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13.4.2007 laktatdehydrogenazy BCHPV/2

Uvod

Laktatdehydrogendza (EC 1.1.1.27) katalyzuje redoxnii rovnovdhu laktatu a pyruvéitu za
pritomnosti NADT. Pre laktat aj NADT som stanovil Michaelisovti kongtantu, t.j. kon-
centraciu substratu, pri ktorej je rychlost poloviéna oproti maximalnej rychlosti. Substrat,
vodi ktorému som prave nestanovoval Michaelisovu kon§tantu, mal konstantni koncentra-
ciu vo v8etkych vzorkach. Koncentraciu produktu som stanovoval pridanim 2,4-dinitrofenyl-
hydrazinu, ktory vytvéara s produktom farebnu zlaceninu, stanovitelnu spektrofotometricky
pri 505 nm. Maximélnu rychlost reakcie nebolo mozné stanovit, lebo nepoznam extinkény
koeficient vznikajucej zluceniny, preto som do grafu vynasal absorbanciu, ktorad je priamo
dmernd koncentracii.
Koncentraciu laktatu/NADT v reakénej zmesi som vypocital podla vzorca:

_ Czasobny V.

= zasobny
Vcelkovy

Aparatara

0,9 M laktat sodny, 3 mM NAD*, 0,1 Tris-HCI pufor (pH 9,0), 0,4 M NaOH

roztok dinitrofenylhydrazinu 0,1 g v 100 ml 2 M HCl roztok enzymu: 4 mg LDH 7z hoviadzieho
srdca v 10 ml vody

spektrofotometer, termostatovany vodny kupel, automaticka pipeta, skamavky

Postup

Do skimaviek som napipetoval roztoky podla tabulky:

cskim. | Viakear [ml] | Viap+ [ml] | Vioda [ml] | Voufor [ml]
L1 0,01 0,15 0,09 0,10
1.2 0,02 0,15 0,08 0,10
L3 0,04 0,15 0,06 0,10
L4 0,05 0,15 0,05 0,10
L5 0,10 0,15 0,00 0,10
N1 0,10 0,02 0,13 0,10
N2 0,10 0,05 0,10 0,10
N3 0,10 0,08 0,07 0,10
N4 0,10 0,10 0,05 0,10
Nb5 0,10 0,15 0,00 0,10

slepy 0,10 0,15 0,00 0,10

Skamavky som umiestnil do termostatovaného vodného kupela na 37°C. Dalej som pri-
pravil riedeny roztok enzymu z 0,5 ml roztoku LDH zriedenim na 10 ml, ktory som tiez
nechal temperovat. Do jednotlivych skiimaviek som pipetoval v 30 sekundovych interva-
loch po 0,1 ml zriedeného roztoku enzymu (okrem slepej vzorky) a presne po 15 mintutach
pridal po 0,25 ml roztoku dinitrofenylhydrazinu (aj do slepej vzorky). Do slepej vzorky
som nakoniec pridal 0,1 ml zriedeného roztoku enzymu. Po 20 mintatach som do vSetkych
sktmaviek pridal po 2,5 ml roztoku NaOH. Po dalgich 20 mintitach som meral absorbanciu
pri 505 nm proti slepému pokusu.



Vysledky

¢.skam. | Viaksar [ml] | crakear [M] | Asos ¢.skam. | Vyap+ [ml| | exap+ [mM] | Asos
L 0,01 0,026 | 0,070 N1 0,02 0,17 0,200
1.2 0,02 0,051 | 0,103 N2 0,05 0,43 0,099
L3 0,04 0,103 0,153 N3 0,08 0,69 0,125
L4 0,05 0,129 | 0,154 N4 0,10 0,86 0,147
L5 0,10 0,257 | 0,174 N5 0,15 1,29 0,162

Hodnota pre N1 je zjavne hrubé chyba, preto som ju z dalsich vypoc¢tov vynechal.
Vysledky st vynesené v grafoch:
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Urcené hodnoty Michaelisovej kongtanty:
Km(laktét) = 0,06 M

Kynap+) = 0,6 mM

Odpovede na kontrolné otazky

1. Rychlost reakcie by sa dala sledovat eSte meranim absorbancie vznikajiceho NADH pri 340
nm, pripadne nejakym druhom selektivnej redoxnej titrécie.

2. Nelinearna regresia lepsie zohl'adfiuje chyby stanovenia. Linearizovany dvojnasobne reciproky
vynos priklada prili§ velkt vdhu hodnot4m nameranym pri nizkej koncentracii, kedy je vysoka
relativna chyba urcenia pociato¢nej koncentacie aj kone¢nej absorbancie.



