
Dátum:13.4.2007 Stanovenie Mihaelisovej kon²tantylaktátdehydrogenázy Anton RepkoBCHPV/2ÚvodLaktátdehydrogenáza (EC 1.1.1.27) katalyzuje redoxnú rovnováhu laktátu a pyruvátu zaprítomnosti NAD+. Pre laktát aj NAD+ som stanovil Mihaelisovú kon²tantu, t.j. kon-entráiu substrátu, pri ktorej je rýhlos´ polovi£ná oproti maximálnej rýhlosti. Substrát,vo£i ktorému som práve nestanovoval Mihaelisovu kon²tantu, mal kon²tantnú konentrá-iu vo v²etkýh vzorkáh. Konentráiu produktu som stanovoval pridaním 2,4-dinitrofenyl-hydrazínu, ktorý vytvára s produktom farebnú zlú£eninu, stanovite©nú spektrofotometrikypri 505 nm. Maximálnu rýhlos´ reakie nebolo moºné stanovi´, lebo nepoznám extink£nýkoe�ient vznikajúej zlú£eniny, preto som do grafu vyná²al absorbaniu, ktorá je priamoúmerná konentráií.Konentráiu laktátu/NAD+ v reak£nej zmesi som vypo£ítal pod©a vzora:
c =

czásobný
Velkový · VzásobnýAparatúra0,9 M laktát sodný, 3 mM NAD+, 0,1 Tris-HCl pufor (pH 9,0), 0,4 M NaOHroztok dinitrofenylhydrazínu 0,1 g v 100 ml 2 M HCl roztok enzýmu: 4 mg LDH z hovädziehosrda v 10 ml vodyspektrofotometer, termostatovaný vodný kúpe©, automatiká pipeta, skúmavkyPostupDo skúmaviek som napipetoval roztoky pod©a tabu©ky:£.skúm. Vlaktát [ml℄ VNAD+ [ml℄ Vvoda [ml℄ Vpufor [ml℄L1 0,01 0,15 0,09 0,10L2 0,02 0,15 0,08 0,10L3 0,04 0,15 0,06 0,10L4 0,05 0,15 0,05 0,10L5 0,10 0,15 0,00 0,10N1 0,10 0,02 0,13 0,10N2 0,10 0,05 0,10 0,10N3 0,10 0,08 0,07 0,10N4 0,10 0,10 0,05 0,10N5 0,10 0,15 0,00 0,10slepý 0,10 0,15 0,00 0,10Skúmavky som umiestnil do termostatovaného vodného kúpe©a na 37◦C. �alej som pri-pravil riedený roztok enzýmu z 0,5 ml roztoku LDH zriedením na 10 ml, ktorý som tieºnehal temperova´. Do jednotlivýh skúmaviek som pipetoval v 30 sekundovýh interva-loh po 0,1 ml zriedeného roztoku enzýmu (okrem slepej vzorky) a presne po 15 minútahpridal po 0,25 ml roztoku dinitrofenylhydrazínu (aj do slepej vzorky). Do slepej vzorkysom nakonie pridal 0,1 ml zriedeného roztoku enzýmu. Po 20 minútah som do v²etkýhskúmaviek pridal po 2,5 ml roztoku NaOH. Po ¤al²íh 20 minútah som meral absorbaniupri 505 nm proti slepému pokusu. 1



Výsledky£.skúm. Vlaktát [ml℄ claktát [M℄ A505L1 0,01 0,026 0,070L2 0,02 0,051 0,103L3 0,04 0,103 0,153L4 0,05 0,129 0,154L5 0,10 0,257 0,174
£.skúm. VNAD+ [ml℄ cNAD+ [mM℄ A505N1 0,02 0,17 0,200N2 0,05 0,43 0,099N3 0,08 0,69 0,125N4 0,10 0,86 0,147N5 0,15 1,29 0,162Hodnota pre N1 je zjavne hrubá hyba, preto som ju z ¤al²íh výpo£tov vynehal.Výsledky sú vynesené v grafoh:Závislosťrýchlostireakcienakoncentráciilaktátu
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fit result : (f(x) = a/(1+b/x))
a = 0.214037 +/- 0.0176136
b = 0.0508385 +/- 0.0126441
chi^2 = 1.2909

ZávislosťrýchlostireakcienakoncentráciiNAD+
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fit result : (f(x) = a/(1+b/x))
a = 0.242571 +/- 0.0271525
b = 0.616661 +/- 0.161369
chi^2 = 1.19144
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Ur£ené hodnoty Mihaelisovej kon²tanty:
Km(laktát) = 0,05 M
Km(NAD+) = 0,6 mMOdpovede na kontrolné otázky1. Rýhlos´ reakie by sa dala sledova´ e²te meraním absorbanie vznikajúeho NADH pri 340nm, prípadne nejakým druhom selektívnej redoxnej titráie.2. Nelineárna regresia lep²ie zoh©ad¬uje hyby stanovenia. Linearizovaný dvojnásobne reiprokývýnos prikladá príli² ve©kú váhu hodnotám nameraným pri nízkej konentráií, kedy je vysokárelatívna hyba ur£enia po£iato£nej konentáie aj kone£nej absorbanie.
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