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Uloha 1 - Stanoveni katalytické aktivity
laktatdehydrogenasy v séru Warburgovym
optickym testem

Princip:

Nikotinamidadenindinukleotid, popf. nikotinamidadenindinukleotidfosfat (NAD, NADP) jsou
koenzymy ruznych oxidoredukénich enzymi. NAD (NADP) jako dilezity pienase¢ redukénich
ekvivalentl existuje v oxidované a redukované formé¢ jako NAD* a NAD"+H", které se lisi
svymi absorp¢nimi vlastnostmi v UV oblasti. Redukovand forma vykazuje charakteristicky
absorp¢ni vrchol s maximem pifi 340 nm na rozdil od formy oxidované, ktera pfi této vinové
délce neabsorbuje.

Warburglv opticky test vyuzivd odliSnych absorpcnich vlastnosti oxidované a redukované
formy nikotinamidadenindinukleotidu (NAD* a NADH + H"). Oxidovana forma NAD"
je charakterizovana jednim absorpénim maximem pii 260 nm. Redukce, pfi niz se ztraci
aromaticky charakter pyridinu v NAD" a je nahrazen chinoidnim uspofadanim, je doprovazena
vznikem dal$iho maxima pii 340 nm.

NAD" + 2H" = NADH + H'

Absorpéni spektrum NAD* a NADH
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nm

Sledovanim ubytku absorbance (pfi oxidaci NADH+H" na NAD™) nebo naopak pfirtistku
absorbance (pii redukci NAD* na NADH+H") pfi 340 nm za ¢asovou jednotku (AA/At, obvykle
za 3 minuty) lze méfit rychlost enzymovych reakci, jejichz koenzymem
je nikotinamidadenindinukleotid. Plati, Ze zména absorbance je pfimo umeérna poctu
pfeménénych molekul koenzymu a Ze pfeména jednoho molu koenzymu odpovida preméné
jednoho molu substratu.

Warburgtiv opticky test slouzi napt. pro stanoveni aktivity enzymi, které vyzaduji NAD pro
svoji reakci, nebo substratl, které mohou byt pfeménény oxidoredukénimi enzymy s NAD
(NADP) jako koenzymy.

Jako priklad vyuziti Wartburgova optického testu v nasem cvic¢eni bude stanoveni aktivity
enzymu laktatdehydrogenasy (LD, EC 1.1.1.27).



MiZzeme pfipravit reakéni smés z enzymu laktatdehydrogenasy, koenzymu (NADY)
a ptislusného substratu (laktatu) a za optimalnich podminek zjist'ovat reakéni rychlost métenim
zmén absorbance NADH pii vinové délce 340 nm.

CH3-CHOH-COOH + NAD* " CH3-CO-COOH + NADH + H*
laktat pyruvat
Aktivita enzymu se projevi v kyveté spektrofotometru s UV-zdrojem, kterd obsahuje reakéni

smés s enzymem, substraitem a NAD*, plynulym vzestupem absorbance pfi 340 nm.

Pti znalosti molarniho absorp¢niho koeficientu NADH pfi této vinové délce a prepoctu na
fedéni a asovy interval jedné sekundy je mozné vyjadiit aktivitu LD v séru v ukat/l. Neni- li
k dispozici kontinualni méfeni absorbance v Case, je mozné provadét méfeni v kyveté s reakéni
smési diskontinualng, napt. métenim poklesu absorbance pii 340 nm v intervalech po 1 minuté
(AA3z40 nm), a pfepocist na interval 1.

Reagencie:

K analyze je pouzita komer¢ni souprava Lactatedehydrogenase-l Bio-La-Test od firmy Erba-
Lachema s.r.o.

1. Cinidlo 1:  N-Methyl D-glukamin 406 mmoI/I

2. Cinidlo 2:  N-Methyl D-glukamin 406 mmol/l©
L-laktat 62,5 mmol/I

3. Cinidlo 3: NAD* 50 mmol/l©

4, Sérum



Postup:
1. Kyvety a roztoky jsou vytemperovany na 37 °C
2. Do kyvety ptipravte slepy vzorek: 800 pl ¢inidla 2 (pufr a L-laktat)
200 pl ¢inidla 1 (pufr)
20 pl séra
3. Promichejte.

4. Podle pracovniho navodu pro spektrofotometr Lightwave 11+ nastavte méteni A pii vinové
délce 340 nm (Lightwave Il+ - zjednoduSeny navod).

5. Vynulujte spektrofotometr na slepy vzorek.

6. Do druhé kyvety napipetujte: 800 ul ¢inidla 2 (pufr a L-laktat)
200 pl ¢inidlo 3 (NADY)
20 pl séra

7. Dobie promichejte a pfesné za 1 minutu zméite A pro vinovou délku 340 nm a zapiste
do tabulky.

8. Mc¢feni opakujte jesté 5x v presné jednominutovych intervalech, absorbance zapiste do
tabulky v protokolu.

9. Znaméfenych hodnot absorbance Az4o vypocitejte rozdily absorbance za minutu (AAzao)
a z rozdila absorbance urcete primérnou hodnotu. Ziskanou primérnou hodnotu AAzso
pouzijte pro vypocet katalytické aktivity LD vztazené na 1 1 nefedéného séra a interval
1 s pti aplikaci molarniho absorpéniho koeficientu koenzymu NADH pro 340 nm:

LD (ukat/l) = A Ao - 136,7

Vysvétleni vypoctu:

Pfi vypocétu enzymové aktivity vychazime z Lambert-Beerova zakona:

(1)
A =¢d-c
(2
A Ao 2A
cT e d cT e d
(3)
katalyticka aktivit _AA 1V106 [-[71.571
atalyticka a Lvlaenzymu—s_d 60 v umo S

Pro zménu koncentrace pouzijeme vyraz z rovnice 2, 1/60 je pfepocet z minuty na sekundy
a V/v vyjadiuje fedéni séra. Jednotkou enzymové aktivity je kat = mol-st. V klinicko-
biochemickych stanovenich se pouzivaji pkataly (1 kat = 10°ukat).



Pti stanoveni konkrétniho enzymu, v nasem piipadé laktatdehydrogenasy dosadime do rovnice
3 resp. 4 konkrétni udaje.

(4)

e AAzyg 1V
katalyticka aktivita enzymu LD = -

()

AA 1 1,02-1073
A . 10°umol -1t 57t

katalytické aktivit LD =103
atalyticka aktivita enzymu 62210 60 0,02-10-3

(6)
katalytické aktivita enzymu LD = AAs,, - 136,7 pkat. 171
symbol jednotka konkrétni udaje pro LD
a pouzitou metodu

V | celkovy objem vzorku v kyveté I 1,02:10°3

V | objem pfidaného séra I 0,02-10°3

¢ | molarni absorp¢ni koeficient I'mol™*-cm™ | 6,22:103

(pro NADH pfi 340 nm)

d |sitka vrstvy v kyveté cm 1
10% | pfevod z mol na pmol 106

60 |prevod z min na Sec 60

Pozn. prvni tii udaje (vytisténé tuéng) se méni se stanovovanym enzymem a pouzitou metodou,
dalsi tii - sitka vrstvy v kyveté, prevod z mol na gmol, pievod z min na sec jsou zpravidla stejna
pro vSechna kineticka stanoveni enzymovych aktivit stanovovanych Warburgovym optickym
testem.

Referenéni hodnoty LD v séru (37 °C): 29-8,6 nkat.|?



Uloha 2 - Ditikaz specifiénosti enzymu

Princip:

EnzymS pusobi specificky jak vzhledem k typu katalyzované reakce, tak i vzhledem k
substratu. Pokud jde o0 substrat, maji nékteré enzymy pomérné Sirokou specificnost, napf.
nekteré esterdzy Stépi nejriiznéjsi pfirozené i umelé estery. Jiné enzymy maji specifi¢nost velice
uzkou, jako napf. ureaza, ktera Stépi pouze mocovinu. V této uloze vyzkouSime, jaka je
specificnost sacharazy z kvasnic a slinné amylazy. Obéma enzymtm jako substrat nabidneme
sacharozu a skrob. Amyléaza $tépi a-1,4-glykosidové vazby ve struktute Skrobu, produktem je
smes oligosacharidli. Sacharaza hydrolyzuje sacharézu na glukoézu a fruktézu. Jelikoz v obou
ptipadech vznikaji redukujici sacharidy, zatimco vychozi substraty redukujici nejsou, st€peni
substratu miizeme prokézat Fehlingovou zkouskou.

Podrobnéji k pouzZivanym enzymiim:

Glykosidazy patfi mezi hydrolazy (podpodtiida 3.2.1 mezinarodni nomenklatury enzymu). Jsou
specifické vuci typu glykosidové vazby (a-glykosidazy nebo B-glykosidazy).

Amylaza, at’ uz rostlinného nebo zivoc¢isného pivodu, §tépi 1,4-a-glykesidové vazby skrobu, glykogenu
a polysacharidt. Vazby B-glykosidové, napt. v celuldze, hydrolyzovat nedokaze.

Jako o-amylaza (EC 3.2.1.1.) se oznaCuje enzym, ktery se vyskytuje ve slindch a pankreatické §tave
ivodichti. Stépi endohydrolyzou 1,4-a-glykosidové vazby polysacharidii obsahujicich tii a vice 1,4-a-
glykosidové vazanych glukozovych jednotek. Vysledkem hydrolytického Stépeni amylozy je smés maltézy a
glukézy s hemiacetalovymi hydroxyly uvolnénymi jako a-anomery. Amylopektin a glykogen $tépi a-amylaza
nahodné na 1,4-0-glykosidovych vazbach, pticemz 1,6-a- vazby zlstavaji nedotéeny. Vyslednymi produkty tak
jsou vétvené i nevétvené oligosacharidy. Enzymova hydrolyza $krobu a-amylazou ma nékolik fazi, které se
projevi také reakci s jodem. Skrob se barvi jodem temné modie, §tépné polysacharidy — dextriny fialové
(amylodextrin), purpurové az Cervené (erytrodextrin), popi. se nebarvi jddem viibec (achrodextrin). Béhem §tépeni
Skrobu také ve smési piibyva redukujicich cukra.

Jako B-amylaza (EC 3.2.1.2) se oznacoval enzym rostlinného puvodu, obsazeny napf. ve sladu, ktery
S$tépi 1,4-a-glykosidové vazby od neredukujiciho konce polysacharidového fetézce. Z amyldzy vznikd maltdza,
ktera se uvoliuje jako B-anomer, dochazi tedy k inverzi. Amylopektin tento enzym $tépi rovnéz z neredukujiciho
konce az k vétveni 1,6-a-, které uz tento enzym rozstépit nemize. Kone¢ny produkt tohoto typu hydrolyzy skrobu
je tzv. limitni dextrin. Ani Zivo¢i$na a-amylaza, ani rostlinna B-amylaza tedy nes§tépi vazby 1,6-a-, ani 1,4-p-
glykosidovou vazbu.

Jako tzv. y-amylaza (glukoamylaza, EC 3.2.1.20) se oznacuje enzym obsazeny v membrané enterocyta
tenkého stieva. Je termostabilni (proto téZ oznaleni termostabilni maltiza), $tépi polysacharidy a jesté I1épe
maltézu. Hydrolyza probiha od neredukujiciho konce, §tépi se pfi ni vazby 1,4-0 a vyslednym produktem je -
glukoza.

Sacharaza z kvasnic je B-fruktofuranosidaza, ktera $tépi B-glykosidovou vazbu v sacharoze. Na prvni
pohled podobna sacharaza z kartacového lemu enterocytd tenkého stéeva savcll, sacharosa-o-D-glukohydrolasa
(EC 3.2.1.48), ma odlisnou specifi¢nost — §tépi a-glykosidovou vazbu, takze kromé sacharézy hydrolyzuje i
maltézu.

Vazby 1,6-a-, které zlstavaji v isomaltoze, amylopektinu, glykogenu a oligosacharidech, jez vznikly
v tenkém stieve travenim $krobu a glykogenu a-amylazou, se odbouravaji pfevazné isomaltazovou podjednotkou
sacharazového-isomaltazového komplexu kartacového lemu, oligosacharid-a-glukohydrolazou, (oligo-1,6-
glukosidaza, EC 3.2.1.10.).

Sachardzovy-isomaltazovy komplex kartaového lemu se syntetizuje jako jediny polypeptidovy fetézec.
Proteolytické enzymy z lumen tenkého stieva pak tento bilkovinny fetézec nastépi, ¢imz vzniknou samostatné
funkéni podjednotky sachardzového-isomaltazového komplexu. Obé podjednotky katalyzuji hydrolyzu maltézy
(reprezentuji asi 80 % veskeré maltazové aktivity tenkého stieva). Kromé toho dokaze sacharazova podjednotka
S$tépit i sacharézu. Jak uvedeno vysSe, isomaltazova podjednotka muze také odbouravat vazby 1,6-o- napf. v
isomaltéze ¢i v dextrinech.



Reagencie:

1. Skrobovy maz 10 g/ (1 g 8krobu tfepat nebo zahiivat s vodou, suspenzi lit pomalu do 100 ml
vrouci vody, povafit 2—3 minuty)

2. Sacharodza 10 g/l (roztok denné Cerstvy)

3. Sacharaza z kvasnic

4. a-amylaza: sliny ziedéné v poméru 1:10

5. Fehling I: CuSOa4. 5 H20 70 g/l C

6. Fehling 11: NaOH 250 g a vinan draselno-sodny 350 g v 1 1 ¢isténé vody ‘%
7. Lugoluv roztok: jod 20 g v 1 1 nasyceného roztoku jodidu draselného; pro pouziti se fedi 5
kapek Lugolova roztoku do 10 ml ¢isténé vody

Pracovni postup
1. Pfipravte roztok amyldzy: v kaddince zfed’te malé mnozstvi vlastnich slin ¢isténou vodou

piiblizn€ 10x.

2. Ocislujte ctyfi dlouhé zkumavky a smichejte v nich reakéni smési dle tabulky:

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

3. Vsechny zkumavky inkubujte 30 minut v termobloku pii 37°C.

4. Ptipravte asi 10 ml Fehlingova ¢inidla: v kddince smichejte ptiblizné stejné dily roztoka
Fehling I (CuSO4) a Fehling Il (vinan sodno-draselny s NaOH).

5. Pouzijte Fehlingovu zkouSku k detekci Sté€peni substratu: Vezméte ctyii nové dlouhé
zkumavky, ocislujte je, do kazdé dejte asi 1 ml pfipraveného Fehlingova ¢inidla a ptfidejte
nékolik kapek z odpovidajici piivodni reakéni smési. Zkumavky zahtivejte ve vrouci vodni
lazni a sledujte barevné zmény. Plvodni Fehlingovo ¢inidlo je tmavé modré. Zména
zbarveni do zelené, oranzové nebo ¢ervené znamena tvorbu Cu20 a je dikazem pfitomnosti
redukujicich latek, tedy v naSem piipad¢ Stépeni substratu.

6. Zjistéte, ve kterych zkumavkach zlstal nerozstépeny skrob: zied’te si ve zkumavce Lugoliv
roztok (5 kapek/asi 10 ml vody). Ptiblizné 1 ml kazdého testovaného roztoku pteneste do
nové zkumavky a ptidejte nékolik kapek fedéného Lugolova roztoku. Pfitomnost Skrobu se
projevi jako tmaveé modré zbarveni.



Uloha 3 - Vliv pH na aktivitu enzymu

Princip:

Vliv pg na aktivitu enzymu si ukazeme na piikladu pepsinu. Pepsin je travici enzym, ktery
Stépi bilkoviny. Riizné zivocisné druhy tvoii rtizné, mirn€ odlisné formy pepsinu s riznym
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
kysel¢ katalyze.

Pepsiny nejlépe pracuji v kyselém prostiedi. U Clovéka vznikd 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 pusobi 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 uvnitt
polypeptidového fetézce (endohydrolyza), pticemz je specificky k oblastem, které obsahuji
hydrofobni aminokyselinové zbytky — predev§im aromatické (Phe), ale i alifatické (Leu). V
jinych ¢astech Zaludku se podobnym mechanismem tvoii i pepsin B. Dalsi enzym, pepsin C,
se u &lovéka oznaduje také jako jako gastriksin. Stépi endohydrolyzou prednostnd peptidové
vazby za zbytkem aminokyseliny Tyr a je méné specificky nez pepsin A.

Optimalni pH pepsinu ponékud kolisa podle toho, jaky substrat ma 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/I

2. Kyselina chlorovodikova 0,1 mol/l

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



Pracovni postup:
Do ¢tyt ocislovanych zkumavek odméite roztoky podle tabulky (suspenzi vaje¢ného bilku pred

pouzitim protiepat!) Pracovni postup:
Do ¢tyt ocislovanych zkumavek odméite roztoky podle tabulky (suspenzi vaje¢ného bilku pred
pouzitim protiepat!):

1 2 3 4
Kone¢né pH 1,2 15 25 Kontrola
Roztok pepsinu ml 2 2 2 -
HCIl ml 4 2 0,2 2
Ci3téna voda ml - 2 3,8 4
Suspenze bilku ml 1 1 1 1

Inkubujte zkumavky ptiblizné¢ 10 minut pti 37°C v termobloku.

Vyhodnoceni:
Po skonceni inkubace se hodnoti projasnéni obsahu zkumavek, ke kterému doslo natrdvenim

bilkovin vaje¢ného bilku. PouZijte semikvantitativni stupnici, napf.: + Gplné projasnéni, +/-
¢astecné projasnéni a - pretrvavajici zékal.

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

Uloha 4 - Oxidoreduktazy

VétSina energie v Zivo¢isSném organismu pochazi z oxidoredukcnich pochodi. Oxidacni
produkty reakce maji mensi obsah energie nez vychozi reagujici latky a energie je uvoliiovana
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 dllezitost pii konzervaci a pfenosu energie. Vytvareji se
z energie uvolnéné v buce pfi oxidacnich reakcich. Oxidoredukce mohou probihat anaerobné,
napf. v glykolyze, nebo aerobné, napt. pfi oxidaci substratl citratového (Krebsova) cyklu nebo
[1-oxidaci mastnych kyselin v mitochondriich.

Cukry, lipidy a bilkoviny ptedstavuji zdroje energie v organismu, ale oxidace neprobihaji
vétSinou piimo s molekularnim kyslikem ani pfi aerobnich oxidoredukcich (s vyjimkou tzv.
oxygenaz).

Pti oxidoreduk¢nich pochodech v mitochondriich je pfenasen vodik ze substratii na kyslik fadou
pfenasecii, jez vytvareji mezi sebou pfesné navazujici systém enzymi. Tento fetéz
oxidoreduk¢nich pochodl (bunééné dychani) probiha ve dvou stupnich:

1. Pfenos vodiku Uu¢inkem dehydrogendz, jez obsahuji jako koenzym pyridin- a
flavinnukleotidy.
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2. Ptenos elektronti zejména prostiednictvim cytochroma (v mitochondriich). Vyznamny je
posledni stupen, kde autooxidabilni cytochromoxidadza reaguje pifimo s molekuldrnim
kyslikem za tvorby vody.

Oxidoredukeni sled reakci probihd ve vnitini mitochondrialni membrané v tzv. dychacim
(respiracnim) fetézu, ktery je velmi schematicky vyjadien jako dvouelektronovy pienos, nebot’
molekuldm organickych substrati jsou elektrony prostfednictvim dehydrogenazovych
koenzymu pii biologickych oxidacich odnimany v parech. Na tUrovni cytochromu je vSak
pienos jednoelektronovy a na urovni cytochromoxidazy pii redukci molekuly O2
ctytelektronovy.

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

Akceptorem elektront vS§ak nemusi byt vzdy kyslik. Nékteré dehydrogendzy odevzdavaji
elektrony i jinym akceptorim, napf. pyruvatu (laktatdehydrogendza) nebo in vitro i
arteficialnim akceptorum, jako je methylenova modi (flavinové dehydrogenazy). Jde tu o
anaerobni oxidoredukce.

V naSem cviceni bude modelové demonstrovana oxidoredukce glukdzy vzdusnym kyslikem za
katalyzy methylenovou modii, ktera bude fungovat jako docasny akceptor elektrond. Jeji
redukovana forma (leukobaze) je bezbarva, ale je autooxidabilni a tiepanim se vzduchem opét
pfechézi v barevnou oxidovanou formu.

Z  dehydrogenaz, kromé¢ laktatdehydrogendzy, bude ukdzdna dehydrogenace
xanthinoxidoreduktdzou (xanthinoxiddzou) z mléka, kde substratem bude formaldehyd a
akceptorem elektroni methylenova modr.

Dehydrogenace xanthinoxidoreduktazou (xanthinoxidazou)
Princip:

Xanthinoxidaza (EC 1.17.3.2) je relativné nespecificka dehydrogenaza obsazena napt. v mléce
(Schardingerav enzym), v sav¢ich jatrech a mnoha dalsich tkanich. Jejim pasobenim vznika z
purina (hypoxanthinu a xanthinu) jejich degradac¢ni produkt, kyselina mocova. Kromé toho
xanthinoxidaza muze oxidovat i pteriny a dalsi substraty, mj. i jednoduché aldehydy (ma tedy
i aktivitu aldehydoxidazy EC 1.2.3.1). Je to flavinovy enzym, jehoz koenzymem je
flavinadenindinukleotid (FAD), avsak v aktivnim centru obsahuje téz atomy kova (Mo, Fe).
Dehydrogenaci substratu vznika FADH>, ktery maze byt reoxidovan molekularnim kyslikem
(autooxidace) za vzniku H202, nebo arteficialnim akceptorem (methylenova modi). Enzym
neni inhibovan kyanidem, ale varem se nici.

V sav¢ich 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
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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

elektrond pro reoxidaci FADH2 methylenovou modi a jako zdroj enzymu nepasteurované
kravské mléko.

meziprodukt

H,O
o“c~H \H\C/OH redukovana methylenovamodr
H - ’ “OH FAD (M.m.H;)
annthinoxidasa
HO O
\C// FADH, methylenova modi (M.m.)

|
H

Reagencie:
1. Mléko nesvafené (nepasteurované)

2. Mléko svaiené

3. Methylenova modi 0,5 g/l @

4. Roztok formaldehydu 4 g/l

5. KCN 10 g/l

Pracovni postup:
1. Do tti zkumavek pripravte reakéni smés podle tohoto schématu:

1 2 3
Cerstvé mléko 2ml - 2ml
Svarené mléko - 2 ml -
Methylenova modi 100 pl 100 pl 100 pl
KCN (pozor jed!!!) - - 0,2 ml
Deionizovana H20 0,2 ml 0,2 ml -
formaldehyd 250 pl 250 pl 250 pl

Obsah zkumavek dobie promichat

Parafinovy olej * 1mil 1mil 1ml
(prrevrstvit ihned po promichdni)

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

2. zkumavky vlozte do suchého bloku, inkubujte pti 37 °C a kontrolujte prubéh reakce priblizné
kazdych 5 minut, az zkumavka ¢. 1 je zcela odbarvena.

3. Zkumavku ¢. 1 protiepejte se vzduchem a mléko opét zmodra, nebot’ probiha reakce:
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redukovana methylenova modf 0,
(M.m.H,)

methylenova modf (M.m.) H,0,

4. 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.
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