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Uloha 1 - Barevné reakce aminokyselin a bilkovin

Ninhydrinova reakce

Reagencie:

1. Testované vzorky:

Alanin
Prolin

Roztok vaje¢né bilkoviny
Roztok zelatiny

2. Roztok ninhydrinu v ethanolu @@

Pracovni postup:

20 g/l
20 g/l

29/l

a) Do zkumavek si podle tabulky pripravte nasledujici reakéni smési:

ZKUMAVKA | ZKUMAVKA | ZKUMAVKA | ZKUMAVKA
1 2 3 4
Alanin Prolin Vajecna Zelatina
bilkovina
Alanin asi 0,5 ml — — -
Prolin — asi 0,5 ml — —
Vajecna .
bilkovina B B asi 0,5 ml B
Zelatina — — — asi 0,5 ml
Ninhydrin nékolik kapek | nekolik kapek | nékolik kapek | nékolik kapek

Obsah ve zkumavkach promichejte, zahtivejte ve vodni lazni a zaznamenejte v§echny zmény zbarveni.




Xanthoproteinova reakce

Reagencie:

1. Testované vzorky:

Alanin
Tyrosin

Roztok vajecné bilkoviny

Roztok zelatiny

2. Kyselina dusi¢na koncentrovana ‘

Pracovni postup:

20 g/l
19/

Do zkumavek podle tabulky pripravte nasledujici reakéni smési.

ZKUMAVKA 1l | ZKUMAVKA 2 | ZKUMAVKA 3 ZKQMAVKA 4

Alanin Tyrosin Vajecna bilkovina Zelatina
Alanin asi 0,5 ml - - -
Tyrosin - asi 0,5 ml - —
Vajecna .
bilkovina - - asi 0,5 ml -
Zelatina - - - asi 0,5 ml
Kyggllpa asi 0,5 ml asi 0,5 ml asi 0,5 ml asi 0,5 ml
dusiéna

Obsah ve zkumavkach promichejte, zkumavku s vajecnou bilkovinou opatrné zahtejte. Zaznamenejte
vSechny zmény zbarveni.




Reakce na cystein

Reagencie:
1. Testované vzorky:
Alanin 20 g/l
Cystein 20 g/l
Roztok vajecné bilkoviny
Roztok zelatiny
2. Octan olovnaty‘e® 50 g/l
3. Hydroxid sodny 100 g/l
Pracovni postup:
Do zkumavek podle tabulky pfipravte nasledujici reak¢éni smési.
ZKUMAVKA | ZKUMAVKA ZKUM3AVKA ZKUMAVKA
1 2 . 4
. . Vajecna v
Alanin Cystein bilkovina Zelatina
Alanin asi 0,5 ml - - -
Cystein - asi 0,5 ml — -
Vajecna .
bilkovina B B asi 0,5 ml B
Zelatina - — — asi 0,5 ml
HdePXId asi 1 ml asi 1 ml asi 1 ml asi 1 ml
sodny
Octan asi 2 — 3 kapky | asi 2 — 3 kapky | asi 2 — 3 kapky | asi 2 — 3 kapky
olovnaty

Obsah ve zkumavkach promichejte a asi 5 minut povafte. Zaznamenejte vSechny zmény zbarveni.




Biuretovd reakce - priikaz peptidovych vazeb

Reagencie:

1. Mocovina (pevna substance)

2. Pentahydrat siranu méd’'natého CuS0O4.5 H20 @ C

Alanin

ook ow

Zelatina

Pracovni postup:

Hydroxid sodny

Roztok vajec¢né bilkoviny

1 Piiprava biureta
Ve zkumavce opatrné zahtejte 0,1 g mocoviny. Pfi zahfivani mocovina taje a rozklada se za
vzniku biureta. Poté, co tavenina utuhne v bilou hmotu, zahtivani ukoncete. Po vychladnuti
rozpust’te biuret v 1 ml vody.

2 Vlastni biuretova reakce

Do zkumavek podle tabulky ptipravte nasledujici reak¢éni smési.

10 g/l

80 g/l
20 g/l

ZKUMAVKA | ZKUMAVKA ZKUNQAVKA ZKUMAVKA
1 2 Vajeéna 4
Biuret Alanin v aject Zelatina
bilkovina
Biuret asi 1 ml - - -
Alanin - asi 1 ml - -
Vajec¢na bilkovina - - asi 1 mi -
Zelatina — — - asi 1 ml
NaOH asi 1 ml asi 1 ml asi 1 ml asi 1 ml
Siran méd’naty 1 kapka 1 kapka 1 kapka 1 kapka

Obsah ve zkumavkach dikladné promichejte.

Poznamka

Siran méd’naty ptfidany v nadbytku vytvaii modrou sraZzeninu hydroxidu méd’natého, ktery
znesnadiuje spravné hodnoceni.
Pozitivni reakce se projevi vznikem fialového zbarveni, 1épe patrného proti bilému pozadi.




Uloha 2 - Stanoveni aktivity aspartataminotransferazy
(AST)

Reagencie:

Pro stanoveni se pouzije komeréni souprava BioLATest AST-UV L 500 firmy Erba-Lachema

Diagnostika.

1. Pracovni roztok [(malatdehydrogendza > 12,5 pkat/l, laktatdehydrogenaza > 66,6 pkat/I,
tris-pufr( pH 7,8) 110,0 mmol/l, L-aspartat 340,0 mmol/Il, pyridoxal-5"-fosfat 120,0
umol/l)]

2. Startér (2-oxoglutarat 85,0 mmol/l, NADH 1,05 mmol/l)

3. Sérum —neznamy vzorek

Pracovni postup:

Startér pred analyzou piedehiejeme alespon 5 minut na teplotu 37 °C.
Kyvetu, ve které budeme provadét méteni, nechame rovnéz alespon 5 minut vyhtat na 37 °C.

Odmefit v ml do kyvety: Vzorek
Pracovni roztok 1,000
Sérum 0,100

Promichdame a inkubujeme 5—-10 minut pii 37 °C
a pak pfiddme

Startér 0,250

Promichame a inkubujeme 1 minutu pii 37 °C

Béhem jednominutové inkubace ptipravime spektrofotometr k méteni nastavenim vinové délky
340 nm a nulové absorbance proti Cisténé vodé. Po jednominutové inkubaci zméfime
absorbanci vzorku. Pak pokracujeme v méfeni absorbanci v jednominutovych intervalech
(pfesn¢) po dobu 3 minut v 1em kyveté pii vinové délce 340 nm proti ¢isténé vode.

Vypocet:

Vypoéteme pramérny pokles absorbance pii 340 nm za minutu (A Aaso).
Katalytickou koncentraci AST vypocitame

S-AST (ukat/l) = A Asqp - 357


http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/EC1/1/1/37.html
http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/EC1/1/1/27.html
http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/summary/summary.cgi?cid=6503
http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/summary/summary.cgi?cid=424
http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/summary/summary.cgi?cid=1053
http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/summary/summary.cgi?cid=51
http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/summary/summary.cgi?cid=928&namedisopt=&hcount=1#MeSH

Uloha 3 - Stanoveni aktivity alaninaminotransferazy
(ALT)

Reagencie:

Pro stanoveni je pouzita komer¢ni souprava BIOLATEST® ALT-UV Liquid (Erba

Lachema).

1. Pracovni roztok [laktatdehydrogendza > 26,6 ukat/l, tris-pufr (pH 7,5) 110,0 mmol/l, L-
alanin 567 mmol/l, pyridoxal-5"-fosfat 100 umol/Il, 2-oxoglutarat 17,0 mmol/l, NADH
0,21 mmol/l]

2. Sérum — neznamy vzorek

Pracovni postup:

Pracovni roztok pfed analyzou alesponl 5 minut piedehifejeme na teplotu 37 °C.
Kyvetu, ve které budeme provadét méteni, nechame rovnéz alespont 5 minut vyhtéat na 37 °C.

Odmeéfit v ml do kyvety: Vzorek

1,00
Pracovni roztok

Sérum 0,10

Promichame a inkubujeme 1 minutu pii 37 °C

Béhem jednominutové inkubace ptipravime spektrofotometr k méfeni nastavenim vinové délky
340 nm a nulové absorbance proti CiSt€né vodé. Po jednominutové inkubaci zméfime
absorbanci vzorku. Pak pokracujeme v méfeni absorbanci v jednominutovych intervalech
(pfesné) po dobu 5 minut v 1cm kyveté pii vinové délce 340 nm proti ¢isténé vode.

Vypocet:

Vypocteme priimérny pokles absorbance pti 340 nm za minutu (A Asap).
Katalytickou koncentraci ALT vypocitame

S-AST (ukat/l) = A Asw - 29,08


http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/EC1/1/1/27.html
http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/summary/summary.cgi?cid=5950
http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/summary/summary.cgi?cid=5950
http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/summary/summary.cgi?cid=1053
http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/summary/summary.cgi?cid=51
http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/summary/summary.cgi?cid=928&namedisopt=&hcount=1#MeSH

Uloha 4 - Stanoveni koncentrace mocoviny v séru a v moci

Reagencie:

K analyze je pouzita souprava Bio-La-Test Enzymové stanoveni mocoviny kineticky (UREA
UV KIN 6x100) Erba-Lachema s.r.o

SloZeni ¢inidel

1. R1CINIDLO

Tris pufr 100 mmol/I

a-ketoglutarat 5,49 mmol/Il

Ureasa 166,6 pkat/l

GLDH 63,3 pkat/l
2. R2 CINIDLO

NADH 100 mmol/I

Pracovni roztok: @

Pracovni roztok se ptipravi smichanim 4 dila ¢inidla R1 s 1 dilem ¢inidla R2
Standardni roztok mocoviny (koncentrace Cstandardu bude uvedena)

3. Sérum — nezndmy vzorek (infek¢éni material)

4. Redéna mo¢ — neznamy vzorek (infekéni material) (fedéni bude uvedeno)

Pracovni postup:

Do vytemperované kyvety na 37 °C se postupné napipetuje mnozstvi vzorku a
vytemperovaného pracovniho roztoku podle tabulky, promichd se a po 30Sse zméfi
absorbance A a za dalSich 60 s se zmé&fi absorbance Az. Totéz se pak provede s kyvetou 2 se
vzorkem moci a S kyvetou 3 se standardnim roztokem mocoviny.

Odm&fit roztok v ml: KYVETA 1 KYVETA 2 KYVETA 3 KYVETA 4
Vzorek séra | Vzorek moci Standard | Reagen¢ni blank

Sérum 0,01 - _ —

Mo¢ - 0,01 — -

Standardni roztok - — 0,01 -

Cisténa voda - _ _ 0,01

Pracovni roztok 1,00 1,00 1,00 1,00

Promichat, po 30 s zméfit absorbanci A1 pfi 340 nm proti reagenénimu blanku
a za dalSich 60 s znovu proméfit absorbanci Az za stejnych podminek




Uloha 5 - Vypodéet dusikové bilance

K vypoctu pouzijte koncentrace urey v séru a moci. Dalsi udaje potiebné pro vypocet
dusikové bilance budou k dispozici na praktickém cviceni.
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e Prispévatel¢ WikiSkript, Aminotransferazy [online], , c2024, Datum posledni
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