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FYZIKALNO — CHEMICKE METODY

STANOVENIE KONCENTRACIE Fe?* IONOV V SERE POMOCOU
ANALYTICKEJ KRIVKY

Meno, Studijna sk.: Déatum:

Princip

Roztok batofenantrolinu tvori s ionmi Fe?" stabilny, ¢erveno sfarbeny komplex, vhodny na
spektrofotometrické stanovenie s absorpénym maximom pri 535 nm.

Meranie absorbancie reakénych zmesi vzniknutych pridanim batofenantrolinu do roztokov
ionov Fe?* s rdznou znamou koncentraciou (3tandardnych roztokov) umozni zostrojenie
analytickej krivky — zavislosti Asss od koncentracie Fe?* iénov. Neznamu koncentraciu Fe?*
i6nov je potrebné odcitat’ z tejto krivky. Podmienkou je, aby sa pri analytickom postupe
dodrzali uplne rovnaké podmienky, t.j. vzorka aj Standardné roztoky sa spracovavaju paralelne.

Zeleznaty chelat dvojsodnej soli
batofenantrolindisulfénovej kyseliny

Reagencie a pomaécky

- batofenantrolin (kyselina 4,7-difenyl-1,10-fenantrolin-3,6-disulfonova) ¢ = 0,46 mmol.l*,
octan sodny ¢ = 2 mol.I", $tandardny roztok Fe?* (siran zeleznato-aménny) ¢ = 18 pmol.I*?,
- spektrofotometer.

Postup

Standardny roztok Zeleznatej soli znamej koncentréacie (c = 18 pmol.I"%) sa riedi vodou podl'a
pracovnej tabulky, pri¢om sa takto pripravuju roztoky roznych, ale znamych, koncentracii
ionov Fe?*, za u¢elom zostrojenia analytickej krivky, A = f(c).

Koncentracie zeleznatych i16nov v roztokoch, ktoré sa pripravia riedenim zasobného
standardného roztoku Fe?* (¢ = 18 pmol.I'!) vypogitame z bilanénej rovnice zried’'ovania (pozri
roztoky):
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c,.V,=¢,.V, ¢, = 18 pmol.I"* V,=05;1,0; 1,5a2,0 ml
C,=X V,=20ml

Standardné roztoky
1 2 3 4

vzorka | blank

zasobny $tand. roztok Fe?* (ml) 0,5 1,0 1,5 2,0 - -

H20 (ml) 1,5 1,0 | 05 ; ; 2,0
vzorka Fe?* (ml) - - - - 2,0 -
¢inidlo (ml) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5

v ¢ase od 5-60 minit meriame Asss proti porovnavaciemu roztoku

As3s -
Fe?*, ¢ (umoll?) 18 -
Hodnotenie
a) Z vypocitanych hodnot koncentracii Fe?* iénov v jednotlivych $tandardnych roztokoch

b)

zostrojte analytickt krivku tak, ze na os "x" nanesiete koncentraciu v pumol/l a na os "y"

absorbancie prislusnych roztokov Fe?'. Ak je tato zavislost linearna, plati v uvedenom
rozsahu koncentracii Lambertov-Beerov zakon. Ked zmeriate absorbanciu vzorky séra,
mozete z analytickej krivky priamo od¢itat’ koncentraciu idnov Zeleza v sére.
Koncentraciu i6nov Zeleza vypocitate tiezZ podl'a nasledovného vztahu:

Ay,

Cyz = - Cyt
Ay

kde Ay je absorbancia $tandardu, Ay; absorbancia vzorky, cx je koncentracia Standardu a
Cvz koncentracia vzorky.

Porovnate vysledky ziskané od¢itanim z analytickej krivky s vypocitanymi hodnotami
a vyhodnotite, €1 koncentracia Zeleznatych i6nov v sére je vo fyziologickom rozsahu.

Fyziologickeé hodnoty: ¢ (Fe**) muzi = 9,6 — 30,2 umol.I*
c (Fe?*) Zeny = 8,9 — 27,3 umol.I'*
¢ (Fe?*) deti = 9 — 30 umol.I*

Vypocty
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Absorbancia (535 nm)

Zaver

4,5

9
Koncentracia Fe (umol.I')

13,5

18
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BIOGENNE PRVKY

VPLYV IONOV KOVOV NA ELIMINACIU VOENYCH RADIKALOV
V BIOLOGICKOM MATERIALI

Meno, Studijna sk.: Déatum:

Princip

V organizme sa volné radikaly, najma radikaly odvodené od kyslika (napr. superoxidovy
aniénovy radikal, skratene superoxid, O2°), tvoria fyziologicky, ale aj za mnohych
patologickych podmienok. Enzym superoxiddismutiza (SOD) katalyzuje premenu superoxidu
na kyslik a H2O2, a tym znizuje jeho toxicitu. Niektoré nizkomolekulové koordinacné
zlG¢eniny, najma tie, v ktorych ako centralny atom vystupuje Cu(ll), Mn(ll1) alebo Fe(lll),
maju schopnost’ reagovat’ so superoxidom, a tak jeho zvySent tvorbu v organizme eliminovat’.
Superoxid vytvoreny systémom xantin-xantinoxiddza (1) redukuje tetrazoliova sol’ INT (tato
predstavuje detektor superoxidu) na monoformazan (2), ktory ma absorpéné maximum pri 510
nm a mézeme ho pri danej vinovej dizke detegovat. SOD a Cu(ll) komplex vychytavaji
superoxid, a tym znizuju redukciu detektora (3, 4 a 5).

X0
X+ 0, + H* — 05 + H,0, + kyselina mocova (1)
05 +INT+ H* - 0, + INT—H (2)
SOD
05 + Cu (II) = 0, + Cu() (4)
Cu (I) + 05 +2H* - Cu(Il) + H,0, (5)
Reagencie

- fosfatovy tlmivy roztok, pH = 7,8 s koncentraciou 0,05 mol/I,

- xantin (X), ¢ = 5.10° mol/l reakénej zmesi,

- xantinoxidaza (X0O), 10 U/l reak¢nej zmesi,

- tetrazoliova sol’ (INT), ¢ = 9,8.10° mol/l reakénej zmesi,

- SOD, 1,33.10° g/l reakénej zmesi,

- Cu(Il) komplex: (2-metylimidazol)-(N-salicylidén-L-glutamato)med’naty komplex,
[Cu(sal-L-glu)(2-metylimidazol)], 4.107 g/l reakénej zmesi.
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Pracovny postup
skimavka 1 2 3 4
tlmivy roztok pH 7,8 (ml) 1,2 1,1 11 2
xantin (ml) 0,1 0,1 0,1
SOD (ml) - 0,1 - -
Cu(I1) komplex (ml) - - 0,1 -
INT (ml) 0,1 0,1 0,1 -

reakciu odstartovat’ pridanim xantinoxidazy v 20 sekundovych intervaloch

xantinoxidaza (ml) 0,1 0,1 0,1 -

inkubovat’ 10 min pri izbovej teplote.
odmerat’ Asio v 20 sekundovych intervaloch oproti tlmivému roztoku

As10 -
%0 redukcie INT 100 -
% inhibicie redukcie INT 0 -

dismutazova aktivita (U) - -

Hodnotenie

1. Zhodnot nameranych absorbancii vypocitajte % redukcie INT vytvorenym
superoxidom:

redukcia INT superoxidom (absorbancia v skimavke ¢.1) ......cccccvevvrinrnnne. 100 %
redukcia INT superoxidom v pritomnosti SOD, resp. Cu(ll) komplexu.......... X %

2. Zhodnot % redukcie INT vplyvom SOD alebo Cu(Il) komplexu vypocitajte
% inhibicie redukcie INT:
% | =100 — x

3. Zhodnot % inhibicie vypocitajte pre SOD aj pre Cu(Il) komplex dismutazovu
aktivitu v jednotkach U:

Definicia: Jedna jednotka dismutazovej aktivity U je definovand ako schopnost’ inhibovat’
redukciu INT na 50 %

11U 50 % I
napr. 35 % | predstavuje dismutazovu aktivitu 0,7 U

Vypocty a zaver
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SACHARIDY

ENZYMOVE STANOVENIE KONCENTRACIE GLUKOZY V SERE
Meno, Studijna sk.: Déatum:

Princip

Glukoza sa katalyticky oxiduje vzdusnym kyslikom uc¢inkom glukozaoxiddzy na peroxid vodika
a kyselinu glukonovi. Vytvoreny peroxid vodika sa stanovuje reakciou, ktort katalyzuje
peroxidaza. V tejto reakcii peroxid vodika oxiduje vhodny donor vodika - 3-metylfenol, ktory
kopuluje so 4-aminofenazénom na farebny produkt. Mnozstvo vzniknutého farebného produktu
je umerné koncentrécii glukdézy (stanovi sa spektrofotometricky). Metdda je urCend na
stanovenie koncentracie glukozy v biologickom materiali - v Krvi, v sére a v mo¢i.

H OH
od C|ZOOH
|'|—|C—OH ) . H—C—OH
I glukozaoxidaza [

HO—C—H O+ 0,*H0 > HO_(l:_H + H,0,
H—é—OH H—C—OH /
H—C H—C—OH

| 1
CH,0H CH,OH ,’
a-D-glukopyran6za kys. D-glukonova [
4
+H20;
CH3
O« _N. _CHs 3-metylfenol
o N" oxidaza
_ 0O
HoN CH3

4-aminofenazon +2H0
CHs

oxidacia substratu

Reagencie

- suprava BIO-LA-TEST na stanovenie koncentracie glukézy obsahuje: fosfore¢nanovy
tlmivy roztok (0,140 mol.1"Y), glukézaoxidizu (160 pkat.l?), peroxidizu (16 pkat.l?), 3-
metylfenol (0,010 mol.I"Y), 4-aminofenazon (0,001 mol.I'?), $tandardny roztok glukédzy
(0,010 mol.I%).

Pracovny postup
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Pri stanoveni koncentracie glukozy v krvi alebo hemolytickom sére je potrebné biologicky
materidl najprv deproteinovat’. Analyzované vzorky séra su pre ucely praktického cvicenia uz
deproteinované a koncentracia glukozy sa stanovi podla postupu uvedenom v pracovnej

tabulke:
vzorka Standardny
séra roztok blank
sérum (ml) 0,02 - -
Standardny roztok glukoézy (ml) - 0,02 -
H20 (ml) - - 0,02
¢inidlo (ml) 2 2 2

- premiesat’ a inkubovat 20 - 30 minut pri izbovej teplote
- alebo 15 minat vo vodnom kupeli pri 37 °C
- do 40 minut od skoncenia inkubacie odmerat’ A4gg proti blanku

Augg

koncentracia glukézy (mmol.I)

10

Vypocet koncentracie glukdzy:

Hodnotenie

Koncentracia glukozy v krvi sa prostrednictvom hormoénov udrziava v konStantnom intervale.
Pri roznych patologickych stavoch sa meni, preto zistenie hodnoty koncentracie glukozy v sére,

c AVZ
VZ
Ay

x 10 [mmol.171]

tzv. glykémie, ma dolezity diagnosticky vyznam (napr. pri diabete).

Fyziologické hodnoty:

Zaver

sérum 4,2 - 6,1 mmol.I*

cela krv 3,3 -

5,6 mmol.It
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STANOVENIE KONCENTRACIE CELKOVYCH LIPIDOV V SERE

Meno, Studijna sk.:

Princip

Lipidy krvného séra (vratane neesterifikovanych mastnych kyselin) po kyslej hydrolyze
koncentrovanou kyselinou sirovou reagujt s vanilinom a kyselinou trihydrogénfosfore¢nou za
vzniku ¢erveného zafarbenia, ktorého intenzita je imernad mnozstvu celkovych lipidov v sére

Reagencie a pomaocky

LIPIDY

- Suprava BIO-LA-TEST "CELKOVE LIPIDY":
- Cinidlo (vanilin, ¢ = 10 mmol.I'"Y, HsPO4, c= 11,5 mol.I"}).
- Standardny roztok celkovych lipidov (8 g.I'%).

- Kyselina sirova (konc.).

- Sérum, vodny kuapel, spektrofotometer, kahan, skimavky.

@ Pozor!! Cinidlo a kyselina sirové st silné Zieraviny.

Datum:

Pracovny postup
vzorka Standardny
séra roztok blank
sérum (ml) 0,02 - -
Standardny roztok lipidov (ml) - 0,02 -
koncentrovana H2SO4 (ml) 1,50 1,50 -

VO vriacom vodnom kupeli

- premiesat’ a zohrievat' v tenkostennych skumavkach 10 mintt

- obsah sktimaviek (hydrolyzat) ochladit’ pod pradom studenej vody
a zo ziskaného hydrolyzatu odpipetovat’ do suchych skimaviek:

hydrolyzat (ml) 0,10 0,10 -
H2SO4 (ml) - - 0,10
¢inidlo (ml) 1,50 1,50 1,50
premiesat’, nechat’ stat’ 10-20 min a merat’ Aszo vzorky a standardu proti
blanku
As30 -
celkové lipidy (g.1"%) 8 -

Hodnotenie
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Z absorbancie vzorky a standardu vypocitame obsah celkovych lipidov v sére podl'a vztahu:

A
Cyz = sz - Cyt (g 1_1)
st

Fyziologické hodnoty: sérum: 4 -8 9.1 (nalacno)

Vypocet a zaver
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AMINOKYSELINY

SEPARACIA HEMOGLOBINU OD HEXAKYANOZELEZITANU
DRASELNEHO GELOVOU CHROMATOGRAFIOU

Meno, Studijna sk.: Déatum:

Princip

G¢élova chromatografia je metdda zalozend na deleni latok podl'a velkosti molekul pri prechode
cez napucany gél, ktory predstavuje sito s uréitou velkostou porov. V sklenej kolone na stipci
Sephadexu G 100 sa delia latky s molekulovou hmotnost'ou do cca 100 000. Molekuly delengj
zmesi vacsie ako vnutorné pory gélovych Castic nemoézu difundovat’ do vnutra tychto Castic a
preto zostavaju v intersticialnej kvapaline, si fiou unaSané a vytekaji z kolony ako prvé. V
poroch su zadrziavané molekuly s mensou velkostou, ¢im sa ich pohyb cez kolénu spomal’uje
a preto vytekaju z kolony neskor. Ako prvy bude eluovat hemoglobin a za nim
hexakyanoZelezitan draselny. Uinnost separicie oboch zloziek posudzujeme na zaklade
eluéného diagramu, ktory ziskame meranim absorbancie eluatu pri 420 nm. Hodnota
absorbancie je sui¢asne aj mierou koncentracie delenych latok v zachytavanom eluéte.

Reagencie a pomécky

- nabobtnany Sephadex G 100
- roztok hemoglobinu (w = 2 %), roztok Ks[Fe(CN)s] (W = 2 %)
- chromatograficka koldna, kalibra¢né skumavky, spektrofotometer

Postup

Kolonu naplneni napucanym Sephadexom G 100 premyjeme destilovanou vodou. Pred
zahajenim delenia zmesi nechame odtiect’ destilovani vodu nad Sephadexom aZ na troven
povrchu gélu. Potom $pickou pipety opatrne nanesieme na povrch stipca gélu 0,2 ml zmesi
roztoku hemoglobinu a hexokyanoZelezitanu draselného (1:1). Zmes nechame kratko vsiaknut’
do kolony a opatrne priddme vodu, aby povrch gélu nepraskol a nezviril sa. Napojime zasobnik
vody tak, aby voda neustale pretekala kolénou. Pozorujeme delenie zmesi na dve zlozky.

d Pozor ! Povrch kolony musi byt STALE prekryty vodou !!

Ako prvy zafne zKkolony vytekat hemoglobin (hnedoCerveny pruh), ako druhy
hexokyanoZelezitan draselny (ZIty pruh). Eluaty jednotlivych zloZiek zachytdvame vo frakciach
po 1,5 ml do kalibovanych skimaviek (10-15 frakcii), az kym jednotlivé zlozky nevytect
Z kolony. Po vyteCeni oboch komponentov premyjeme kolonu destilovanou vodou.
V jednotlivych frakciach eluatu zmeriame absorbanciu pri 420 nm proti destilovanej vode.
Hodnoty absorbancie a prislusnych elu¢nych objemov zapiseme do tabul’ky.

V (ml)

A g
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V (ml)

A g0

Hodnotenie

Z nameranych hodndt zostrojime graf zavislosti absorbancie od elu¢ného objemu. Graf
obsahuje dva maxima — prvé maximum zodpoveda maximalnej koncentracii hemoglobinu
v danych frakciach, adruhé maximalnej koncentracii hexokyanozelezitanu draselné¢ho
v zodpovedajucich frakciach. Uréime, v ktorych frakciach je c¢isty hemoglobin a Cisty
Ks[Fe(CN)e]. Podla tvaru krivky vyhodnotime u¢innost’ delenia.

A Hb hexokyanoZelezitan
420 draselny

v

V (ml)

len Hb zmes len hexokynozelezitan

Zaver
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SEPARACIA AMINOKYSELIN TENKOVRSTVOVOU
CHROMATOGRAFIOU (TLC)

Meno, Studijna sk.: Déatum:

Princip

TLC je chromatograficka metdda. Jej principom je rozdelenie jednotlivych zloziek vzorky na
zéklade rozdielneho charakteru adsorb¢nych sil zloziek vzorky medzi pohyblivi - mobilna fazu
(rozpustadlo) apevni - staciondrnu fazu (tenkd vrstvu) chromatografického systému.
Stacionarna faza je tvorena tenkou vrstvou jemnozrnného adsorbentu, ktory je bud’ volne
sypany alebo vhodne fixovany na podlozke (hlinikova f6lia, sklenena platnicka). Mobilna faza,
tzv. vyvijacia sustava, je zmes organickych rozpustadiel. V dosledku roznej afinity
jednotlivych zloziek vzorky k adsorbentu dochadza k deleniu vzorky na jednotlivé zlozky.
Detekcia rozdelenych zloziek sa uskutociiuje postrekom vhodnym detekénym ¢inidlom
a zlozky sa charakterizuji podl'a ich retencnych faktorov.

Na detekciu volnych a-aminokyselin sa véacSinou pouziva citliva farebna reakcia s
ninhydrinom (2-dihydroxy-1,3-indandion). Pri reakcii sa ninhydrin redukuje a aminokyselina
sa deaminuje a dekarboxyluje za vzniku aldehydu. Uvolneny amoniak reaguje s jednou
molekulou redukovaného ninhydrinu a dalSou molekulou nezmeneného ninhydrinu na
fialovomodry komplex. Aminokyseliny prolin a hydroxyprolin ddvaju pri tejto reakcii ZIté
sfarbenie a arginin oranzové. Reakcia nie je Specificka len pre aminokyseliny. Davaju ju tiez
estery aminokyselin, oligopeptidy, aminosacharidy a pod.

Reagencie a pomocky

- roztoky aminokyselin: leucin, lyzin, glycin, glutamat, ich zmes a vzorky nezndmych
aminokyselin (w = 1%)

- silufolova platna, chromatografickd komora

- rozpraSovac s roztokom ninhydrinu v acetone (w = 0,4)

- vyvijacia ststava: n-butanol - kyselina octova- voda (4:1:5)

Postup

Vzorky znamych aminokyselin (leucin, lyzin, glycin, glutamat), ich zmes a vzorky neznamych
aminokyselin sa nanesu vo forme malej Skvrny (cca 10-20 pl) na tenku vrstvu silufolovej platne.
Platia sa vysusi a vloZi do komory nasytenej parami vyvijacej sustavy. Komora sa uzatvori
a zmes zloziek na platni sa necha delit, kym celo rozptastadla dosiahne vzdialenost’ 1-2 cm od
vrchného okraja platne. Platiiu vyberieme, obyc¢ajnou ceruzkou oznacime ¢elo rozpustadla a
vysusime v suSiarni pri 100 °C. Vzorky detegujeme postrekom roztokom ninhydrinu, ktory
reaguje s aminokyselinami za vzniku farebnych skvin podl'a reakcie:

o] HO O
OOH N
5 OH i -CO, -RCHO 6 N
e SRS AL
o]
ninhydrin aminokyselina

fialovy komplex

Obrysy vzniknutych Skvin obkreslime a oznaéime stred Skvrny.
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Hodnotenie

Z polohy skvin aminokyselin vypocitame hodnoty retencného faktora Rs podl'a vzorca

kde b je vzdialenost’ stredu Skvrny od $tartu, a je vzdialenost’ ¢ela rozptstadla od Startovace;j

Ciary.

Hodnoty vypocitanych retenénych faktorov zapiSeme do tabul'ky. Na zaklade Rt jednotlivych
aminokyselin uréime prislusné 2 aminokyseliny v neznamych vzorkach. Identifikované

vzorky __
]

Lys Glv Glu mix neznima

vzorka

vyvijacia
komora .
~— platni¢ka

¥ —— pary
rozpuit’adla

rozpust'adlo

/=== mobilna faza

¢elo rozpuitadla

postrek
ninhydrinom ]

Startovacia ciara

i

} } I } } }

Len Lys Gly Glu mix vzorka

Po detekcii

i

Leu Lys Gly Glumixvzorka

elo

Start

R, - "zdislenost stredu Slomny od Startu (h)
vzdialenosf éela od taru (a)

Rf=—

a

aminokyseliny v neznamej vzorke zapiSeme do tabul’ky formou krizika.

Tabul’ka: Rt hodnoty vybranych aminokyselin

Aminokyselina | Hodnota Rf vzorka &1 Vzork?(;sznoztifka &3 | vzorka ¢.4
Leucin
Lyzin
Glycin
Glutamat

Vypocet a zaver
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ENZYMY

STANOVENIE MICHAELISOVEJ I,(ON§TANTY
LAKTATDEHYDROGENAZY

Meno, Studijna sk.: Déatum:
Princip
Laktatdehydrogendza (LDH) katalyzuje reakciu
- NAD" -
o, O o, 0
\?/ E NADH +H" \cl/
HO—C—H e—m——2 c=0
I LDH I
CHz CH3
laktat pyruvat

Pri r6znych koncentraciach substratu (laktatu) uvedend reakcia prebieha r6znou rychlostou,
ktord je iimernd mnozstvu vytvoreného produktu (pyruvatu). Pyruvat reaguje v alkalickom
prostredi s Cinidlom 2,4-dinitrofenylhydrazinom (DNFH) za vzniku hnedooranzového 2.4-
dinitrofenylhydrazénu pyruvatu, ktory je vhodny na spektrofotometrické stanovenie.

NO, NO,

COO- COO-

| H0, Loy

C=0 + HoN—NH NO, —=2=» (|3 N—NH NO2
I

NH3 CHs

Reagencie a pomocky

— komer¢na siiprava na stanovenie LDH

— roztok laktatu (¢ = 3 mmol.I"t) v timivom roztoku TRIS-HCI

— tlmivy roztok TRIS-HCI (c =0,05 mol.l X, pH 8,5), na riedenie laktatu, na porovnavaci roztok

— roztok 2,4-dinitrofenylhydrazinu (DNFH) (w = 0,02%): 200 mg DNFH sa rozpusti v 100 ml
HCI (c = 1 mol.l 1), zohreje sa do rozpustenia a po ochladeni sa doplni destilovanou vodou
do 1000 ml

— roztok NaOH (¢ =0,1 mol.I 1)

— spektrofotometer, vodny kupel

Pracovny postup

Podra riediacej tabul’ky pripravime rézne pracovné koncentracie substratu (laktatu)

skumavka 1 2 3 4

Standard laktatu (ml) 2,0 15 1,0 0,5
timivy roztok (ml) - 0,5 1,0 1,5
Koncentracia laktatu (mmol.I'Y) 3,0 2,2 15 0,75

Z takto pripravenych pracovnych roztokov substratu (laktatu) dalej pipetujeme podla
nasledujucej schémy
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skiimavka 1 2 3 4 blank
laktat (ml) 0,4 0,4 0,4 0,4

(rozne koncentracie -
pracovnych roztokov) 3mM) | (2,2mM) | (1,5 mM) | (0,75 mM)

tlmivy roztok, pH=8,5 (ml) - - - - 0,4
LDH 0.2 0.2 0.2 02 02

(pridavat v 30 sek intervaloch)

Vyslednda koncentrdacia [S]

V reakcnej zmesi (mmol.I'") 2,0 1,5 10 0,5 0

inkubovat’ 5 min pri teplote 37 °C
DNFH 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5

premiesat’ a nechat’ stat’ 10 min pri izbovej teplote
NaOH 5 5 5 5 5

premieSat’ a nechat’ stat’ 5 min pri izbovej teplote
zmerat’ Asos proti blanku

Asos -

Hodnotenie

Hodnoty absorbancie si imerné mnoZstvu vytvorené¢ho produktu (pyruvatu) v enzymovej
reakcii, preto sa rychlost’ reakcie moze vynasat do grafu priamo v hodnotach absorbancie.
Vysledky zaznamendame do tabulky. Z hodndt v tabul’ke zostrojime na milimetrovy papier
grafickil zavislost podl'a Michaelis-Mentenovej a Lineweaver-Biirkovej rovnice. Z oboch
grafov od¢itame Km pre LDH a porovname.

skumavka 1 2 3 4
vysledna koncentracia [S] 20 15 1.0 0.5
V reakénej zmesi (mmol.1™) ’ ’ ’ ’
rychlost’ reakcie ,,v* (Asos)

1/[S] 05 0,67 1,0 2.0

/v (: 1/A505)

Vypocet

- 1/Km= ,hodnota z grafu® = Kp=? (mmol.I?)

Zaver



