (Jednotky enzymové
aktivity tedy maji stejny fyzikalni rozmér jako rychlost enzymové reakce.) Aktivita se udava v jednotce
1 katal (kat) = mol/s.

V praxi se toto neptimé vyjadieni bézné¢ pouziva namisto pfimého uréeni koncentrace enzymu napf.
jako molarni nebo hmotnostni koncentrace, nebot” stanovit latkové mnozstvi nebo hmotnost enzymu
obsazeného v biologickém materialu je velmi obtizné. Podminkou spravného stanoveni aktivity enzymu
je jeho saturace substratem po celou dobu reakce a optimalni reakéni podminky.

Je-1i znama molarni koncentraci enzymu [E], 1ze z rychlosti enzymové reakce v vypocitat rychlostni
konstantu k. Tato konstanta udava molekuldrni aktivitu enzymu (katalytickd konstanta, cislo piemény)
[s”!, min], coZ je pocet molekul (molt) substratu pfeménénych jednou molekulou (molem) enzymu za
casovou jednotku. Vysoké ¢islo piemény znamena, Ze katalyzovana reakce probiha vysokou rychlosti.
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Trypsin patii mezi serinové proteasy a jeho relativni molekulova hmotnost trypsinu je cca 23,3 kDa.
Trypsin hydrolyzuje peptidovou vazbu bilkovin v misté karboxylovych skupin zbytkti lysinu a argininu:

H>O
P-CO-NH-lys-CO-NH-P'— P-CO-NH-lys-COOH + NH>-P’

H>O
P-CO-NH-arg-CO-NH-P'——» P-CO-NH-arg-COOH + NH>-P’

Jako pfirozené substraty trypsinu byvaji pouzivany bézné bilkoviny (kasein, Zelatina, hemoglobin,
albumin).

Pocatecni rychlost trypsinové reakce bude v uloze stanovena s pouzitim Zelatiny, kdy bude rychlost
Stépeni bilkoviny trypsinem sledovéna titracné stanovenim mnozstvi volnych karboxylovych skupin
peptidovych fetézcli zakoncenych zbytky lysinu nebo argininu (princip neutralizacni titrace volnych
karboxylovych skupin aminokyselin nebo peptida viz tloha 2, tzv. formolov4 titrace).

Titra¢ni metoda nedava v piipad¢ bilkovinnych hydrolyzath zcela spolehlivé vysledky, nebot’ nelze
presné urcit reakeni stechiometrii: spotiebu titracniho ¢inidla ovliviiuje pfitomnost funkénich skupin
nékterych aminokyselin ve zbytcich polypeptidickych fetézct (spotiebu snizuji e-aminoskupiny lysinu
a argininu, a naopak spotiebu zvysuji karboxylové skupiny v bo¢nich fetézcich kyseliny asparagové a
glutamové a fenolicka skupina tyrosinu).
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PRAKTICKA CAST A. Stanoveni poéateéni rychlosti enzymové
reakce

Material a vybaveni:

preparat trypsinu (pevny trypsin byl smichén s pevnou glukosou v hmotnostnim poméru 1:19, z této smési byl
pfipraven 0,5 %, 0,8 % nebo 1 % vodny roztok — koncentraci pfipraveného roztoku trypsinu a glukosy zjistite ve
cviceni)

5 % zelatina (vodny roztok)

40 % formaldehyd

0,2 mol.I"! hydroxid sodny

0,02 mol.I"! hydroxid sodny

1 % roztok fenolftaleinu v ethanolu

odmeérné valce, kadinky, Pasteurovy pipety, titracni banky, byreta 25 ml, pipety, termostat, stopky

Postup:

V kadince smichejte 75 ml 40 % formaldehydu a 150 ml vody (neutralizovany ziedény roztok
formaldehydu), do dalsi kadinky odméite 120 ml roztoku zelatiny a do dalsi 30 ml enzymového
preparatu. Do vSech roztoki pfidejte nékolik kapek fenolftaleinu a piidejte 0,2 mol.I'" hydroxid sodny
do slab¢ rizového zbarveni. Poté roztoky zelatiny a trypsinu vytemperujte na teplotu 37 °C. Nasledn¢
rozpipetujte neutralizovany roztok formaldehydu do titra¢nich banék — pftipravte sadu 14 titra¢nich
bané€k obsahujicich 15 ml neutralizovaného ziedéného roztoku formaldehydu.

Formaldehyd je latka zdravi silné Skodliva, pfi zachazeni s nim dodrzujte vSechna
bezpecnostni a hygienicka pravidla!

Smichejte ptipravené vytemperované roztoky zelatiny a trypsinu, smés promichejte, zapnéte stopky a
ihned odeberte dvakrat 10 ml smesi do dvou titracnich ban€k obsahujicich neutralizovany zfedény
formaldehyd (odbér vzorkil v ¢ase 0 - slepy vzorek). IThned po odebrani 10 ml alikvotii vrat'te reakéni
smés zpét do termostatu na 37 °C. Poté oba vzorky titrujte 0,02 mol.I"! hydroxidem sodnym do trvale
ruzového zbarveni.

Dalsi vzorky (vzdy dva paralelni vzorky) odebirejte z temperované reakéni smesi 5, 10, 15, 20, 25 a 30
minut po zahajeni enzymové reakce do titraénich banék obsahujicich neutralizovany zifedény
formaldehyd a titrujte stejnym zptsobem. Nezapomeiite ihned po odebrani alikvott vratit reakéni smés
zpét do termostatu na 37 °C.

doba reakce t [min] 0 5 10 15 20 25 30

spotieba 0,02 mol.I"! NaOH

[ml]

primérna spotieba 0,02 mol.I'' NaOH

[ml]

primérna spoteba 0,02 mol.I"' NaOH

po odecteni spotfeby slepého vzorku [ml]*
latkové mnozstvi

spotiebovaného 0,02 mol.I"' NaOH [pmol]
latkové mnozstvi volnych —COOH skupin

v 10 ml reakéni smési [pmol]

latkové mnozstvi volnych —COOH skupin

v 1 ml reak¢éni smési [umol]

prirtstek latkového mnozstvi volnych -COOH
skupin v daném ¢asovém intervalu (5 min) v 1
ml reakéni smési [umol]

reak¢ni rychlost v daném ¢asovém intervalu (5
min) v 1 ml reakéni smési [umol.min™']

*) dalst vypocty jiz po odecteni spotieby slepého vzorku
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Vyhodnoceni:
Do protokolu uved’te tabulku obsahujici experimentalni (spotfeba hydroxidu sodného pii jednotlivych
titracich) a vypoctené udaje.

prevazujici stechiometrie formolové titrace:

Vypocitejte pocatecni rychlost trypsinové reakce jako podil latkového mnozstvi volnych skupin
-COOH v 1 ml reakéni smési a doby reakce pro prvnich 5 minut reakce.

Do grafu vyneste zavislost latkoveho mnozstvi volnych skupin — COOH v 1 ml reakcni smési na case a
k z&vislosti sestrojte teCnu s pocatkem v Case 0. Ze smérnice teCny vypoctéte pocateni rychlost
trypsinové reakce jako rychlost vzniku volnych skupin —-COOH.

Vypocitejte latkové mnozstvi produktu (v 1 ml reakéni smési) v dalSich pé€timinutovych intervalech a
reakéni rychlost v téchto intervalech. Do grafu vyneste zdvislost reakcni rychlosti na celkové dobé
reakce. Zavislost extrapolujte k nulovému ¢asu a na ose y odectéte hodnotu pocate¢ni reakéni rychlosti
trypsinové reakce jako rychlosti vzniku volnych skupin —-COOH.

Hodnoty pocatecni rychlosti trypsinové reakce stanovené rliznym postupem zpracovani vysledkl
uved’te do tabulky na konci ¢asti Vyhodnoceni.

Vypocitejte hmotnost cistého trypsinu v mg obsazeného v 1 ml reakcni smési, vSechny vypocty uved’te
do protokolu:

Uved’te pocate¢ni rychlost reakce vztazenou na 1 mg ¢istého trypsinu, Gidaje uved’te do tabulky niZe.

vo* vypoltena [umol.min™'] [umol.min"!.mg™']
jako AP/At

pro prvnich 5 min reakce
ze smérnice tecny
zavislosti P na dt

z extrapolované hodnoty vy
zavislosti v na dt

*) na ml reak¢ni smési
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PRAKTICKA CAST B. Aktivita enzymu, molekularni aktivita enzymu

Material a vybaveni:

preparat trypsinu (pevny trypsin byl smichan s pevnou glukosou v hmotnostnim poméru 1:19, z této smési byl
pfipraven 0,5 %, 0,8 % nebo 1 % vodny roztok — koncetraci pfipraveného roztoku trypsinu a glukosy zjistite ve
cvicent)

5 % zelatina (vodny roztok)

40 % formaldehyd

0,2 mol.I"! hydroxid sodny

0,02 mol.I"! hydroxid sodny

1 % roztok fenolftaleinu v ethanolu

odmerné valce, kadinky, Pasteurovy pipety, titracni banky, byreta 25 ml, pipety, termostat, stopky

Postup:
Smichejte v kddince 50 ml 40 % formaldehydu a 100 ml vody (neutralizovany zfedény roztok
formaldehydu), do dalsi kadinky odméite 80 ml roztoku zelatiny a do dalsi 20 ml enzymového preparatu.
Do vsech roztokt piidejte nékolik kapek fenolftaleinu a 0,2 mol.lI"! hydroxid sodny do slabé& rizového
zbarveni. Roztoky zelatiny a trypsinu vytemperujte na teplotu 37 °C. Neutralizovany roztok
formaldehydu rozpipetujte do titracnich ban€k — ptipravte sadu 10 titra¢nich ban€k obsahujicich 15 ml
tfipraveného neutralizovaného ziedéného roztoku formaldehydu.

Formaldehyd je latka zdravi silné Skodliva, pfi zachazeni s nim dodrzujte vSechna
bezpeénostni a hygienicka pravidia!

Do temperované titracni bainky odpipetujte 8 ml roztoku Zelatiny a pridejte k nim 1,5 ml vody a 0,5 ml
enzymového preparatu. Vzorek promichejte, vlozte do termostatu na 37 °C, zapnéte stopky a presn€ po
5 minutach vzorek pielijte do titratni bafiky obsahujici formaldehyd. Vzorek titrujte 0,02 mol.l"!
hydroxidem sodnym do trvale rizového zbarveni. Dalsi reakce proved’te stejnym zplisobem podle
rozpisu v tabulce niZze — do reakéni smési postupné pridavejte vétsi objem enzymového preparatu na
ukor objemu vody, kazdou reakci proved'te dvakrat. Jako slepy vzorek titrujte v Cisté baiice (pozor na
stopy trypsinu z pfedchozich pokusit) reakéni smés obsahujici pouze 8 ml roztoku Zelatiny a 2,0 ml
vody.

pipetovany objem enzymového preparatu 0,0 | 05 1,0 L5 | 2,0
[ml]

pipetovany objem vody 2,0 1,5 1,0 0,5 0,0
[ml]

spotieba 0,02 mol.I"! NaOH

[ml]

primérna spotieba 0,02 mol.I"' NaOH

[ml]

primérna spotieba 0,02 mol.I"' NaOH

po odecteni spotieby slepého vzorku [ml]
latkové mnozstvi

spotiebovaného 0,02 mol.I"! NaOH [umol]*
latkové mnozstvi volnych skupin -COOH
v 10 ml reak¢ni smési [umol]

latkové mnozstvi volnych skupin -COOH
v 1 ml reak¢éni smési [umol]

aktivita enzymu

v 1 ml reakéni smési [umol.min™']
aktivita enzymu

v 1 ml reak¢éni smési [nkat]

*dalsi vypocty jiz po odectent spotreby slepého vzorku
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Vyhodnoceni:
Do protokolu uved’te tabulku obsahujici experimentalni (spotieba hydroxidu sodného pfi jednotlivych
titracich) a vypoctené udaje.

prevazujici stechiometrie formolové titrace:

Aktivitu trypsinu vypocitejte jako pomér ptirtstku latkového mnozstvi volnych skupin — COOH v 1 ml
reakéni smési a doby reakce. Dale vypocitejte hmotnostni a molarni koncentraci enzymu v reakéni
smesi, doplnte udaje v nasledujici tabulce a sestrojte graf zdvislosti rychlosti enzymové reakce na
koncentraci enzymu v reakcni smési. Molekularni aktivitu enzymu pocitejte pouze pro linearni oblast
zavislosti. Pfipadné odchylky od linearity vysvétlete:

pipetovany objem enzymového preparatu 0,0 0,5 1,0 1,5 2,0
[ml]
koncentrace trypsinu v reakéni smési [mg.ml''] | 0,0
hmotnost trypsinu obsazeného v 1 ml reakéni
smési [mg]

latkové mnozstvi trypsinu obsazeného v 1 ml
reak¢éni smési [nmol]

aktivita trypsinu v 1 ml reak¢éni smési [nkat]
molekuldrni aktivita trypsinu [s™']
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KONTROLNI LIST

jména:
obor: datum provedeni:
ULOHA 8A
doba reakce t 0 5 10 15 20 25 30
[min]

spotfeba 0,02 mol.I"! NaOH
[ml]

Podpis vedouciho cviceni:

ULOHA 8B
pipetovany objem enzymového preparatu [ml] 0,0 0,5 1,0 1,5 2,0
pipetovany objem vody [ml] 2,0 1,5 1,0 | 0,5 0,0

spotfeba 0,02 mol.I"! NaOH [ml]

Podpis vedouciho cviceni:



