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Uloha 1 - Dlikaz specifi¢nosti enzym(i

Princip:

Enzymy ptisobi specificky jak vzhledem k typu katalyzované reakce, tak i vzhledem k
substratu. Pokud jde o substrat, maji n¢které enzymy pomeérné Sirokou specificnost, napt.
nékteré esterazy $tépi nejruznéjsi piirozené i um¢lé estery. Jiné enzymy maji specifi¢nost velice
uzkou, jako napf. ureaza, ktera St€pi pouze mocovinu. V této uloze vyzkousime, jaka je
specifi¢nost sacharazy z kvasnic a slinné amylazy. Obéma enzymum jako substrat nabidneme
sacharozu a skrob. Amyléaza $tépi a-1,4-glykosidové vazby ve struktute Skrobu, produktem je
smes oligosacharida. Sachardza hydrolyzuje sachar6zu na glukézu a fruktézu. Jelikoz v obou
ptipadech vznikaji redukujici sacharidy, zatimco vychozi substraty redukujici nejsou, Stépeni
substratu miizeme prokézat Fehlingovou zkouskou.

Podrobnéji k pouzivanym enzymiim:

Glykosidazy patii mezi hydrolazy (podpodtfida 3.2.1 mezindrodni nomenklatury enzymi). Jsou
specifické vici typu glykosidové vazby (a-glykosidazy nebo B-glykosidazy).

Amylaza, at’ uz rostlinného nebo Zivocisného pivodu, $té€pi 1,4-a-glykosidové vazby skrobu, glykogenu
a polysacharidt. Vazby B-glykosidové, napt. v celuldze, hydrolyzovat nedokaze.

Jako a-amylaza (EC 3.2.1.1.) se oznauje enzym, ktery se vyskytuje ve slinach a pankreatické §tavé
Zivogichd. Stépi endohydrolyzou 1,4-a-glykosidové vazby polysacharidti obsahujicich tfi a vice 1,4-a-
glykosidové vazanych glukozovych jednotek. Vysledkem hydrolytického $t€peni amylozy je smés maltéozy a
glukézy s hemiacetalovymi hydroxyly uvolnénymi jako a-anomery. Amylopektin a glykogen $tépi a-amylaza
nahodné na 1,4-a-glykosidovych vazbach, pticemz 1,6-a- vazby zlstavaji nedotéeny. Vyslednymi produkty tak
jsou vétvené i nevétvené oligosacharidy. Enzymova hydrolyza §krobu o-amylazou ma nékolik fazi, které se
projevi také reakci s jodem. Skrob se barvi jodem temn& modfe, §tépné polysacharidy — dextriny fialové
(amylodextrin), purpurové az ¢ervené (erytrodextrin), popt. se nebarvi jodem viibec (achrodextrin). Béhem $tépeni
Skrobu také ve smési pribyva redukujicich cukri.

Jako B-amylaza (EC 3.2.1.2) se oznaCoval enzym rostlinného pivodu, obsaZeny napt. ve sladu, ktery
S$tépi 1,4-a-glykosidové vazby od neredukujiciho konce polysacharidového fetézce. Z amylozy vznikd maltoza,
ktera se uvoliiuje jako B-anomer, dochazi tedy k inverzi. Amylopektin tento enzym §tépi rovnéz z neredukujiciho
konce az k vétveni 1,6-a-, které uz tento enzym rozstépit nemize. Koneény produkt tohoto typu hydrolyzy skrobu
je tzv. limitni dextrin. Ani zivodi$na a-amylaza, ani rostlinna B-amylaza tedy nestépi vazby 1,6-0-, ani 1,4-p-
glykosidovou vazbu.

Jako tzv. y-amylaza (glukoamylaza, EC 3.2.1.20) se oznacuje enzym obsazeny v membran¢ enterocyta
tenkého stieva. Je termostabilni (proto téZ oznaleni termostabilni maltiza), $tépi polysacharidy a jesté 1épe
maltézu. Hydrolyza probiha od neredukujiciho konce, §t€pi se pfi ni vazby 1,4-a a vyslednym produktem je [-
glukoza.

Sacharaza z kvasnic je B-fruktofuranoesidaza, ktera $tépi B-glykosidovou vazbu v sachardze. Na prvni
pohled podobna sacharaza z kartacového lemu enterocyta tenkého streva savei, sacharosa-a-D-glukohydrolasa
(EC 3.2.1.48), ma odlisnou specifi¢nost — $té€pi a-glykosidovou vazbu, takze kromé& sacharézy hydrolyzuje i
maltozu.

Vazby 1,6-a-, které zlstavaji v isomaltoze, amylopektinu, glykogenu a oligosacharidech, jez vznikly
Vv tenkém stievé travenim Skrobu a glykogenu o-amylazou, se odbouravaji pievazné isomaltazovou podjednotkou
sacharazového-isomaltazového komplexu karta¢ového lemu, oligosacharid-a-glukohydrolazou, (oligo-1,6-
glukosidaza, EC 3.2.1.10.).

Sacharazovy-isomaltazovy komplex kartaCového lemu se syntetizuje jako jediny polypeptidovy fetézec.
Proteolytické enzymy z lumen tenkého stieva pak tento bilkovinny fetézec nastépi, ¢imz vzniknou samostatné
funkéni podjednotky sacharazového-isomaltazového komplexu. Obé podjednotky katalyzuji hydrolyzu maltézy
(reprezentuji asi 80 % veskeré maltazové aktivity tenkého stieva). Kromé toho dokaze sacharazova podjednotka
Stépit i sacharézu. Jak uvedeno vySe, isomaltiazova podjednotka mize také odbouravat vazby 1,6-a- napi. v
isomaltoze ¢i v dextrinech.



Reagencie:

1.

w

~No

Skrobovy maz 10 g/l (1 g $krobu tfepat nebo zahiivat s vodou, suspenzi lit pomaludo
100 ml vrouci vody, povatit 2-3 minuty)

Sacharéza 10 g/l (roztok denné Cerstvy)

Sacharaza z kvasnic

o-amylaza: sliny zfedéné v poméru 1:10

Fehling I: CuSOa4. 5 H20 70 g/l ‘g
Fehling I11: NaOH 250 g a vinan draselno-sodny 350 g v 1 1 ¢isténé vody ‘%

Lugoliv roztok: jod 20 g v 1 1 nasyceného roztoku jodidu draselného; pro pouziti se
tedi 5 kapek Lugolova roztoku do 10 ml ¢isténé vody

Pracovni postup

a. Pfipravte roztok amyldzy: v kadince zfed’te malé mnozstvi vlastnich slin ¢isténou vodou
piiblizn€ 10x.

b. Ocislujte ¢tyfi dlouhé zkumavky a smichejte v nich reak¢éni smési dle tabulky:

1 2 3 4
Skrob 5 ml - 5 ml -
Sacharéza - 5ml - 5ml
Amylaza 1mil 1ml - -
Sacharaza - - 1ml 1mil

C. VSechny zkumavky inkubujte 30 minut v termobloku pii 37 °C.

d. Pfipravte asi 10 ml Fehlingova ¢inidla: v kadince smichejte ptiblizné stejné dily roztokt
Fehling I (CuSOs) a Fehling Il (vinan sodno-draselny s NaOH).

e. Pouzijte Fehlingovu zkouSku k detekci $tépeni substratu: Vezméte Ctyfi nové dlouhé
zkumavky, ocislujte je, do kazdé dejte asi 1 ml pfipravené¢ho Fehlingova ¢inidla a ptidejte
nekolik kapek z odpovidajici ptivodni reakéni smési. Zkumavky zahtivejte ve vroucivodni
lazni a sledujte barevné zmény. Pavodni Fehlingovo ¢inidlo je tmavé modré. Zména
zbarveni do zelené, oranzové nebo cervené znamena tvorbu Cu20 a je diikkazem pfitomnosti

redukujicich latek, tedy v naSem ptipadé¢ Sté€peni substratu.

f.  Zjistéte, ve kterych zkumavkach zustal nerozstépeny skrob: zied'te si ve zkumavce Lugoliv
roztok (5 kapek/asi 10 ml vody). Piiblizn€ 1 ml kazdého testovaného roztoku pteneste do
nové zkumavky a pridejte nékolik kapek fedéného Lugolova roztoku. Pfitomnost skrobu se
projevi jako tmaveé modré zbarveni.




Uloha 2 - Vliv pH na aktivitu enzymu

Princip:

Vliv pH na aktivitu enzymu si ukdzeme na ptikladu pepsinu. Pepsin je travici enzym, ktery
Stépi bilkoviny. Riizné zivocisné druhy tvoii riizné, mirné odlisné formy pepsinu s raznym
oznacenim. VSechny patii do skupiny aspartatovych endopeptidaz (EC 3.4.23), tj. v aktivnim
centru obsahuji dva proti sob¢ orientované zbytky kyseliny asparagové, které se podileji na
kyselé¢ katalyze.

Pepsiny nejlépe pracuji v kyselém prostiedi. U ¢lovéka vznika aktivni pepsin z neaktivniho
prekurzoru, pepsinogenu, odstépenim ¢asti polypeptidového fetézce. K této aktivaci mize dojit
bud’ samovolné (autoaktivaci) pii pH niz§im neZ 5, nebo pisobenim jiz aktivni molekuly
pepsinu (autokatalyzou). Peptidy, které se béhem aktivace pepsinogenu odstépily, zlstavaji
navazané na pepsin a pasobi jako inhibitory pepsinové aktivity. Poslednim krokem aktivace
enzymu tak je oddéleni téchto inhibi¢nich peptidi, k némuz dojde pii poklesu pH prostiedi pod
2.

Lidsky pepsin A ma 5 molekularnich forem. Hydrolyzuje peptidové vazby uvnitf
polypeptidového tetézce (endohydrolyza), pficemz je specificky k oblastem, které obsahuji
hydrofobni aminokyselinové zbytky — predev§im aromatické (Phe), ale i alifatické (Leu). V
jinych ¢astech zaludku se podobnym mechanismem tvoti i pepsin B. Dalsi enzym, pepsin C,
se u ¢lovéka oznacuje také jako jako gastriksin. Stépi endohydrolyzou piednostnd peptidové
vazby za zbytkem aminokyseliny Tyr a je méné specificky nez pepsin A.

Optimalni pH pepsinu ponékud kolisa podle toho, jaky substrat mé tento enzym hydrolyzovat.
Napt. pro vaje¢ny albumin je pH optimum pepsinu A kolem 1,5, pro hemoglobin je vyssi (2,3).

V této praktické uloze se pokusime odhadnout, v jaké oblasti lezi pH optimum pepsinu pro
bilkoviny vajecného bilku.
Reagencie:

1. Roztok pepsinu 10 g/l

2. Kyselina chlorovodikova 0,1 mol/Il ‘i

3. Suspenze vajecného bilku (vatfeny bilek se homogenizuje ve fyziologickém roztoku —
konec¢na koncentrace asi 300 g/l)



Pracovni postup:

Do ¢tyi ocislovanych zkumavek odméite roztoky podle tabulky (suspenzi vajecného bilku pred
pouzitim protiepat!):

1 2 3 4
Kone¢né pH 1.2 15 2.5 kontrola
Roztok pepsinu ml 2.0 2.0 2.0 -
Hel ml 4.0 2.0 0.2 2.0
Cisténa voda ml - 2.0 38 4.0
Suspenze bilku ml 10 1.0 1.0 1.0

Inkubujte zkumavky pfiblizné 10 minut pti 37 °C v termobloku.

Vyhodnoceni:

Po skonceni inkubace se hodnoti projasnéni obsahu zkumavek, ke kterému doslo natravenim
bilkovin vajecného bilku. Pouzijte semikvantitativni stupnici, napf.: + Gplné projasnéni, +
castecné projasnéni a — pretrvavajici zakal.

Vysledky zapiste do tabulky v protokolu a urcete, v jaké oblasti pH lezi optimum pro praci
enzymul.

Uloha 3 - Oxidoreduktazy

VétSina energie v Zivo¢isném organismu pochazi z oxidoreduk¢nich pochodii. Oxidaéni
produkty reakce maji mensi obsah energie nez vychozi reagujici latky a energie je uvolfiovana
jako teplo nebo je transformovana na jiné druhy vyuzitelné energie, napf. na energii chemické
vazby. Cetné oxidace jsou spojeny s tvorbou ,,makroergickych* fosfatovych esterti anhydridové
povahy (ATP, ADP), jez maji zvlastni dtilezitost pii konzervaci a pfenosu energie. Vytvareji se
z energie uvolnéné v burce pfi oxidacnich reakcich. Oxidoredukce mohou probihat anaerobné,
napt. v glykolyze, nebo aerobné, napt. pti oxidaci substrati citratového (Krebsova) cyklu nebo
-oxidaci mastnych kyselin v mitochondriich.
Cukry, lipidy a bilkoviny pfedstavuji zdroje energie v organismu, ale oxidace neprobihaji
vétSinou piimo s molekularnim kyslikem ani pfi aerobnich oxidoredukcich (s vyjimkou tzv.
oxygenaz).
Pti oxidoredukénich pochodech v mitochondriich je pfenasen vodik ze substratti na kyslik fadou
pfenasecli, jez vytvareji mezi sebou piesné navazujici systém enzymi. Tento fetéz
oxidoreduk¢nich pochodt (bunééné dychani) probiha ve dvou stupnich:

1. Pfenos vodiku ucinkem dehydrogenaz, jez obsahuji jako koenzym pyridin- a

flavinnukleotidy.

2. Pienos elektronti zejména prostiednictvim cytochromt (v mitochondriich). Vyznamny je
posledni stupen, kde autooxidabilni cytochromoxidaza reaguje ptimo s molekularnim
kyslikem za tvorby vody.



Oxidoredukéni sled reakci probihd ve vnitini mitochondrialni membrané v tzv. dychacim
(respira¢nim) fetézu, ktery je velmi schematicky vyjadien jako dvouelektronovy prenos, nebot’
molekulam organickych substrati jsou elektrony prostfednictvim dehydrogenazovych
koenzymu pii biologickych oxidacich odnimany v parech. Na Urovni cytochromu je vSak
pienos jednoelektronovy a na urovni cytochromoxiddzy pii redukci molekuly O:
Ctyfelektronovy.

4e

2 x Pyridin * 2 x Flavin H, 4x cytochromb, ¢4, ¢ cytochrom ¢
2x Substrat dehydrogenasa dehydrogenas Fed* oxidasa Fe?* 0,

(NAD‘)
4 e
2 x Substrat 2 x Pyridin H+H+ 2x Flavin 4 x cytochromb, ¢y, ¢ cytochrom ¢ 20%
dehydrogenasa dehydrogenasa Fe2* oxidasa Fe3*
(NADH + H*)

4H* +20> = 2H,0

Pifi  dvouelektronovém pienosu ze substrati (nejéastéji) citratového cyklu na molekularni
kyslik se soucasné vytvareji molekuly ATP - tzv. aerobni (oxidacni) fosforylace.

Akceptorem elektronti vSak nemusi byt vzdy kyslik. Nékteré dehydrogendzy odevzdavaji
elektrony i jinym akceptorum, napft. pyruvatu (laktatdehydrogenaza) nebo in vitro i arteficialnim
akceptorim, jako je methylenovd modi (flavinové dehydrogenazy). Jde tu o anaerobni
oxidoredukce.

V naSem cviceni bude modelové demonstrovana oxidoredukce gluk6zy vzdusnym kyslikem za
katalyzy methylenovou modii, kterd bude fungovat jako docasny akceptor elektrond. Jeji
redukovana forma (leukobéze) je bezbarva, ale je autooxidabilni a tfepanim se vzduchem opét
pfechazi v barevnou oxidovanou formu.

Z  dehydrogendz, krom¢ laktatdehydrogendzy, bude ukazana  dehydrogenace
xanthinoxidoreduktazou (xanthinoxidazou) z mléka, kde substratem bude formaldehyd a
akceptorem elektroni methylenova modf.

Vedle dehydrogenaz a cytochromt patii k oxidoreduktdzam (kromé jinych) také peroxidazy a
katalaza rozkladajici H2O». Peroxidaza katalyzuje oxidaci vhodného substratu

AH2 + H.O, ——— 2 H0 + A,
kdeZto katalaza uvoliiuje molekularni kyslik pfi reakci
2 H,0— 2 H,0 + Oo.
V nasi tloze bude ukdzano plsobeni peroxidazy z brambor, kde donorem elektronti bude

derivat benzidinu (4,4’ -diaminobifenylu), ktery se oxiduje na oxidovany barevny produkt.
Soucasné budeme prokazovat katalazu v krvi a neenzymovou katalyzu krevnim barvivem, ktera
ucinek peroxidazy piipomind (tzv. pseudoperoxidazova reakce).



A. Oxidace glukézy vzdusnym kyslikem (modelovy pokus)

Princip:

Tento pokus je modelem oxidoredukéniho systému, kde akceptorem vodiku je autooxidabilni
barvivo, methylenova modf, donorem redukénich ekvivalentt je glukdza, ktera se oxiduje.
Methylenova modi je ve stavu oxidovaném modra, redukci prechazi v bezbarvou "leukoformu".
Vzdu$nym kyslikem (tfepanim) opét zmodra.

H,0 meziprodukt
H o H OH
OH
H OH H OH
HO H HO H
H OH H OH
H——0H H——OH methylenovd
HO_ 4 redukovand o
= methylenova 2
H—OH modF (M.m.Hz)
HO—+—H
H——OH
H——OH
“OH

Reagencie:

1. Glukéza 2,5 g/l
2. Methylenova modi 0,5 g/l

3. Hydroxid sodny 80 g/l ‘i

Pracovni postup:

a. 1 mlroztoku glukézy smichejte ve zkumavcee s 50 pl roztoku methylenové modfi, pridejte
3 kapky roztoku NaOH a zahiejte ve vrouci vodni lazni. Modry roztok methylenové
modii (M.m.) je hydrogenovan na bezbarvou leukoformu (M.m.H>).

Soubézné zpracujte kontrolni vzorek. Misto glukdzy napipetujte 1 ml deionizované vody.
Zkumavky ochlad’te a protfepejte na vzduchu (oxidace).

d.  Porovnejte prub¢h reakce v obou zkumavkach a vysvétlete rozdil.

oo



B. Dehydrogenace xanthinoxidoreduktazou
(xanthinoxidazou)

Princip:

Xanthinoxidaza (EC 1.17.3.2) je relativné nespecificka dehydrogenaza obsazena napi. v mléce
(Schardingertiv enzym), v sav¢ich jatrech a mnoha dalSich tkanich. Jejim ptisobenim vzniké z
purinti (hypoxanthinu a xanthinu) jejich degradacni produkt, kyselina mocova. Kromé toho
xanthinoxiddza mize oxidovat i pteriny a dal$i substraty, mj. i jednoduché aldehydy (ma tedy
i aktivitu aldehydoxidazy EC 1.2.3.1). Je to flavinovy enzym, jehoz koenzymem je
flavinadenindinukleotid (FAD), av8ak v aktivnim centru obsahuje téz atomy kovli (Mo, Fe).
Dehydrogenaci substratu vznikd FADH>, ktery mlze byt reoxidovan molekularnim kyslikem
(autooxidace) za vzniku H202, nebo arteficidlnim akceptorem (methylenovd modi). Enzym
neni inhibovan kyanidem, ale varem se nici.

V savéich jatrech a jinych tkanich za fyziologickych okolnosti in vivo existuje xanthinoxidaza
pievazné v tzv. dehydrogenazové D-formé& (EC 1.17.1.4), ktera reoxiduje FADH: proti dalsimu
koenzymu NAD". Poskozenim této D-formy za patologickych okolnosti a téz pii nesetrné praci
s enzymem in vitro ztraci D-forma vazebné misto pro NAD" a méni se tak na oxidazovou O-
formu (EC 1.17.3.2).

Jako nespecificky substrat pouzijeme v naSem pokuse roztok formaldehydu, jako akceptor
elektronii pro reoxidaci FADH2 methylenovou modi a jako zdroj enzymu nepasteurované
kravské mléko.

meziprodukt
H,O
o“C#H \H\C/OH redukovana methylenova modr
/ — e M.m.H
H H” “OH FAD (M.m.H;)
xanthinoxidasa
HO O
\C// FADH, methylenova modi (M.m.)
|
H
Reagencie:

1. MiIg€ko nesvatfené (nepasteurované)
2. Miléko svaiené
3. Methylenova modi 0,5 ¢/l

4. Roztok formaldehydu 4 g/!
5. KCN 10 g/l @



Pracovni postup:

a. Do tii zkumavek pfipravte reakéni smés podle tohoto schématu:

1 2 3
Cerstvé mléko 2mi - 2ml
Svarené mléko - 2ml -
Methylenova modi 100 pl 100 pl 100 pl
KCN (pozor jed!) - - 0,2 ml
Deionizovana H.O 0,2 ml 0,2 ml
Formaldehyd 250 pl 250 pl 250 pul

Obsah zkumavek dobie promichat

Pztraﬁno.vj.f olej * o 1 mi 1ml 1ml
(prevrstvit ihned po namichani)

Pozn. * Parafinovy olej ma zabranit autooxidaci (zajistit anaerobni pribéh reakce)

b.  Zkumavky vlozte do suchého bloku, inkubujte pii 37 °C a kontrolujte prubéh reakce
piiblizné kazdych 5 minut, az zkumavka €. 1 je zcela odbarvena.
C.  Zkumavku ¢. 1 protiepejte se vzduchem a mléko opét zmodra, nebot’ probiha reakce:

redukovana methylenova modr 0,
(M.m.H,)
methylenova modi (M.m.) H,0,

d. Po vlozeni zpét do termobloku se methylenova modi opét odbarvi.

Vyhodnoceni:

Srovnejte a popiste vysledky ve zkumavce €. 2 a 3 a srovnejte se zkumavkou €. 1. Vysvétlete
vysledky.



C. Peroxidaza a katalaza

Princip:
Peroxid vodiku vznikly pii oxidacnich pochodech v bufice je rozkladdn enzymy zvanymi

peroxidazy a katalaza. Patii do skupiny heminovych enzymu (hemoproteini). Prabéh reakce je
u obou enzymu rozdilny.

Peroxidazy katalyzuji oxidaci substratu ucinkem peroxidu vodiku za vzniku vody (viz
teoreticky uvod). Peroxiddzy (EC 1.11.1.7) jsou obsazeny v rostlinnych i ZivociSnych
organismech.

Kataldza (EC 1.11.1.6) jednak rozklada peroxid vodiku na vodu a molekularni kyslik, jednak
ma peroxidazovy ucinek. Vyskytuje se ve vétsim nebo mensim mnozstvi ve viech tkanich (v
tzv. peroxisomech) a v tekutinach organismu. Vyznam tkvi hlavné v rozkladu H202 $kodlivého
pro organismus.

V tomto cviceni bude prokazovana peroxiddzova reakce kvalitativn¢ oxidaci derivatu benzidinu
na modré barvivo. Soucasn¢ bude ukdzana pseudoperoxiddzova aktivita moci obsahujici krevni
barvivo (nespecificky vliv Zeleza v hemu). Dale bude prokazovan kvalitativné ucinek
kataldzové aktivity krve na H202 za vyvoje Oz.

HaC CH; HaC CHj
kat. .
HN NH; + H,0, — HN NH + 2H,0
H4C CH; H4C CHj
tetramethylbenzidin benzidinova modf
(bezbarvy)

Tetrametylbenzidin. In WikiSkripta [online]. Praha : MEFANET, 2008- [cit. 2012-01-05].
Dostupné z WWW: <http://www.wikiskripta.eu/index.php?title=Tetrametylbenzidin&oldid=109016>. ISSN 1804-6517.

Reagencie:
1. Extrakt z brambor (obsahujici peroxidasu)
2. Moc¢ s krvi
3. Krev zfedéna vodou 1 : 50

4. 3,3’-dimethylbenzidin(tolidin)C C C
S. Koncentrovana kyselina octova ‘i

6. Peroxid vodiku 3 g/l

7. KCN10g/ @@
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Diikaz peroxidazy benzidinovou reakei

Princip:

Derivat benzidinu (3,3 "-dimethylbenzidin - tolidin) se piisobenim peroxidazy a peroxidu vodiku
oxiduje na barevny oxidovany produkt.

Pracovni postup:

a.  Rozpust'te n¢kolik krystalt tolidinu v cca 1 ml koncentrované kyseliny octové.
b. Reak¢ni smési piipravte do 4 zkumavek takto:
Pozn. * ve zkumavce 2 extrakt z brambor povaite 5 min ve vrouci vodni lazni a ochlad'te.

1 2 3 4
Extrakt z brambor 1,0 mi - - 1,0 mi
Extrakt z brambor povaieny - 1,0 mi* - -
Deionizovana H20 - - 1,0 ml 100 pl
H202 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl
Tolidin v kyselin¢ octové 100 pl 100 pl 100 pul -

Vyhodnoceni:

Porovnejte vysledek ve zkumavce €. 1 se zkumavkami €. 2, 3 a 4. Vysvétlete rozdily.

Pseudoperoxidazova reakce

Princip:

Krev v moc¢i katalyzuje oxidaci derivatu benzidinu peroxidem vodiku i po povaieni. To ukazuje

na to, ze jde o nespecificky vliv zeleza v hemu, nikoli o enzymovou aktivitu.

Pracovni postup:

a.  Asi4 ml moci obsahujici krev rozdé€lte na 2 Casti.

Jeden dil zahtejte na vrouci vodni l4zni k varu.

b
c.  Ob¢ moce prefiltrujte.
d

Na filtra¢ni papir dejte nékolik kapek roztoku tolidinu v koncentrované kyselin€ octové

(viz ptedchozi pokus) a poté peroxid vodiku.

Vyhodnoceni:

Srovnejte vysledek obou zkousek s pokusem 3.3.1. V ¢em spociva rozdil obou pokusti a co

tento rozdil ukazuje?
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Diikaz katalasy

Pracovni postup:

Reakéni smés piipravte podle tohoto schématu:

Pozn. * ve zkumavce 3 krev fedénou 1 : 50 povaite 5 min ve vrouci vodni ldzni a ochlad’te

1 2 3
Redén4 krev 1 : 50 1ml 1ml -
Povarena redéna krev 1 : 50 - - 1 ml*
KCN 10 g/l (jed) - 0,25 ml -
Deionizovana H20 0,25 ml - 0,25 ml
H202 0,5ml 0,5mi 0,5ml
Vyhodnoceni:

Porovnejte vysledek ve zkumavce €. 1 s vysledky ve zkumavkach ¢. 2 a 3, proved'te rozbor

pokusu a vysvétlete.
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