Zaverecny test z biochemického praktika

Jak pripravime 100 ml roztoku H,SO; o ¢ 4,9%, ak mame k dispozicii 0,5 M H,SO,.
Mr(H2SO4) = 98 g mol ',

Hmotnost sirovky v 4,9% roztoku:

w = 0,049 = m( H.SO,) / m (roztok)
m(H.SO4) = 0,049 * 100 = 49 ¢g

Priprava tejto sirovky z roztoku, ktory mame k dispozicii

n=c*V
n=0,5*0,1=0,05

m=n*M=0,05*%98=49¢

To znamena, ze nepotrebujeme nic riedit a roztoku, ktoreho mame k dispoziciu odmerame 100 ml
Jaka je funkcia merkaptoethanolu vo vzorkovom pufre pri SDS elektroforeze?

Stiepi kovalentnu S-S vazbu

Ktory z tychto vzorkov bude mat najvacsi absobancny pik? Mr (a) = 13000, Mr (b) = 64000,
Mr (c¢) = 54000

Absorbancia nezavisi na Mr

100 pl enzymatickeho preparatu premeni 8 pl substratu za S min. Enzymovy preparat
obsahuje 4mg/ml proteinu. Aka je specificka aktivita preparatu?

Za5min......... 8 ul
I min ......... X
x=1,6 ul

a= 1,6 pmol*min” * ml"
a=(1,6 * 10~ ml min'/4 mg ml™") * I umol /1 ml = 0,4 umol min"'mg’’

Vysvetlite princip vysol’ovania bielkovin (frakcionacie) siranom amoénnym (alebo inou sol’ou
slabej kyseliny i zasady)

Ide o rozdelenie bielkovin na zaklade ich rozpustnosti vo vode. Siran amoénny bielkoviny zbavuje
solvatového obalu, pretoze ma vacssiu afinitu k vol'nym elektronovym parom kysliku vo vode, nez
bielkoviny. Tie ked’ stratia svoj solvatovy obal, spolu interaguju a vyzrazaju.



Ak bude mat’ hmotnostnu koncentraciu roztok, ak po zriedeni 30 krat ma koncentraciu
0,4 mg/ml?

c=0,4*30=12 mg/ml
Pri akych podmienkach prevadzame elektroforézu za denatura¢nych podmienok? :-)

chemicky - pridame mocovinu alebo guanidin
fyzikéalne chemicky - zvySenie teploty, zmena pH (pridanie kyseliny, zasady)

Ktoré amino kyseliny maju kladny a ktoré zaporny naboj pri pI?

pii pI nema AK naboj, vyplyva to z definicie izoelektrického bodu (pl).

Izoelektricky bod je taka hodnota pH roztoku, pfi ktorom je molekula v tomto roztoku
elektroneutralna.

Z toho vyplyva, Za sa nebude ani pohybovat v elektrickom poly.

Ktoré AK su kyslé a Itoré zasadité?

kyslé AK - histidin, lyzin, glutamin, arginin, asparagin (maju dve a viac amino skupin)
zasadité AK - kyselina glutdmov4, kyselina asparagova (maju dve a viac karboxy skupin)

Co znamena konStantna Cast’ v grafe reakcie Michaelis Menteovej

Chemicka rovnovaha, prave tol'’ko produktu vzniké ako zanika po dosiahnuti maximalnej rychlosti
reakcie.

Co je to maximalna rychlost’ reakcie a ako ju moZno stanovit’?

koncentraci asubstratu prevedend na produkt molekulou enzymu za ¢asov jednotku pri iplne;j
saturdcii enzymu substratom (na vSetkych aktivnych miestach enzymu je naviazany substrat)

Ur¢ime ju napr. z Lineweaver-Burkovej rovnici (prevratena Michaelis-menteovej, linearna
zavislost’)

pozn.:
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v - potatedni rychlost enzyvmove reakce
% - limitnd ryvchlo st realce
[Z]- koncentrace substratu

Epg - Michaelisova konstanta

Michaelisova konstanta je definovana jako konstanta polovicniho nasyceni enzymu a vyjadiuje
koncentraci substratu, pii které probihé reakce polovinou limitni rychlosti V (v =V/2). Je tedy KM
dualezitou konstantou, majici vztah k ucinnosti daného enzymu k substratu. Cim je jeji hodnota



niZz§i, tim je enzym ucinngjSi. Pii experimentalnim stanoveni Ky se sleduje zavislost reak¢ni

rychlosti na koncentraci substratu, pricemz rychlost se stanovi jako ubytek substratu za casovou
jednotku, ptipadné jako ¢asovy rozdil vhodnych veli¢in zavislych na koncentraci. Pro snadné urceni
Ky se provede linearizace M-M rovnice:
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obt. 1. Verifikace M-M rovnice

PS: budu tam urcite zakladne chemicke vypocty na koncentraciu (hmotnostnu, objemovu, molarnu),
riedenie roztokov...atd.



