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FYZIKALNO — CHEMICKE METODY

STANOVENIE KONCENTRACIE Fe* IONOV V SERE POMOCOU
ANALYTICKEJ KRIVKY

Meno, $tudijna sk.: Datum:

Princip

Roztok batofenantrolinu tvori s i6nmi 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 (Standardnych 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 Gplne rovnaké podmienkys, t.j. vzorka aj Standardné roztoky sa spracovavaju paralelne.

Zeleznaty chelat dvojsodnej soli
batofenantrolindisulfénovej kyseliny

Reagencie a pomocky

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

Postup

Standardny roztok Zeleznatej soli znamej koncentracie (¢ = 18 pmol.l"") sa riedi vodou podla
pracovnej tabulky, priCom sa takto pripravuju roztoky roéznych, ale zndmych, koncentracii
ionov Fe?*, za utelom zostrojenia analytickej krivky, A = f(c).

Koncentracie zeleznatych idénov v roztokoch, ktoré sa pripravia riedenim zasobného
$tandardného roztoku Fe** (c = 18 pmol.I'") vypo&itame z bilanénej rovnice zried'ovania (pozri
roztoky):
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¢.V,=¢,.V, c, =18 pmol.I'! V,=0,5;1,0; 1,5 a 2,0 ml
C, =X V,=2,0ml
Standardné roztoky
vzorka | blank
1 2 3 4
z4sobny $tand. roztok Fe** (ml) 0,5 1,0 1,5 2,0 - -
H,0 (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 Case od 5-60 minit meriame As3s proti porovnavaciemu roztoku

As3s -
Fe?*, ¢ (umol.I'") 18 -
Hodnotenie
a) Z vypocitanych hodnét koncentracii Fe** ionov v jednotlivych $tandardnych roztokoch

b)

ne,n

zostrojte analytickt krivku tak, ze na os "x" nanesiete koncentraciu v umol/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 ionov zeleza v sére.
Koncentraciu id6nov zZeleza vypocitate tiez podl'a nasledovného vztahu:

A‘IJZ

Cyz = -Cy
Ay

kde Ay je absorbancia Standardu, Ay, absorbancia vzorky, ci je koncentracia Standardu a
cvz koncentracia vzorky.

Porovnate vysledky ziskané odc¢itanim z analytickej krivky s vypocitanymi hodnotami
a vyhodnotite, ¢i koncentracia zeleznatych i6nov v sére je vo fyziologickom rozsahu.

Fyziologické hodnoty: c (Fe*") muzi = 9,6 — 30,2 umol.I"!
c (Fe’*) zeny = 8,9 — 27,3 umol.I'!
c (Fe*") deti = 9 — 30 umol.I'!

Vypocty

Zaver
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ROZTOKY

PRIPRAVA 250 ml ROZTOKU NaCl S KONCENTRACIOU 0,15 mol/l

Meno, Studijna sk.: Détum:

Princip

Pripravovat’ budeme roztok, ktorého koncentracia je vyjadrend ako latkova koncentrécia,
urcend podielom latkového mnoZzstva rozpustenej latky a celkového objemu roztoku. Pri
vypocte pouzijeme vzorce:

C =- n =-— m=c.V.M

Roztok pripravime v odmernej banke s objemom 250 ml.

Reagencie a pomocky

- NaCl p.a.(M = 58 g/mol),

- odmerna banka (250 ml), lievik, laboratérna lyzica, pipeta,
- filtracny papier,

- vahy.

Pracovny postup

Vypocitame hmotnost’ NaCl potrebntl na pripravu 250 ml roztoku s koncentraciou 0,15 mol/l.
Vypocitané mnozstvo NaCl odvazime na technickych vdhach a prenesieme s pouzitim lievika
do odmernej banky, rozpustime v ¢iastocnom objeme destilovanej vody a nasledne doplnime
objem vodou po znacku na banke. Banku oznacime Stitkom s nazvom latky, koncentraciou
a datumom pripravy.

Vypocty a zaver
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ROZTOKY

PRIPRAVA 100 ml ROZ'I:OKOV NaCl S KONCENTRACIAM,I 0,075
mol/l A 0,1 mol/l RIEDENIM ROZTOKU NaCl S KONCENTRACIOU
0,15 mol/I!

Meno, $tudijna sk.: Datum:

Princip

Pre vypocet zmeny zloZenia roztoku pridavanim rozpustadla, ak je zloZenie roztoku vyjadrené
latkovou koncentraciou, plati bilan¢na zried’ovacia rovnica:

cl'Vl = CZ'VZ

Rovnica vyjadruje, ze pri riedeni roztoku rozpustadlom sa meni objem roztoku a jeho
koncentracia, pricom latkové mnoZstvo zostdva rovnaké. Z definicie latkovej koncentracie

vyplyva:

ng = cl'Vl n, = Cz.VZ
a ked’ze plati: ni = n2
po dosadeni dostaneme: ¢1.V1i=c2.V2

Reagencie a pomocky

- roztok NaCl, ¢ = 0,15 mol.I'},
- dve odmerné banky objemu 100 ml, pipety, odmerny valec, lievik.

Pracovny postup

Vypocitame objemy fyziologického roztoku (0,15 mol/l) NaCl potrebného na pripravu 100 ml
roztoku s koncentraciou 0,075 mol/l a 100 ml roztoku s koncentraciou 0,1 mol/l. V oboch
pripadoch vypocitany objem odmeriame odmernym valcom, prelejeme do odmernej banky,
doplnime destilovanou vodou po znacku, uzatvorime zatkou a dokladne premiesame. Banku
oznacime Stitkom s ndzvom latky, koncentraciou roztoku a datumom pripravy.

Vypocty a zaver
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ROZTOKY

SLEDOVANIE HYPOTONICKEJ HEMOLYZY (OSMOTICKEJ
FRAGILITY) ERYTROCYTOV

Meno, $tudijna sk.: Datum:

Princip

V hypotonickom prostredi erytrocyty podlichaji hemolyze. Osmotickd rezistencia, alebo
opatne osmotickd fragilita, sa skuma sledovanim odolnosti erytrocytov voci hemolyze
v hypotonickom prostredi.

Minimalna osmoticka fragilita je urCend takou koncentraciou roztoku NaCl, pri ktorej
pozorujeme zacinajicu hemolyzu erytrocytov v tomto roztoku (po centrifugécii je supernatant
nad sedimentom erytrocytov slaboruzovo sfarbeny uvol'nenym hemoglobinom).

Maximalna osmoticka fragilita sa udava takou koncentraciou roztoku NaCl, pri ktorej
dochadza k uplnej hemolyze erytrocytov (roztok mé cCervenu farbu a na dne skumavky po
centrifugacii nepozorujeme ziaden sediment erytrocytov - podobné je pozorovanie v kontrolne;j
skiimavke s destilovanou vodou).

Sledovanie osmotickej fragility (alebo rezistencie) ma diagnosticky vyznam. Sluzi na
diagnostiku, ako aj diferenciaciu hemolytickych ochoreni. V klinickej praxi aj vo vyskume, je
na oznacenie sledovania hypotonickej hemolyzy viac zauzivany termin osmoticka fragilita nez
osmotickd rezistencia. Aby sme si tieto pojmy nezamienali, treba si uvedomit’ len to, Ze
koncentrécia, ktord uddva maximalnu osmoticku fragilitu je sticasne udajom o minimalnej
osmotickej rezistencii a koncentracia udavajuca minimalnu osmoticku fragilitu je idajom o
maximalnej osmotickej rezistencii.

Cim je erytrocyt osmoticky rezistentnejsi (stabilnejsi vo¢i hemolyze), tym menej je osmoticky
fragilny (menej citlivy vo¢i hemolyze).

Materidl a reagencie

- 20% suspenzia premytych erytrocytov vo fyziologickom roztoku
- roztoky NaCl s koncentraciami: 0,075 mol/l, 0,1 mol/l a 0,15 mol/I.

Pracovny postup

Erytrocyty izolujeme z krvi odstredenim (2000 ot./min, 10 min). Po oddeleni plazmy
odsavanim (pomocou kapilary a vodnej vyvevy) erytrocyty trojndsobne premyjeme
izotonickym roztokom NaCl (20 %). Takto pripravenu suspenziu erytrocytov a roztoky NaCl
rdznej koncentracie pipetujeme do sady centrifuganych skimaviek podla pracovnej tabul’ky.
Po odstredeni opatrne odpipetujeme do kyvety spektrofotometra 2 ml supernatantu a
odmeriame absorbanciu pri vlnovej dizke 540 nm oproti vode a hodnoty zapiseme do tabulky.
Supernatant je kvapalna ¢ast’ nad sedimentom erytrocytov.
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skamavka 1 2 3 4
erytrocyty (ml) 0,1 0,1 0,1 0,1
H>0 (ml) 5 - - -
NaCl 0,075 mol/I (ml) - 5 - -
NaCl 0,1 mol/l (ml) - - 5 -
NaCl 0,15 mol/l (ml) - - - 5

- zmes opatrne premieSat’ pomocou alobalu

- inkubovat’ 10 minit vo vodnom kupeli pri teplote 37 °C
- centrifugovat’ 5 minut pri 2500 ot./min

- odmerat’ Ass oproti vode

As40

% hemolyzy 100

Hodnotenie

V skumavkach po odstredeni pozorujeme, ze objem sedimentu (erytrocyty) je priamo umerny
koncentracii roztoku NaCl. V skiimavkéach s ¢islom 1, 2 a 3 (hypotonické prostredie)
pozorujeme hemolyzu, preto ma supernatant Cervené sfarbenie (roztok hemoglobinu).
V skimavke €. 4 je roztok NaCl izotonicky s prostredim v erytrocytoch, preto za normalnych
okolnosti (Cerstvé erytrocyty, absencia hemolytického ochorenia) hemolyzu nepozorujeme.

Hemolyzu vyhodnotime kvantitativne tak, Ze vypocitame percento hemolyzy pri réznych
koncentraciach NaCl. Ako 100 % hemolyzy berieme hodnotu Ass v skimavke s vodou
(skimavka €. 1), pretoze vo vode prebehne iplna hemolyza erytrocytov.

Hypotonicka hemolyzu znazornite aj graficky (stipcovym grafom).

U zdravého c¢loveka: hemolyza zacina v roztoku NaCl s koncentraciou 0,078-0,086 mol/l
uplna hemolyza nastava v roztoku NaCl s koncentraciou 0,052-0,057 mol/I

ZvySend osmotickd fragilita je spojena s vrodenou alebo ziskanou sférocytozou (ochorenie,
pri ktorom erytrocyty maju vrodeny defekt membranovych proteinov, c¢o sposobuje
presun vody a sodika do erytrocytov, pricom erytrocyty stracaju bikonkavny tvar a
ziskavaju gulaty tvar).

O zniZenej osmotickej fragilite hovorime vtedy, ak k uplnej hemolyze erytrocytov v roztoku
NaCl s koncentraciou 0,052-0,057 mol/l nedoslo, cize su viac rezistentné voci
hypotonickému roztoku. Znizena osmoticka fragilita je spojend s chronickym ochorenim
pecene, anémiou z nedostatku Zeleza, talasémiou, hyponatriémiou (koncentraciou Na*
v sére <130 mmol/l) alebo kosacikovitou anémiou po splenektomii (odstraneni sleziny).

Zaver
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SACHARIDY

DETEKCIA PRITOMNOSTI REDUKUJUCICH SACHARIDOV V MOCI

Meno, $tudijna sk.: Datum:

Princip

Dokaz pritomnosti redukujtcich sacharidov v moci je zalozeny na ich schopnosti sa oxidovat’
na aldonové kyseliny, ¢im redukuju iné€ latky. Najprv uskutoénime v moc¢i Fehlingovu sktisku
(a), ktord predstavuje iba stanovenie pritomnosti redukujucich sacharidov, tzv. kvalitativne
stanovenie. Principom tejto reakcie je redukcia i6nov Cu®*, pritomnych vo Fehlingovom
¢inidle, na Cu' za vzniku ZltoCervenej az ervenej zrazeniny oxidu med’ného (Cuz0).

Aby sme zistili, ¢i sacharid (alebo ina redukujica latka) v uvedenom moci je glukoza,
pouzijeme semikvantitativne stanovenie pomocou diagnostického pruzku GlukoPHAN (b).
Tieto diagnostické pruzky st uréené k rychlemu a Specifickému stanoveniu pritomnosti glukozy
v moc¢i, ako aj orientacnému stanoveniu koncentracie glukézy v moci. Ich indika¢na zona
obsahuje enzymy glukozaoxidazu a peroxidazu so $pecidlnym chromogénnym systémom, ktory
sa v pritomnosti glukozy oxiduje na produkt zelenej farby

Reagencie

- roztoky Fehling I (CuSO4.5H20) a Fehlihg II (vinan sodno-draselny),
- Cerstvy mo¢ 1 a 2, roztok glukézy (w =1 %),
- diagnostické prazky GlukoPHAN.

Pracovny postup
a) Fehlingova skuska

K 2 ml vzorky (mo¢ 1, moc¢ 2 a roztok glukézy) sa prida rovnaky objem Fehlingovho ¢inidla,
ktory sa pripravuje zmieSanim roztokov Fehling I a Fehling II v pomere 1:1 v osobitnej
skimavke. Reak¢nd zmes sa zahrieva cca 3 minuty vo vriacom vodnom kupeli. Reakcia je
pozitivna, ak vznikne Zlto¢ervena az ¢ervena zrazenina oxidu med'ného (Cu20), ktora sa usadi
na dne skumavky. Roztok glukézy sluzi ako pozitivna kontrola, teda v reakcii bude vznikat’
zrazenina Cuy0O. Citlivost’ tejto reakcie je priblizne 10 mmol/l. Redukéné skusky je potrebné
robit’ v Cerstvom, nezakalenom moci. Ak mo¢ obsahuje bielkoviny, musi sa pred skuSkou
deproteinovat’.

b) Dokaz a semikvantitativne stanovanie glukézy diagnostickymi pruzkami
"GlukoPHAN".

Doékaz vykondme len v tom moci, v ktorom bola dokdzand pritomnost’ redukujucej latky
Fehlingovou skuskou. Diagnosticky pruzok GlukoPHAN sa na chvilu (1-2 sek) namoci do
zasobnej flaSe vySetrovaného mocu. Po jeho vytiahnuti sa test hodnoti po troch minttach
porovnanim intenzity vzniknutého sfarbenia s farebnou stupnicou na Stitku tuby s pruzkami.
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Test zachyti vznikom zeleného sfarbenia pritomnost’ zvySeného mnoZzstva gluko6zy priblizne od
koncentracie 2 mmol/l.

Hodnotenie

V pripade pozitivnej Fehlingovej reakcie sa presvedcte, ¢i je redukujucou latkou glukéza, a to
Specifickou skuskou pomocou pruzkov GlukoPHAN. Vysledky zapiste do pripravenej tabul’ky.

mo¢ 1 moc¢ 2

Fehlingova skuska

GlukoPHAN
glukéza (mmol/1)

Zaver
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LIPIDY

STANOVENIE KONCENTRACIE LIPIDOV V SERE

Meno, Studijna sk.:

Princip

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

Reagencie a pomocky

- Suprava BIO-LA-TEST "CELKOVE LIPIDY":
- Cinidlo (vanilin, ¢ = 10 mmol.I"!, H;PO4, c= 11,5 molL.I™").
- Standardny roztok celkovych lipidov (8 g.I'").

- Kyselina sirova (konc.).

- Sérum, vodny kupel’, spektrofotometer, kahan, skimavky.

@ Pozor!! Cinidlo a kyselina sirova su silné Zieraviny.

Datum:

Pracovny postup
vz?rka Standardny blank
séra roztok
sérum (ml) 0,02 - -
Standardny roztok lipidov (ml) - 0,02 -
koncentrovana H>SO4 (ml) 1,50 1,50 -

vo vriacom vodnom kupeli

- premiesat’ a zohrievat’ v tenkostennych skimavkach 10 minut

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

hydrolyzat (ml)
H>SO4 (ml)
¢inidlo (ml)

0,10

1,50

0,10

1,50

0,10
1,50

blanku

premiesSat, nechat’ stat’ 10-20 min a merat’ As3o vzorky a Standardu proti

As30

celkové lipidy (g.I'")
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Hodnotenie

Z absorbancie vzorky a Standardu vypocitame obsah celkovych lipidov v sére podla vzt'ahu:

_ A

-1
Cvz = Aét - Cxt (g-l )
Fyziologické hodnoty: sérum: 4 - 8 g.I'" (nalacno)

Vypocet a zaver
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AMINOKYSELINY

SEPARACIA AMINOKYSELIN TENKOVRSTVOVOU
CHROMATOGRAFIOU (TLC)

Meno, $tudijna sk.: Datum:

Princip

TLC je chromatografickd metoda. Jej principom je rozdelenie jednotlivych zloziek vzorky na
zéklade rozdielneho charakteru adsorbénych sil zloziek vzorky medzi pohyblivi - mobilnt 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 (hlinikové f6lia, sklenené 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 cinidlom
a zlozky sa charakterizuji podl’a ich reten¢nych faktorov.

Na detekciu volnych a-aminokyselin sa vicSinou pouziva citliva farebnd 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 davaju pri tejto reakcii zIté
sfarbenie a arginin oranzové. Reakcia nie je Specifickd len pre aminokyseliny. Davaji 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 platiia, chromatografickd komora

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

- vyvijacia sustava: 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.
Platna sa vysusi a vlozi do komory nasytenej parami vyvijacej sustavy. Komora sa uzatvori
a zmes zloziek na platni sa nechd delit, kym celo rozptstadla dosiahne vzdialenost’ 1-2 cm od
vrchného okraja platne. Platiiu vyberieme, obyc¢ajnou ceruzkou oznac¢ime celo 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
0 N
5 OH io i .co, -RcHO i =
OH
et R s & U aY
(8]
ninhydrin aminokyselina

fialovy komplex

Obrysy vzniknutych Skvin obkreslime a ozna¢ime stred Skvrny.
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Z polohy skvin aminokyselin vypoc¢itame hodnoty retencného faktora Ry podla vzorca
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vzorky _
-}

Leu

Lys Gly Glu mix neznama
vzorka

vyvijacia
komora
. platni¢ka

v —— pary

rozpist'adla

—_ == mobiln4 fiza
rozpuitadlo

celo rozpistadla

postrek
ninhydrinom

i

tartovacia fiara

} L | 4 I }

Leu Lys Gly Glu mix vzorka

Po detekcii

telo

EB &9
9 33k

Leu Lys Gly Glumixvzorka

g, - v2dialenost stredu skvray od startu (b
f ~ vzdialenost tela od staru (a)

Rf=—

a

kde b je vzdialenost’ stredu Skvrny od Startu, a je vzdialenost’ ¢ela rozpustadla od Startovacej

Ciary.

Hodnoty vypocitanych retenénych faktorov zapiSeme do tabulky. Na zéklade Rr jednotlivych
aminokyselin urCime prislusné 2 aminokyseliny v neznamych vzorkach. Identifikované
aminokyseliny v neznamej vzorke zapiSeme do tabul’ky formou krizika.

Tabul’ka: Ry hodnoty vybranych aminokyselin

. . Hodnoty R¢
Aminokyselina | Hodnota Ry ” - ” -
vzorka ¢.1 | vzorka ¢.2 | vzorka ¢.3 | vzorka ¢.4
Leucin
Lyzin
Glycin
Glutamat

Vypocet a zaver
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ENZYMY

STANOVENIE MICHAELISOVEJ I,(ONgTANTY
LAKTATDEHYDROGENAZY

Meno, $tudijna sk.: Datum:
Princip

Laktatdehydrogendza (LDH) katalyzuje reakciu
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laktat pyruvat

Pri r6znych koncentraciach substratu (laktatu) uvedend reakcia prebieha réznou rychlostou,
ktora je imerna mnozstvu vytvorené¢ho produktu (pyruvatu). Pyruvat reaguje v alkalickom
prostredi s Cinidlom 2,4-dinitrofenylhydrazinom (DNFH) za vzniku hnedooranzového 2.4-
dinitrofenylhydrazonu pyruvatu, ktory je vhodny na spektrofotometrické stanovenie.
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Reagencie a pomocky

— komerc¢na suprava na stanovenie LDH

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

— tlmivy roztok TRIS-HCI (¢ =0,05 mol.1 !, 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.1 ), zohreje sa do rozpustenia a po ochladeni sa doplni destilovanou vodou
do 1000 ml

— roztok NaOH (¢ =0,1 mol.1 1)

— spektrofotometer, vodny kuapel

Pracovny postup

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

skumavka 1 2 3 4
Standard laktatu (ml) 2,0 1,5 1,0 0,5
tlmivy roztok (ml) - 0,5 1,0 1,5
Koncentracia laktatu (mmol.l" ) 3,0 2,2 15 0,75

Z takto pripravenych pracovnych roztokov substratu (laktatu) d’alej pipetujeme podla
nasledujucej schémy
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skumavka 1 2 3 4 blank
laktat (ml) 0,4 0,4 0,4 0,4

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

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

(pridavat’ v 30 sek intervaloch) 0,2 0,2 0,2 0.2 0,2
Vysledivm {concei?traaa [S 1] 20 15 1.0 0.5 0

v reakcnej zmesi (mmol.l")

inkubovat’ 5 min pri izbovej teplote

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 su imerné mnozstvu vytvoreného produktu (pyruvatu) v enzymovej
reakcii, preto sa rychlost’ reakcie moze vynasat’ do grafu priamo v hodnotach absorbancie.
Vysledky zaznamendme do tabulky. Z hodndt v tabul'ke zostrojime na milimetrovy papier
graficki zavislost’ podl'a Michaelis-Mentenovej a Lineweaver-Biirkovej rovnice. Z oboch
grafov od¢itame Ky, pre LDH a porovname.

skamavka 1 2 3 4

vysledna  koncentracia [S] 2.0 1.5 1.0 0.5
v reakénej zmesi (mmol.I'") ' ’ i i

rychlost’ reakcie ,,v¢ (Asos)

1/[S] 0,5 0,67 1,0 2,0

1/V (= 1/As505)

Vypocet

- 1/Km= ,hodnota z grafu® = Km=? (mmoll')

Zaver



