Stanoveni katalytické aktivity enzymi, volba podminek.

Uvedte hlavni faktory ovliviiujici rychlost enzymové reakce.

Vliv tepoty

1. Popiste z&vislost rychlosti enzymové reakce na teploté. Znazornéte grafické zavislosti aktivity
enzymu na ¢ase pro hypoteticky enzym a teploty 10°,20°, 30°,35° ,40°,50°, 80°. Vyberte vhodnou
teplotu pro danou enzymovou reakci.

Vliv pH

2. Charakterizujte vliv pH na priibéh enzymové reakce.

3. Vysvétlete, co je to pufr. Jak vyhledate vhodny pufr pro enzymovou reakci?

4. Pro jaké pH jsou vhodné nasledujici pufry?

HEPES neboli N-2-Hydroxyethylpiperazine-N'-2-ethanesulfonic acid, pxa = 7.31 pii 37°C a 7.55 pii
20 °C.

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethane, pga pifi 20°C je 8.3

Meg (N-methylglukamin) — pak = 9,52

5. Jaké jsou dalsi pozadavky na dobry pufr?

Kvantifikace enzymu

jednotka rozmer

Katalyticka (enzymova) aktivita katal (katy ...

mezinarodni jednotka (U, IU) pmol/min

Katalyticka koncentrace =~ ...... ...

Hmotnostni koncentrace g/l g/l

Uved'te vztah pro prepocet katalytické aktivity v pkat na IU a opacné.

6. Jaké metody stanoveni katalytické koncentrace jsou uzivany? Ktera je v praxi nejcastéjsi?

7. Vysvétlete pojem lag-faze u enzymové reakce.

8. Laktatdehydrogenasa ma katalytickou aktivitu 2 pkat. Kolik molekul laktatu vznikne z pyruvatu za
1 minutu pfi nadbytku substratu? (7,23.10")

9. Jaké mnozstvi produktu vznikne za 10 minut pii reakci katalyzované enzymem o aktivit¢ 10 pkat?
Co je podminkou toho, aby teoreticky vypoctené mnozstvi skute¢né vzniklo? (6 mmol)



10. Do reak¢ni smési obsahujici substrat a pufr bylo pfiddno 0,1 ml séra. Jaka je katalyticka

koncentrace enzymu, jestlize po 10 minutach méfeni metodou konstantniho ¢asu obsahovala

reakéni smés 6.10° mmol produktu? Bude se vysledek lidit od aktivity stanovené kinetickou

metodou?

(100 pkat/l)

11. Reakéni smés obsahuje: 2,5 ml pufru, 0,2 ml roztoku NAD", 0,1 ml séra a 0,2 ml roztoku laktatu.
Reakce probihala presné 10 minut a po této dobé byla naméfena koncentrace vzniklého NADH

0,0012 mol/l. Vypoctéte katalytickou aktivitu a katalytickou koncentraci enzymu LD. (6 nkat, 60 pkat/l)

12. Urcete aktivitu katalasy, bylo-li zjisténo, ze pfi nadbytku H,O, v reakéni smési se uvolni po

10 minutach 6,72 pl O, (za normalnich podminek).

13. Jak se vyuziva NAD" ke stanoveni aktivity enzym@?

Opticky (UV, Warburgtiv) test
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14. Jak se bude ménit absorbance pii 340 nm pii stanoveni laktatu v séru s vyuzitim optického testu?






