STANOVENI MICHEALISOVY KONSTANTY UREAZY A
KONCENTRACE MOCOVINY V NEZNAMEM VZORKU

Uloha 1: Stanoveni Michaelisovy konstanty ureazy

Princip:

Michaelisova konstanta je rovna koncentraci substratu, jiz je zapotiebi, aby bylo pii dané
koncentraci enzymu dosazeno pocate¢ni reak¢ni rychlosti, kterd odpovida poloving limitni
rychlosti Vy,. Cim je niz§i, tim méa enzym k danému substratu vyssi afinitu. Ma rozmér
koncentrace, obvykle mol.I"". Nezavisi na koncentraci enzymu, proto ji lze uréit i pro
nepteiSténé enzymové preparaty €1 dokonce tkanové tfezy nebo jiné biologické struktury,
obsahujici studovany enzym.
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Roztoky a pomiicky:

roztok mocoviny (100 mmol/l)

pracovni roztok (roztok enzymu v pufru)
pistové mikropipety

odmeérné banky

zkumavky

stojanek na zkumavky

Postup:
Pfipravte si zasobni roztok mocoviny o koncentraci 100 mmol/l odvazenim 1,5014 g
mocoviny do 250ml odmérné baiky. Mol. hmotnost moc¢oviny je 60,056.
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Do deseti odmérnych banék o objemu 50 ml odpipetujte odpovidajici mnozstvi zadsobniho
roztoku mocoviny o koncentraci 100 mmol/l tak, aby vysledné¢ koncentrace mocoviny
v jednotlivych bankach byly: 2, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 80 a 90 mmol/l.
Do zkumavky odpipetujte 1 ml pracovniho roztoku (roztok enzymu v pufru) a v ¢ase t = 0
ptidejte 10 pl roztoku mocoviny o zndmé koncentraci. Promichejte a vlijete do kyety. V 20
sekundovych intervalech méfte tibytek absorbance pii A= 350 nm po dobu 3 min proti blanku
(dest. voda).
Ze zavislosti absorbance na ¢ase vypoctete reakéni rychlost podle vzorce:
_AA

At
Reciproké hodnoty reakénich rychlosti vynesete do grafu proti reciprokym hodnotam
koncentrace substratu v reakéni smési a ur¢ete hodnotu Michaelisovy konstanty (Ky) a mezni
rychlosti (Vy,).
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Uloha 2: Stanoveni obsahu mocoviny v neznamém vzorku

Postup:

Do zkumavky odpipetujete 1 ml pracovniho roztoku a v case t = 0 pfidejte 10 pl vzorku.
Zamichejte a vlijete do kyvety. Po 20 sekundach méite ubytek absorbance pii A = 350 nm a to
po dobu 3 minut proti blanku (dest. voda).

Vypoctete tibytek absorbance vzorku a standardu o znamé koncentraci mocoviny v mmol/l za
stejny Casovy usek a z nasledujiciho vzorce vypoctete koncentraci mocoviny v nezndmém
vzorku:

c= (Aszorek/ AIAstandard) * Cs
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