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Znaki i symbole ostrzegawcze umieszczane
na odczynnikach chemicznych

Symbol Opis
T+ Substancja bardzo toksyczna
T Substancja toksyczna
Xn Substancja szkodliwa
=
s C Substancja zraca
- =l

X -

Substancja draznigca

Substancja niebezpieczna
dla srodowiska

Substancja wybuchowa

Substancja utleniajaca

e‘s
N -

Substancja skrajnie tatwopalna

Substancja wysoce fatwopalna




Regulamin pracowni

1. Przed wejsciem do pracowni nalezy natozy¢ fartuch ochronny i miekkie
obuwie.
2. W sali ¢wiczen nalezy pracowac doktadnie, unikaé¢ zbednych rozmoéw

i zachowywac czystos$¢ miejsca pracy.

3. Nalezy zapoznac¢ sie ze znakami ostrzegawczymi i ich symbolami,
umieszczonymi na odczynnikach przygotowywanych do ¢wiczen.

4, Preparatéw i odczynnikéw nie wolno bada¢ smakiem.
5. W pracowni nie wolno spozywac¢ pokarmdw i napoi.
6. Obowigzuje oszczedne uzytkowanie wody destylowanej, pradu

elektrycznego i gazu.

7. Zaleca sie szczegdllng ostroznos$¢ przy postugiwaniu sie stezonymi
kwasami, zasadami, truciznami oraz ptynami tatwopalnymi._Stezone
kwasy, zasady oraz trucizny nalezy pobiera wylacznie przez

zanurzenie pipety. Zuzyte kwasy, zasady nalezy wylewa¢ do zlewu
w ten sposdb, aby unikngé poparzenia przez odbite od Scianek zlewu
kropelki ptynu (trzymac ujscie naczynia podczas wylewania mozliwie
jak najblizej odptywu w zlewie, delikatnie sptukac woda).

Ptynami tatwopalnymi nalezy postugiwac sie w pomieszczeniach bez
zapalonych palnikéw i innych zZrodet otwartego ognia. Przechowywacd
je w naczyniach szczelnie zamknietych.

8. Nalezy umiejetnie korzysta¢ z instalacji gazowej. Przy zapalaniu
palnika gazowego nalezy najpierw zamkna¢ doptyw powietrza,
a nastepnie zblizy¢ zapalong zapatke do wylotu kominka i powoli
otworzy¢ kurek gazowy. Uregulowac doptyw powietrza (ptomien nie
powinien huczec¢ ani kopci¢). Niepotrzebne palniki nalezy natychmiast
zgasic.



10.

11.

12.

Przy ogrzewaniu ptyndw w probdwkach, bezposrednio nad ptomieniem
palnika, nalezy napetnia¢ je jedynie do 1/4 objetosci. Podczas
ogrzewania ustawicznie potrzasa¢ probowka. Wylot proboéwki nalezy
kierowac w strone, gdzie nikogo nie ma. Ogrzewac gorng powierzchnie

ptynu.

W przypadku poparzenia skory, jamy ustnej lub oczu nalezy
natychmiast zmy¢ zracy ptyn obficie woda wodociggowg oraz
zawiadomi¢  asystenta. Nastepnie  zobojetni¢  kwasy 5%
wodoroweglanem sodu, a zasady - 1% kwasem octowym. Zwigzki
stuzace do zobojetniania sg na kazdej sali ¢wiczen.

Przed przystgpieniem do ¢éwiczen nalezy sprawdzié¢, czy wyzej
wymienione odczynniki znajdujg sie na sali.

W razie zapalenia sie mieszaniny reakcyjnej, stotu Ilub fartucha
ochronnego studenta, nalezy natychmiast gasi¢ pozar przy uzyciu
koca szklanego (wisi na Scianie w sali) lub gasnicy (znajduje sie na
sali) oraz zawiadomic¢ asystenta.

Przed wyjsciem z pracowni nalezy uporzadkowaé miejsce pracy,
odczynniki i sprzet. Umy¢ szkto laboratoryjne. Zamkna¢ kurki gazowe,
zakreci¢ krany.

Uwaga

Zabrania sie wpisywania wynikoéw i robienia notatek
w_skryptach. Uwagi dotyczace <¢wiczen, protokoty doswiadczen,
interpretacje wynikéw nalezy wpisywaé do zeszytu, przeznaczonego
do ¢wiczen z biochemii.




Aminokwasy i biatka

Cel éwiczenia: poznanie niektorych wtasciwosci aminokwasow
i biatek

Aminokwasy

Aminokwasy nalezg do najlepiej poznanych skfadnikéw organizmoéw
zywych. Sg pochodnymi kwasdw organicznych, w ktdrych jeden atom wodoru,
najczesciej przy weglu a, jest podstawiony grupg aminowg. Niektore
aminokwasy posiadajg dwie grupy aminowe zlokalizowane przy roznych
atomach wegla, nieliczne zawieraja dwie lub nawet trzy grupy karboksylowe.
Dwa aminokwasy; prolina i jej hydroksylowana pochodna - hydroksyprolina,
nie posiadajg grupy aminowej, lecz grupe iminowg, dlatego sg nazywane
iminokwasami.

Opisano ponad 300 réznych aminokwasow. Zdecydowana wiekszos¢
z nich wystepuje w postaci wolnej lub w potaczeniach niebiatkowych,
a jedynie 20 wystepuje powszechnie w niemal wszystkich biatkach. Obecnos¢
i umiejscowienie aminokwasow w strukturze czasteczek biatkowych jest
zdeterminowane genetycznie. Niektére aminokwasy np. hydroksyprolina
i hydroksylizyna, pojawiajg sie w biatkach w wyniku modyfikacji reszt
aminokwasowych wczesniej wbudowanych do farncucha biatkowego.

Fragment czasteczki aminokwasu, ztozony z wegla a, grupy
a-aminowej i grupy a-karboksylowej jest wspdlnym elementem strukturalnym
wszystkich  aminokwaséw  biatkowych (z  wyjatkiem  iminokwaséw).
W fizjologicznym pH (okoto 7,4) wiekszos¢ grup karboksylowych jest
zdysocjowana, tworzy anion -COO-, a wiekszos¢ grup aminowych wigze H*
tworzac kation -NHs*. W tych warunkach dominujacg forma aminokwasu jest
wiec jon obojnaczy, bedacy nosnikiem dwéch przeciwstawnych tadunkdéw
elektrycznych. Dlatego, do celéw dydaktycznych, przyjeto jako regute,
zapisywanie wzorow strukturalnych aminokwaséw z grupa aminowa w postaci
kationowej -NHz* i grupg karboksylowa w postaci anionowej -COO".

Wiasciwosci  chemiczne, wspdlne dla wszystkich aminokwaséw,
wynikajg z obecnosci w ich czasteczkach grupy a-karboksylowej i a-aminowej.
Wszystkie aminokwasy, zawierajace wolng grupe a-aminowa, w reakcji



z ninhydryna tworzg produkty o barwie niebiesko-fioletowej, natomiast
prolina i hydroksyprolina, zawierajgce grupe iminowga, tworza produkty
o barwie Zzdéttej. W trakcie reakcji ninhydrynowej aminokwas ulega
dekarboksylacji i deaminacji, a uwolniony amoniak wigze sie z ninhydryna
tworzac produkt barwy niebiesko-fioletowej.

Pozostate fragmenty czgsteczek aminokwasdéw, zespolone z weglem a,
noszg nazwe fancuchdéw bocznych lub podstawnikéw bocznych. Oznacza sie je
symbolem R. To one nadajg aminokwasom ich indywidualne wtasciwosci.
Struktura tancucha bocznego decyduje o roli aminokwasu w biatku. tancuchy
boczne rdznig sie bowiem sktadem pierwiastkowym, strukturg przestrzenna,
wielkoscig, tadunkiem elektrycznym, zdolnoscia do tworzenia wigzan
wodorowych oraz reaktywnoscig chemiczng. W podstawnikach tych moga
wystepowac: dodatkowa grupa aminowa, grupa amidowa, dodatkowa grupa
karboksylowa, grupa -SH, grupa -S-CHs, grupa -OH, grupa guanidynowa
oraz podstawniki pierscieniowe: fenylowy, hydroksyfenylowy, indolowy Iub
imidazolowy. Obecno$¢ tych grup sprawia, iz poszczegdlne aminokwasy
mozna wykry¢ w materiale biologicznym prostymi metodami, mozliwymi do
zastosowania w warunkach laboratorium studenckiego. Dotyczy to zaréwno
aminokwasow wolnych, jak i wchodzacych w sktad czgsteczki biatka.

Pierscienie aromatyczne fenyloalaniny, tyrozyny i tryptofanu pod
dziataniem kwasu azotowego tworzg nitropochodne barwy zottej. Proces ten
nosi nazwe reakcji ksantoproteinowej.

Tyrozyna, podobnie jak i inne fenole, reaguje z odczynnikiem Millona,
ktory jest roztworem azotandéw (V) i azotanow (III) rteci w kwasie azotowym.
Nitrofenole, powstajace z tyrozyny pod dziataniem kwasu azotowego (V),
tworza z rteciq kompleksy barwy czerwonej. Ogrzewanie mieszaniny,
zawierajacej wolng lub peptydowo zwigzang tyrozyne oraz odczynnik Millona,
powoduje powstanie czerwonego osadu.

Aminokwasy zawierajace siarke: cysteina i metionina, w silnie
alkalicznym $rodowisku ulegaja degradacji uwalniajac jony siarczkowe, ktére
reagujq z octanem otowiu (II). Powstaje brunatno-czarny siarczek otowiu (II).

Pierscien indolowy tryptofanu reaguje z kwasem glioksalowym
w obecnosci kwasu siarkowego (VI), tworzac produkt o barwie czerwono-
fioletowej. Kwas glioksalowy wystepuje (jako skiadnik zanieczyszczajacy)
w handlowym preparacie stezonego kwasu octowego.



Peptydy i biatka

Biatka zbudowane sg z L-a-aminokwaséw potaczonych wigzaniami
peptydowymi. Dwa aminokwasy wigzq sie ze sobg w wyniku reakcji grupy
a-karboksylowej jednego z nich z grupe da-aminowq drugiego. Odiacza sie
czasteczka wody, powstaje wigzanie peptydowe. Produktem reakcji dwdch
aminokwasow jest dipeptyd, zachowujacy wolng grupe @a-aminowg jednego
z aminokwaséw i wolng grupe da-karboksylowg drugiego z nich. Grupa
karboksylowa dipeptydu moze reagowa¢ z grupg aminowg trzeciego
aminokwasu tworzac nastepne wigzanie peptydowe. Tq drogq dipeptyd
przeksztatca sie w tripeptyd, itd. Peptydy ztozone z kilku - kilkunastu
aminokwasow to oligopeptydy, dtuzsze nosza nazwe polipeptyddw. Polipeptyd
zawierajacy ponad 100 reszt aminokwasowych jest nazywany biatkiem.

Sktad aminokwasowy biatek jest bardzo zrdznicowany. Niektére, np.
albumina (biatko jaja kurzego), zawierajq wszystkie aminokwasy budujace
biatka; inne, np. zelatyna (zdenaturowany kolagen) nie zawieraja cysteiny
i tryptofanu. Zawieraja jedynie znikome, niewykrywalne w naszych
warunkach, ilosci fenyloalaniny i tyrozyny.

Wiazanie peptydowe ma cechy wigzania podwdjnego o konfiguracji
trans. Tlen grupy C=0 i wodor grupy N-H sg skierowane w przeciwne strony.
Atomy C i O grupy C=0 oraz atomy N i H grupy N-H, wraz z sasiednimi
atomami C-a, lezg w jednej pfaszczyznie. Struktura wigzan peptydowych
przypomina wigzania wystepujace w prostym zwigzku zwanym biuretem. Od
niego wywodzi sie nazwa reakcji biuretowej, charakterystycznej zaréwno
dla biuretu, jak i dla peptydéw czy biatek.

Reakcja biuretowa jest powszechnie stosowang reakcja barwna,
stuzacq do wykrywania oraz ilosciowego oznaczania peptyddw i biatek. Jest
ona charakterystyczna dla struktur, ktére posiadajg, co najmniej dwa
wigzania peptydowe. W obecnosci peptydu lub biatka odczynnik biuretowy,
bedacy roztworem CuSO4, NaOH i winianu sodowo-potasowego, zmienia
barwe z niebieskiej na fioletowga. W alkalicznym $rodowisku powstaje
kompleks Cu?* z peptydem Ilub biatkiem oraz z winianem. Ten ostatni
zwieksza rozpuszczalno$¢ catego kompleksu. Natezenie barwy jest
proporcjonalne do stezenia biatka w roztworze.



Strukture biatek mozna rozpatrywaé na czterech ,poziomach”. Sa to
struktury: pierwszorzedowa, drugorzedowa, trzeciorzedowa i czwartorzedowa.
Trzy ostatnie sg okreslane wspolng nazwg: konformacja biatka.

Denaturacja biatka polega na zniszczeniu jego struktur
przestrzennych z zachowaniem struktury pierwszorzedowej. Ciggtos$c tancucha
polipeptydowego pozostaje nienaruszona. Istota denaturacji jest rozpad
wigzan o niskiej energii, ktére stabilizujg strukture przestrzenng biatka.
Czynnikami denaturujacymi sg przede wszystkim: podwyzszona temperatura
(na ogot powyzej 58-60° C), rozpuszczalniki organiczne, kwasy, zasady, jony
metali ciezkich (np. Hg?*, Pb2*), stezone roztwory mocznika Iub
chlorowodorku guanidyny. Zdenaturowane biatko traci aktywnos$c¢ biologiczng,
np. enzym traci swoje wilasciwosci katalityczne, przeciwciato - zdolnos¢
wigzania antygenu, kolagen zdolno$¢ do tworzenia widkien, a hemoglobina
zdolno$¢ do wigzania tlenu. Denaturacja biatka na ogdét zmienia jego
rozpuszczalnoéé. Biatko rozpuszczalne traci rozpuszczalno$é, biatko
nierozpuszczalne staje sie rozpuszczalnym.

Biatka rozpuszczalne w wodzie tworzg roztwory rzeczywiste Ilub
koloidowe. Trwato$¢ roztwordw biatek zalezy gtéwnie od tadunku
elektrycznego czasteczek, stopnia ich uwodnienia i temperatury. Biatko, ktore
wskutek dziatania czynnika denaturujacego utracito charakter koloidu, zwykle
wypada z roztworu.

Wykonanie

1. Reakcja ninhydrynowa - wspélna dla wszystkich
aminokwasow
Do 1 ml rozcieiczonego, obojetnego roztworu aminokwasu dodac

kilka kropli roztworu ninhydryny, a nastepnie ogrzewa¢ we wrzacej fazni
wodnej przez kilkadziesiat sekund. Zaobserwowac zmiane zabarwienia.
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2. Reakcje charakterystyczne dla poszczegdinych
aminokwaséw

a. wykrywanie aminokwasow aromatycznych - préba ksanto-
proteinowa

Do 1 ml roztworu albuminy doda¢ 0,5 ml stezonego kwasu
azotowego (V) i ogrzewac¢ we wrzacej tazni wodnej przez okoto 30 sekund.
W miare ogrzewania powstaje zéite zabarwienie, ktére pogtebia sie po
dodaniu kilku kropli 20% roztworu NaOH. Powtérzy¢ probe z roztworem
Zzelatyny i poréwnacé wynik (zo6tta barwa nie pojawia sie).

b. wykrywanie tyrozyny

Do 2 ml roztworu albuminy i do 2 ml roztworu zelatyny dodac¢ po
0,5 ml odczynnika Millona i ogrzewa¢ we wrzacej tazni wodnej przez 30
sekund. Tylko w reakcji odczynnika z albuming powstaje czerwony,
nierozpuszczalny produkt.

C. wykrywanie aminokwasoéw siarkowych - préba cysteinowa

Do 0,5 ml roztworu albuminy i do 0,5 ml roztworu zelatyny dodac
po 0,5 ml 20% roztworu NaOH i ogrzewa¢ we wrzacej fazni wodnej przez
minute. Nastepnie, do obu probéwek dodaé¢ po 1-2 kropli roztworu octanu
otowiu (II). Tylko roztwér albuminy barwi sie na kolor brunatny lub czarny
wskutek powstania zawiesiny siarczku otowiu (II).

d. wykrywanie tryptofanu

Do 1,0 ml roztworu albuminy i do 1,0 ml roztworu Zzelatyny dodac
po 1,0 ml stezonego kwasu octowego (zawierajacego kwas glioksalowy),
a nastepnie dodac¢ ostroznie, po $ciance probdéwek, okoto 0,5 ml stezonego
kwasu siarkowego. Tylko w probdwce zawierajgcej albumine na granicy
warstw pojawi sie czerwono-fioletowy pierécien, Swiadczacy o obecnosci
tryptofanu.

3. Wykrywanie wigzania peptydowego - proba biuretowa
Do 1,0 ml roztworu albuminy doda¢ 0,5 ml 2M NaOH, a nastepnie

kroplami dodawac roztwér siarczanu miedzi (II). Ptyn zmienia zabarwienie

z niebieskiego na fioletowe. Powtdérzy¢é probe z roztworem zelatyny

i porownac wynik.
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4. Denaturacja termiczna biatek

Ogrza¢ we wrzacej fazni wodnej 3 ml roztworu albuminy. Plyn
opalizuje, lecz osad nie powstaje. Zawartos¢ probowki oziebi¢ i dodawac
stopniowo kroplami 1% kwas octowy. Poczatkowo powstaje osad, ktory
rozpuszcza sie w hadmiarze kwasu octowego.

5. Wytracanie bialek alkoholem etylowym

Ochtodzi¢, przez zanurzenie w mieszaninie wody 2z lodem,
w oddzielnych probéwkach 1 ml surowicy krwi i 5 ml 96% etanolu. Nastepnie
zmieszaé oba ptyny. Zaobserwowac wypadanie biatka z roztworu. Odsgczy¢
wytrgcone biatko i rozpusci¢ je (na saczku) w wodzie destylowanej.

Wykona¢ drugg, takga samg probe bez chtodzenia, a mieszanine
surowicy krwi z etanolem pozostawi¢ w temperaturze pokojowej przez godzine
i nastepnie przesgaczy¢. Powstaty osad nie powinien rozpuszczac sie w wodzie.

6. Dziatanie stezonego kwasu azotowego na biatko

Wila¢ do probdédwki 1 ml stezonego kwasu azotowego (V), a potem
ostroznie, po $ciance pochylonej probdéwki wprowadzi¢ podobng objetosé
roztworu albuminy (unikngé¢ zmieszania obu ptynéw). Na granicy obydwu
ptyndw powstaje biato-z6tta warstwa zdenaturowanego biatka.

Zadanie

Ustali¢, czy badany roztwér zawiera biatko. Czy jest to albumina, czy
zelatyna?

W tym celu nalezy wykonac:
- prébe na obecno$¢ biatka
- probe ksantoproteinowg na obecnos$¢ aminokwaséw aromatycznych
- prébe na obecnos¢ tyrozyny
- prébe cysteinowg na obecnos$¢ aminokwasow siarkowych
- prébe na obecnos¢ tryptofanu.
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Wiasciwosci biatek w roztworach

Cel C¢wiczenia: poznanie niektorych wiasciwosci biatek
w roztworach, pomiar stezenia biatka

Rozpuszczalnosé biatek jest bardzo zrdéznicowana. Niektére sa
catkowicie nierozpuszczalne (np. keratyna, elastyna) lub wykazujg znikoma
rozpuszczalno$¢ (np. kolagen). Inne rozpuszczajq sie bardzo dobrze (np.
hemoglobina, albuminy). Rozpuszczalnikami dla biatek sg: woda lub roztwory
wodne soli, kwaséw i zasad, mocznika lub detergentéw. Rozpuszczalnosé
zalezy przede wszystkim od obecnosci aminokwaséw polarnych w czasteczce
biatka. Biatka o duzej zawartosci aminokwasdéw polarnych dobrze
rozpuszczajg sie w $rodowisku wodnym. Grupy polarne tancuchéw bocznych
aminokwasow wytwarzajq wigzania wodorowe z czasteczkami wody.
Czasteczki biatka otaczajg sie ptaszczem wodnym. Biatka, w ktérych dominujg
aminokwasy niepolarne, majg ograniczone mozliwosci wigzania wody, sg
zatem nierozpuszczalne.

Roztwory biatek sq na ogét roztworami rzeczywistymi, o mono-
molekularnym stopniu dyspersji. Niekiedy jednak czasteczki biatek asocjuja,
tworzac agregaty ztozone z dwodch lub kilku czasteczek. Roztwor biatka
przybiera wtedy cechy roztworu koloidalnego.

Biatka wykazuja wilasciwosci amfoteryczne. Zachowujg sie
w roztworze (zaleznie od pH) jak kwasy Ilub zasady. Wiasciwos¢ ta
uwarunkowana jest gtdwnie obecnoscia grup polarnych z fadunkiem
elektrycznym w tancuchach bocznych niektérych aminokwasow. Grupy -NH>
wigza jony H* obecne w roztworze zapobiegajac zakwaszeniu, a protony
odiaczane w trakcie dysocjacji grup =-COOH zobojetniajg jony =OH-,
zapobiegajac jego alkalizacji.

Ta wilasciwos¢é aminokwasow, peptyddéw i biatek ma istotne znaczenie
w utrzymaniu réwnowagi kwasowo-zasadowej tkanek i ptynow
ustrojowych. Wiasciwosci kwasowe nadajg biatku przede wszystkim grupy
B-karboksylowe reszt kwasu asparaginowego i y-karboksylowe reszt kwasu
glutaminowego, ktére dysocjujg uwalniajac protony (H*) i tworzac ujemnie
natadowane grupy -COO-. Srodowisko zasadowe sprzyja dysocjacji grup
karboksylowych i przechodzeniu biatek w forme anionowa. Wiasciwosci

13



zasadowe nadajq biatku grupy &-aminowe reszt lizyny, grupy guanidynowe
reszt argininy i pierécienie imidazolowe reszt histydyny. Mogg one wigzac
protony (H*) nadajac czasteczce biatka tadunek dodatni. Srodowisko kwasne
sprzyja wigzaniu protondéw przez wyzej wymienione grupy i przechodzeniu
biatka w forme kationowa.

Pojedyncze grupy a-aminowe i a-karboksylowe, wystepujace
w aminokwasach N-koncowych i C-koncowych, majg niewielki wptyw na
sumaryczny tadunek elektryczny czasteczki biatka.

Kazde biatko ma charakterystyczng dla siebie warto$¢ pH, w ktérej
liczba tadunkdéw dodatnich i ujemnych na powierzchni czasteczki réwnowazy
sie nawzajem. Te warto$¢ pH nazywamy punktem izoelektrycznym - pI.
W punkcie izoelektrycznym sumaryczny fadunek elektryczny czasteczki biatka
rowna sie zeru. W tych warunkach biatko nie przemieszcza sie w polu
elektrycznym, a jego rozpuszczalnos¢ jest najmniejsza.

W $rodowisku o pH wyzszym od punktu izoelektrycznego biatka
wykazujg ujemny fadunek wypadkowy i moga tworzy¢ zwigzki z kationami
metali ciezkich. Oddziatywanie kwasne utrudnia przebieg tych reakcji, gdyz
dysocjacja grup karboksylowych zostaje cofnieta. Biatko traci wtasciwosci
anionowe i nie reaguje z kationami.

W $rodowisku o pH nizszym od punktu izoelektrycznego wypadkowy
fadunek biatka staje sie dodatni. Protony pochodzace z dysocjacji kwaséw
obecnych w roztworze wigza sie z grupami aminowymi, tworzac dodatnio
natadowane grupy NHs*. Biatko, w postaci kationowej, mozna wytrgcic¢
z roztworu odczynnikami alkaloidowymi, ktére sa nosnikami fadunku
ujemnego. Nalezg do nich miedzy innymi kwasy: sulfosalicylowy i pikrynowy,
oraz heksacyjanozelazian. Odczynniki alkaloidowe zawdzieczajg nazwe swoja
zdolnosci do wytrgcania alkaloidéw z roztworéw. Alkaloidy sg to azotowe
zwigzki organiczne o charakterze stabych zasad. Niektére z nich wykazujq
aktywnos¢ farmakologiczng (np. morfina).

Biatka mozna oddzieli¢ od zwigzkéw drobnoczasteczkowych w procesie
zwanym dializa. Do tego celu stosuje sie worki dializacyjne sporzadzone
z btony pétprzepuszczalnej (np. z celofanu). Zwigzki drobnoczasteczkowe,
znajdujace sie w roztworze zawartym wewnatrz worka, przenikaja do wody
otaczajacej worek, dazac do wyrdwnania stezen po obydwu stronach btony.
Natomiast zwigzki wielkoczgsteczkowe, np. biatka, nie przechodzg przez btony

14



potprzepuszczalne. Przez wielokrotng zmiane ptynu dializacyjnego (np. wody)
i przy dostatecznie dlugim czasie dializy (2-3 doby) mozna praktycznie
catkowicie uwolni¢ roztwodr biatka od zawartych w nim soli. Tg samg drogg
mozna wprowadzi¢ sél do wnetrza worka dializacyjnego lub wymieni¢ jeden
roztwor soli na drugi, nie zmieniajac stezenia biatka w dializowanym
roztworze.

Wyrazny wptyw na rozpuszczalno$¢ biatek majg niektore sole obojetne
np. siarczan amonu, chlorek sodu. Niskie stezenia tych soli zwiekszajg
rozpuszczalnos$¢ wielu biatek. Postepujacy wzrost stezenia soli w roztworze
powoduje dehydratacje biatek, a w konsekwencji obniza ich rozpuszczalnos¢.
Przy odpowiednio wysokich stezeniach soli mozna catkowicie wytraci¢ biatka
z roztworu. Zjawisko to nosi nazwe wysalania. Jest to jedna z metod
frakcjonowania biatek. Biatka surowicy krwi mozna rozdzieli¢ przez wysalanie
siarczanem amonu - (NH4)2S04. Globuliny wytracajq sie z roztworu przy 50%
nasyceniu siarczanem amonu, natomiast albuminy przy catkowitym wysyceniu
roztworu ta sola.

Wykonanie

1. Wytracanie bialek stezonymi roztworami soli - wysalanie

Do 5 ml nierozcienczonej surowicy krwi doda¢ 5 ml nasyconego
roztworu siarczanu amonu i wymieszaé. Przesaczy¢ przez suchy saczek do
suchej probdwki. Na saczku pozostang wytrgcone globuliny, natomiast
albuminy pozostajg w roztworze. Saczek nalezy przenie$¢ do innej probowki
i osad globulin rozpusci¢ w niewielkiej ilosci wody destylowanej (potrzebna do
ich rozpuszczenia ilo$¢ soli znajduje sie na saczku) - globuliny przejda do
roztworu. Wykona¢ probe biuretowg na obecnos¢ biatka w tym roztworze.

Przesacz zawierajacy albuminy podzieli¢ na dwie czesci. Z jedng
wykona¢ prébe biuretowa. Druga przenie$¢ do miseczki porcelanowej
i dodawac siarczan amonu (w substancji), ktéry nalezy rozciera¢ (uzywajac
zatopionego konica probowki) az do zupetnego wysycenia roztworu.
Przesaczy¢ a otrzymany przesacz poddac probie biuretowej. Poréwnac wyniki.
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2. Amfoteryczne wiasciwosci biatek

Do dwodch probdéwek doda¢ po 2 ml wody i po 3 krople btekitu
tymolowego, ktory jest wskaznikiem pH. Do jednej z nich doda¢ kroplami tyle
rozcienczonego NaOH, aby ptyn przybrat barwe niebieskg ($Srodowisko
alkaliczne), a do drugiej rozcienczonego HCl, aby wystgpita wyrazna barwa
czerwona (Srodowisko kwasne). Nalezy unika¢ nadmiaru NaOH i HCIl. Do
obydwu probdéwek nalezy dodawac kroplami tyle roztworu biatka (surowicy
krwi), aby zobojetni¢ zarowno kwas, jak i zasade, co mozna stwierdzi¢ przez
zmiane zabarwienia btekitu tymolowego (wskaznika pH) do stanu
wyjsciowego.

3. Wytracanie biatka anionowego solami metali ciezkich

a. proba z jonem Fe3+

Do 3 ml roztworu biatka jaja kurzego dodawac kroplami rozcienczony
roztwor FeCls, Powstaje osad, ktéry rozpuszcza sie w miare dalszego
dodawania odczynnika.

b. préba z jonem Pb2*
Do 3 ml roztworu biatka jaja kurzego dodawac¢ kroplami roztwdr
octanu otowiu (II). Wytraca sie osad.

4. Wytracanie biatka kationowego odczynnikami
alkaloidowymi

a. proba z heksacyjanozelazianem

Do 2 ml roztworu biatka, zakwaszonego kilkoma kroplami stezonego
kwasu octowego, dodac¢ kilka kropli heksacyjanozelazianu (III) potasu.
Powstaje biaty osad.

b. proéba Essbacha

Do 2 ml roztworu biatka dodaé¢ taka samag objetos¢ odczynnika
Essbacha, sktadajacego sie z kwasu pikrynowego i kwasu cytrynowego.
Powstaje zoity osad.

C. préba z kwasem sulfosalicylowym

Do 2 ml roztworu biatka, zakwaszonego kilkoma kroplami stezonego
kwasu octowego, doda¢ kilka kropli 10% kwasu sulfosalicylowego. Powstaje
biaty osad.
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5. Dializa

Do probowki wla¢ 5 ml roztworu biatka, 5 ml 0,9% NaCl i 5 ml 10%
roztworu glukozy. Wymiesza¢ zawarto$¢ probowki i przela¢ do worka
dializacyjnego. Worek nalezy zawigzac¢ i przymocowac do bagietki szklanej.
Utozy¢ bagietke poziomo na krawedzi zlewki o pojemnosci 200 ml i dodac tyle
wody destylowanej, aby jej poziom zrownat sie z poziomem ptynu w worku
dializacyjnym. Zawartos¢ zlewki miesza¢, co 10-15 minut przez delikatne
wstrzasanie lub poruszanie workiem. Po 2 godzinach wykonaé préby na
obecnos¢ chlorku, glukozy i biatka w dializowanym roztworze (pobranym
z wnetrza worka dializacyjnego) oraz w ptynie dializacyjnym.

a. proba na obecno$é¢ chlorku

Przygotowa¢ dwie probowki. Do pierwszej przenies¢ 1 ml
dializowanego roztworu, a do drugiej 1 ml ptynu dializacyjnego. Do obydwu
dodac kilka kropi 0,1M AgNOs i wymieszac. Jony chlorkowe reaguja z jonami
srebra tworzac nierozpuszczalny AgCl.

b. proba na obecnos$é glukozy

Przygotowa¢ dwie probdowki. Do pierwszej przenies¢ 0,5 ml
dializowanego roztworu, a do drugiej 0,5 ml ptynu dializacyjnego. Do kazdej
z probowek doda¢ po 2 ml odczynnika Benedicta (niebieski), zawierajacego
jony Cu?*, wymieszac. Obie proby ogrzewac przez okoto 5 minut we wrzacej
tazni wodnej, a nastepnie oziebi¢. Glukoza redukuje Cu?* do Cut*.
Zaobserwowaé powstawanie pomaranczowego osadu tlenku miedzi (Cu,O).

C. préoba na obecno$¢ biatka - préba biuretowa

Przygotowa¢ dwie probowki. Do pierwszej przenies¢ 1 ml
dializowanego roztworu, a do drugiej 1 ml ptynu dializacyjnego. Do obu
probéwek doda¢ 0,5 ml 2M NaOH, a nastepnie 0,5 ml roztworu siarczanu
miedzi (II). Poréwnac zabarwienia.

6. IloSciowe oznaczanie biatka metoda biuretowa

Do probéwek 1-4 dodawac kolejno po 1 ml standardowych roztworéw
biatka o stezeniach: 10, 20, 40 i 60 mg/ml. Do probdéwki 5-ej doda¢ 1 ml
proby badanej, a do probdwki 6-ej 1 ml H,O (préba kontrolna). Nastepnie do
kazdej z tych probdéwek dodaé¢ po 4 ml odczynnika biuretowego i doktadnie
wymieszacé. Roztwory zawierajace biatko przybierajg barwe fioletowg, ktérej
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intensywnos$¢ narasta w czasie, osiggajac maksimum po uptywie 20 minut. Po
tym czasie odczyta¢ absorbancje w poszczegdlnych prébach (probdwki 1-5)
przy dtugosci fali 550 nm w stosunku do proby kontrolnej (probowka 6).

Sporzadzi¢ wykres kalibracyjny, uwzgledniajacy zalezno$¢ absorbancji

od stezenia biatka (na osi rzednych oznaczy¢ absorbancje, na osi odcietych -
stezenie biatka) a nastepnie odczytac stezenie biatka w prdobie badanej.

Zadanie

Oznaczy¢ stezenie biatka metodg biuretowa. Wyniki pomiaru
przedstawi¢ w mg/ml.
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Biatka krwi

Cel éwiczenia: poznanie niektorych wiasciwosci biatek krwi

Krew jest jedyna tkanka ptynng, bedacq w ciagtym ruchu. Peini
w organizmie przede wszystkim funkcje transportowe. W jej skfadzie znajdujq
odzwierciedlenie niemal wszystkie stany chorobowe. W przebiegu réznych
procesow patologicznych we krwi krazacej pojawiajgq sie sktadniki, ktére nie
wystepuja we krwi o0sob zdrowych. Zawarto$¢ wielu sktadnikdw we krwi
wzrasta lub maleje w przebiegu chordb. tatwos$¢ pobrania krwi (bez szkody
dla chorego) pozwala na jej szerokie wykorzystanie, jako materiatu
diagnostycznego. Jezeli krew zostanie pobrana do naczynia zawierajacego
substancje hamujacq jej krzepniecie (antykoagulant), np. heparyne lub
substancje wigzacg jony Ca2*, jak wersenian sodowy (EDTA), szczawian lub
cytrynian, nie krzepnie. Poprzez wirowanie mozna oddzieli¢ krwinki,
osiadajace na dnie probowki, od ptynnego osocza krwi. Osocze zawiera
wszystkie pozakomérkowe skfadniki biatkowe krwi, wsréd nich fibrynogen
i inne biatkowe czynniki krzepniecia. Jezeli krew zostanie pobrana do naczynia
bez antykoagulanta, krzepnie w czasie kilku minut. Skrzep ulega obkurczeniu
(retrakcji), uwalniajac ptyn zwany surowicq. Obkurczony skrzep, zawierajacy
gtéwnie fibryne (przeksztatcony fibrynogen) i komoérki ,uwiezione” w jego
wnetrzu, mozna usung¢ przez wirowanie. Nad osadem gromadzi sie surowica
krwi.

Surowica krwi nie zawiera fibrynogenu i kilku innych
czynnikéw biatkowych zuzywanych w czasie jej krzepniecia. Poza tym
sktad surowicy i osocza jest bardzo podobny.

Krew jest zawiesing komorek (krwinek czerwonych, biatych i ptytek
krwi) w ptynnym osoczu. Osocze krwi sktfada sie w 90% z wody i w 10%
z substancji statych. Substancje state krwi mozna podzieli¢ na:

1. Substancje organiczne:
azotowe: - biatka: albuminy, globuliny, fibrynogen, enzymy,
hormony biatkowe
- skladniki niebiatkowe: mocznik, kwas moczowy,
kreatynina, bilirubina, wolne aminokwasy
bezazotowe: glukoza, lipidy
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2. Substancje nieorganiczne - kationy i aniony: Na*, K*, Ca%*, Mg2*, Cl-,
HCO3', H2P04', HPO42'

Gtownym biatkiem krwinek czerwonych jest hemoglobina. Jej rola
biologiczna polega na wigzaniu tlenu podczas przeptywu krwi przez naczynia
wiosowate ptuc i przenoszeniu O do tkanek pozaptucnych. Hemoglobina jest
hemoproteing, zbudowang z czterech, parami jednakowych, podjednostek
a i B. Sktad czasteczki hemoglobiny mozna zapisa¢ symbolem: a;B.. Kazda
z podjednostek zawiera czasteczke hemu z jonem Zzelaza Fe?*, zdolnym do
wigzania 1 czasteczki tlenu. Zwigzanie tlenu (utlenowanie hemoglobiny) nie
zmienia stopnia utlenienia zelaza.

Hemoglobina pochfania niektére sktadowe widma $wiatla
widzialnego. Hemoglobina utlenowana (oksyhemoglobina) i hemoglobina
odtlenowana (deoksyhemoglobina) rdznig sie od siebie widmem absorpcji
Swiatfa widzialnego. Roztwor oksyhemoglobiny, oceniany
spektrofotometrycznie, wykazuje dwa szczyty absorpcji, w zottej i zielonej
czesci widma (578 nm i 540 nm). Substancje redukujgce, np. wodorosiarczan
(1IV) sodu (NaHSO3), powodujg przejscie oksyhemoglobiny
w deoksyhemoglobine, co skutkuje zmiang widma absorpcji $wiatta
widzialnego. Roztwér deoksyhemoglobiny zmienia barwe na czerwono-
fioletowg i wykazuje jedno maksimum absorpcji przy 565 nm, na granicy
z0ltej i zielonej czesci widma.

Biatka osocza krwi

Stezenie biatek w osoczu wynosi 6-8% (w/v). Biatka te rdznig sie
zaréwno budowa, jak i funkcjg. W zaleznosci od stosowanej metody rozdziatu
otrzymano i opisano rozne frakcje biatkowe. Najprostsza metoda rozdziatu
biatek jest ich frakcjonowanie przez dodawanie réznych soli (np. siarczanu
amonu, chlorku sodu) we wzrastajqcych stezeniach (wysalanie). Umozliwia to
rozdziat biatek osocza na kilka gtéwnych frakcji, w najprostszym przypadku na
albuminy, globuliny i fibrynogen.

Albuminy stanowig ponad potowe wszystkich biatek osocza, fatwo
rozpuszczajg sie w wodzie, utrzymujg prawidlowe cisnienie osmotyczne,
petnig funkcje transportowe. Globuliny stabo rozpuszczajg sie w wodzie,
a dobrze w roztworach soli. Pelnig role biatek enzymatycznych,
transportowych i odpornosciowych.
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Fibrynogen jest biatkiem osocza umozliwiajgcym krzepniecie krwi.
Istotg tego procesu jest przemiana rozpuszczalnego fibrynogenu
w nierozpuszczalng fibryne. Chroni to organizm przed nadmierng utrata krwi
w przypadku przerwania ciggtosci $ciany naczyniowej. Jednym z czynnikéw
warunkujacych prawidtowe krzepniecie sg jony wapniowe (Ca2*). Aniony
cytrynianowe, szczawianowe, lub wersenianowe wigzg jony Ca2*, tworzac
z nimi bardzo stabo dysocjujgce lub nierozpuszczalne sole. Z tego powodu
rozpuszczalne i dobrze dysocjujace cytryniany, szczawiany lub werseniany
(sodu, potasu, amonu) sg uzywane, jako substancje zapobiegajace
krzepnieciu krwi. Umozliwiajg one utrzymanie wynaczynionej krwi (lub
samego osocza) w stanie ptynnym. Dodanie nadmiaru jonéw wapniowych (np.
w postaci dobrze dysocjujacego CaCl,) wigze wszystkie wspomniane aniony,
a pozostate jony Ca?*, ktére nie przereagowaty ze szczawianem lub
cytrynianem, przywracajg krwi (lub osoczu) zdolno$¢ do krzepniecia. Dodanie
aktywnej trombiny (enzymu katalizujgcego przemiane fibrynogenu do
monomeru fibryny) powoduje natychmiastowe krzepniecie krwi (lub osocza)
niezaleznie od obecnosci jondw Ca2*. Trombina dziata bowiem bezposrednio
na fibrynogen, ktéry jest specyficznym substratem dla tego enzymu.

W celu oznaczenia stezenia fibrynogenu osocze ,szczawianowe” lub
~Cytrynianowe” poddaje sie dziataniu CaCl,. Wytwarza sie skrzep.
Rozpuszczalny fibrynogen przechodzi w nierozpuszczalng fibryne. Po
wyptukaniu innych biatek, skrzep rozpuszcza sie w roztworze NaOH i oznacza
sie w nim tyrozyne - aminokwas, ktérego zawarto$¢ w fibrynogenie jest
wartoscig znang. Na podstawie zawartosci tyrozyny w skrzepie mozna obliczy¢
stezenie fibrynogenu w osoczu, ktére poddano krzepnieciu. Zawartosc
tyrozyny oznacza sie kolorymetrycznie metodgq Lowry. Metoda ta polega na
redukcji przez tyrozyne kwasow fosfowolframowego i fosfomolibdenowego,
zawartych w odczynniku Folina-Ciocalteu'a. Roztwor przybiera niebieskie
zabarwienie, ktdrego intensywnos$c¢ jest miarg zawartosci tyrozyny.

Elektroforeza biatek osocza krwi

Jednym ze sposobdw rozdziatu biatek osocza krwi jest elektroforeza.
Uzyskane tg drogq frakcje stanowig podstawe ogdlnie przyjetego podziatu
biatek na albuminy, ai-globuliny, a>-globuliny, B-globuliny, y-globuliny
oraz fibrynogen. Wzajemne relacje ilosSciowe pomiedzy poszczegdlnymi
frakcjami biatek osocza cztowieka zdrowego sg dosc state. Biatka osocza (lub
surowicy) umieszczone w polu elektrycznym wedrujg do anody lub do katody
w zaleznosci od pH $rodowiska.
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W elektroforezie bibutowej nosnikiem jest pasek bibuty nasycony
buforem. W pH 8,6 biatka te uzyskujgq tadunek ujemny, a wiec wedrujg do
anody. Szybkos$¢ wedréwki poszczegdlnych biatek w polu elektrycznym zalezy
od ich fadunku oraz wielkosci i ksztattu czasteczek. Po przeprowadzonym
rozdziale paski suszy sie w 105°C i poszczegolne frakcje wybarwia sie
odpowiednimi barwnikami, np. bfekitem bromofenolowym. Ilo$¢ barwnika
zwigzanego z biatkiem jest w przyblizeniu wprost proporcjonalna do ilosci
biatka. Poszczegdlne frakcje mozna oddzieli¢ poprzez wyciecie odpowiednich
pasm z elektroforegramu. Barwnik ten mozna wyptukaé, oznaczyé
kolorymetrycznie jego stezenie i okreslic tg drogg procentowy udziat
poszczegdlnych frakcji w ogolnej ilosci biatka.

Inne metody rozdziatu biatek krwi (elektroforeza na nosnikach
zelowych, immunoelektroforeza, chromatografia kolumnowa, ogniskowanie
izoelektryczne) umozliwiajq rozdziat biatek osocza krwi na kilkadziesiat frakcji.

W procesach patologicznych obserwuje sie wiele réznorodnych zmian,
nie tylko zmiany ogdlnej ilosci biatka w osoczu (hipo- i hiperproteinemie),
ale takze zmian wzajemnych relacji ilosciowych pomiedzy poszczegdlnymi
frakcjami  (dysproteinemie). Elektroforeza jest jedng 1z technik
laboratoryjnych umozliwiajacych rozpoznanie dysproteinemii.

Wykonanie

1. Badanie widma absorpcji $wiatta widzialnego dla
oksyhemoglobiny i deoksyhemoglobiny

a. badanie oksyhemoglobiny

Do probowki wla¢ okoto 5 ml roztworu hemoglobiny i intensywnie
wstrzasa¢ przez 2-3 minuty. Kontakt z powietrzem sprawia, iz hemoglobina
nasyca sie tlenem i przechodzi w oksyhemoglobine, ktora charakteryzuje sie
czerwong barwa.

b. badanie deoksyhemoglobiny

Do 5 ml roztworu oksyhemoglobiny (otrzymanej w poprzednim
doswiadczeniu) doda¢ kilka krysztatkbw wodorosiarczanu (IV) sodu
i energicznie wymieszaé. Oksyhemoglobina traci tlen i przechodzi
w deoksyhemoglobine. Jasno-czerwony roztwoér zmienia barwe na czerwono-
fioletowa.
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C. pomiar absorbancji
Zmierzy¢ absorbancje obu préb w spektrofotometrze przy réznych dtugosciach
fal, wobec préby kontrolnej - woda destylowana.

L.p. Dtugos¢ fali [nm] Absorbancja

oksy-Hb deoksy-Hb

510

540

565

578

A R T e

600

2. Oznaczanie zawartosci fibrynogenu w osoczu

Do 0,5 ml osocza doda¢ 5 ml 0,9% NaCl i 4,5 ml 0,025M CaCl..
Bardzo dokfadnie wymieszaé. Do probdowki wiozy¢ szklang bagietke
i pozostawi¢ w temperaturze pokojowej przez 60 minut. Osocze krzepnie,
a powstaty skrzep obkurcza sie wokoét bagietki. Po uptywie tego czasu
przenies¢ skrzep na saczek i przeptukaé go trzykrotnie niewielky iloscig 0,9%
NaCl oraz trzykrotnie niewielkg iloscig wody destylowanej w celu usuniecia
rozpuszczalnych biatek osoczowych. Nastepnie przenies¢ skrzep (najlepiej
ostrzem igty) do kalibrowanej probéwki, doda¢ 2 ml 5% NaOH i ogrzewaé we
wrzacej tazni wodnej (okoto 10 minut) az do momentu catkowitego
rozpuszczenia skrzepu. Nastepnie uzupetni¢ zawarto$¢ probdéwki woda
destylowang do 10 ml i dobrze wymiesza¢. Przenies¢ 1 ml ptynu do drugiej
probéwki, zawierajacej 3 ml 10% NayCOs3;, a nastepnie doda¢ 0,5 ml
odczynnika Folina i dobrze wymiesza¢. Po 20 minutach odczyta¢ absorbancje
przy 670 nm wobec préby kontrolnej zawierajacej 1 ml 1% NaOH, 3 ml 10%
Na.COs i 0,5 ml odczynnika Folina. Intensywnos¢ zabarwienia roztworu jest
miarg zawartosci tyrozyny w probie.

W celu oznaczenia zawartosci tyrozyny nalezy sporzadzi¢ krzywa
wzorcowg. Do 1 ml roztworu zawierajgcego rézne ilosci tyrozyny: 10, 20, 40,
50, 100, 160 pg doda¢ 3 ml roztworu weglanu sodu i 0,5 ml odczynnika
Folina. Po 20 minutach zmierzy¢ absorbancje poszczegdinych probek
i narysowac krzywg wzorcowq. Na osi rzednych oznaczy¢ absorbancje, na osi
odcietych - ilo$¢ tyrozyny.
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Zawarto$¢ tyrozyny w badanej probie nalezy odczyta¢ z krzywej
wzorcowej. Stezenie fibrynogenu w osoczu oblicza sie z nastepujacego
rownania:

X = Tx10,8x10 —Tx120
0,9
X - stezenie fibrynogenu w mg na ml osocza
T - ilo$¢ uwolnionej tyrozyny wyrazona w mg
10,8 - wspdiczynnik pozwalajacy na przeliczenie ilosci
tyrozyny na ilo$¢ fibrynogenu
10 - rozcienczenie proby
0,9 - objetos¢ wyjsciowa osocza (1 ml badanej proby zawiera

0,9 ml osocza + 0,1 ml roztworu szczawianu lub cytrynianu)

3. Elektroforeza bibutowa biatek surowicy krwi

Nalezy zapoznac sie z instrukcjq obstugi aparatu do elektroforezy.
Wycigé 2 paski z arkusza bibuty Whatman 1, o wymiarach podanych
w instrukcji i zaznaczy¢ otdwkiem miejsce naniesienia surowicy. Paski te
umiesci¢ w komorze aparatu i pozostawi¢ w niej przez okres potrzebny do ich
nasigkniecia buforem weronalowym (okoto 30 minut). Nastepnie na kazdy
pasek nanie$¢ kapilarg 5-10 pl surowicy. Nalezy przy tym pamietaé, aby
naniesione biatko tworzyto jak najciensza linie, oddalong co najmniej o 0,5 cm
od kazdego z brzegéow paska. Przytozy¢ napiecie zgodnie z instrukcjg. Rozdziat
trwa kilka godzin.

Elektroforegramy wysuszy¢ w temperaturze 105°C i zabarwic
roztworem btekitu bromofenolowego w etanolu. W tym celu nalezy zwing¢ je
w rulon, umiescic w zlewce, zala¢ roztworem btekitu bromofenolowego
i pozostawi¢ na 30 minut. Plyn nalezy mieszac kilkakrotnie przez wstrzgsanie
zlewka. Zla¢ barwnik z powrotem do butelki (nadaje sie do ponownego
uzycia). Barwnik niezwigzany z biatkami wyptuka¢ dodajac 0,5% kwas
octowy. Catkowite usuniecie niezwigzanego barwnika uzyskuje sie przez
wytrzgsanie elektroforegramow w zlewce przez 1 godzine oraz kilkakrotng
wymiane kwasu octowego. Po odbarwieniu paski przeptukaé kilkakrotnie wodg
destylowana i wysuszy¢ na szkle w temperaturze pokojowej. Rozdzielone
biatka barwig sie na kolor niebiesko-zielony.

Barwnik zwigzany z biatkiem mozna wyptuka¢ (wyeluowac) i oznaczy¢

kolorymetrycznie. Doswiadczenie to nalezy wykonac¢ na 2 paskach. W tym
celu nalezy przygotowac 12 probdéwek oznaczonych kolejnymi numerami od
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1 do 12. Na kazdym z paskédw zaznaczy¢ zwyktym oftdwkiem granice
poszczegollnych  frakcji. Zaznaczy¢ odpowiedniej wielkosci  odcinek
niezabarwionej bibuty (6 i 12 to proby kontrolne). Wycigé z paskow
zaznaczone frakcje i wiozyc¢ je do przygotowanych probdowek zgodnie z Tabelg
I. Do kazdej probdéwki odmierzy¢ po 5 ml 0,1M NaOH i eluowaé barwnik ze
skrawkow przez 45 minut, wstrzasajac probowki co kilka minut. Oznaczy¢
absorbancje badanych prdéb, w relacji do proby kontrolnej, przy diugosci fali
560 nm.

Obliczenia opierajg sie na zatozeniu, ze suma absorbancji wszystkich
frakcji biatkowych odpowiada 100% biatka naniesionego na pasek.
Absorbancje poszczegdlnych frakcji, wyrazone w procentach tej sumy, dajg
procentowy sktad frakcji biatkowych surowicy - proteinogram. Wyliczone
wartosci nalezy przedstawi¢ w Tabeli I.

Tabela I
Pasek I Pasek II
Nr, Aseo % Nr, Aseo %
préby frakcji Préby frakcji
albuminy 1 7
ai-globuliny 2 8
ax-globuliny 3 9
B-globuliny 4 10
v-globuliny 5 11
kontrola 6 12
4. Analiza rozdzialow elektroforetycznych bialek surowicy

na octanie celulozy oraz ocena densytometryczna
wybranych elektroforegramow

Ogladamy gotowe elektroforegramy. Zwracamy uwage na
zréznicowanie ilosciowe frakcji biatek surowicy. Przyktadowy elektroforegram
przedstawia zataczona rycina.
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alb 59.34
all &.26
alz 12.01
bet .44
gam 12.98
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.38
0.36
0.68
0.54
0.74

g/dl
g/dl
g/d1
g/dl
g/dl

Rycina przedstawia elektroforegramy biatek
densytometryczng, umozliwiajgcg pomiar ilosciowy poszczegdlnych frakcji.

Zadanie

Oznaczy¢ stezenie fibrynogenu.
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Kwasy nukleinowe

Cel ¢wiczenia: poznanie sktadu i niektéorych wtasciwosci
kwasow nukleinowych

Kwasy nukleinowe sa zbudowane z nukleotydéw. Elementem
sktadowym kazdego nukleotydu jest zasada purynowa (adenina lub guanina)
albo pirymidynowa (cytozyna, uracyl lub tymina), cukier piecioweglowy
(ryboza lub deoksyryboza) oraz reszta kwasu ortofosforowego. Zasada wigze
sie z cukrem wigzaniem N-B-glikozydowym, reszta kwasu ortofosforowego
wigze sie ze sktadnikiem cukrowym wigzaniem estrowym poprzez grupe -OH
przy weglu 3’ lub 5’ rybozy lub deoksyrybozy. Poszczegdlne nukleotydy sg
zespolone wigzaniami fosfodiestrowymi pomiedzy weglami 3" i 5.

Kwasowy charakter nadajq  kwasom nukleinowym reszty
ortofosforanowe, z ktérych kazda zawiera H* zdolny do dysocjacji. Dzieki
temu kwasy nukleinowe sa polianionami - nosnikami wielu fadunkéw
ujemnych, a to czyni je zdolnymi do interakcji z polikationami, szczegolnie
z biatkami zasadowymi - bedgcymi nosnikami tadunkdéw dodatnich. Wigzq sie
takze z drobnoczasteczkowymi zwigzkami o charakterze zasadowym, np.
z btekitem metylenowym. W naturalnym s$rodowisku DNA wigze sie przede
wszystkim z biatkami zasadowymi - histonami, natomiast RNA gtéwnie
z biatkami obojetnymi - wchodzacymi w skfad rybosomoéw. Kompleksy
kwasdw nukleinowych z biatkami noszg nazwe nukleoprotein. W warunkach
laboratorium studenckiego, sztuczne nukleoproteiny mozna otrzymac poprzez
zmieszanie roztworu kwasu nukleinowego z surowicg krwi. W stezonych
roztworach soli nukleoproteiny dysocjuja na elementy skfadowe.
W $rodowisku zasadowym kwasy nukleinowe tworzg sole - nukleiniany,
ktore sa dobrze rozpuszczalne w wodzie. Mozna je wytraci¢ z roztworu
alkoholem etylowym.

Sktadniki cukrowe kwasdéw nukleinowych: ryboze i deoksyryboze,
mozna wykry¢ bezposrednio w roztworach tych kwaséw lub ich soli bez
koniecznosci ich wczesniejszej hydrolizy. Ryboza zawarta w RNA,
nukleotydach i nukleozydach purynowych, ogrzewana ze stezonym HCI
odwadnia sie do furfuralu, ktéry z orcyng w obecnosci jondw Fe3* tworzy
kompleks o trwatej zielonej barwie. Deoksyryboza, zawarta w DNA, podczas
ogrzewania ze stezonym kwasem siarkowym, przeksztaica sie w aldehyd
hydroksylewulinowy. Zwigzek ten w reakcji z difenyloaming tworzy kompleks
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barwy niebieskiej. Zasady purynowe mozna wykry¢ jedynie w produktach
hydrolizy tych kwaséw. Preparat kwasu nukleinowego, przeznaczony do
wykrywania puryn, nalezy podda¢ hydrolizie w kwasie siarkowym
w temperaturze 100°C. Kwasy nukleinowe ulegajq hydrolizie, poczatkowo do
mononukleotydéw. Mononukleotydy purynowe ulegajg dalszej hydrolizie do
zasad, pentoz i kwasu ortofosforowego. Pod dziataniem tego kwasu nastepuje
hydrolityczny rozpad wigzan N-B-glikozydowych pomiedzy puryng a ryboza
lub deoksyryboza. Uwalniajg sie zasady purynowe: adenina i guanina. Zasady
purynowe stracajg sie tatwo, jako nierozpuszczalne kompleksy z jonami
miedzi lub srebra. W tych samych warunkach nukleotydy pirymidynowe sg
trwate i nie ulegaja rozpadowi.

Koncowym produktem przemian zasad purynowych w organizmie
cztowieka jest stabo rozpuszczalny kwas moczowy. Sol sodowa tego kwasu
(moczan sodowy) jest dos¢ dobrze rozpuszczalny, natomiast moczany amonu,
miedzi i srebra sg trudno rozpuszczalne w wodzie. Redukujace wiasciwosci
kwasu moczowego sprawiajg, iz jest on waznym antyutleniaczem
biologicznym. Unieczynnia reaktywne formy tlenu oraz zapobiega ich
powstawaniu.
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Mureksyd
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Kwas moczowy jest utleniany przez dziatanie kwasu azotowego (V)
do alloksanu i mocznika. Kondensacja dwdch czasteczek alloksanu
z amoniakiem powoduje powstanie kwasu mureksydowego. Jego sole noszg
nazwe mureksyddéw. W reakcji z jonem NH4* tworzy sie mureksyd amonowy
barwy purpurowej, a w reakcji z jonem Na*t powstaje mureksyd sodowy barwy
niebieskiej.
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Wykonanie

1. Preparatyka kwasoéw nukleinowych z drozdzy

Okoto 25 g drozdzy piekarskich zawiesi¢ w 30 ml 10% NaCl. Rozetrzeé
dnem probowki, dodac¢ 30 kropel alkoholowego roztworu czerwieni fenolowej,
a nastepnie zawiesine zobojetni¢, najpierw 10% NaOH, potem 2% NaOH do
czerwono-pomaranczowedo zabarwienia. Zawiesine ogrzewa¢ we wrzacej fazni
wodnej przez 30 minut, okresowo mieszajgc. Kwasy nukleinowe przechodzg
do roztworu. Po ochtodzeniu mieszanine odwirowac¢ lub odsgczyé. Kwasy
nukleinowe pozostaja w przesaczu (w przypadku saczenia) lub
w supernatancie (w przypadku wirowania). Nierozpuszczalne sktadniki (osady)
nalezy odrzuci¢. Do tak otrzymanego roztworu kwasow nukleinowych dodac
trzykrotng objeto$¢ etanolu i odstawi¢ na 15 minut. Kwasy nukleinowe
wypadajg wdwczas z roztworu w postaci osadu, ktéry nalezy odsaczy¢ lub
odwirowac i ponownie rozpusci¢ w 15 ml 0,1M NaOH.

Otrzymany w ten sposdb preparat kwasow nukleinowych - nukleinian
sodowy - nalezy uzywac do dalszych doswiadczen.

2, Rozpuszczalnos¢ kwasow nukleinowych

a. Do 1 ml roztworu nukleinianu sodu dodawac¢ kroplami 2M HCI. Wypada
osad kwasu nukleinowego - ptyn opalizuje. Do tej samej probéwki dodawacd
kroplami 2M NaOH. Osad ulega rozpuszczeniu.

b. Do 1 ml roztworu nukleinianu sodu doda¢ 2 ml etanolu. Wytraca sie
osad.
3. Stracanie kwasow nukleinowych roztworami biatek

Do jednej probéwki wla¢ 1 ml nukleinianu sodu, a do drugiej 1 ml
wody. Do obu probéwek dodaé¢ po 2-3 krople rozcienczonego (1:20) kwasu
octowego oraz po 1 ml rozcienczonej (1:10) surowicy. Zaobserwowac
wytracanie sie osadu w probdéwce zawierajacej kwas nukleinowy. Nastepnie do
obu probéwek doda¢ po 2 ml nasyconego roztworu NaCl. Zaobserwowac
rozpuszczanie sie osadu w probdowce ze sztuczng nukleoproteing (powstatg po
dodaniu surowicy), podczas gdy w probdéwce zawierajacej wytacznie biatko
wytraca sie osad.
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4, Stracanie kwaséw nukleinowych btekitem metylenowym

Do 1 ml nukleinianu sodu doda¢ 2-3 krople rozcienczonego (1:20)
kwasu octowego, a nastepnie dodac kilka kropel 1% bitekitu metylenowego.
W probdwce wypada barwna sél zasadowego barwnika i kwasu nukleinowego.

5. Wykrywanie skiadnikow cukrowych kwasow
nukleinowych

a. ogolny odczyn na cukry - préba z a-naftolem

Do 1 ml nukleinianu sodu doda¢ krople 10% alkoholowego roztworu
a-naftolu, a nastepnie doda¢ ostroznie, po $ciance pochylonej probéwki, 0,5
ml stezonego H,S04 tak, aby ,podwarstwi¢” nim ptyn. Na granicy faz powstaje
czerwono-fioletowa warstwa, rozszerzajaca sie na caty roztwér po delikatnym
wymieszaniu.

b. wykrywanie rybozy - préba z orcyna

Do 1 ml nukleinianu sodu doda¢ 1 ml odczynnika orcynowego (orcyna
z FeCl; w stezonym HCI), wymieszaé i wstawi¢ na 20 minut do wrzacej tazni
wodnej. Powstaje zielone zabarwienie.

C. wykrywanie deoksyrybozy - proba z difenyloamina

Do 1 ml nukleinianu sodu doda¢ 2 ml odczynnika zawierajgcego
difenyloamine (w mieszaninie stezonego kwasu octowego i siarkowego).
Wymiesza¢ i wstawi¢ do wrzacej fazni wodnej na 10 minut. Powstaje
niebieskie zabarwienie.

6. Wykrywanie fosforanu

Do probowki wla¢ 5 kropli nukleinianu sodu lub hydrolizatu (z p. 7a),
2 ml wody destylowanej, 1,5 ml 10% kwasu trichlorooctowego (TCA), 0,5 ml
odczynnika molibdenowego oraz 0,5 ml odczynnika z eikonogenem
(w podanej kolejnosci) i doktadnie wymieszaé. Zaobserwowaé pojawienie sie
niebieskiego zabarwienia, charakterystycznego dla obecnosci anionéw
fosforanowych.
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7. Wykrywanie zasad purynowych w hydrolizatach kwasow
nukleinowych

a. hydroliza kwasow nukleinowych

Pobra¢ do probéwki 4 ml nukleinianu sodu, doda¢ 1 ml 2,5M roztworu
H>S04 i wymieszaé. Wstawi¢ do wrzacej tazni wodnej na 1 godzine. Hydrolizat
ochtodzi¢ i ostroznie zobojetni¢ (pod kontrolg papierka lakmusowego) dodajac
kroplami 2M roztwor NaOH, do oddziatywania stabo kwasnego.

b. wykrywanie puryn - przez wytracanie jonami Cu*

Pobra¢ do probdwki 1 ml hydrolizatu i ogrza¢ do wrzenia. Dodac¢ kilka
kropel roztworu CuSO4 (niebieski), a nastepnie dodawacé kroplami nasycony
roztwor NaHSOs (redukujacy jon Cu2* do jonu Cu*). Wytraca sie zotto-biaty
osad nierozpuszczalnego kompleksu puryn z miedzig. Powtdrzyc
doswiadczenie uzywajac wody zamiast hydrolizatu kwasu nukleinowego. Po
kilku minutach zaobserwowac rdznice.

C. wykrywanie puryn - przez wytracanie jonami Ag+

Pobra¢ do probdowki 1 ml hydrolizatu i doda¢ kilka kropel
amoniakalnego roztworu AgNOs oraz 1 ml roztworu NH4OH. Po kilku minutach
wypada osad bedacy kompleksem puryn z jonami Ag*. Powtérzyé
doswiadczenie uzywajac wody zamiast hydrolizatu kwasu nukleinowego. Osad
nie powstanie.

8. Kwas moczowy - niektére wiasciwosci

a. wykrywanie kwasu moczowego - proba mureksydowa

Do matej parowniczki doda¢ 1 ml moczanu disodowego oraz kilka
kropel kwasu azotowego (V). Odparowac¢ do sucha. Powstaje czerwony osad
kwasu mureksydowego. Na jeden brzeg osadu nanies¢ krople roztworu NH4OH
- powstaje mureksyd amonowy barwy purpurowej. Na drugi brzeg osadu

nanies¢ krople roztworu NaOH - powstaje mureksyd sodowy barwy
niebieskiej.
b. rozpuszczalnos¢ soli kwasu moczowego

Do czterech probowek wlaé po 1 ml roztworu moczanu disodowego.
Do pierwszej dodacé kroplami 2M roztwdr HCI, do drugiej - NH4Cl, do trzeciej
probowki CuSOs, a do ostatniej AgNOs. Rozpuszczalny moczan disodowy
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przechodzi w Zle rozpuszczalne lub nierozpuszczalne produkty, wypadajace
z roztworu w postaci osadu (odpowiednio kwas moczowy oraz jego sole
amonowe, miedziowe i srebrowe).

C. wykazanie wiasciwosci redukujacych kwasu moczowego

Do 1 ml roztworu moczanu disodowego doda¢ 0,5 ml odczynnika
Folina, zawierajgcego wolframian sodowy w kwasie fosforowym. Probe
zalkalizowa¢ dodajac 0,5 ml 2M NaOH. W obecnosci kwasu moczowego
powstajg niebieskie tlenki wolframu (WO2 x 3WOs3).

Zadanie

Zbadaé, czy dany roztwor zawiera ryboze, deoksyryboze czy kwas
MOCZoWY.
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Weglowodany

Cel ¢wiczenia: poznanie niektorych wiasciwosci cukrow
prostych i ztozonych

Weglowodany (cukry, sacharydy) sa zwigzkami o charakterze
aldehydoalkoholi Ilub ketoalkoholi wielowodorotlenowych. Monosacharydy,
czyli cukry proste, mogq by¢ klasyfikowane wedtug réznych kryteridw, jak
np.: liczba atoméw wegla w czasteczce, charakter grup czynnych, czy budowa
pierScienia. W organizmie cziowieka wystepujg przede wszystkim cukry
zawierajace od trzech do siedmiu atomdéw wegla. Najobficiej wystepujg
heksozy, wsrdd nich glukoza, ktéra jest gtdwnym monosacharydem
spozywanym i przetwarzanym w organizmie ludzkim. Potaczenie dwoch
heksoz wigzaniem glikozydowym powoduje powstanie disacharydu. Dtuzsze
tancuchy, ztozone z 3-10 jednostek monosacharydowych, noszga nazwe
oligosacharydow. Polisacharydy zawierajg zwykle setki lub tysigce jednostek
monosacharydowych. Dzielg sie one na homopolisacharydy (homoglikany),
ztozone z jednakowych jednostek cukrowych (skrobia, glikogen, celuloza)
i heteropolisacharydy (heteroglikany), ztozone =z rbéznych jednostek
cukrowych i niecukrowych (glikozoaminoglikany).

Cukry proste, a gtownie heksozy, podlegajag w tkankach réznym
modyfikacjom, w wyniku ktérych powstajgq takie pochodne, jak: glikozydy,
aminoheksozy, kwasy uronowe i kwasy sjalowe.

Obecno$¢ grup aldehydowych Iub ketonowych oraz grup
hydroksylowych sprawia, iz cukry wykazujg reakcje charakterystyczne dla
aldehydéw/ketonoéw i alkoholi.

Na szczegdlng uwage zastuguja wiasciwosci oksydoredukcyjne
cukréw. Mogg one tatwo utleniaé sie do odpowiednich kwaséw aldonowych,
kosztem redukcji czynnika utleniajacego. Grupa aldehydowa utlenia sie do
grupy karboksylowej. Cukier przeksztaica sie w odpowiedni kwas aldonowy,
np. glukoza w kwas glukonowy, galaktoza w kwas galaktonowy. Utlenianie
grupy -CH,OH na przeciwstawnym koncu czasteczki prowadzi do
przeksztatcenia cukru w odpowiedni kwas uronowy. Glukoza przeksztatca sie
w kwas glukuronowy, a galaktoza w kwas galakturonowy.
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Jezeli tlen grupy aldehydowej nie jest zwigzany z Zadng inng
strukturg, to cukier wykazuje witasciwosci redukujace. Moze np. redukowacd
kationy metali; np. Cu?* do Cu*, Ag* do AgP. Proby redukcyjne wprawdzie nie
saq swoiste dla weglowodanéw, jednak maja duze znaczenie praktyczne.
Pozwalajg stwierdzi¢, czy odpowiedzialna za te reakcje grupa aldehydowa jest
wolna czy zwigzana. Byty i nadal (cho¢ w mniejszym stopniu) sg stosowane
zaréwno do wykrywania cukrow, jak i do pomiaru ich stezen w ptynach
biologicznych. Obecnie préby redukcyjne sg coraz czesciej zastepowane przez
metody bardziej swoiste, w tym enzymatyczne, ktére pozwalajg na
identyfikacje poszczegdlnych cukréw i bardziej doktadny pomiar zawartosci
kazdego z nich.

W probie Fehlinga i Benedicta wodorotlenek miedzi - Cu(OH),,
zawierajacy Cu (II), barwy niebieskiej, ulega redukcji do pomaranczowego
tlenku miedzi - Cu,;0, zawierajacego Cu (I). Powstajace zwigzki miedzi Cu (I),
fatwo wytrgcajq sie w postaci osaddw nierozpuszczalnych w s$rodowisku
reakcji. Ich ponowne rozpuszczenie jest mozliwe poprzez dodanie zwigzkéw
zawierajacych grupy wodorotlenowe, takich jak: winian sodowo-potasowy
(w odczynniku Fehlinga), lub cytrynian sodu (w odczynniku Benedicta).

Wiekszos$¢ disacharyddéw (np. maltoza, izomaltoza, laktoza) zachowuje
wiasciwosci redukujace. Sacharoza jest natomiast cukrem nieredukujgcym
poniewaz grupy redukujace obydwu cukréw skladowych uczestniczg
w tworzeniu wigzania (glikozydowego. Podobne spostrzezenie dotyczy
wszystkich polisacharydéw (z wyjatkiem ich konca redukujacego). Hydroliza
polisacharydéw uwalnia grupy redukujace, dlatego tez produkty hydrolizy
wykazujq takie wiasciwosci. Wprawdzie ketony, w odrdznieniu od aldehydow,
nie wykazuja odczynéw redukcyjnych, jednak w $rodowisku alkalicznym
ketozy izomeryzujq do aldoz - np. fruktoza (ketoza) izomeryzuje do glukozy
(aldoza) - dlatego ketozy sg takze cukrami redukujacymi.

Pod dziataniem stezonych kwaséw cukry ulegajg dehydratacji
(odwodnieniu). Pentozy przechodza w furfural, a heksozy
w hydroksymetylenofurfural. Zwigzki te tworza barwne potaczenia
z a-naftolem lub tymolem.

W obecnosci stezonego kwasu siarkowego lub solnego oraz rezorcyny

heksozy tworzg produkt barwy fososiowej lub czerwonej. W tych samych
warunkach pentozy z orcyng tworza produkt barwy zielonej. Inne cukry dajg
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zabarwienie zoite lub czerwone. Na podstawie powyzszych préb mozna
odrdzni¢ heksozy do pentoz.

Stosujac odczynnik Seliwanowa (roztwor rezorcyny w kwasie solnym)
mozna wykry¢ obecnos$¢ fruktozy. Proba ta jest charakterystyczna dla
fruktozy tylko wtedy, gdy wypada dodatnio podczas ogrzewania trwajacego
nie dtuzej niz 30 sekund. Powstaje zabarwienie tososiowe lub czerwone. Przy
dtuzszym ogrzewaniu podobng reakcje daje réwniez glukoza.

Skrobia jest polisacharydem roslinnym. Jest jednym z gitdwnych
sktadnikdw pokarmu cziowieka. Sktada sie z dwdch frakcji: amylozy
i amylopektyny. Amyloza jest liniowym, nierozgatezionym polimerem reszt
glukozy, zespolonych wigzaniami a-1,4-glikozydowymi. Amylopektyna zawiera
dodatkowo rozgatezienia, w ktdrych wystepujg wigzania a-1,6.

Glikogen - polisacharyd zwierzecy - jest zbudowany podobnie jak
amylopektyna, charakteryzuje sie jednak wyzszym stopniem rozgatezienia.

Oba polisacharydy w reakcji z jodem tworza barwne produkty.
W reakcji tej amyloza daje produkt barwy niebieskiej, amylopektyna - barwy
fioletowej, a glikogen - barwy brunatno-czerwonej. Niebieska barwa jest
charakterystyczna dla dtugich, spiralnie skreconych tancuchéw bez bocznych
odgatezien. W miare ich skracania wzmaga sie zabarwienie czerwone.
Produkty degradaciji skrobi (dekstryny) o] dtugich tanicuchach
(amylodekstryny) barwig sie na kolor niebiesko-fioletowy. Produkty o Sredniej
dtugosci fancucha (erytrodekstryny) barwig sie na czerwono, a krotkie
tancuchy (achromodekstryny) nie barwia sie jodem.

Czasteczki skrobi zawarte w kleiku skrobiowym sg otoczone ptaszczem
wodnym. Dodanie substancji wigzacych wode (np. siarczanu amonu)
powoduje wypadanie skrobi z roztworu.

Drozdze piekarskie tatwo fermentuja glukoze, fruktoze, maltoze
i sacharoze, natomiast nie fermentujg laktozy. Produktami koncowymi tego
procesu sg: etanol i dwutlenek wegla. Ten ostatni, jako produkt gazowy

uwalnia sie z uktadu reagujgcego i zbiera sie w rurce fermentacyjnej.

CeéH1206 —» 2 CH3CHOH + 2CO2
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Wykonanie

1. 0Ogolny odczyn na cukry - proba z a-naftolem

Do 1 ml roztworu glukozy dodaé¢ 2-3 krople 10% alkoholowego
roztworu a-naftolu, a nastepnie dodawac ostroznie, po $ciance pochylonej
probowki, 0,5 ml stezonego kwasu siarkowego (VI) tak, aby podwarstwi¢ nim
ptyn. Na granicy faz powstaje czerwono-fioletowa warstwa, rozszerzajaca sie
na caty roztwér po ostroznym wstrzasaniu.

Powtorzy¢ probe postugujac sie roztworem sacharozy, kleiku
skrobiowego i zawiesing skrobi. Poréwnac wyniki doswiadczen.

2. Proby redukcyjne

a. proba Fehlinga

Zmiesza¢ rowne objetosci (po 1 ml) odczynnikéw Fehlinga: 1 i II,
a nastepnie doda¢ 0,5 ml roztworu glukozy. Ogrzewaé przez 5 minut we
wrzacej fazni wodnej. Tworzy sie nierozpuszczalny, pomaranczowy tlenek
miedzi (I), ktéry utrzymuje sie w zawiesinie dzieki tworzeniu kompleksu
z winianem, obecnym w odczynniku Fehlinga (II). Powtdrzy¢ prébe
z roztworem sacharozy.

b. proba Benedicta

Do 2 ml odczynnika Benedicta doda¢ 10 kropel roztworu glukozy.
Ogrzewac przez okoto 5 minut we wrzacej fazni wodnej, nastepnie ochtodzic.
Powstaje pomaranczowy, nierozpuszczalny tlenek miedzi (I), ktéry utrzymuje
sie w zawiesinie dzieki tworzeniu kompleksu z cytrynianem, obecnym
w odczynniku Benedicta. Powtorzy¢ prébe z roztworem sacharozy.

3. Fermentacja glukozy

Kawatek drozdzy piekarskich, wielkosci duzej fasoli, rozetrze¢ z 20 ml
10% roztworu glukozy. Powstanie zawiesina. Przela¢ ptyn przela¢ do rurki
fermentacyjnej i pozostawi¢ w temperaturze pokojowej na dwie godziny.
Zaobserwowac proces fermentacji. Pojawia sie gaz (CO.) pod zamknietg
koputg rurki, a jego objetos¢ narasta w miare postepu reakcji.

36



4. Préba na fruktoze

Do 2 ml odczynnika Seliwanowa dodac¢ kilka kropel roztworu
sacharozy i ptyn ogrzewac¢ we wrzgcej tazni wodnej przez 30 sekund. Powstaje
zabarwienie fososiowe lub czerwone.

5. Préba na pentozy

Do 1 ml odczynnika Biala doda¢ 3-4 krople roztworu pentozy
i ogrzewa¢ we wrzacej ftazni wodnej przez 15 minut. Powstaje
charakterystyczne zielone zabarwienie.

6. Wilasciwosci skrobi

a. sporzadzanie kleiku skrobiowego

Okoto 0,3 g (1/3 ptaskiej tyzeczki) skrobi zmiesza¢ z 5 ml zimnej wody
destylowanej, a nastepnie przenie$¢ te zawiesine do 25 ml wrzacej wody,
stale mieszajac. Otrzymany w ten sposob kleik skrobiowy gotowacl jeszcze
przez 30 sekund, a nastepnie oziebic.

b. préba z jodem

Do 1 ml kleiku skrobiowego dodac krople roztworu jodu w jodku
potasu (ptyn Lugola). Powstaje niebieskie zabarwienie, znikajace po krotkim
ogrzaniu i zjawiajace sie ponownie po oziebieniu.

C. proby redukcyjne
Wykona¢ préby Fehlinga i Benedicta z kleikiem skrobiowym, w sposéb
opisany w punktach 2a i 2b.

d. hydroliza skrobi

Pobra¢ 2 ml kleiku skrobiowego, doda¢ 2 ml 2M HCI, ogrzewac
we wrzacej fazni wodnej przez kilka minut. Wykona¢ proby z odczynnikiem
Fehlinga i Benedicta, porownaé¢ wynik z probami wykonanymi z kleikiem
skrobiowym - niehydrolizowanym.

37



Zadanie

1. Czy dany roztwor zawiera weglowodany; jesli tak, to czy sg to
cukry redukujace?

2. Czy dany roztwér zawiera: glukoze, fruktoze, pentoze lub skrobie?
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Fosfolipidy, steroidy i witaminy rozpuszczalne
w ttuszczach

Cel ¢éwiczenia: preparatyka fosfolipidow i badanie ich skiadu;
wykrywanie niektorych steroidéw i witamin

Fosfolipidy

Fosfolipidy wystepujg we wszystkich bfonach biologicznych. Sg
substancjami amfipatycznymi. Czasteczka kazdego z nich zawiera polarng
gtowe i niepolarny ogon. Szkielet czasteczki stanowi reszta glicerolu Iub
bardziej ztozonego alkoholu - sfingozyny. Powtarzalnym elementem
strukturalnym wszystkich fosfolipiddw zawierajacych glicerol - zwanych
glicerofosfolipidami - jest kwas fosfatydowy.

Jednym 1z glicerofosfolipiddw jest fosfatydylocholina (lecytyna),
ktorej czasteczka obok glicerolu zawiera dwa fancuchy kwasdéw ttuszczowych,
fosforan oraz choline. Lecytyna jest najobficiej wystepujacym fosfolipidem
w komérkach eukariotycznych, wystepuje takze w zéttku jaja kurzego. Mozna
ja fatwo wyekstrahowaé¢ mieszaning chloroformu z metanolem, w stosunku
2:1. Lecytyna trudno rozpuszcza sie w bezwodnym acetonie.

Lecytyna nie rozpuszcza sie w wodzie, lecz dzieki obecnosci
hydrofilowej grupy fosfocholinowej tworzy w niej trwatg, metng zawiesine.
Dobrze rozpuszcza sie w chloroformie. Podczas ogrzewania lecytyny dochodzi
do odwodnienia czasteczki glicerolu. Powstaje nienasycony aldehyd -
akroleina - substancja o przykrym, draznigcym zapachu. Mozna jg wykazaé
jedna z prob redukcyjnych, np. z chromianem (VI). Akroleina redukuje
chromian (VI) potasu (kolor pomaranczowy) do chromianu (IV) potasu (kolor
zielony).

W oddziatywaniu silnie zasadowym dochodzi do hydrolizy wigzania
estrowego pomiedzy choling a reszta fosforanowg lecytyny. Uwolniona
cholina ulega rozktadowi do glikolu etylenowego i trimetyloaminy, ktéra
wykazuje charakterystycznag won (rycina ponizej).
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H2<|3/OH OH~ H2(|:/OH . HsC\T/CHa
H,C._ .-CH, H,C CH,
r\II\CH3 on
CH,
Cholina Glikol etylenowy Trimetyloamina

Hydroliza zasadowa uwalnia kwasy ttuszczowe w postaci soli
potasowych (mydet), ktére zmniejszajg napiecie powierzchniowe wody.
Fosforan, zawarty w lecytynie, uwalnia sie podczas hydrolizy zasadowej.
W reakcji z molibdenianem (VI) amonu tworzy fosfomolibdenian amonu,
ktory barwi roztwor na zotto.

Steroidy

Steroidy sq pochodnymi cyklopentanoperhydrofenantrenu.
Najczesciej wystepujacymi przedstawicielami steroidow sg alkohole, zwane
sterolami, posiadajace grupe hydroksylowg przy weglu C-3, a wsrod ktérych
dominuje cholesterol. Jest on substratem, z ktérego powstaje wiekszos¢
innych zwigzkéw steroidowych. Do nich nalezg przede wszystkim: kwasy
z6tciowe i hormony steroidowe. Witamina Ds powstaje z 7-dehydro-
cholesterolu - prekursora cholesterolu.

Cholesterol jest przedstawicielem steroli zwierzecych. Jest
syntetyzowany prawie przez wszystkie narzady, jednak najobficiej powstaje
w watrobie i w Scianie jelit. Dominuje w btonach komoérkowych i lipoproteinach
osocza krwi. Cholesterol, dzieki obecnosci wigzania podwdjnego, w obecnosci
mocnych kwasow tworzy barwne produkty. Pod wptywem stezonego H,SO4
(préba Salkowskiego) dochodzi do odfgczenia czasteczek wody. Powstaje
czerwony kwas disulfonowy bicholestadienu, ktéry w obecnosci bezwodnika
kwasu octowego (préba Liebermana-Burcharda) tworzy zielono zabarwiony
kwas monosulfonowy bicholestadienu. Slady wody uniemozliwiajg przebieg

reakcji.

Najobficiej wystepujacymi kwasami zdélciowymi s3a: kwas cholowy
i kwas deoksycholowy, w mniejszej ilosci - kwasy litocholowy i kwas
chenodeoksycholowy. Obecnos¢ polarnych grup karboksylowych
i hydroksylowych nadaje kwasom zoétciowym, jako jedynej grupie lipidéw,
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rozpuszczalnoé¢ w srodowisku wodnym. Kwasy zotciowe maja charakter
amfipatyczny. Ich grupy hydroksylowe sg skierowane na jedng strone
ptaszczyzny pierscienia, a grupy metylowe na drugg. Dlatego czasteczka
kwasu zoétciowego ma strone niepolarng, skierowang ku fazie ttuszczowej
i strone polarng, skierowang ku fazie wodnej. Dzieki tej wtasciwosci kwasy
zOiciowe petnig funkcje emulgatorow wobec nierozpuszczalnych w wodzie
triacylogliceroli i innych lipidéw. Zwiekszaja stopien dyspersji ttuszczéw
w tresci jelitowej, zwiekszajac przez to dostepnosé enzymoéw do substratu
lipidowego.

Czes¢ kwasow zdtciowych tworzy potaczenia z glicyng lub tauryng - ich
sole sg bardziej efektywnymi emulgatorami niz wolne kwasy zotciowe.
Ponadto kwasy zoétciowe wigzg sie z cholesterolem umozliwiajagc mu
rozpuszczalnos¢ w zétci | wydalanie z watroby poprzez z64¢.

Obnizenie napiecia powierzchniowego przez kwasy zdétciowe
obecne w roztworze wodnym mozna stwierdzi¢ przez opadanie na dno
probéwki siarki koloidalnej (kwiat siarkowy) oraz przez powstawanie trwatej
zawiesiny (emulsji) oliwy w wodzie. Kwasy zotciowe, jako zwigzki
pierscieniowe majace kilka grup -OH, zachowujg sie podobnie do rezorcyny
lub a-naftolu. Ulegaja kondensacji z hydroksymetylenofurfuralem,
powstajacym podczas dziatania stezonego kwasu siarkowego na sacharoze.
Wytwarza sie czerwono zabarwiony produkt kondensacji, $wiadczacy
0 obecnosci kwasdw zétciowych.

Do witamin D nalezg przede wszystkim: ergokalcyferol (witamina
D,) oraz cholekalcyferol (witamina D3). Prowitaminami witaminy D sg
nienasycone sterole. Obie formy witaminy D powstaje w skérze pod wptywem
promieniowania ultrafioletowego. Aktywna forma witaminy D3 jest kalcytriol.

Witaminy A posiadajg strukture izoprenowa. Wystepuja wytacznie
w tkankach zwierzecych w dwoch postaciach: retinolu 1 (witamina A:)
i retinolu 2 (witamina A,). Obie sg alkoholami 20-weglowymi, zawierajacymi
szesciocztonowy pierscied beta-jononu z trzema grupami metylowymi
i z tancuchem bocznym, zawierajagcym dwie jednostki izoprenowe. Formy
alkoholowe witaminy A (retinole) ulegaja w organizmie utlenieniu do
odpowiednich aldehyddéw (retinale), a te utleniajg sie do odpowiednich
kwasdéw retinowych. Rosliny zawierajg grupe substancji, zwanych karotenami,
ktéore sa 40-weglowymi, wielonienasyconymi pochodnymi izoprenu,
zawierajacymi pierscienie jononu. Karoteny: a, B i y petnig role prowitamin A
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dla organizmoéw zwierzecych. Z uwagi na zawartos¢ duzej liczby sprzezonych
wigzan podwdjnych karoteny sg zwigzkami barwnymi.

Obecnos$¢ sprzezonych podwojnych wigzan, zaréwno w strukturze
witaminy A, jak i Ds sprawia, iz substancje te wykazujg charakterystyczne
reakcje barwne z chlorkiem antymonu (SbCl3). Z witaming A: powstaje
produkt barwy niebieskiej, a z witaming D3 - produkt barwy fioletowo-
czerwonej.

Wykonanie

1. Ekstrakcja lecytyny z zéitka jaja kurzego

Okoto 2-3 g suszonego zo6ttka jaja kurzego (ptaska tyzeczka) rozcierac
w mozdzierzu przez 2-3 minuty z 10 ml rozpuszczalnika, sktadajacego sie
z chloroformu i metanolu w stosunku 2:1. Ekstrakt przesaczy¢ do suchej
probédwki przez saczek z bibuty, zwilzonej uprzednio rozpuszczalnikiem.
Przesacz odparowa¢ we wrzacej tazni wodnej. Na $ciankach probdéwki
pozostaje brunatna, oleista substancja, ktéra po ochtodzeniu przyjmuje
konsystencje wazeliny. Jest to lecytyna, zanieczyszczona innymi skfadnikami
z06ttka.

2. Rozpuszczalnos¢ lecytyny

Do dwoch probdwek przenies¢ bagietka po szczypcie lecytyny. Do
jednej z nich doda¢ 1-2 ml H,O i ogrzac przez kilka sekund we wrzacej tazni
wodnej. Zaobserwowa¢ metng zawiesine. Do drugiej probdwki doda¢ 1 ml
chloroformu i podobnie ogrza¢ w tazni wodnej. Lecytyna rozpuszcza sie
w chloroformie. Doda¢ 2 ml acetonu - wytraca sie osad lecytyny.

Proby z chloroformem nalezy zlewac do specjalnego naczynia.
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3. Skiad chemiczny lecytyny

a. wykazanie obecnosci glicerolu - proba akroleinowa

Do suchej probdéwki przenies¢ 2-3 krople lecytyny, doda¢ 1,5 ml
roztworu chromianu (VI) potasu (K2Cr,07) oraz 3-4 krople stezonego kwasu
siarkowego. Tak przygotowang probe ogrzewacé we wrzacej tazni wodnej przez
kilka minut. Zaobserwowac zmiane zabarwienia roztworu.

b. wykazanie obecnosci kwasow tluszczowych - reakcja
zmydlania

Do szczypty lecytyny w probdéwce doda¢ 3 ml 10% alkoholowego
roztworu KOH i mieszanine ogrzewac przez kilka minut we wrzacej fazni
wodnej. Nastepnie doda¢ 5 ml wody destylowanej i wstrzasna¢ probdwka.
Roztwdr pieni sie.

C. wykazanie obecnosci choliny

Do probowki ze szczyptg lecytyny doda¢ 2 ml 20% NaOH i ogrzewac
we wrzacej tazni wodnej przez 5 minut - zaobserwowac charakterystyczng
won produktu reakcji.

d. wykazanie obecnosci fosforu

Do probowki ze szczypta lecytyny doda¢ 0,5 ml 20% NaOH i ogrzewac
przez 2 minuty we wrzacej tazni wodnej. Nastepnie doda¢ 1 ml roztworu
molibdenianu (VI) amonu. Zaobserwowa¢ barwe roztworu.

4, Wykrywanie cholesterolu

a. reakcja Salkowskiego

Do suchej probéwki doda¢ 0,5 ml chloroformowego roztworu
cholesterolu, a nastepnie ostroznie, po $ciance doda¢ (podwarstwi¢) 0,5 ml
stezonego H»S04. Warstwa chloroformowa barwi sie na czerwono, a kwas
siarkowy fluoryzuje na zielono.

b. reakcja Liebermana-Burcharda

Do suchej probowki doda¢ 1 ml chloroformowego roztworu
cholesterolu, 3 krople bezwodnika kwasu octowego i ostroznie 2 krople
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stezonego H,SO4. Ptyn zabarwia sie na czerwono, nastepnie przyjmuje barwe
niebieska, a wreszcie zielona.

5. Wykrywanie kwasow zoétciowych

W 1 ml roztworu zéfci rozpusci¢ kilka krysztatkéw sacharozy.
Nastepnie podwarstwi¢ roztwér 1 ml stezonego H,SO4 (dodajac kwas siarkowy
po $ciance probdéwki). Zaobserwowaé powstanie czerwonego pierscienia na
granicy warstw.

6. Obnizanie napiecia powierzchniowego przez kwasy
Zzo6tciowe

Do dwodch probéwek wlaé po 3 ml wody. Do jednej z nich dodac
2-3 krople zdétci, a nastepnie do obu probowek wsypac niewielkg ilos¢ siarki
koloidalnej. Porownac szybko$¢ opadania siarki.

7. Wykrywanie witamin rozpuszczalnych w ttuszczach

Do suchej probdowki doda¢ 1 ml nasyconego chloroformowego
roztworu chlorku antymonu (SbCl3) oraz 2-3 krople farmakologicznego
preparatu witamin A i D3. Po zmieszaniu powstaje niebieskie zabarwienie
$dwiadczace o obecnosci witaminy A, ktére szybko przechodzi w fioletowo-

czerwone, zwigzane z obecnoscig witaminy Ds.

Proby zawierajace chloroform (p. 4a, 4b i 7) nalezy
zlewaé do specjalnego pojemnika.

Zadanie

Zbadaé¢, czy roztwdr zawiera cholesterol lub kwasy zétciowe.
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Enzymy

Cel ¢éwiczenia: poznanie niektorych wtasciwosci enzymoéow

Niemal wszystkie reakcje biochemiczne wymagaja udziatu
katalizatoréw  biologicznych  (biokatalizatoréw), zwanych enzymami.
Substancja przeksztatcana przez enzym nosi nazwe substratu, a substancja
powstajaca w wyniku przeksztatcenia substratu nosi nazwe produktu. Enzym
nie zuzywa sie w trakcie katalizowanej przez siebie reakcji, dzieki czemu
jedna czasteczka enzymu uczestniczy w przeksztatceniu wielu czasteczek
substratu.

Wpltyw enzymu na predkos¢ reakcji

Enzymy przyspieszajg przebieg reakcji chemicznych w organizmie, co
najmniej milion razy. Przy braku enzymdw wiekszo$¢ reakcji chemicznych
zachodzi tak wolno, iz sq one praktycznie niezauwazalne. Mozna to wykazaé
w doswiadczeniu z udziatem trombiny. Jest to enzym proteolityczny,
przeksztatcajacy rozpuszczalny fibrynogen osocza krwi w monomer fibryny,
ktéry samoistnie polimeryzuje tworzac nierozpuszczalng fibryne. Reakcja ta
ma podstawowe znaczenie w procesie krzepniecia krwi. W probdwce bez
trombiny fibrynogen nie polimeryzuje w okresie obserwacji, a w probdwce
zawierajacej trombine krzepnie po kilkunastu sekundach.

Inaktywacja termiczna enzymoéw

Enzymy ulegajac denaturacji termicznej tracq zdolnos$¢ katalizowania
reakcji. Mozna to wykaza¢ na przyktadzie trombiny oraz enzymow
katalizujqcych proces fermentacji alkoholowej.

Inaktywacja termiczna trombiny uniemozliwia powstanie skrzepu -
przejscie rozpuszczalnego fibrynogenu w nierozpuszczalng fibryne.

Drozdze zawierajg zestaw enzymow katalizujgcych proces fermentacji
alkoholowej cukréw. Podczas fermentacji powstaje etanol i CO,. Ten ostatni,
jako produkt gazowy uwalnia sie z ukfadu reagujacego i zbiera sie w rurce
fermentacyjnej. Inaktywacja termiczna drozdzy uniemozliwia fermentacje.
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Wptltyw pH na dziatanie enzymoéw

Zmiana stezenia jondw wodorowych w $rodowisku zmienia tadunek
elektryczny biatka enzymatycznego. Powoduje to zmiany wilasciwosci
chemicznych i fizycznych enzymu. Z tego powodu kazdy enzym wykazuje
maksymalng aktywnos¢ w Scisle okreslonym zakresie pH (optimum pH).

Pepsyna powoduje hydrolityczny rozpad wigzan peptydowych
w biatkach. Jej dziatanie mozna fatwo wykaza¢ przez =zastosowanie
nierozpuszczalnego, sztucznie zabarwionego substratu biatkowego - wtdknika.
W wyniku jego hydrolizy powstaja krétkie peptydy, ktére wraz ze zwigzanym
barwnikiem przechodza do roztworu, powodujac jego zabarwienie.

Skrobia barwi sie jodem (ptynem Lugola) i nie wykazuje witasciwosci
redukujacych. Amylaza powoduje hydrolityczny rozpad wigzan glikozydowych
w skrobi. Pod dziataniem tego enzymu skrobia rozpada sie na maltoze
i krotkie oligosacharydy. Postep reakcji hydrolizy skrobi mozna tatwo wykazac
przy pomocy reakcji z jodem oraz préb redukcyjnych. W wyniku hydrolizy
skrobi pojawiajg sie produkty niereagujace z jodem, a wykazujgce zdolnosci
redukujgce. Ta ostatnia wiasciwos¢ jest efektem uwolnienia grup
aldehydowych w wyniku rozpadu wigzan glikozydowych.

Wplyw aktywatoréw na aktywnosé enzymow

Wplyw aktywatorow na aktywnos¢ enzymoéw mozna wykazaé na
przyktadzie tromboplastyny osoczowej (kompleks osoczowych czynnikdw
krzepniecia krwi - V, X oraz fosfolipidéow ptytek krwi). Jon wapniowy (Ca2*)
jest aktywatorem tego enzymu. Tromboplastyna osoczowa powoduje przejscie
nieczynnej protrombiny w czynng trombine, ktéra z kolei przeksztatca
rozpuszczalny fibrynogen w nierozpuszczalng fibryne. W obecnosci cytrynianu
sodu kationy Ca2* sg wigzane przez aniony cytrynianowe, tworzac stabo
dysocjujacy cytrynian wapnia. Brak jondw Ca?* uniemozliwia powstanie
aktywnej tromboplastyny osoczowej, a w konsekwencji hamuje krzepniecie
krwi. Zjawisko to wykorzystuje sie w lecznictwie i w diagnostyce
laboratoryjnej do przechowywania krwi w stanie ptynnym.

Wplyw inhibitoréw na dziatanie enzymow

Wptyw inhibitordw na przebieg reakcji enzymatycznych mozna
wykaza¢ na przykifadzie dziatania cyjanku na katalaze. Katalaza jest
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enzymem z klasy oksydoreduktaz, ktory katalizuje reakcje rozpadu nadtlenku
wodoru.

H,0, —» H,O + 1/,0;

Cyjanek potasu wigze sie nieodwracalnie z enzymem i pozbawia go
aktywnosci katalitycznej.

Powszechne wystepowanie niektorych enzymow

Niektore enzymy sg szeroko rozpowszechnione w $wiecie roslinnym.
Nalezy do nich peroksydaza - enzym rozktadajacy nadtlenek wodoru.
Rozktada H,0, tylko w obecnosci dawcy atomdéw wodoeu np. pirogalolu, ktory
utlenia sie, zmieniajac swoje zabarwienie na brunatne. We krwi ludzkiej
rowniez wystepujg biatka enzymatyczne o wtasciwosciach peroksydacyjnych.

Wykorzystanie enzymow do celow analitycznych

Enzymy odznaczajq sie wielka specyficznoscig, dzieki temu niektoére
z nich stuza do wykrywania i ilosciowego oznaczania, w warunkach
laboratoryjnych, substancji znajdujacych sie w mieszaninach.

Ureaza, wystepujgca w nasionach niektérych roslin, stuzy do
wykrywania i ilosciowego oznaczania mocznika w materiale biologicznym.
Katalizuje ona rozktad mocznika do CO; i NHs. Amoniak mozna wykry¢
i oznaczy¢ ilosciowo odczynnikiem Nesslera (zasadowy roztwér jodortecianu
(II) potasu). Odczynnik ten w obojetnym i zasadowym sSrodowisku reaguje
z jonem amonowym (NH4*) tworzac produkt barwy zétto-brunatnej.

Wykonanie

1. Wykazanie wplywu enzymu na predkos¢ reakcji
Przygotowac 2 probowki zawierajace po 0,5 ml roztworu fibrynogenu.

Do jednej z nich doda¢ 0,2 ml roztworu soli fizjologicznej, a do drugiej 0,2 ml
roztworu trombiny. Zaobserwowac réznice w szybkosci powstawania skrzepu.
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2. Inaktywacja termiczna enzymow

a. inaktywacja enzymow fermentacji alkoholowej

Kawatek drozdzy piekarskich (wielkosci duzej fasoli) rozetrze¢ w 10 ml
wody destylowanej. Otrzymang zawiesine rozdzieli¢c na dwie réwne czesci.
Jedng z nich ogrzewa¢ we wrzacej tazni wodnej przez 5 minut w celu
termicznej inaktywacji enzymow. Nastepnie do obu zawiesin doda¢ po okoto
20 ml 10% roztworu sacharozy i przenies¢ do rurek fermentacyjnych.
Pozostawic obie rurki w temperaturze pokojowej na okoto 45 minut. Porownac
przebieg fermentacii.

b. inaktywacja trombiny

Do dwodch probéwek wlaé po 0,2 ml roztworu trombiny. Zawartos¢
jednej z nich ogrzewa¢ we wrzacej tazni wodnej przez 5 minut. Nastepuje
denaturacja termiczna biatka enzymatycznego. Do obu probdwek dodac po
1 ml osocza krwi i wstawi¢ do tazni wodnej o temp. 37°C na 5 minut.
Zaobserwowac réznice w pojawianiu sie skrzepu.

3. Wptyw pH na dziatanie enzymoéw
Przygotowa¢ dwa rzedy probowek (po 4 probéwki w kazdym)

i ponumerowac je w kazdym rzedzie od 1 do 4. Do poszczegdinych probdwek
wlac kolejno po 2 ml nastepujacych roztwordéw, o réznym pH:

probéwka Nr 1 - 0,1M kwas solny - pH1,0
proboéwka Nr 2 - 0,1% kwas mlekowy - pH 5,0
probéwka Nr 3 - woda destylowana - pH 7,0
probéwka Nr 4 - 1% weglan sodu - pH9,0

Do probdwek pierwszego rzedu dodac po 2-3 krople roztworu pepsyny
i 3-4 ,kfaczki” widknika zabarwionego czerwienig Kongo. Do probdéwek
drugiego rzedu doda¢ po 1 ml kleiku skrobiowego i po 2 ml roztworu amylazy.

Wszystkie probdwki wstawi¢ do tazni wodnej o temperaturze 37°C na
20 minut. Zaobserwowac, ktory z roztwordw zawierajacych witoknik i pepsyne

zabarwit sie.

Do kazdej probdwki (drugiego rzedu) zawierajacej skrobie i amylaze
wrzuci¢ po kawateczku uniwersalnego papierka lakmusowego. Ciggle
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mieszajac, dodawac kroplami rozcienczony NaOH (probdéwka 1 i 2) lub HCI
(probéwka 4) - doprowadzi¢ ptyny do oddziatywania obojetnego kierujac sie
barwg papierka. Nastepnie zawarto$¢ kazdej probowki rozdzielic na dwie
czesci (A i B).

Roztwory A poddac probie na obecnos$¢ skrobi, dodajac 2-3 krople
ptynu Lugola. Z roztworami B wykona¢ probe redukcyjng (Benedicta), opisang
w ¢wiczeniu Weglowodany.

Zaobserwowac zaleznos$¢ aktywnosci badanych enzymoéw od pH
roztworu. Ustali¢ w przyblizeniu optimum pH dla obydwu badanych enzymodw.
Wyniki zestawi¢ w Tabeli, zaznaczajac efekty reakcji (w zaleznosci od ich
natezenia) odpowiednia liczbg pluséw.

Probowka 1 2 3 4
pH 1,0 5,0 7,0 9,0
Pepsyna
Amylaza
4, Wpltyw jonéw wapniowych na aktywnos$¢ trombo-

plastyny osoczowej

Do dwdch probowek wla¢ po 0,1 ml 0,025M CaCl,. Do jednej z nich
doda¢ 0,1 ml 0,2M cytrynianu sodu, a do drugiej 0,1 ml wody destylowanej.
Do obydwu probdwek dodac¢ po 0,5 ml osocza krwi i wstawi¢ je do tazni
wodnej o temperaturze 37°C, na 10 minut. Zaobserwowac¢ rodznice
w powstawaniu skrzepu.

5. Wplyw cyjanku na aktywnos¢ katalazy

Do trzech probdowek doda¢ po 5-6 kropel krwi. Jedng z nich wstawic
do wrzacej tazni wodnej na kilka minut, nastepnie ochtodzi¢. Do drugiej doda¢
2-3 krople roztworu cyjanku potasu. Nastepnie do wszystkich trzech
probowek doda¢ po 1 ml nadtlenku wodoru. Poréwnac réznice w pienieniu sie
roztworu.
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6. Powszechne wystepowanie wlasciwosci peroksy-
dacyjnych

a. wykazanie obecnosci peroksydazy w soku
ziemniaczanym

Do 1 ml $wiezego soku ziemniaczanego doda¢ 10 kropel roztworu
pirogalolu oraz 10 kropel roztworu nadtlenku wodoru. Pojawienie sie
brunatnego zabarwienia roztworu po 2-3 minutach $wiadczy o obecnosci
enzymu.

b. wykazanie peroksydacyjnych wlasciwosci krwi

Do 2,5 ml krwi doda¢ 10 kropel roztworu pirogalolu oraz 10 kropel
roztworu nadtlenku wodoru. Brunatne zabarwienie pojawiajace sie po paru
minutach $wiadczy o wtasciwosciach peroksydacyjnych krwi.

7. Wykorzystanie ureazy do celéow analitycznych

Do dwéch probéwek wla¢ po 0,5 ml roztworu ureazy. Jedna z nich
ogrzewa¢ we wrzacej tazni wodnej przez kilka minut, a nastepnie ochtodzic.
Do obu probéwek doda¢ po 1 ml roztworu mocznika, odstawi¢ na 15 minut

w temperaturze pokojowej, a pdézniej doda¢ do kazdej z nich po 3-4 krople
odczynnika Nesslera. Poréwnac¢ wyniki w obu prébach.

Zadanie

Wykazaé, czy badany ptyn posiada aktywnos$¢ katalazy/peroksydazy
lub czy zawiera mocznik.
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Enzymy przewodu pokarmowego

Cel Cwiczenia: poznanie niektérych wifasciwosci sokoéw
trawiennych

Spozyte pokarmy ulegaja przemianie w przewodzie pokarmowym pod
wptywem enzymow zawartych w sokach trawiennych. Tabela podaje
przyblizone objetosci sokdw trawiennych wydzielanych w ciggu doby.

Sok trawienny Objetos¢[1]
Slina 1,5
Sok zotgqdkowy 2,5
Sok trzustkowy 0,5
206t 0,5
Sok jelitowy 3,0

Istotg trawienia jest przemiana ztozonych skitadnikéw pokarmowych
(biatek, polisacharydow, ttuszczow - gtéwnie acylogliceroli) w produkty
prostsze (aminokwasy, monosacharydy, kwasy ttuszczowe), ktére moga ulec
absorpcji do krwioobiegu i zuzytkowaniu przez tkanki. Trawienie rozpoczyna
sie w jamie ustnej i w zotgdku, a konczy sie w jelicie cienkim.

Slina

Trzy pary duzych $linianek oraz drobne gruczoty slinowe wydzielajg
sline, ktora jako pierwszy sok trawienny wchodzi w kontakt ze spozytymi
pokarmami. Slina zawiera okoto 1% substancji statych. Sa to gtéwnie biatka,
proteoglikany, glikoproteiny oraz elektrolity. Jedynym enzymem $liny,
majacym znaczenie w procesie trawienia, jest a-amylaza, katalizujaca
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wstepng degradacje skrobi. Aktywnos¢ katalityczna tego enzymu
uwarunkowana jest obecnoscig jonow chlorkowych (CI-).

Sok zotadkowy

Gtownymi skfadnikami soku zotgdkowego sq: kwas solny, pepsyna
oraz $luz chronigcy btone $luzowa. Kwas solny stwarza kwasne srodowisko
(pH okoto 1), optymalne dla dziatania pepsyny, a ponadto denaturuje biatka
pokarmowe, zwiekszajac ich podatnos¢ na proteolize. Aktywna pepsyna
powstaje przez proteolityczng modyfikacje nieaktywnego prekursora -
pepsynogenu. W procesie jego aktywacji uczestniczy HCI i aktywna pepsyna.
Pepsyna rozktada wigzania peptydowe pomiedzy waling i leucyng oraz
wigzania powstate z udziatem grup aminowych aminokwasoéw aromatycznych
i kwasnych.

Pod dziataniem pepsyny nierozpuszczalny substrat biatkowy
(a w warunkach laboratoryjnych - zabarwiony wtdknik) rozpada sie do
drobnoczasteczkowych, rozpuszczalnych produktéw, ktére wraz z barwnikiem
przechodza do roztworu.

Sok zotadkowy zawiera wolny kwas solny w stezeniu okoto 0,1M
(kwasowos¢ wolna), co odpowiada pH 1. Oprocz wolnego HCI sok zotgdkowy
zawiera szereg substancji o charakterze stabych kwaséw. Sg to gtownie
kwasne biatka oraz sole biatek z kwasem solnym (kwasowo$¢ zwigzana).
Suma kwasowosci wolnej i zwigzanej daje warto$¢ zwang kwasowoscig
catkowitg. Podczas miareczkowania tresci zotadkowej 0,1M NaOH, w reakcje
zobojetniania wchodza najpierw czasteczki wolnego HCI, a dopiero
w nastepnej kolejnosci stabe kwasy.

Kwasowo$é wolna wyrazamy liczbg mililitréow 0,1M NaOH
potrzebnych do zwigzania wolnego HCI, zawartego w 100 ml tresci zotadkowej
(doprowadzenie pH do 3,0). Kwasowos¢ catkowita wyrazamy liczbg
mililitrow 0,1M NaOH, potrzebnych do catkowitego zobojetnienia wszystkich
kwasdéw, zawartych w 100 ml tresci zotadkowej (doprowadzenie pH do 9,0).
U zdrowych ludzi (na czczo) kwasowo$¢ wolna nie przekracza 20 ml,
a kwasowos¢ catkowita 30 ml 0,1M NaOH.

Jezeli wskutek jakichkolwiek przyczyn tres¢ zotadkowa nie zawiera

wolnego HCI, powstajag dogodne warunki do rozwoju bakterii. Efektem ich
dziatania jest pojawienie sie w tresci zotadkowej produktédw metabolizmu
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bakteryjnego, gtéwnie kwasu mlekowego. Kwas mlekowy w patologicznym
soku zotgdkowym w obecnosci roztworu fenolu i FeCls przechodzi
w kanarkowo-zétty mleczan zelaza (III).

Sok trzustkowy i jelitowy

W dwunastnicy tre$¢ pokarmowa styka sie z wydzieling dwdch wielkich
gruczotdéw przewodu pokarmowego: trzustki i watroby. Gtéwnym producentem
enzymow trawiennych znajdujacych sie w dwunastnicy jest trzustka. W soku
trzustkowym znajdujg sie enzymy hydrolityczne, dziatajace na wszystkie
gtdowne substraty pokarmowe. Sa to przede wszystkim: a-amylaza, lipaza,
fosfolipaza A, esteraza cholesterolowa, rybonukleaza i deoksyrybonukleaza
oraz enzymy proteolityczne - trypsyna, chymotrypsyna, elastaza oraz
karboksypeptydazy.

Sok trzustkowy obok enzymow zawiera szereg elektrolitow,
a gtownie: Na*, K*, Ca?* i HCOs. Szczegdlne znaczenie majg aniony
wodoroweglanowe (HCOs3"), ktore biorg udziat w zobojetnianiu soku
zotadkowego i stwarzajg optymalne (alkaliczne) pH dla dziatania enzymodw
trzustkowych.

Wykrywanie obecnosci enzymoéw proteolitycznych w soku
trzustkowym opiera sie na podobnej zasadzie, jak wykrywanie obecnosci
pepsyny w soku zotadkowym. Zabarwiony, nierozpuszczalny widknik pod
dziataniem proteaz trzustkowych rozpada sie na drobnoczasteczkowe,
rozpuszczalne produkty, przechodzace wraz z barwnikiem do roztworu.

Obecnos$¢ lipazy mozna wykazaé uzywajac mileka, jako zrédta
ttuszczu. Swieze mleko wykazuje stabo zasadowe pH. Barwi lakmus na kolor
niebieski. Kwasy tluszczowe uwolnione przez lipaze trzustkowgq zmieniajq
odczyn zasadowy na kwasny - zakwaszajg mleko, zmieniajac barwe lakmusu
z niebieskiej na czerwona. Amylaze trzustkowa mozna wykry¢ za pomocg
skrobi, ktéra pod wplywem tego enzymu ulega degradacji do cukréw
redukujacych. W probie zawierajacej skrobie i sok trzustkowy nastgpi
hydroliza skrobi, a jej konsekwencja jest zanik reakcji z jodem i pojawienie sie
wiasciwosci redukujacych, ktére wykazuja produkty degradacji skrobi.

26t¢é, produkowana przez watrobe, odgrywa wazna role w trawieniu

acylogliceroli i wchfanianiu produktdéw lipolizy do krwioobiegu. Zawarte w niej
kwasy zétciowe emulgujg ttuszcze. Powstaje zawiesina ttuszczu o wysokim
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stopniu dyspersji. Zwieksza to powierzchnie kontaktu tluszczu z lipazg
trzustkowg (enzymu z substratem), co utatwia proces lipolizy. Uwolnione
kwasy tluszczowe wigzg sie z kwasami zotciowymi i w tej postaci wchianiajg
sie z przewodu pokarmowego. Prawidtowe trawienie i wchtanianie ttuszczéw
warunkuje wchtanianie witamin rozpuszczalnych w tluszczach: A, D, E i K.

Hydroksymetylenofurfural powstaty z heksoz pod dziataniem
stezonego kwasu siarkowego (VI) reaguje z kwasami zoiciowymi. Na
pograniczu obu warstw powstaje czerwony pierécien. Kwasy zotciowe obnizajq
napiecie powierzchniowe, co mozna stwierdzi¢ oceniajgc szybkos¢ opadania na
dno probowki siarki koloidalnej (kwiatu siarkowego) - w probie Haya. Mozna
to potwierdzi¢ dodajac oliwe do wody - oliwa nie miesza sie 2z woda.
Widoczna jest granica faz pomiedzy wodg a oliwg, a w probdwce zawierajacej
kwasy zéfciowe powstaje trwata zawiesina (emulsja).

Sok jelitowy, produkowany przez gruczoty jelita cienkiego, zawiera
szereg enzymow hydrolitycznych, konczacych proces trawienia pokarmow do
produktéw wchtanialnych. Sa to przede wszystkim: aminopeptydazy,
karboksypeptydazy, fosfolipazy C i D, maltaza, izomaltaza, laktaza,
sacharaza, 5-nukleotydaza i nukleozydaza.

Gtownymi produktami koncowymi trawienia jelitowego sg wolne
aminokwasy, cukry proste i kwasy tluszczowe, ktére wchtaniajg sie do krwi.
Triacyloglicerole na o0gét ulegajg jedynie cze$ciowej degradacji. Odtaczajq
jedna lub dwie reszt kwasdéw ttuszczowych. Produkty ich rozpadu uczestniczg
w resyntezie tych lipiddow w S$cianie jelita cienkiego i w tej postaci sg
wchtaniane do limfy.

Jelito grube jest juz tylko miejscem, gdzie zachodzg fermentacje
bakteryjne, wchtanianie wody i wydalanie niektdérych soli.

Wykonanie

1. Wykazanie obecnosci kwasow zétciowych

W 1 ml rozcienczonego roztworu zoéici rozpusci¢ kilka krysztatkow
sacharozy. Podwarstwi¢ ten roztwér 1 ml stezonego H»SO. (dodajac kwas
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siarkowy powoli po $ciance pochylonej probdwki). Na pograniczu obu warstw
powstaje czerwony pierscien.

2. Wiasciwosci kwasow zotciowych

a. proba Haya

Do dwodch probowek wlaé po 3 ml wody. Do jednej z nich dodac
2-3 krople zdéfci, a nastepnie do obu probdéwek wsypac niewielky ilos¢ siarki
koloidalnej. Porownac szybkos$¢ opadania siarki.

b. emulgujace dziatanie kwasow zdtciowych

Do dwdch probdéwek wla¢ po 3 ml wody destylowanej i kilka kropli
oliwy. Do jednej z nich dodac¢ krople zofci. Obie probowki mocno wstrzasnad.
Zaobserwowac réznice.

3. Wykazanie obecnosci pepsyny

Do dwoch probowek doda¢ po 2 ml 0,1M HCl i 3-4 ,kfaczki”
zabarwionego witdknika. Nastepnie do jednej z probowek dodaé¢ 2 ml soku
zotgdkowego, a do drugiej 2 ml wody. Obie probowki wstawi¢ do tazni wodnej
o temperaturze 37°C na 30 minut. Po inkubacji wstrzasnaé. Pordéwnacd
zabarwienie roztworéw.

4, Wykazanie kwasu mlekowego w patologicznej tresci
zotadkowej

Do 2 ml 1% fenolu doda¢ dwie krople roztworu FeCls. Roztwér zabarwi
sie na niebiesko. Do tego roztworu doda¢ 2 ml soku zotgdkowego.
Zaobserwowac zmiane zabarwienia.

5. Pomiar kwasowosci tresci zotadkowej

Pobra¢ probe soku zotgdkowego (10 ml) i dodaé 1 krople wskaznika
Topfera. Miareczkowa¢ 0,1M NaOH do wystgpienia barwy fososiowej (pH 3 -
kwasowos¢ wolna). Odczyta¢ i zanotowal objetos¢ zuzytej zasady.
Miareczkowaé dalej, az do pojawienia sie barwy rézowej (pH 9 - kwasowosé
catkowita).

55



Nalezy obliczy¢ kwasowos¢ wolng, zwigzang i catkowita mnozac przez
10 odczytane z biurety objetosci 0,1M NaOH.

6. Enzymy trzustki

a. wykazanie obecnosci enzymoéw proteolitycznych

Do dwodch probdéwek wiozy¢ po 3-4 ,klaczki” zabarwionego widknika
i doda¢ po 2 ml buforu o pH 8,0. Do jednej probowki dodaé¢ 10 kropli
uprzednio wymieszanego soku trzustkowego. Obie probdowki wstawi¢ na 45
minut do tazni wodnej o temperaturze 37°C. Po inkubacji wstrzasnad.
Poréwnac réznice w zabarwieniu roztwordow.

b. wykazanie obecnosci lipazy

Do dwodch probéwek doda¢ po 2 ml mleka i po kropli lakmusu.
Alkaliczny odczyn mleka sprawia, ze mieszanina barwi sie na kolor niebieski.
Do jednej z nich doda¢ 10 kropel uprzednio wymieszanego soku
trzustkowego. Obie probowki wstawic¢ do fazni wodnej o temperaturze 37°C na
30 minut. Poréwna¢ zabarwienia.

C. wykazanie obecnosci amylazy

Do dwdch probéwek doda¢ po 2 ml kleiku skrobiowego. Do jednej
z nich doda¢ 10 kropel uprzednio wymieszanego soku trzustkowego. Obie
probéwki wstawi¢ do tazni wodnej o temperaturze 37°C na 30 minut. Po
inkubacji zawartos¢ kazdej z probdéwek rozdzieli¢ na dwie czesci. Jedng z nich
poddaé prébie redukcyjnej (Benedicta), a z drugg wykonaé prébe z ptynem
Lugola (proby opisane w ¢wiczeniu Weglowodany). Zinterpretowac wyniki
doswiadczenia.

Zadanie

1. Zbada¢, czy badany ptyn zawiera pepsyne, amylaze, lipaze, proteazy
trzustkowe.
2. Zmierzy¢ kwasowos$¢ soku zotgdkowego.
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Predkos¢ maksymalna reakcji enzymatycznej
i stata Michaelisa

Cel éwiczenia: pomiar predkosci maksymalnej i wyznaczenie
stalej Michaelisa reakcji katalizowanej przez
sacharaze

Predkos¢ reakcji enzymatycznej mierzymy iloscigq substratu
przeksztatcanego przez enzym w jednostce czasu. Katalityczne dziatanie
enzymu polega na uaktywnieniu substratu przez wytworzenie z nim
przejéciowego kompleksu, ktéry nastepnie rozpada sie na produkt(y) reakcji
i wolny enzym:

E+S - ES > E+P
E - enzym, S - substrat, ES - kompleks:enzym-substrat, P - produkt.

Kompleks Enzym-Substrat powstaje w wyniku ,skutecznego
zderzenia” czasteczki enzymu z czasteczka substratu, to znaczy takiego
zderzenia, po ktéorym obie czgsteczki uzyskajg dostateczng energie do wejscia
w reakcje chemiczng. Przy statym stezeniu enzymu liczba takich zderzen
wzrasta wraz ze wzrostem stezenia substratu. Przy niedoborze substratu
w ukfadzie reagujacym nie wszystkie czasteczki enzymu biorg udziat
w reakcji. Zwiekszenie stezenia substratu powoduje, iz wiecej czasteczek
enzymu wejdzie w kontakt z substratem. Z tego powodu predkos$é reakcji
enzymatycznej rosnie wraz ze wzrostem stezenia substratu. Po osiggnieciu
pewnej wartosci stezenia wszystkie czasteczki enzymu wchodzg w kontakt
z substratem. Dalszy wzrost stezenia substratu nie zwieksza predkosci reakgji
enzymatycznej. Reakcja osiggneta predko$s¢ maksymalng (Vmax). Niektére
reakcje enzymatyczne osiggaja predkos¢ maksymalng juz przy matym
stezeniu substratu. Swiadczy to o duzym powinowactwie enzymu do
substratu. W niektérych przypadkach predkos¢ maksymalna jest osiggalna
przy duzych stezeniach substratu. Swiadczy to o malym powinowactwie
enzymu do substratu.

Miarg powinowactwa enzymu do substratu jest stata Michaelisa. Jest
to takie stezenie substratu (wyrazone w molach na litr), przy ktérym predkosé

reakcji enzymatycznej jest rowna potowie predkosci maksymalnej.
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W celu oznaczenia predkosci maksymalnej i statej Michaelisa
inkubujemy enzym o statym stezeniu z substratem o zmiennym (rosngcym)
stezeniu, przez jednakowy czas. Po przerwaniu inkubacji, we wszystkich
probéwkach oznaczamy produkt reakcji (bedacy miarg ilosci zuzytego
substratu) i wykreslamy zaleznos¢ predkosci reakcji (na osi rzednych) od
stezenia substratu (na osi odcietych). Zaobserwujemy zaleznos¢
przedstawiong na Rycinie. Nosi ona nazwe wykresu Michaelisa-Menten.
Z wykresu tego mozna odczyta¢ wartos¢ predkosci maksymalnej (Vmax)
i statej Michaelisa (Kwv).

A

\Y

Vmax [~-——===-=------------- - - oo

Vmax

[
L

Km S

Sacharaza jest enzymem rozktadajacym sacharoze na glukoze
i fruktoze. W trakcie reakcji jedna czgsteczka nieredukujgcego substratu
(sacharozy) rozpada sie na dwie czgsteczki redukujgcych produktéw (glukozy
i fruktozy). Postep reakcji mozna oceni¢ przez pomiar przyrostu ilosci cukrow
redukujacych w ptynie inkubacyjnym.

Produkty reakcji, tj. glukoze i fruktoze oznaczamy metoda Folina-Wu.
W metodzie tej wykorzystuje sie wtasciwosci redukcyjne powstatych cukrow.
Podczas ogrzewania, heksozy redukujg jony miedzi (II) zawarte w alkalicznym
roztworze CuSO4 do jondéw miedzi (I). W nastepnym etapie jony miedzi (I)
przekazujg elektrony na anion fosfomolibdenianowy 2z wytworzeniem
barwnego kompleksu zwanego btekitem molibdenowym. Intensywnos$¢ barwy
jest proporcjonalna do =zawartosci cukrow redukujacych, ktére mozna
oznaczy¢ kolorymetrycznie wobec préby kontrolnej, ktéra eliminuje m.in.
wptyw jondw miedzi (II) na barwe roztworu.

Dwa mole powstatych produktéw odpowiadajg jednemu molowi
roztozonego substratu.
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Wykonanie

1. Przebieg reakcji

Przygotowac roztwory substratu o roznych stezeniach. W tym celu do
czterech probowek kalibrowanych dodawac kolejno 1,5, 2,5, 3,51 5,0 ml 0,4M
roztworu sacharozy. Zawartos¢ probdwek uzupetni¢ woda destylowang do 10

ml, zamkna¢ korkiem i doktadnie wymieszaé. Stezenia sacharozy w
poszczegolnych probdwkach wynoszg odpowiednio: 0,06M, 0,10M, 0,14M,
0,20M.

Przygotowa¢ nastepne 6 zwyktych probowek ponumerowanych od
1 do 6. Do probdwek od 1 do 4 odmierzy¢ po 1 ml uprzednio sporzadzonych
roztwordw sacharozy, o nastepujacych stezeniach:

probowka nr 1 - 0,06M
probéwka nr 2 - 0,10M
probéwka nr 3 - 0,14M
probowka nr 4 - 0,20M

Do probéwki nr 5 odmierzy¢ 1 ml 0,40M roztworu sacharozy.

Probéwki te wstawi¢ do tazni wodnej o temperaturze 30°C, na okoto
5 minut, w celu doprowadzenia prébek do temperatury reakcji.

Do probowki 6 (proba kontrolna) doda¢ 1 ml wyciqggu drozdzowego
i ogrzewac¢ przez 5 minut we wrzacej tazni wodnej w celu inaktywacji enzymu,
a nastepnie ochtodzi¢ i doda¢ 1 ml 0,40M roztworu sacharozy.

Do probéwek od 1 do 5 odmierzy¢ po 1 ml wyciggu drozdzowego
i inkubowac dalej w temperaturze 30°C, doktadnie przez 10 minut. Po uptywie
tego czasu natychmiast wstawi¢ probéwki do wrzacej tazni wodnej na 5 minut
w celu przerwania reakcji poprzez termiczng inaktywacje enzymu. Zawartosé
kazdej probdwki (od 1 do 6) przenies¢ ilosciowo do kolbek miarowych
(z korkiem) o pojemnosci 100 ml (3-krotnie sptukujac wodg destylowang
kazda probowke). Nastepnie zawartos¢ kolbek uzupetni¢ woda destylowang do
100 ml i doktadnie wymieszac.
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2. Oznaczanie cukrow redukujacych w ptynie
poinkubacyjnym

Wszystkie oznaczenia wykona¢ podwdjnie. Do ponumerowanych
probéwek odpowiednio dodac:

1-2 po 0,5 ml ptynu z kolbki miarowej nr 1
3-4 po 0,5 ml ptynu z kolbki miarowej nr 2
5-6 po 0,5 ml ptynu z kolbki miarowej nr 3
7-8 po 0,5 ml ptynu z kolbki miarowej nr 4
9-10 po 0,5 ml ptynu z kolbki miarowej nr 5
11-12 po 0,5 ml ptynu z kolbki miarowej nr 6

Nastepnie do kazdej probdwki doda¢ po 1 ml alkalicznego roztworu
siarczanu miedzi (II). Wszystkie probowki umiesci¢ we wrzacej tazni wodnej,
doktadnie na 8 minut, po czym natychmiast zanurzy¢ je w zimnej wodzie. Po
oziebieniu do kazdej probéwki doda¢c po 1 ml roztworu kwasu
fosfomolibdenowego, intensywnie wymiesza¢. Nastepnie dopetni¢ wodg
destylowang do 5 ml i ponownie wymiesza¢. Oznaczy¢ absorbancje swiatta o
dtugosci fali 650 nm (w probdéwkach 1-10) w stosunku do proby kontrolnej
(probowki 11-12). Odczyta¢ ilos¢ cukréw redukujacych z krzywej
kalibracyjnej.

3. Sporzadzanie krzywej kalibracyjnej

Przygotowa¢ 5 ponumerowanych probowek (1-5). Do probdéwki nr 1
wla¢ 1 ml wody (préoba kontrolna). Do pozostatych (2-5) dodawac kolejno:
0,1, 0,2, 0,5 1,0 ml 0,0005M roztworu glukozy. Zawartos$¢ probéwek 2-4
uzupetni¢ do 1 ml wodg destylowang. Do kazdej probdéwki doda¢ po 2 ml
alkalicznego roztworu CuSO., ogrzewaé¢ we wrzacej tazni wodnej dokfadnie
przez 8 minut i ochtodzi¢ w zimnej wodzie. Nastepnie dodac¢ po 2 ml roztworu
kwasu fosfomolibdenowego, dopetni¢ do 10 ml woda destylowang i doktadnie
wymiesza¢. Oznaczy¢ absorbancje prob badanych (2-5) przy 650 nm
w stosunku do préoby kontrolnej (probdéwka nr 1). Obliczy¢ zawarto$é glukozy
w mikromolach. Wykresli¢ zalezno$¢ pomiedzy absorbancja a iloscig glukozy.
Na osi rzednych oznaczy¢ absorbancje, na osi odcietych ilos¢ glukozy
w mikromolach.
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4. Przedstawienie wynikow

Oznaczona iloé¢ cukrow redukujacych w mikromolach, pomnozona
przez wspotczynnik 5 daje predkos$¢ reakcji w poszczegdlnych prébach,
wyrazong w mikromolach sacharozy roztozonej w ciggu 1 minuty.
Wspdtczynnik obliczono na podstawie nastepujacych danych: objetosé
wyjsciowa substratu (1 ml) zostata rozcienczona do 100 ml. Z jednego
mikromola sacharozy powstajg 2 mikromole heksoz. Czas dziatania enzymu
wynosi 10 minut. Wobec tego nalezy wynik pomiaru pomnozy¢ przez 100,
podzieli¢ przez 2 i przez 10.

Wyliczy¢ stezenie sacharozy (substratu) w reagujacym ukfadzie
pamietajac, ze roztwory sacharozy zostaty dwukrotnie rozcienczone
wyciggiem z drozdzy. Wyniki przedstawi¢ w Tabeli.

Predkosc¢ reakcji

Stezenie Ilo$¢ pmoli
Nr . [w pmolach sacharozy
, sacharozy Asso cukrow . i ]
proby . roztozonej w czasie
[mmol/I] redukujacych )
1 minuty]
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10

Na podstawie danych zawartych w Tabeli wykresli¢ zaleznos¢
predkosci reakcji [V] od stezenia substratu [S]. Na osi rzednych oznaczy¢
predkos¢ reakcji, a na osi odcietych stezenie substratu. Z wykresu odczytaé
wartosci: predkosci maksymalnej [Vmax] oraz statej Michaelisa [Km].
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Aktywno$¢ enzymatyczna

Cel éwiczenia: wyznaczanie aktywnosci enzymu na przykiadzie
sacharazy z drozdzy

Aktywnos$c¢ enzymu jest predkoscig reakcji enzymatycznej mierzong
w SciSle okreslonych warunkach. Podstawowg jednostkg aktywnosci
enzymatycznej jest katal (kat). Jest to taka aktywnos$¢ enzymu, ktéry
przeksztatca 1 mol substratu w produkt(y) w czasie 1 sekundy,
w temperaturze 30°C, w optymalnym pH, w warunkach reakcji rzedu
zerowego (przy petnym wysyceniu enzymu substratem). Jednostkami
pochodnymi sg milikatale (mkat = 1 x 10-3 kat), mikrokatale (ukat = 1 x 106
kat), nanokatale (nkat = 1 x 10°° kat) i pikokatale (pkat = 1 x 1012 kat).

Aktywnos$¢  enzymu mozna tez wyraza¢ przy  pomocy
miedzynarodowej jednostki enzymatycznej (u). Jest to aktywnosc
enzymu przeksztatcajacego 1 mikromol substratu w czasie 1 minuty,
w temperaturze 30 °C, w optymalnym pH, w warunkach reakcji rzedu
zerowego. Jednostka miedzynarodowa odpowiada 16,67 nkat.

Sacharaza jest jedna z disacharydaz zwigzanych z powierzchnig
rabka szczoteczkowego btony S$luzowej jelita cienkiego, ktéra rozkitada
sacharoze zawartg w pokarmach do glukozy i fruktozy. Enzym ten jest
szeroko rozpowszechniony w komérkach roélinnych. Zrédtem sacharazy
stosowanej na c¢wiczeniach jest wyciag z drozdzy piekarskich. Jego
preparatyka polega na mechanicznej homogenizacji komorek drozdzy,
ekstrakcji lipidow eterem, ekstrakcji sacharazy woda destylowang
i oddzieleniu nierozpuszczalnych sktadniké4w homogenatu poprzez filtracje na
lejku Biichnera.

Aby oznaczy¢ aktywnos¢ tego enzymu nalezy Scisle okreslong ilos$¢
wyciggu z drozdzy inkubowaé z jednakowg iloscig substratu (sacharozy),
w temperaturze 30°C, przez rozny okres czasu - od 10 do 40 minut. Po
zakonczeniu inkubacji nalezy oznaczy¢ ilos¢ powstatych produktéw (cukréw
redukujacych) i wyliczy¢, ile moli sacharozy ulegto rozktadowi w ciagu
1 sekundy (aktywnos$é w katalach).
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Produkty reakcji, tj. glukoze i fruktoze oznaczamy metodq Folina-
Wu. W metodzie tej wykorzystuje sie wilasnosci redukcyjne powstatych
cukrow. Podczas ogrzewania, heksozy redukujg jony miedzi (II) zawarte
w alkalicznym roztworze CuSO4 do jonow miedzi (I). W nastepnym etapie
jony miedzi (I) przekazuja elektrony na anion fosfomolibdenianowy
z wytworzeniem barwnego kompleksu zwanego btekitem molibdenowym.
Intensywnos$¢ barwy jest proporcjonalna do zawartosci cukrow redukujacych,
ktére mozna oznaczy¢ kolorymetrycznie wobec préoby kontrolnej, ktora
eliminuje m.in. wptyw jonéw miedzi (II) na barwe roztworu.

Z ilosci powstatych produktéw (heksoz) obliczamy ilo$¢ roztozonego
substratu (sacharozy) pamietajac, ze z 1 mola sacharozy powstajg 2 mole
heksoz (cukrow redukujacych). W tym celu nalezy sporzadzi¢ na papierze
milimetrowym wykres przedstawiajacy zaleznos¢ ilosci roztozonej sacharozy
od czasu reakcji. Na osi rzednych oznaczamy ilo$¢ roztozonego substratu
w mikromolach, a na osi odcietych czas reakcji w minutach. Aktywnosc
enzymu oblicza sie z liniowego odcinka tej krzywej. Przedstawia on wprost
proporcjonalng zalezno$¢ pomiedzy iloscig roztozonego substratu a czasem
reakcji.

Obliczanie aktywnosci enzymu polega na wyliczeniu liczby moli
substratu, ktéry ulegt rozktadowi w ciggu jednej sekundy, przez sacharaze,

zawartg w 1 ml nierozciennczonego wyciaqgu z drozdzy. Jest to rownoznaczne
z wyliczeniem aktywnosci enzymu w katalach lub jego pochodnych.

Wykonanie
1. Preparatyka sacharazy

Studenci otrzymujg gotowy wycigg z drozdzy zawierajacy sacharaze, ktory
nalezy rozcienczyc.

2. Rozcienczanie wyciagu
Przenies¢ 1 ml wyciagu z drozdzy do kolby miarowej o pojemnosci 50

ml, dopetni¢ wodg destylowang do kreski i starannie wymieszac¢. Nastepnie
przenies¢ 2,5 ml tego roztworu do kolejnej kolby o pojemnosci 50 ml, dodac
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10 ml 0,1M buforu octanowego o pH 5, dopetni¢ wodg destylowang do kreski
i starannie wymieszac¢. Obliczy¢ rozcienczenie.

3. Pomiar aktywnosci enzymu

Przygotowa¢ 10 probdéwek i oznakowac je kolejnymi numerami od
1 do 10. Do probéwek 1 i 2 (préby kontrolne) doda¢ po 0,5 ml
rozcienczonego wyciggu enzymatycznego, ogrzewac przez 5 minut we wrzacej
tazni wodnej, a nastepnie dodac¢ po 1 ml alkalicznego roztworu CuSQa.

Do wszystkich probéwek (1-10) doda¢ po 0,5 ml 0,1M roztworu
sacharozy. Probowki (3-10) oraz przygotowany wyciag z drozdzy wstawi¢ na
5 minut do tazni wodnej o temperaturze 30°C. Nastepnie do kazdej z nich
doda¢ po 0,5 ml rozcienczonego wyciagu z drozdzy (mozliwie jak najszybciej).
Od tej chwili w probéwkach 3-10 rozpoczyna sie reakcja. W probowkach 1-2
reakcja nie zachodzi z powodu inaktywacji termicznej enzymu. Inkubowad
poszczegollne probowki przez okres czasu wskazany w Tabeli. Po uptywie
czasu inkubacji (réznego dla poszczegdlnych probdwek) natychmiast przerwac
reakcje, inaktywujac enzym przez dodanie 1 ml alkalicznego roztworu CuSO4
i umiesci¢ je we wrzacej tazni wodnej doktadnie na 8 minut. Po tym czasie
zanurzy¢ probdwki w zimnej wodzie. Po oziebieniu, do kazdej probdéwki dodaé
po 1 ml roztworu kwasu fosfomolibdenowego, intensywnie wymieszaé i
dopetmi¢ do 5 ml woda destylowana. Zmierzy¢ absorbancje prob 3-10 przy
650 nm w stosunku do préb kontrolnych (probdwka 1 i 2). Odczytac ilosé
cukréw redukujacych z krzywej kalibracyjnej.

4, Sporzadzanie krzywej kalibracyjnej

Krzywg kalibracyjng sporzadzi¢ tak, jak to opisano w ¢wiczeniu
Predko$¢ maksymalna reakcji enzymatycznej i stata Michaelisa.

5. Przedstawienie wynikow
Z ilosci mikromoli cukréw redukujgacych w poszczegdlnych prébach
obliczy¢ ilo$¢ mikromoli sacharozy roztozonej przez 1 ml nierozcieficzonego

wycigqgu z drozdzy. Nalezy uwzgledni¢ fakt, ze z jednego mola sacharozy
powstajg dwa mole cukréw redukujgcych. Wyniki zestawi¢ w Tabeli.
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Na podstawie wynikéw zawartych w Tabeli wykresli¢ zalezno$¢ pomiedzy
iloscig roztozonej sacharozy (0$ rzednych) a czasem inkubacji (0$ odcietych).
Obliczy¢  aktywnos¢ enzymu w  miedzynarodowych  jednostkach
enzymatycznych i mikrokatalach na ml nierozcienczonego wyciggu.

Liczba

Czas h . Liczba mikromoli
Nr inku- mikromoli . .
) Zawartoéé bacji Asso cukréow roztozonej sacharozy
proby [min.] reduku- Enzym Enzym
- ja_cych rozcienczony nierozcienczony
1 Enzym 0
zdenaturowany

+ sacharoza
3 Enzym aktywny 10
4 + sacharoza

5 20

7 30

10
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Inhibicja kompetycyjna i niekompetycyjna

Cel (¢wiczenia: poznanie réznic pomiedzy inhibicja
kompetycyjna i niekompetycyjna na
przyktadzie inhibitorow dehydrogenazy
bursztynianowej

Inhibicja jest to zjawisko hamowania aktywnosci enzyméw.
Substancje hamujace aktywnos¢ enzymu to inhibitory. Dzielg sie one na dwie
podstawowe grupy: inhibitory kompetycyjne i niekompetycyjne.

Inhibicja kompetycyjna

Inhibitor kompetycyjny wykazuje podobienstwo strukturalne do
substratu i konkuruje z nim o miejsce aktywne enzymu. Enzym ,nie potrafi”
odrézni¢ substratu od inhibitora i ,omytkowo” (zamiast substratu) wigze
inhibitor kompetycyjny w swoim miejscu aktywnym. Powstaty kompleks
enzym-inhibitor nie moze ulec dalszej przemianie. W obecnosci enzymu,
substratu i inhibitora istnieje mozliwo$¢ zajscia dwéch reakcji:

A. Enzym + Substrat —» Enzym-Substrat — Enzym + Produkt
B. Enzym + Inhibitor —» Enzym-Inhibitor

Liczba  czasteczek enzymu (przy jego stalym  stezeniu)
zaangazowanych w reakcji zalezy od stosunku stezen substratu i inhibitora.
Im wyzsze bedzie stezenie substratu w stosunku do inhibitora, tym mniej
czasteczek enzymu bedzie wigzac sie z inhibitorem. Przy statym stezeniu
enzymu i inhibitora i wzrastajacym stezeniu substratu nastepuje odtaczenie
coraz wiekszej liczby czasteczek inhibitora od enzymu i zastepowanie go przez
substrat. Kompleks Enzym-Inhibitor przeksztatca sie w kompleks Enzym-
Substrat, a inhibitor zostaje wyparty z miejsca aktywnego enzymu.
Hamowanie reakcji wywotane inhibitorem kompetycyjnym moze by¢ zatem
odwrdcone poprzez zwiekszenie stezenia substratu.

Przy odpowiednio duzym stezeniu substratu predko$¢ maksymalna
reakcji (Vmax), pomimo obecnosci inhibitora, osigga warto$¢ obserwowang
w uktadzie niezawierajgcym inhibitora. Méwigc inaczej, do osiggniecia Vmax
w obecnosci inhibitora kompetycyjnego potrzeba wiekszego stezenia
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substratu, niz w uktadzie wolnym od tego inhibitora. Oczywiscie wieksze
stezenie substratu bedzie potrzebne roéwniez do osiggniecia Vmax/2, coO
oznacza, ze stata Michaelisa (Kv) w obecnosci inhibitora kompetycyjnego
osigga wiekszg wartosc.

Inhibicja niekompetycyjna

Inhibitor niekompetycyjny nie wykazuje podobienstwa do
substratu. Wigze sie on z enzymem poza miejscem aktywnym (w innym
miejscu niz substrat). Miejsce aktywne enzymu wigze substrat, lecz “nie
potrafi” go przeksztatcic w produkt. Nawet znaczne zwiekszenie stezenia
substratu nie jest wowczas w stanie odwroci¢ inhibicji. Inhibitor
niekompetycyjny moze wigza¢ sie z wolnym enzymem lub z kompleksem

Enzym-Substrat. Reakcje mogaq przebiegac¢ wedtug ponizszych schematow:

A. Enzym + Inhibitor —» Enzym-Inhibitor
B. Enzym-Inhibitor + Substrat — Enzym-Substrat-Inhibitor
C. Enzym-Substrat + Inhibitor - Enzym-Substrat-Inhibitor

Zaréwno kompleks: Enzym-Inhibitor, jak i Enzym-Substrat-
Inhibitor sg nieaktywne i ,nie potrafig” przeksztatci¢ substratu w produkt.
W obecnosci inhibitora niekompetycyjnego Vmax ma mniejszq wartos¢,
niezaleznie od stezenia substratu, natomiast warto$¢ Ku nie ulega zmianie.

Gtéwne réznice miedzy inhibitorem kompetycyjnym
i niekompetycyjnym przedstawia ponizsza Tabela.

Inhibitor Inhibitor
kompetycyjny niekompetycyjny
Budowa podobny do substratu niepodobny do substratu
Miejsce wigzania miejsce aktywne poza miejscem aktywnym
Odwracalnos¢
inhibicji przez odwracalna nieodwracalna
wzrost stezenia
substratu

nie zmienia sie, lecz jest
Vmax osiggana przy wyzszym maleje
stezeniu substratu

Km wzrasta nie zmienia sie
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Dehydrogenaza bursztynianowa utlenia bursztynian do fumaranu,
poprzez odtgczenie 2 atomdéw wodoru. Ich bezposrednim akceptorem jest
dinukleotyd flawinoadeninowy (FAD), a nastepnie koenzym Q, ktoéry
przechodzi w forme zredukowang (QHz). Poczawszy od tego ostatniego dalszy
transport elektrondw zachodzi niezaleznie od transportu protondw. Elektrony
przechodza poprzez cytochrom b, cytochrom c;, cytochrom c¢ oraz
cytochrom a+as na tlen. Powstaje anion tlenkowy 02, ktéry wigze sie
z dwoma protonami tworzac czasteczke wody.

W naszym doswiadczeniu zostanie zastosowany sztuczny akceptor
elektrondw, zo6tto-zielony heksacyjanozelazian (III) potasu - Ks[Fe(CN)s],
ktory w wyniku redukcji przejdzie w bezbarwny heksacyjanozelazian (II)
potasu - K4[Fe(CN)s]. Tak wiec miarq aktywnosci dehydrogenazy
bursztynianowej bedzie stopien odbarwienia roztworu heksacyjanozelazianu
potasu.

Inhibitorem kompetycyjnym dehydrogenazy bursztynianowej jest
malonian, zwigzek bardzo podobny do kwasu bursztynowego, od ktdrego rozni
sie brakiem jednej grupy —CH,. Konkuruje z nim o miejsce aktywne enzymu.
Malonian wigze sie z dehydrogenaza, a powstalty kompleks Enzym-Inhibitor
nie moze ulec dalszej przemianie. W wyniku tego procesu dochodzi do
zahamowania reakcji katalizowanej przez dehydrogenaze bursztynianowq.
Zwiekszenie stezenia substratu (bursztynianu) jest w stanie odwrdci¢ tg
inhibicje.

Inhibitorami niekompetycyjnymi dehydrogenazy bursztynianowej sg
sole metali ciezkich. Wspomniany enzym do swej funkcji katalitycznej
wymaga obecnosci wolnych grup -SH. Jony metali ciezkich (np. Hg?*) wiazg
sie z siarkg grup -SH hamujac aktywnos¢ tego enzymu. Zwiekszenie stezenia
substratu (bursztynianu) nie jest w stanie odwroci¢ tej inhibicji.

Doswiadczenie polega na inkubacji homogenatu watroby szczura,
zawierajacego dehydrogenaze bursztynianowg, z bursztynianem o réznym
stezeniu, w obecnosci lub nieobecnosci inhibitoréw - malonianu i HgCls,
w Srodowisku zawierajacym sztuczny akceptor elektrondw - Ks;[Fe(CN)s]. Po
przerwaniu reakcji przy pomocy kwasu trichlorooctowego, w klarownym
przesaczu oceniamy zaleznos$¢ stopnia odbarwienia roztworu od obecnosci
i relacji stezen substratu i inhibitoréw, przy statym stezeniu enzymu.
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Wykonanie

1. Przygotowanie probowek z ptynami inkubacyjnymi

Do ponumerowanych probdéwek (1-12) odmierzy¢,
kolejnosci, odczynniki wg zataczonej Tabeli, a do probdéwki 2 wla¢ dodatkowo
2 m 10% trichlorooctowego. Sumaryczna objetos¢ roztworu
reagujacego we wszystkich probdéwkach bedzie jednakowa i wyniesie 4 ml
(bez uwzglednienia kwasu trichlorooctowego).

w dowolnej

kwasu

Probéwka nr 1 jest proba kontrolng bez substratu
rownowazng objetos¢ wody). Probdwka 2 jest probag kontrolng, zawierajgca
nieaktywny enzym (zdenaturowany przez kwas trichlorooctowy) Nastepnie
wszystkie probowki (1-12) wstawi¢ do tazni wodnej o temp 37°C na 5 min

(zawiera

w celu doprowadzenia reagujacych ptyndéw do tej temperatury.

we | o buter | bursitymian | 005 | 0ot | o= | o
proby [mI] ?‘;’I‘]‘ sodu [ml] | [mI] [mI] [mi]
1 1 0 0 0 0,5 2,5
2 1 0,1 0 0 0,5 2,4
3 1 0,1 0 0 0,5 2,4
4 1 0,1 0 0 0,5 2,4
5 1 0,1 0,1 0 0,5 2,3
6 1 0,1 0,1 0 0,5 2,3
7 1 0,1 0 0,1 0,5 2,3
8 1 0,1 0 0,1 0,5 2,3
9 1 2,0 0,1 0 0,5 0,4
10 1 2,0 0,1 0 0,5 0,4
11 1 2,0 0 0,1 0,5 0,4
12 1 2,0 0 0,1 0,5 0,4

70




2. Inkubacja uktadéw reagujacych

Po wstepnej inkubacji do kazdej probéwki doda¢ po 1 ml homogenatu
watroby szczura. Wymieszac¢ i inkubowaé przez 30 minut, a nastepnie do
kazdej probowki (z wyjatkiem probéwki nr 2) doda¢ 2 ml 10% kwasu
trichlorooctowego. Proby przesaczy¢ przez mate sgczki do innych probowek
oznaczonych tymi samymi numerami.

3. Interpretacja wynikow
Podczas 30 minutowej inkubacji przygotowaé Tabele wg zatgczonego
schematu. Wyliczy¢ stezenia substratu oraz inhibitoréw w poszczegdlnych

probdéwkach.

Stwierdzi¢, w  ktéorych  probdéwkach nastgpito  odbarwienie
heksacyjanozelazianu (III) potasu (zaznaczy¢ w Tabeli).

Stezenie Stezenie Stezenie Odbarwienie

Nr’ bursztynianu malonianu HgCl> he_ksacY]ano-
proby zelazianu
[mM] [mM] [mM] (+ lub -)

Na podstawie wynikdédw zestawionych w Tabeli okresli¢, w ktorych
probéwkach zaszta inhibicja. Przeanalizowa¢ stosunki stezen uzytego
substratu i inhibitora. Na tej podstawie wskaza¢, w ktérych probdwkach
doszto do odwrdcenia inhibicji. Przeanalizowaé, w ktérym przypadku nastagpita
zmiana statej Michaelisa.
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Aktywnos¢ aldolazy fruktozo-1,6-bis-fosforanowej
Cel éwiczenia: przesledzenie przebiegu reakcji aldolazowej

Aldolaza fruktozo-1,6-bis-fosforanowa jest enzymem nalezacym
do klasy liaz, katalizujacym odwracalng reakcje rozpadu i syntezy fruktozo-
1,6-bis-fosforanu. Pod dziataniem tego enzymu powstajg lub zuzywajq sie
dwie fosfotriozy: fosfodihydroksyaceton i aldehyd 3-fosfoglicerynowy.
W stanie rdwnowagi relacje ilosciowe pomiedzy fruktozo-1,6-bis-fosforanem
i fosfotriozami ustalajg sie na poziomie 89% do 11%. Reakcja aldolazowa
dostarcza fosfotrioz w procesie glikolizy i odwrotnie zuzywa fosfotriozy
w procesie glukoneogenezy. Reakcja zachodzaca przy udziale tego enzymu
jest biochemiczng odmiang reakcji znanej w chemii organicznej jako
kondensacja aldolowa. Stad pochodzi nazwa enzymu - aldolaza.

H2(|:—O—®

c=0 (0] H
I H,C—O- e
HO—C—H | &
— Cc=0 —C—
H—C—OH aldolaza I H——0H
H,C—OH H.C—O—
H—(|:—0H 2
HZC_O—®
fruktozo-1,6-bis-fosforan fosfodihydroksyaceton aldehyd

3-fosfoglicerynowy
Powyzsza rycina przedstawia reakcje katalizowana przez aldolaze.

Aldolaza jest enzymem cytosolowym, wystepujacym w kazdej
komorce. Opisano kilka izoform tego enzymu. W duzych ilosciach wystepuje
w miesniach szkieletowych, w narzadach migzszowych (watroba, nerka) oraz
w erytrocytach.

Wszystkie izoenzymy zbudowane sq z czterech identycznych
podjednostek o masie czasteczkowej okoto 40 kDa kazda. Tetrameryczna
budowa warunkuje aktywnos$¢ aldolazy. Zakwaszenie powoduje dysocjacje
enzymu na nieaktywne podjednostki. Po zobojetnieniu podjednostki taczg sie
spontanicznie tworzac aktywng forme enzymu.
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Cwiczenie polega na wykazaniu powstawania fosfotrioz z fruktozo-1,6-
bis-fosforanu pod dziataniem aldolazy zawartej w wyciqgu z homogenatu
mieséni krolika i aldolazy zawartej w surowicy krwi. Aktywnos$¢ aldolazowa
w surowicy jest niewielka, a moze narasta¢ w stanach patologicznych na
skutek przenikania tego enzymu z uszkodzonych tkanek do krwi.

Do oznaczania produktéw reakcji  aldolazowej wykorzystuje sie
barwna reakcje trioz (aldehydu i ketonu) z 2,4-dinitrofenylohydrazyng. Wolne
triozy tatwiej wchodzg w reakcje kondensacji niz ich estry fosforanowe,
dlatego powstate fosfotriozy poddaje sie najpierw hydrolizie zasadowej w celu
odtaczenia fosforanu. W wyniku reakcji kondensacji trioz z 2,4-
dinitrofenylohydrazyng tworzg sie odpowiednie 2,4-dinitrofenylohydrazony.

W celu zahamowania obecnej w tkankach dehydrogenazy
3-fosfogliceroaldehydowej, mogacej utleni¢ powstaty aldehyd 3-fosfo-
glicerynowy do 1,3-bis-fosfoglicerynianu, stosuje sie kwas monojodooctowy.
Jest to szczegdlnie wazne przy badaniu reakcji aldolazowej w homogenatach
tkankowych, gdzie (w odrdznieniu od surowicy) oba te enzymy (aldolaza
i dehydrogenaza 3-fosfogliceroaldehydowa) wystepujg obok siebie. Obecnos¢
hydrazyny w czasie inkubacji substratu z aldolaza powoduje przesuniecie
rownowagi odwracalnej reakcji enzymatycznej, w kierunku tworzenia
fosfotrioz.

Wykonanie

Przygotowaé¢ 6 probdowek: 3 probdéwki do badania przebiegu reakcji
katalizowanej przez aldolaze miesni i 3 probéwki do badania reakcji
katalizowanej przez aldolaze surowicy krwi (patrz Tabela). Do wszystkich
probéwek odmierzy¢ po 0,5 ml roztworu fruktozo-1,6-bis-fosforanu w buforze
hydrazynowym (pH 8,2) zawierajagcym kwas monojodooctowy. Do probowki
drugiej i trzeciej doda¢ po 0,1 ml ekstraktu z miesni krélika, a do piatej
i szostej po 0,1 ml surowicy krwi.

Probowki (1-6) wstawi¢ do tazni wodnej o temperaturze 37°C na 30
minut. Po zakoriczeniu inkubacji do wszystkich probéwek dodaé¢ po 0,1 ml
2M HCI celem inaktywacji enzymu, a nastepnie do probdéwki pierwszej dodac
0,1 ml ekstraktu z miesni, a do czwartej 0,1 ml surowicy krwi (proby 1 i 4 -
kontrolne).
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Dalsze postepowanie jest jednakowe dla wszystkich préb. Do
probowek doda¢ po 0,5 ml 0,6M NaOH i pozostawi¢ w temperaturze
pokojowej na 30 minut. Nastepnie doda¢ po 0,5 ml roztworu
2,4-dinitrofenylohydrazyny i wstawi¢ do fazni wodnej o temperaturze 37°C na
30 minut. Po uptywie tego czasu doda¢ po 4,5 ml 0,6M NaOH i odstawié
w zaciemnione miejsce na okoto 10 minut.

Wyciag z miesni Surowica krwi

Proba kontrolna | Proby wlasciwe Proba kontrolna | Préby wlasciwe
(probéwka 1) (probowki 2 i 3) (probéwka 4) (proboéwki 5 i 6)

0,5 ml 0,5 ml substratu || 0,5 ml 0,5 ml substratu
substratu substratu
0,1 ml wyciagu z

oo 0,1 ml surowicy
miesni

Inkubacja 30 minut w temperaturze 37°C

0,1 ml 2M HCI 0,1 ml 2M HCI 0,1 ml 2M HCI 0,1 ml 2M HCI
0,1 ml wycigqgu 0,1 ml surowicy
Zz miesni

0,5 ml 0,6M NaOH - 30 minut w temperaturze pokojowej

0,5 ml 2,4-dinitrofenylohydrazyny - 30 minut w temperaturze 37°C

4,5 ml 0,6M NaOH - 10 minut w zaciemnionym miejscu
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Porownac intensywnos$¢ barwy w probach wiasciwych z odpowiednimi
prébami kontrolnymi. Wyniki przedstawi¢ w Tabeli, oceniajac intensywnos$c¢
zabarwienia trzema, dwoma lub jednym plusem.

Wyniki

Numer probdéwki

1 2-3 4 5-6

Mozna tez oznaczy¢ ilosciowo  powstate triozy metodq
kolorymetryczna, przez pomiar absorbancji Swiatta o dtugosci fali 570 nm,
wobec préby kontrolnej. Jako standardu mozna uzy¢ roztworu
dihydroksyacetonu.
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Oksydacyjna dekarboksylacja pirogronianu

Cel ¢wiczenia: obserwacja przebiegu reakcji oksydacyjnej
dekarboksylacji pirogronianu

Kwas pirogronowy jest produktem gtdéwnie glikolizy i deaminacji
alaniny. W fizjologicznym pH wystepuje w postaci zdysocjowanej, jako anion
zwany pirogronianem i ulega wielokierunkowym przemianom.

Wiekszos¢ pirogronianu jest przeksztatcana w macierzy
mitochondrialnej do acetylo~S-CoA, w procesie oksydacyjnej
dekarboksylacji, katalizowanej przez wieloenzymatyczny kompleks,
okreslany mianem dehydrogenazy pirogronianowej. W skfad tego
kompleksu wchodzi dekarboksylaza pirogronianowa (Ei), transacetylaza
dihydrolipoilowa (E;) oraz dehydrogenaza dihydrolipoilowa (E3). Koenzymem
dekarboksylazy pirogronianowej jest pirofosforan tiaminy (TPP), koenzymem
transacetylazy dihydrolipoilowej jest liponian, a koenzymem dehydrogenazy
dihydrolipoilowej - dinukleotyd flawinoadeninowy w formie utlenionej (FAD),
ktory przekazuje wodory pobrane z liponianu na utleniony dinukleotyd
nikotynamidoadeninowy (NAD™).

W pierwszym etapie pirogronian przyfacza sie do pirofosforanu tiaminy
z réwnoczesng dekarboksylacjg (odtgczeniem CO,). Powstaty aldehyd octowy,
potaczony z pierscieniem tiazolowym pirofosforanu tiaminy, ulega w drugim
etapie oderwaniu z rédwnoczesnym utlenieniem (odtaczeniem pary wodorow).
Reszta kwasu octowego przytacza sie poprzez wigzanie wysokoenergetyczne
(tioestrowe) do atomu siarki liponianu. Atomy wodoru z aldehydu przechodza
na tiamine i na drugi atom siarki liponianu. W trzecim etapie reszta kwasu
octowego ulega przeniesieniu na koenzym A. Powstaje acetylo~S-CoA
i zredukowany liponian. Ten ostatni ulega utlenieniu przy udziale
dehydrogenazy dihydrolipoilowej, ktoéra przekazuje atomy wodoru pobrane
z liponianu na FAD. Zredukowany FAD (FADH;) przekazuje atom wodoru
i elektron na NAD®*. Powstaty NADH+H* utlenia sie dalej w tancuchu
oddechowym.
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Przebieg oksydacyjnej dekarboksylacji pirogronianu przedstawia
W sposOb uproszczony ponizszy schemat:

Mg?* '?
E~TPP + O=C—CH; = E1—TPP—CI)—CH3 + CO,
COOH OH

E, C(CHZ)T(\

E,-FADH,

E C(CH)— Y + E~TPP
S s sH
2
0=C—CH,
AsO'
& '/—COA-SH

NADH+H" E,-FAD E-C(CH,), {\

SH <|3
5

CoA-S~C—CH 3

Acetylo~S-CoA utlenia sie w cyklu kwasu cytrynowego (Krebsa) do
COz i H20.

Cwiczenie polega na wykazaniu zuzycia pirogronianu dodanego do
homogenatu watroby szczura. Umozliwia przesledzenie zachodzacych reakcji
oksydoredukcyjnych oraz wskazuje na mozliwos¢ hamowania tego procesu
przez arsenian (III). Akceptorem elektronow jest tlen badz sztuczny akceptor
- heksacyjanozelazian (III) potasu - Ks[Fe(CN)s]. Zwigzek ten bezposrednio
utlenia aldehyd octowy (potaczony z pierscieniem tiazolowym pirofosforanu
tiaminy) do kwasu octowego.

CH, 2[Fe(CN)*  2[Fe(CN)J"

| CH,

E,~TPP—C—H ] + E,~TPP

|

o \ COOH
H,0 2H'

Reakcje przerywamy przez dodanie kwasu trichlorooctowego
i oceniamy zuzycie pirogronianu przy pomocy reakcji barwnej. W probéwkach
zawierajacych heksacyjanozelazian (III) potasu obserwujemy dodatkowo
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zmiane zabarwienia roztworu w nastepstwie redukcji tego zwigzku (o barwie
z6ttej) do bezbarwnego heksacyjanozelazianu (II) potasu Ka[Fe(CN)s].
Arsenian (III) (AsO3z") jest typowym inhibitorem reakcji, w ktérych biorg udziat
grupy -SH. W warunkach naszego doswiadczenia hamuje przebieg reakcji
katalizowanej przez dehydrogenaze dihydrolipoilowg.

Mechanizm blokowania grup -SH przez arsenian (III) przedstawia
ponizsze réwnanie:

?.
As
Yo ~
SH SH S S
HC|3 é 22 22 i Hé (I: 22 22 H,0
—_— -
HZ H2 H2 H2 HZ H2

Obecno$¢ heksacyjanozelazianu (III) potasu, jako sztucznego
akceptora elektronéw sprawia, ze etap hamowany przez arsenian (III) zostaje
ominiety. W tych warunkach arsenian nie hamuje zuzycia pirogronianu.

Zawartos¢ pirogronianu w uktadzie reagujgcym oceniamy przy pomocy
reakcji z 2,4-dinitrofenylohydrazyng. Wszystkie a-ketokwasy, a wiec
i pirogronian, reagujg z 2,4-dinitrofenylohydrazyng tworzac odpowiednie
fenylohydrazony. Zwiazki te rozpuszczaja sie w rozpuszczalnikach
organicznych i mozna je wyekstrahowaé¢ (np. octanem etylu). Po dodaniu
octanu etylu i energicznym wytrzgsaniu mieszanina rozwarstwia sie. W fazie
wodnej (dolna warstwa) pozostaje woda oraz sole znajdujace sie w wyciggach
tkankowych. W fazie organicznej (gdérna warstwa) gromadzg sie
fenylohydrazony i nadmiar wolnej fenylohydrazyny. Fenylohydrazony
i fenylohydrazyne mozna tatwo rozdzielic. ROznig sie one bowiem
rozpuszczalnoscig w roztworze weglanu sodu. Po usunieciu fazy wodnej, do
fazy organicznej dodajemy roztwor Na,COs. Podczas wytrzgsania
fenylohydrazony przechodza do fazy wodnej, zawierajacej weglan sodu (dolna
warstwa), a wolna fenylohydrazyna pozostaje w fazie organicznej octanu etylu
(goérna warstwa). 2,4-dinitrofenylohydrazon pirogronianu po alkalizacji
roztworem NaOH zmienia zabarwienie z zéftego na brunatno-czerwone (jak
wszystkie aromatyczne zwigzki nitrowe). Natezenie barwy jest proporcjonalne
do stezenia pirogronianu w ukfadzie reagujacym.
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Wykonanie

1. Inkubacja

Do 6 ponumerowanych probowek (1-6) dodac¢ odpowiednie ilosci
odczynnikow, wedtug Tabeli I. Nastepnie do probéwek kontrolnych (1 i 4)
nalezy doda¢ po 4 ml 10% kwasu trichlorooctowego (TCA). Do wszystkich
probéwek doda¢ po 2 ml homogenatu watroby szczura i inkubowaé w tazni
wodnej o temperaturze 37°C przez 45 minut. Co 3-4 minuty zawartos¢
probdwek mieszac przez wstrzasniecie.

Po zakonczeniu inkubacji do probowek nr: 2, 3, 5 i 6 doda¢ po 4 ml
TCA. Zawartos¢ wszystkich probdéwek przesaczy¢ przez mate saczki z bibuty
filtracyjnej do kolejnego szeregu krotkich probowek.

Probowki z przesgczami pozostawi¢ do zakonczenia ¢éwiczen.

2. Wykazanie ubytku pirogronianu

Do 6 ponumerowanych probéwek (jak w Tabeli II) odmierzy¢ po 0,5
ml odpowiednich przesaczéw i do kazdego doda¢ po 0,5 ml roztworu
2,4-dinitrofenylohydrazyny. Pozostawi¢ w temperaturze pokojowej przez 15
minut. Nastepnie dodaé¢ po 4 ml octanu etylu i kazdgq z probéwek wstrzasac
energicznie przez 1 minute lub przedmuchiwac¢ przy pomocy odpowiedniej
pipety. Odpipetowa¢ ostroznie dolng warstwe wodng, przy uzyciu
odpowiedniej pipety, a do pozostatosci odmierzy¢ po 3 ml 10% roztworu
Na,COs i zndéw wstrzasa¢ lub przedmuchiwaé energicznie probdwki przez
jedng minute. Z dolnej warstwy wodnej pobieraé pipeta po 1,5 ml i przenies¢
do nowego szeregu identycznie ponumerowanych probéwek. Do kazdej z nich
doda¢ po 1,5 ml 1,5M roztworu NaOH, wymieszaé. Na podstawie rdznic
zabarwienia oceni¢ w ktorych probdéwkach nastgpito zuzycie pirogronianu.

Porownac zuzycie heksacyjanozelazianu (III) potasu w probdwkach
4,5i 6.
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Tabela I

Proby bez heksacyjanozelazianu potasu

Zawartosc
Préba 0,2M 0,05M 0,1M
bufor piro- heksa- 0,02M H20
fosf. gronian cyjano- arsenian redest.
pH 7,2 zelazian
Kontrolna
1 (enzymy 0,2ml (0,1 ml - - 0,2 ml
zdenaturowane)
2 Wiasciwa 0,2ml |0,1 ml - - 0,2 ml
Wiasciwa z
3 o 0,2 ml 0,1 ml - 0,1 ml 0,1 ml
inhibitorem
Proby z heksacyjanozelazianem potasu
Zawartosc¢
Préoba 0,2M 0,05M 0,1M
bufor piro- heksa- 0,02M H20
fosf. gronian cyjano- arsenian redest.
pH 7,2 zelazian
Kontrolna
4 (enzymy 0,2ml (0,1 ml 0,1ml - 0,1 ml
zdenaturowane)
5 Wiasciwa 0,2ml (0,1 ml 0,1ml - 0,1 ml
Wiasciwa z
6 . 0,2 ml 0,1 ml 0,1ml 0,1 ml -
inhibitorem
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3. Przedstawienie wynikow

Wyniki

przedstawi¢ w Tabeli

IT i

przedyskutowac.

spostrzezenia uzywac symboli: (+) - zuzycie, (-) - brak zuzycia.

Formutujac

Tabela II
Proby
z heksacyjanozelazianem
potasu
Préba ; ; Préba
Préba Préba wiasciwa Préba Préba wiasciwa
kontrolna wiasciwa z inhibi- kontrolna wlasciwa z inhibi-
torem torem
Nr
préby 1 2 3 4 5 6
pirogro-
nian
heksa-
cyjano-
zelazian
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Glutaminaza

Cel ¢wiczenia: porownanie aktywnosci glutaminazy w nerce
i miesniu szkieletowym

Sposrod ponad dwudziestu aminokwaséw wystepujacych w ptynach
ustrojowych i tkankach zwierzecych glutamina odgrywa szczegdlng role
w procesach metabolicznych. Pomimo duzej liczby reakcji enzymatycznych
zuzywajacych glutamine, znajduje sie ona w duzym stezeniu (0,5 do 0,9mM)
w osoczu krwi i stanowi ponad 50% wewnatrzkomorkowej puli wolnych
aminokwasow. Glutamina jest obojetnym, glukogennym aminokwasem,
ktory moze by¢ syntetyzowany w organizmie przez szereg narzaddw
zawierajacych syntetaze glutaminy. Glutamina odgrywa kluczowg role
w 0gdolnym metabolizmie azotowym. Jest dawcg grup aminowych do réznych
biosyntez i jest przenos$nikiem azotu pomiedzy réznymi narzadami.

Gtéwnymi producentami glutaminy sg: miesien szkieletowy i watroba.
Ponad potowa ogdlnej ilosci aminokwasdw ustroju zwierzecego znajduje sie
w miesniach szkieletowych (gtéwnie w biatkach). Glutamina stanowi okoto 6%
aminokwaséw wchodzacych w sktad biatek miesniowych i niemal 25%
aminokwasow uwalnianych przez miesnie szkieletowe. Szkielet
weglowodorowy glutaminy moze pochodzi¢ z dwéch zZrédet. Pierwszym
i prawdopodobnie najwazniejszym jest glutaminian, pochodzacy z rozpadu
biatek miesniowych. Drugim jest a-ketoglutaran. Ten ostatni powstaje gtéwnie
jako metabolit cyklu kwaséw trikarboksylowych (cyklu Krebsa) lub wytwarza
sie w trakcie przemian niektorych aminokwaséw. Powstawanie glutaminy
z a-ketoglutaranu zachodzi dwuetapowo. W pierwszym etapie, w wyniku
transaminacji, powstaje glutaminian. Zwigzanie amoniaku przez grupe
y-karboksylowg glutaminianu prowadzi do powstania glutaminy.

Glutamina, uwolniona z miesni szkieletowych, moze by¢ za
posrednictwem krwi transportowana i pobierana przez inne narzady,
w  ktérych moze ulega¢ wielokierunkowym przemianom. Wazng role
w metabolizmie glutaminy w warunkach fizjologicznych odgrywa jelito cienkie
i limfocyty, a w okresie laktacji takze gruczot mlekowy.
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W szczegdlnych warunkach metabolicznych glutamina w duzych
ilosciach moze by¢ pobierana przez nerki. Zachodzi to gtéwnie w przebiegu
kwasicy. Zakwaszenie nerki aktywuje glutaminaze, ktora rozktada glutamine
do amoniaku i glutaminianu. Uwolniony amoniak (NH3) wigze nadmiar jonéw
H* przechodzac w jon amonowy (NH4*), co zmniejsza objawy kwasicy.

W metabolizmie glutaminy podstawowg role odgrywajg dwa enzymy:
syntetaza glutaminy i glutaminaza.

Syntetaza glutaminy jest szeroko rozpowszechniona w tkankach
zwierzecych. Wystepuje w cytosolu. Najwyzszg aktywnos$¢ tego enzymu
(w przeliczeniu na gram tkanki) wykazuje watroba, a w dalszej kolejnosci
nerka, modzg i zotadek. Miesénie szkieletowe wykazujg niskq aktywnosc
syntetazy glutaminy, ale uwzgledniajac ich znaczng mase to miesnie sa
gtdwnym producentem glutaminy.

Glutaminaza wystepuje w mitochondriach wielu narzadow
zwierzecych. Jest aktywowana przez fosforan nieorganiczny. W nieobecnosci
fosforanu aktywnos$¢ enzymu jest bardzo niska. Wyroéznia sie dwie izoformy
glutaminazy: watrobowg i nerkowq. Pierwsza z nich wystepuje wytacznie
w watrobie, a druga w nerce i w innych narzadach.

Reakcje katalizowane przez syntetaze glutaminy i glutaminaze
przedstawia ponizsza rycina.

o\:/o’ ATP ADP +(®) O« __NH,
(l:H syntetaza glutaminy (|3H2
[ . I
clez + NH, ?Hz
S <P, g
0”0 H.O 0”0
Glutaminian Glutamina
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Porownamy zuzycie glutaminy przez nerke i miesien szkieletowy.
Wskaznikiem zuzycia glutaminy jest ilos¢ amoniaku, uwolnionego w wyniku jej
hydrolizy. Nerka jest narzadem zuzywajacym glutamine, zawiera glutaminaze,
dlatego w czasie inkubacji skrawkow nerki z glutaming bedzie uwalniany
amoniak. Miesien szkieletowy nie zawiera glutaminazy. W czasie inkubacji
skrawkow miesnia szkieletowego z glutaming nie uwalnia sie amoniak.

Oznaczanie amoniaku polega na jego reakcji z fenolem w obecnosci
chloranu (I). Powstaje barwny produkt reakcji, a intensywnos$¢ barwy
roztworu jest proporcjonalna do stezenia amoniaku.

Wykonanie

1. Przygotowanie tkanek

Wypreparowaé¢ miesnie szkieletowe tylnych tap szczura oraz nerki
i umiesci¢ je w suchych naczyniach. Nastepnie odwazy¢ po 0,5 g kazdej
tkanki. Nie wyjmujac ze zlewek odwazonych tkanek, pocig¢ je czystymi
nozyczkami na drobne skrawki.

2. Przygotowanie roztworu glutaminy

Odmierzy¢ 70 ml 0,15M buforu fosforanowego o pH 8,2, w ktérym
nalezy rozpusci¢ 200 mg glutaminy.

3. Inkubacja

Przygotowa¢ 16 plastikowych probowek wirowniczych, oznaczonych
symbolami I-5, I-10, I-15, I-20, II-5, II-10............ Iv-15, IV-20.
Pierwsza cyfra oznacza numer uktadu reagujgcego (Tabela), druga - czas
inkubacji w minutach. Do kazdej z nich doda¢ po 0,25 ml 1M kwasu
trichlorooctowego.

Do zlewek zawierajacych pociete tkanki doda¢ po 10 ml
odpowiedniego ptynu inkubacyjnego, z glutaming lub bez glutaminy (wedtug
Tabeli), a nastepnie zawarto$¢ przela¢ do odpowiednio ponumerowanych
wysokich zlewek (I-IV) i inkubowaé w temperaturze 37°C przez 20 minut.
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Roztwor
Ukiad 0,15M bufor glutaminy w
reaquiac Narzad fosforanowy 0,15M buforze
gujacy pH 8,2 [ml] fosforanowym
[ml]
Miesien
I ] 10 -
szkieletowy
Miesien
II ) - 10
szkieletowy
III Nerka 10 -
IV Nerka - 10

Po 5, 10, 15 i 20 minutach inkubacji pobiera¢ ze zlewek (I-IV) po
0,5 ml ptynu inkubacyjnego (bez fragmentéw tkanek) i przenies¢ do uprzednio
przygotowanych i odpowiednio oznakowanych plastikowych probdéwek
wirowniczych (I-5, I-10, I-15, I-20, II-5, II-10, II-15, II-20 itd.)
zawierajacych kwas trichlorooctowy (przerwanie reakcji przez wytracenie
biatka). Po 5-ciu minutach od zakonczenia inkubacji doda¢ do kazdej probowki
po 0,25 ml 0,9M roztworu KOH w celu zobojetnienia kwasu trichlorooctowego.
Zawartos¢ wszystkich probdéwek wymiesza¢ i wirowaé z predkoscig 2.000
obrotbw na minute przez 10 minut. Oznaczy¢ stezenie amoniaku
w supernatantach zebranych znad osadu straconego biatka.

4, Kolorymetryczne oznaczanie amoniaku

Przygotowa¢ 18 probdéwek z korkami. Do dwodch (préby kontrolne)
odmierzy¢ po 1 ml odczynnika fenolowego (fenol z pentacyjanonitrozylo-
zelazianem (III) sodu) i po 0,1 ml wody wolnej od amoniaku.

Do odpowiednio oznakowanych (tak jak probdéwki wirownicze)
pozostatych szesnastu probéwek odmierzy¢ po 1,5 ml odczynnika fenolowego
i przenies¢ do nich przy pomocy pipety automatycznej po 0,1 ml
supernatantow. Nastepnie do kazdej probowki oraz dwéch préb kontrolnych
doda¢ po 1,5 ml odczynnika chloranowego (chloran (I) sodu w 0,5% NaOH),
zamkna¢ je korkami, wymiesza¢ i wstawi¢ na 20 minut do tazni wodnej
o temperaturze 60°C. Po uptywie tego czasu ochtodzi¢ (nie otwierajac)
i zmierzy¢ absorbancje, wobec préby kontrolnej, przy dtugosci fali 625 nm.
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5. Opracowanie wynikow
Na podstawie otrzymanych wynikbw w jednym ukfadzie
wspotrzednych przedstawi¢ wykresy zaleznosci absorbancji od czasu inkubacji

dla wszystkich czterech uktadéw reagujacych.

Zwréci¢ uwage na roznice w aktywnosci glutaminazy w miesniu
szkieletowym i w nerce.
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Zuzycie glukozy w moézgu

Cel éwiczenia: ocena zuzycia glukozy przez cytosol mézgowy
oraz ocena wplywu kofaktoréw i inhibitorow
glikolizy na ten proces

Glukoza jest jednym z gtdwnych substratéw energetycznych.
Zasadniczg drogg metabolizmu tego cukru w komadrkach zwierzecych jest jego
przemiana do pirogronianu. Proces ten zachodzi w cytosolu. W warunkach
tlenowych pirogronian przechodzi do mitochondriéw, gdzie ulega oksydacyjnej
dekarboksylacji do acetylo~S-CoA. Reszty acetylowe mogq utleniaé sie
w cyklu kwasow trikarboksylowych do €Oz i H20, dostarczajac komorce
energii lub stanowi¢ substrat do biosyntez, zachodzacych zaréwno
w mitochondriach jak i w cytoplazmie. W warunkach beztlenowych nie jest
mozliwa oksydacyjna dekarboksylacja pirogronianu, ani funkcjonowanie cyklu
kwasow trikarboksylowych z powodu braku tlenu, jako ostatecznego
akceptora protondw i elektrondw odtgczanych od substratéw energetycznych.

W warunkach beztlenowych, w trakcie przemiany glukozy do
pirogronianu, w jednym z etapow nastepuje utlenienie aldehydu 3-fosfo-
glicerynowego do kwasu 1,3-bis-fosfoglicerynowego. Akceptorem protonu
i elektronéw jest cytosolowy NAD®, ktéry przechodzi w forme zredukowang:
NADH+H*. W cytosolu wyczerpujq sie zapasy NAD*, gromadzi si¢ NADH+H™.
Utlenianie kolejnych czasteczek aldehydu 3-fosfoglicerynowego wymaga
odtworzenia NAD* w sposéb niezalezny od tancucha oddechowego. Jest to
mozliwe poprzez przekazanie protondéw i elektrondw z NADH+H* na
pirogronian z wytworzeniem mleczanu i odtworzeniem NAD®. Reakcje te
katalizuje dehydrogenaza mleczanowa, obecna w cytosolu.

Mézg jest narzadem, ktéry (w warunkach zdrowia) czerpie energie
wytacznie z utleniania glukozy do CO; i H»O. Przedmiotem c¢wiczenia jest
ocena wplywu kofaktordw i inhibitoréw glikolizy na metabolizm glukozy
w cytosolu médzgu szczura. Doswiadczenie polega na inkubacji cytosolu moézgu
szczura z glukozg w S$rodowisku o réznym sktadzie, w obecnosci lub
nieobecnosci: ATP, NAD™, jodooctanu, fluorku i cytrynianu. Do doswiadczenia
uzyjemy cytosolu uzyskanego z médzgu szczurzego. Brak mitochondridw
(zostaty odwirowane) uniemozliwia tlenowa przemiane glukozy do CO; i H>O.
Glukoza inkubowana z takim ekstraktem moze ulegac¢ jedynie przemianie
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beztlenowej do mleczanu. Niezbednym warunkiem tej przemiany jest
obecnos¢ ATP i NAD™. Jodooctan, fluorek i cytrynian hamuja ten proces.

Jodooctan jest inhibitorem niekompetycyjnym dehydrogenazy
3-fosfogliceroaldehydowej. Wigze sie on kowalencyjnie z siarkg grup -SH
miejsca aktywnego tego enzymu.

Enzym-CH2-SH + ICH,COO"- - Enzym-CH>-S-CH,COO- + HI

Jon fluorkowy (F-) hamuje aktywnos¢ enolazy poprzez wigzanie jonu
magnezowego (Mg?*), niezbednego do funkcjonowania tego enzymu.

Mg2?* + 2F —» MgF

Cytrynian hamuje glikolize, gdyz jest efektorem allosterycznym
ujemnym fosfofruktokinazy.

W przebiegu glikolizy zmniejsza sie zawartos¢ glukozy. W ¢éwiczeniu
oznacza sie ilo$¢ pozostatej glukozy metodq ortotoluidynowq. Polega ona na
reakcji glukozy z ortotoluidyng, podczas krétkiego ogrzewania w srodowisku
kwasu octowego. Powstaje niebieski produkt. Intensywnos$é barwy koreluje
z zawartoscig glukozy.

Wykonanie

1. Preparatyka cytosolu z mézgu szczura

Wypreparowa¢ mézgi trzech szczuréw i homogenizowad je starannie
w 8 ml zimnego, zbuforowanego roztworu KCI, przy uzyciu homogenizatora
ttokowego. Homogenat przela¢ do probowki wirowniczej. Wirowaé przez
10 minut, w temperaturze 4°C, z predkoscig 15.000 obrotéw na minute.
Supernatant, zawierajacy rozpuszczalng czes¢ cytoplazmy, zwang cytosolem,
przela¢ do probdéwki.
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2. Przygotowanie mieszanin inkubacyjnych

Rozpusci¢ 32 mg glukozy w 5 ml 50mM buforu Tris-HCI o pH 7,5
zawierajgcego: 30mM KH;PO4, 60mM nikotynamid i 10mM MgCl,. Powstaje
roztwor glukozy o stezeniu 35mM.

W probdwkach wirowniczych (0-7) sporzadzi¢ mieszaniny inkubacyjne
o skfadzie przedstawionym w Tabeli I. Poszczegdlne sktadniki mieszaniny

nalezy wprowadza¢ na dno probdwki.

Tabela I. Skiad mieszanin inkubacyjnych (objetosci w ml)

Nr Mieszanina inkubacyjna (ml)
proby 35mM 10mM 10mM | H:0 50mM 100mM 50mM
glukoza ATP NAD* red. | jodooctan NaF cytrynian
0 0,1 0,05 0,05 | 0,05 - - -
1 0,1 0,05 0,05 | 0,05 - - -
2 0,1 0,05 0,05 | 0,05 - - -
3 0,1 - 0,05 0,1 - - -
4 0,1 0,05 - 0,1 - - -
5 0,1 0,05 0,05 - 0,05 - -
6 0,1 0,05 0,05 - - 0,05 -
7 0,1 0,05 0,05 - - - 0,05
3. Inkubacja

Do probowki oznakowanej 0 doda¢ 0,25 ml 1M roztworu kwasu
trichlorooctowego. Do wszystkich probéwek (0-7) doda¢ po 0,25 ml cytosolu
modzgowego i inkubowac w fazni wodnej o temperaturze 37°C przez 40 minut.
Przerwac¢ reakcje przez dodanie do probéwek 1-7 po 0,25 ml 1M roztworu
kwasu trichlorooctowego.
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W czasie inkubacji wyliczy¢ koncowe stezenia sktadnikow mieszaniny
inkubacyjnej i wpisac¢ je do Tabeli II.

Tabela I1.

Skiadnik mieszaniny

Stezenie [mM
inkubacyjnej e [ ]

Glukoza
Mgz+

ATP

NAD*
H>PO4”
Jodooctan
NaF
Cytrynian

4. Oznaczanie glukozy

Po 5 minutach od momentu zakohczenia dodawania kwasu
trichlorooctowego nalezy wszystkie préby starannie wytarowaé, a nastepnie
wirowa¢ przez 10 minut, przy 2000 obrotéw na minute. Po odwirowaniu
z kazdej probdwki pobraé pipetg po 0,25 ml supernatantu i przenies¢ na dno
wysokich probdéwek z korkiem (odpowiednio oznakowanych). Nastepnie do
kazdej z nich doda¢ po 2 ml odczynnika ortotoluidynowego (ortotoluidyna
w stezonym kwasie octowym). Wszystkie probdéwki, zamkniete korkami,
wstawi¢ na 8 minut do wrzacej fazni wodnej, a nastepnie ochtodzié.
Zaobserwowac¢ powstanie barwnego produktu reakcji i zrdéznicowanie
natezenia barwy w zaleznosci od sktadu mieszaniny reagujacej. Oznaczy¢
absorbancje poszczegolnych prob w kolorymetrze przy dtugosci fali 630 nm,
wobec wody.
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Obliczy¢ w procentach zuzycie (ubytek) glukozy w poszczegdlnych
probach. Przyjmujemy, ze w probie kontrolnej 0 zuzycie glukozy wynosi 0%.
Zuzycie glukozy obliczamy wedfug ponizszego wzoru:

(A -AL)

0

Zuzycie glukozy x100%

A, - absorbancja proby “0”
An - absorbancja proby o numerze “n” (wg Tabeli III)

Wyniki przedstawi¢ w Tabeli III:

Tabela III. Zuzycie glukozy w poszczegolnych prébach

Nr :r:-;,by Ag30 A, - A, Zuzycie glukozy [%]
0 0 0
1
2
3
4
5
6
7

Interpretujac wyniki przeprowadzonego doswiadczenia nalezy ocenic
zalezno$¢ zuzycia glukozy od obecnosci kofaktoréw i inhibitoréw glikolizy.

Oceni¢:

e wptyw ATP i NAD*
e wptyw cytrynianu, jodooctanu i fluorku.
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Synteza i rozkitad glikogenu

Cel éwiczenia: obserwacja syntezy i rozktadu glikogenu

Glikogen jest zapasowym materiatem energetycznym,
magazynowanym gtéwnie w watrobie i w miesniach. Jest rozgatezionym
homopolisacharydem ztozonym z reszt a-D-glukozy, potaqczonych wigzaniami
glikozydowymi. Odcinki proste zawierajq reszty glukozy zespolone wigzaniami
a-1,4, natomiast rozgatezienia powstajg poprzez wigzania glikozydowe a-1,6.
Na 8-10 reszt glukozy wbudowywanych do tancucha prostego przypada jedno
rozgatezienie. Rozgatezienia te sg wielostopniowe. Wysoki stopien
rozgatezienia tancuchow glikogenu utatwia petnienie jego funkcji. Poprawia
bowiem rozpuszczalnos¢ tego polisacharydu i zwieksza liczbe koncowych reszt
glukozy, ktére (zaleznie od potrzeby) moga by¢ uwalniane, lub moga stuzyc
jako akceptor dla nastepnych czasteczek tego monosacharydu. Glikogen
petni funkcje rezerwuaru glukozy. Ilos¢ zmagazynowanej glukozy w postaci
glikogenu jest w rownowadze dynamicznej, szybko zmieniajacej sie zaleznie
od stanu catego organizmu, jak i syntetyzujacych go narzaddw: miesni
i watroby. Wysokie stezenie glukozy we krwi (w stanie sytosci) sprawia, iz jest
ona wychwytywana przez komorki watrobowe i miesniowe, a nastepnie
wbudowywana do glikogenu.

Przy obnizeniu stezenia glukozy we krwi (w stanie hipoglikemii) nasila
sie rozpad glikogenu watrobowego do wolnej glukozy, ktéra przenika do krwi,
pozwalajac na osiggniecie przejsciowego stanu normoglikemii. Glukoza
pochodzaca z tego zrodta jest transportowana z krwig i wychwytywana przez
komoérki réznych narzadéw. Stad watroba jest magazynem tego substratu
energetycznego dla innych tkanek.

Komoérki miesniowe magazynujg glukoze w formie glikogenu na
wiasne potrzeby. Glikogen jest rozktadany podczas duzego zapotrzebowania
na glukoze, np. podczas wysitku.

Synteza glikogenu w obu tkankach przebiega w ten sam sposob.
Jest to proces wieloetapowy. Do jej zainicjowania, oprdécz glukozy, niezbedny
jest fragment petnigcy funkcje startera tej reakcji. Jest on tatwo dostepny
w komoérce, w ktdérej zapas glikogenu nie zostat do konca wyczerpany.
W przypadku braku startera, pochodzacego z rozpadu wczesniej istniejgcej
czasteczki glikogenu, musi on by¢ syntetyzowany de novo. Istnieje
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specyficzne biatko - glikogenina, stuzace za akceptor reszt glukozy.
Przeniesienie pierwszej czasteczki glukozy z UDP-glukozy do glikogeniny jest
katalizowane przez syntaze startera glikogenu. Glikogenina moze przytaczac
kolejne reszty glukozy z UDP-glukozy i powstaje krotki tancuch
oligosacharydowy (starter), ktéry staje sie akceptorem kolejnych reszt
glukozy. Szereg enzymoéw przeksztatca glukoze do glukozo-6-fosforanu,
nastepnie do glukozo-1-fosforanu i UDP-glukozy. W trakcie tych przemian
uwalniane sg reszty fosforanowe, ktorych iloé¢ moze by¢ miarg szybkosci
biosyntezy glikogenu.

Zasada oznaczania fosforanow nieorganicznych polega na reakgji
fosforanu z molibdenianem amonu (VI). Powstaty fosfomolibdenian
przeksztatca sie w "btekit molibdenowy" (mieszanine tlenkédw molibdenu na
nizszym stopniu utlenienia) przy udziale reduktora, ktérym jest eikonogen
(roztwér kwasu 1-amino-2-naftolo-4-sulfonowego w 12% pirosiarczynie sodu
i 1,2% siarczanie (IV) sodu).

W koncowych etapach syntaza glikogenowa wydtuza tancuchy
glikogenu, w wyniku przytaczania glukozy z UDP-glukozy do nieredukujacego
konca rosnacego tancucha. Produktem elongacji, jest liniowy, nierozgateziony
fancuch glikogenowy ztozony z reszt glukozy potaczonych wylgcznie
wigzaniami a-1,4. Rozgatezienia tancucha glikogenowego powstajg
pod dziataniem 1,4-1,6-transglukozydazy, zwanej takze enzymem
rozgateziajgcym.

Rozktad glikogenu przebiega na drodze fosforolitycznej przy udziale
fosforylazy glikogenowej i fosforanu nieorganicznego. Fosforylaza
glikogenowa wystepuje w formie a - aktywnej (ufosforylowanej) oraz
w formie b - nieaktywnej (nieufosforylowanej). Produkt fosforolizy -
glukozo-1-fosforan jest przeksztaticany do glukozo-6-fosforanu, ktéry
w miesniach jest wiaczany do glikolizy. Natomiast w komoérkach watrobowych
wystepuje dodatkowy enzym - glukozo-6-fosfataza, uwalniajacy glukoze
z glukozo-6-fosforanu. Dzieki temu wolna glukoza przenika przez btone
komérkowg do krwi i jest dostarczana do innych narzadéw. Mechanizmem
wspomagajacym fosforolize jest rozpad hydrolityczny.

Stymulatorem rozkiadu glikogenu jest nie tylko niskie stezenie
glukozy, ale réwniez duza zawarto$¢ 5-AMP. W miesniach (w odréznieniu od
watroby) 5'-AMP  powoduje aktywacje fosforylazy, niezaleznie od
ufosforylowania enzymu.
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Proces rozktadu glikogenu mozna oceni¢ poprzez oznaczenie ilosci
uwolnionej glukozy, metoda ortotoluidynowga, opisang w ¢wiczeniu Zuzycie
glukozy w mézgu.

Wykonanie
I. Przygotowanie homogenatow mieéni szkieletowych
i watroby szczura
Wypreparowaé miesnie szkieletowe tylnych fap szczura oraz watrobe
i umiesci¢ je w zlewkach z oziebionym 0,9% roztworem NaCl. Zwazy¢ dwa
razy po 1 g kazdej z tkanek do nowych, suchych zlewek i rozdrobni¢ je
nozyczkami. Nastepnie zhomogenizowa¢ w 5 ml oziebionego 0,9% roztworu
NaCl.

II. Ocena syntezy glikogenu

1. Przygotowac¢ 8 probéwek wirowniczych o pojemnosci 1,5 ml
(typu Eppendorf) oznakowanych w nastepujacy sposéb:

WA -0 WA - 20 MA-0 MA-20
WB -0 WB - 20 MB-0 MB-20

Litery oznaczajq tkanki (W - watroba, M - miesnie) i uktady reagujace
(A, B), a cyfry oznaczaja czas inkubacji w minutach.

Do wszystkich probéwek doda¢ po 0,5 ml 7% roztworu kwasu
chlorowego (VII).

2. Przygotowanie prob do inkubacji

Przygotowaé 4 probdéwki inkubacyjne (plastikowe, o pojemnosci
10 ml) opisane:

WA i WB - dla homogenatu watroby
MA i MB - dla homogenatu miesni szkieletowych
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Do probowek inkubacyjnych odmierzy¢ odczynniki wedtug tabeli:

Uklad reagujacy A B
0,3M roztwdr glukozo-1-fosforanu 50 pl 200 pl
H,O destylowana 150 pl -

Uktad reagujacy A ocenia podstawowg biosynteze glikogenu, a uktad
B ocenia wptyw wzrostu stezenia substratu na biosynteze glikogenu.

3. Inkubacja

Wszystkie probowki inkubacyjne wstawi¢ do fazni wodnej
o temperaturze 37°C w celu ogrzania reagujacych roztworéw do tej
temperatury. Nastepnie do probdwek inkubacyjnych uktadu W dodac¢ po 1,5
ml homogenatu watroby, wymieszac i natychmiast pobra¢ po 0,5 ml préby,
przenies¢ do uprzednio przygotowanych probdwek wirowniczych oznaczonych
symbolem WO i doktadnie wymieszac.

Do probdwek inkubacyjnych uktadu M doda¢ po 1,5 ml homogenatu
miesni, wymiesza¢ i natychmiast pobra¢ po 0,5 ml préby, przenie$s¢ do
uprzednio przygotowanych probdéwek wirowniczych oznaczonych symbolem
MO i doktadnie wymieszac.

Nastepnie wszystkie proby inkubowac dalej przez 20 minut w fazni
wodnej w temperaturze 37°C czesto mieszajac. Po uptywie tego czasu pobrac
po 0,5 ml préby, przenies¢ do uprzednio przygotowanych probéwek
wirowniczych oznaczonych odpowiednimi symbolami (W20 i M20) i doktadnie
wymieszac.

4. Oznaczenie fosforanu nieorganicznego

Wszystkie pobrane préby ukfadu A i B wirowac¢ przez 5 minut przy
3.000 obr./min. Po odwirowaniu, pobra¢ po 50 mikrolitrow supernatantu,
przenies¢ do czystych, odpowiednio oznakowanych szklanych probdwek,
a nastepnie dodac¢ (w podanej kolejnosci): 2,5 ml wody destylowanej, 1,5 ml
10% kwasu trichlorooctowego - TCA (zwrdci¢c uwage aby dodac roztwdr
kwasu o wtasciwym stezeniu), 0,5 ml odczynnika molibdenowego oraz 0,2 ml
eikonogenu. Prébe nalezy doktadnie wymieszaé. Jednoczesnie przygotowac

98



probe kontrolng, sktadajacq sie z: 2,5 ml wody destylowanej, 1,5 ml 10%
TCA, 0,5 ml odczynnika molibdenowego oraz 0,2 ml odczynnika
z eikonogenem (wymieszac proby).

Wszystkie préby pozostawi¢ w temperaturze pokojowej przez 30
minut. Po uptywie tego czasu odczyta¢ absorbancje poszczegdlnych prob
w kolorymetrze przy dtugosci fali 690 nm wobec préby kontrolnej.

5. Opracowanie wynikéw
Obliczy¢ ilo$¢ uwolnionego fosforanu na podstawie ponizszego wzoru:
Ilos¢ fosforanu = 177 x (A0 — Ao) [mikromole / g tkanki]

177 - wspétczynnik liczbowy, uwzgledniajacy molowy wspdtczynnik
kalibracji oraz sposéb przygotowania homogenatu i proby.

III. Ocena degradacji glikogenu

1. Przygotowac¢ 8 probdéwek wirowniczych, o pojemnosci 1,5 ml
(typu Eppendorf) oznakowanych w nastepujacy sposob:

WC-0 WC - 20 MC-0 MC-20
WD -0 WD - 20 MD-0 MD - 20

Litery oznaczajq tkanki (W - watroba, M - miesnie) i uktady reagujace
(C, D), a cyfry oznaczajq czas inkubacji w minutach.

Do wszystkich probéwek wirowniczych doda¢ po 0,5 ml 20% roztworu
kwasu trichlorooctowego - TCA (zwrdci¢ uwage aby dodac roztwdér kwasu
0 wilasciwym stezeniu).
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2, Przygotowanie prob do inkubacji

Przygotowac 4 probowki inkubacyjne (plastikowe, o pojemnoscil0 ml)
opisane:

WC i WD - dla homogenatu watroby,
MC i MD - dla homogenatu miesni szkieletowych.

Do probowek inkubacyjnych odmierzy¢ odczynniki wedtug tabeli:

Uktad reagujacy C D
10% roztwér glikogenu 100 pl 100 pl
40 mM roztwér AMP - 100 pl
H,0O destylowana 100 pl -

Uktad reagujacy C ocenia podstawowgq degradacje glikogenu, a uktad
D ocenia wptyw AMP na degradacje glikogenu.

3. Inkubacja

Wszystkie probdwki inkubacyjne wstawi¢ do tazni wodnej
o temperaturze 37°C w celu ogrzania probek. Nastepnie do wszystkich
probdédwek inkubacyjnych ukfadu reagujgcego W dodac¢ po 1,5 ml homogenatu
watroby, wymiesza¢ i natychmiast pobra¢ po 0,5 ml préby do uprzednio
przygotowanych probdéwek wirowniczych oznaczonych symbolem WO
i doktadnie wymieszad.

Do wszystkich probdéwek inkubacyjnych uktadu M doda¢ po 1,5 ml
homogenatu miesni, wymieszaé¢ i natychmiast pobra¢ po 0,5 ml préby do
uprzednio przygotowanych probdwek wirowniczych oznaczonych symbolem
MO i doktadnie wymieszac.

Nastepnie wszystkie préby inkubowac dalej przez 20 minut w fazni
wodnej o temperaturze 37°C czesto mieszajac. Po uptywie tego czasu pobraé
po 0,5 ml préby do odpowiednich probowek wirowniczych oznaczonych W20,
M20 i doktadnie wymieszac.
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4. Oznaczenie ilosci glukozy

Wszystkie probéwki wirownicze uktadu € i D odstawi¢ na 10 minut
w temperaturze pokojowej. Nastepnie proby te wirowac przez 5 minut przy
3.000 obr./min. Po odwirowaniu pobra¢ po 0,5 ml supernatantu i przenies¢
do czystych, odpowiednio oznaczonych probéwek z korkiem. Doda¢ 2 ml
odczynnika ortotoluidynowego, zamkngé, wymiesza¢ i wstawi¢ do wrzacej
tazni wodnej na doktadnie 8 minut. Nastepnie préby ochtodzi¢ (bez
otwierania) i oznaczy¢ absorbancje w kolorymetrze przy dtugosci fali 630 nm
wobec wody destylowanej (przy zbyt wysokich absorbancjach proéby
rozcienczy¢ dodajac po 2,5 ml wody destylowanej).

5. Opracowanie wynikéw
Obliczy¢ ilosci uwolnionej glukozy na podstawie ponizszego wzoru:

Ilos¢ glukozy = 74 x (A0 - Ao) [mikromole / g tkanki]

74 - wspotczynnik liczbowy uwzgledniajacy molowy wspotczynnik
kalibracji oraz sposdb przygotowania homogenatu i préby

IV. Analiza wynikéw
Na podstawie uzyskanych wynikéw przedyskutowac przebieg syntezy

i rozktadu glikogenu w obu badanych narzadach. Oceni¢ wptyw stezenia
substratu i AMP na przebieg tych reakg;ji.
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Synteza i rozkitad skrobi

Cel ¢éwiczenia: obserwacja przebiegu syntezy i rozktadu skrobi

Skrobia jest polisacharydem zbudowanym z wielu reszt glukozy,
potaczonych wigzaniami a-glikozydowymi. W $wiecie roslinnym petni funkcje
zapasowego substratu energetycznego. Skfada sie z dwdch frakcji: amylozy
i amylopektyny. Amyloza tworzy tancuchy proste. Pomiedzy resztami
glukozy wystepujg wytacznie wigzania a-1,4-glikozydowe. Amylopektyna jest
polisacharydem rozgatezionym. Oprécz wigzan a-1,4-glikozydowych posiada
wigzania a-1,6-glikozydowe, tworzace rozgatezienia tancucha poli-
sacharydowego. Masa czasteczkowa tancuchdéw skrobi jest bardzo
zréznicowana i waha sie od 2 do 20 kDa.

Charakterystyczng wtasciwoscig skrobi jest reakcja z jodem. Stosuje
sie odczynnik zwany ptynem Lugola, ktéory zawiera I, w roztworze KI.
Czasteczki skrobi skupiaja wolny jod na swojej powierzchni. Amyloza barwi sie
jodem na kolor niebieski, a amylopektyna na fioletowy.

Fosforolityczny rozkitad skrobi w tkankach roslinnych katalizuje
fosforylaza skrobiowa. Pod dzialaniem tego enzymu i przy udziale
nieorganicznego fosforanu odtgczajg sie kolejno pojedyncze reszty glukozy od
strony nieredukujacego konca tancucha skrobi. Grupa -OH przy weglu
anomerycznym (C-1) glukozy, powstata w wyniku rozpadu wigzania
glikozydowego, wigze sie z fosforanem. Powstaje glukozo-1-fosforan. Rozpad
wigzania estrowego w srodowisku alkalicznym i towarzyszaca temu procesowi
zamiana formy pierscieniowej glukozy w forme tancuchowg sprawia,
iz w pozycji C! pojawia sie grupa aldehydowa o wtasciwosciach redukujacych.

Cukry redukujace mozna wykry¢ préba z odczynnikiem Benedicta.
Wodorotlenek miedzi (II) - Cu(OH);, ulega redukcji do pomaranczowego
tlenku miedzi (I) - Cu,0O. Prébe nalezy ogrzewaé we wrzacej fazni wodnej.
W przypadku obecnosci cukréw redukujgcych powstaje pomaranczowy osad
tlenku miedzi (I). Intensywno$¢ barwy zalezy od zawartosci cukréw
redukujacych w badanej prébie.
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Synteza skrobi w tkankach roslinnych moze zachodzi¢ poprzez
odwrdécenie reakcji fosforolizy. W trakcie tego procesu reszta glukozy jest
pobierana z glukozo-1-fosforanu i przenoszona na akceptor, zwany starterem.
Role startera petni istniejacy juz fragment oligo- lub polisacharydowy, ktérego
nieredukujacy koniec jest wydtuzany poprzez przytaczanie kolejnych reszt
glukozy, pochodzacych z glukozo-1-fosforanu. Produkt syntezy mozna wykry¢
drogq reakcji z ptynem Lugola. Charakterystyczna dla skrobi barwa fioletowo-
niebieska (pojawiajaca sie wkrétce po dodaniu ptynu Lugola) nasila sie
w miare postepu reakcji syntezy tego polisacharydu.

Synteza skrobi poprzez odwrécenie reakcji fosforolizy ma in vivo
znaczenie drugorzedne. Gtowny szlak syntezy tego polisacharydu przebiega
przy udziale UDP-glukozy, podobnie, jak w przypadku syntezy glikogenu
w watrobie i w miesniach.

Rozpad skrobi zachodzi réwniez przy udziale enzymow
hydrolitycznych - amylaz. Ze wzgledu na sposo6b ich dziatania wyrézniamy
a-amylaze i B-amylaze. Pierwsza z nich (a-amylaza) hydrolizuje wigzania
a-1,4-glikozydowe wewnatrz tancucha skrobi, tworzac w efekcie mieszanine
maltozy (disacharyd) i oligosacharydéw (dekstryn). Druga z nich (B-amylaza)
odtacza od skrobi czgsteczki maltozy od strony konica nieredukujacego. Miarg
postepu hydrolizy skrobi katalizowanej przez obie amylazy jest pojawienie sie
i narastanie ilosci cukrow redukujacych oraz stopniowy zanik zdolnosci
rozpadajacej sie skrobi do interakcji z jodem.

W warunkach laboratoryjnych mozna przeprowadzi¢ hydrolize skrobi
w rozcienczonym kwasie siarkowym. Wraz z uptywem czasu hydrolizy wzrasta
ilos¢ uwolnionej glukozy. Obserwuje sie postepujacy zanik reakcji z ptynem
Lugola (zuzycie substratu) oraz narastanie intensywnosci préb redukcyjnych
z odczynnikiem Benedicta (przyrost produktéw hydrolizy).

Wykonanie
1. Enzymatyczna synteza skrobi

a. preparatyka fosforylazy

Dwa czyste ziemniaki nalezy obra¢ i zetrze¢ na tarce. Miazge
ziemniaczang przenies¢ do mozdzierza i zala¢ 50 ml wody destylowanej. Po
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doktadnym wymieszaniu, mozdzierz z miazgq wstawi¢ do zamrazarki na 10-15
minut, po czym miazge wycisna¢ w woreczku Inianym. Przesgcz wirowac przez
10 minut z szybkoscig 3000 obrotéw na minute. Plyn znad osadu zawiera
fosforylaze.

b. przygotowanie 2% roztworu glukozo-1-fosforanu

100 mg glukozo-1-fosforanu rozpusci¢ w 5 ml wody destylowanej.

C. obserwacja przebiegu syntezy skrobi

Do 1 ml roztworu fosforylazy doda¢ 1 ml 2% roztworu
glukozo-1-fosforanu oraz nie wiecej niz 2 krople 0,4% kleiku skrobiowego
(starter reakcji) i wymieszaé. Inkubacje przeprowadzaé w temperaturze
pokojowej. W odpowiednich odstepach czasu: po 5 min., 15 min., 30 min., 45
min., 1 godz. i 1,5 godz. pobiera¢ na szkietko zegarkowe préobke inkubowanej
mieszaniny (2-3 krople) i dodawa¢ 1-2 krople ptynu Lugola.

2. Fosforoliza skrobi

Do probdwki pobra¢ 10 ml 1,9% kleiku skrobiowego zawierajacego
bufor fosforanowy o pH 6,8. Dodac¢ 2,5 ml $wiezo przygotowanego roztworu
fosforylazy (wyciggu z ziemniaka). Zawartos¢ wymiesza¢. Pobra¢ 0,5 ml tej
mieszaniny i wykonac¢ prébe na obecnos¢ cukréw redukujacych.

Pozostaty ptyn podzieli¢ na dwie czesci. Do jednej czesci dodac
2 krople toluenu i pozostawi¢ w temperaturze pokojowej na 24 godziny.
Drugq czes$¢ ogrzewa¢ we wrzacej tazni wodnej przez 10 minut w celu
inaktywacji fosforylazy, a nastepnie oziebi¢. Doda¢ do niej 2 krople toluenu
i pozostawi¢ w temperaturze pokojowej na 24 godziny. Obie préby nalezy
odpowiednio oznaczy¢.

Przebieg fosforolizy oceni¢ na nastepnym ¢wiczeniu wykonujac préby
na obecnos¢ cukréw redukujacych, opisanych w ¢wiczeniu Weglowodany.

3. Hydroliza kwasowa skrobi
Przenies$¢ do zlewki 30 ml 1,7% kleiku skrobiowego. Doda¢ do niego
0,5 ml stezonego H,SO4 i wymieszaé. Kleik z kwasem ogrzewa¢ we wrzacej

tazni wodnej. Co 5 minut pobieraé¢ dwie prébki po 0,5 ml. Jedng zbadac na
obecnos$¢ skrobi - wykonaé prébe z ptynem Lugola, druga zalkalizowaé
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2M roztworem NaOH wobec papierka uniwersalnego i zbada¢ na obecnos$c
cukréw redukujacych (proba Benedicta). Inkubacje prowadzi¢ az do
zakonczenia hydrolizy.

4, Hydroliza enzymatyczna skrobi

a. preparatyka B-amylazy

Okoto 10 g suchego stodu z jeczmienia rozetrze¢ w mozdzierzu,
przenie$¢ do kolbki stozkowej i zala¢ 60 ml wody destylowanej. Doktadnie
wymiesza¢ i pozostawi¢ na 1 godzine w temperaturze 37°C, a nastepnie
przesaczy¢. Otrzymany wyciag zawiera B-amylaze.

b. przebieg hydrolizy

Do wysokiej zlewki pobra¢ 25 ml 0,8% kleiku skrobiowego w buforze
fosforanowym o pH 6,8. Dodac¢ 0,25 ml 30% roztworu NaCl. Kleik ogrza¢ do
temperatury 37°C i doda¢ 5 ml wyciggu B-amylazy. Mieszanine inkubowacd
w fazni wodnej o temperaturze 37°C. Obserwowac przebieg reakcji pobierajac
co 5 minut po 2 prébki o objetosci 1 ml i wykonujac réwnolegle préby na
obecnos¢ skrobi (z ptynem Lugola) i cukréw redukujacych (z odczynnikiem
Benedicta).
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Katalaza - ¢wiczenie stoiskowe

Cel ¢wiczenia: poznanie jednej z metod izolacji enzymu
z materiatu biologicznego i pomiar jego
aktywnosci

Katalaza jest enzymem nalezacym do klasy oksydoreduktaz. Jest
hemoproteing, posiadajaca 4 atomy zelaza. Enzym ten katalizuje rozktad
nadtlenku wodoru do wody i tlenu, wedtug rownania:

2H;0; - 2H,0 + O3

Funkcja biochemiczna katalazy polega na rozktadzie toksycznego
nadtlenku wodoru, ktory powstaje przede wszystkim w trakcie utleniania
aminokwasow przy udziale oksydaz aminokwasowych, wspoétdziatajgcych
z mononukleotydem flawinowym (FMN) Ilub dinukleotydem flawino-
adeninowym (FAD). Katalaza jest jednym z najbardziej aktywnych enzymow.
Jest obecna w kazdej komodrce. Szczegodlnie duza zawarto$¢ tego enzymu
wystepuje w watrobie i krwinkach czerwonych.

Katalaza jest bardzo podatna na inhibicje. Juz sam substrat (H203),
zwiaszcza w wiekszych stezeniach, powoduje inaktywacje enzymu. Hamujace
dziatanie wykazuje tez szereg zwigzkow, ktore reagujg z Fe3*, np: cyjanki,
azydki, fluorki. Kwas siarkowy natychmiast inaktywuje katalaze i przerywa
reakcje rozktadu H03.

Aktywnos$¢ enzymu mierzymy w warunkach zapewniajacych nadmiar
substratu (reakcja rzedu zerowego), temperature 30°C, obecnos¢ kofaktorow
oraz pH optymalne do jego dziatania. Aktywnos¢ katalazy wyraza sie iloscig
H,O, roztozonego w jednostce czasu. Na poczatku reakcji (w czasie 0)
w ukfadzie reagujacym znajduje sie nadmiar substratu. W trakcie reakcji
dochodzi do stopniowego =zuzycia substratu, a jednoczesnie nastepuje
powolna inaktywacja enzymu, dlatego w miare uptywu czasu predkos$¢ reakcji
maleje.

Oznaczamy zawarto$¢ H,0, w uktadzie reagujacym na poczatku

reakcji - w czasie 0 i po jej przerwaniu kwasem siarkowym - w czasie t. Ilo$¢
pozostatego H,O, w tak otrzymanych prébach oznaczamy jodometrycznie.
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W tym celu nalezy doda¢ roztwér KI. W srodowisku kwasnym KI przechodzi
w HI, a H;0; utlenia HI do wolnego jodu. Funkcje katalizatora reakcji petni
kwas molibdenowy (VI).

H*+ KI —» HI + K*
H>O02> + 2HI —» I + 2H20

Jeden mol H;0; uwalnia 1 mol jodu czasteczkowego. Wolny jod
miareczkuje sie tiosiarczanem sodu w obecnosci kleiku skrobiowego,
barwigcego sie jodem na kolor niebieski. Redukcja I, do 2I" (kosztem
utlenienia siarki zawartej w tiosiarczanie) powoduje odbarwienie roztworu.

2NaS203 + I, —» 2Nal + NaxS406

Objetos$¢ zuzytego mianowanego roztworu tiosiarczanu sodu pozwala
obliczy¢ ilos¢ H,0, pozostatego w poszczegdlnych probach. Réznica objetosci
roztworu tiosiarczanu zuzytego na zmiareczkowanie proby 0 i t odpowiada
iloéci roztozonego H,0; w czasie t.

Aktywnos¢ katalazy wyrazamy w katalach (liczba moli substratu
przeksztatconego w czasie 1 sekundy) lub w jednostkach miedzynarodowych
(liczba mikromoli substratu przeksztatconego w czasie 1 minuty). Przeliczajac
aktywnos¢ enzymu na gram tkanki nalezy uwzgledni¢ rozcienczenie katalazy
w trakcie jej preparatyki.

Wykonanie
1. Preparatyka katalazy

Pie¢ graméw Swiezej watroby bydlecej pocig¢ na drobne fragmenty
i homogenizowa¢ w 10 ml H,O przy uzyciu homogenizatora ttokowego.
Homogenat przela¢ do kolby stozkowej, doda¢ 5 ml mieszaniny alkoholowo-
chloroformowej (1:1), szczelnie zamknac¢ i energicznie wstrzasac przez okoto
1 minute. Wiekszos$¢ biatek zawartych w homogenacie wytraci sie. Otrzymang
zawiesine odwirowaé¢ z predkoscig 2.000 obrotéw na minute przez 5 minut.
Katalaza pozostanie w supernatancie (ptynie nadosadowym). Zebrac
supernatant, zmierzy¢ jego objetos$¢ (zapisac) i dodawac stopniowo, porcjami
siarczan amonu w ilosci 3 g na kazde 10 ml supernatantu. Preparat nalezy
ciggle miesza¢ az do catkowitego rozpuszczenia dodawanej soli. Katalaza pod
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dziataniem siarczanu amonu wytraca sie z roztworu i przechodzi do osadu,
ktéry nalezy oddzieli¢ przez ponowne wirowanie z predkoscig 2.000 obrotéw
na minute przez 15 minut. Supernatant odrzuci¢, a osad (zawierajacy
katalaze) rozpusci¢ w 0,15M buforze fosforanowym (pH 7,2) o objetosci
rownej ilosci supernatantu otrzymanego podczas pierwszego wirowania.
Uzyskany roztwor zawiera katalaze.

Enzym nalezy rozcienczy¢ dwuetapowo wykorzystujagc dwie kolbki
stozkowe o pojemnosci 50 ml. Pierwsze rozcienczenie przygotowac przez
potaczenie 1 ml roztworu katalazy z 19 ml 0,15M buforu fosforanowego (pH
7,2) i doktadnie wymiesza¢ (rozcienczenie 20-krotne). Drugie, koncowe
rozcienczenie przygotowaé przez zmieszanie 1 ml roztworu katalazy
(rozcienczonego 20-krotnie) z 19 ml tego samego buforu. W ten sposdb
uzyskuje sie 400-krotne rozcienczenie enzymu. Tak rozcieniczony enzym
uzywac do pomiaru aktywnosci.

2. Pomiar aktywnosci katalazy

Przygotowa¢ 3 kolbki stozkowe (lub zlewki) o pojemnosci 100 ml
i oznaczy¢ je symbolami: 0, 2, 4. Do kazdej z nich doda¢ po 5 ml 1M H,SO4.
Przygotowaé¢ zlewke (wysoka, waska) zawierajaca 24 ml 10mM H,0;
w buforze fosforanowym i umiesci¢ ja w tazni wodnej o temperaturze 30°C na
kilka minut w celu ogrzania roztworu do temperatury reakcji enzymatycznej.
Nastepnie doda¢ do tej zlewki 1 ml 400-krotnie rozcieficzonego preparatu
katalazy. Natychmiast po dodaniu wymieszaé, pobraé 5 ml tej mieszaniny
i przenies¢ do kolbki oznaczonej symbolem 0. Nastepne prébki (5 ml)
pobiera¢ odpowiednio po 2 i 4 minutach od momentu pobrania prébki
w czasie 0 i przenosi¢ do kolbek oznaczonych symbolami 2 i 4.

Nastepnie do kazdej kolbki doda¢ po 1 ml 5% roztworu KI i 0,5 ml
nasyconego roztworu kwasu molibdenowego (VI), wymiesza¢ i odstawi¢ na
3 minuty. Wydzielony I, miareczkowa¢ 2,5mM tiosiarczanem sodu
dwuetapowo. Miareczkowa¢ do jasno-zéttego zabarwienia. Dodac¢ 3 krople
0,1% kleiku skrobiowego. Pojawia sie zabarwienie niebieskie. Miareczkowac
dalej 2,5mM roztworem tiosiarczanu sodu az do catkowitego odbarwienia
roztworu. Zanotowac objeto$¢ zuzytego roztworu tiosiarczanu sodu (od
poczatku miareczkowania do catkowitego odbarwienia proby).

Aktywnos¢ enzymu nalezy wyrazi¢ w mikrokatalach i w jednostkach
miedzynarodowych w przeliczeniu na 1 gram tkanki.
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Ponizszy przyktad przedstawia sposob obliczania aktywnosci katalazy.

Na zmiareczkowanie H,0, zawartego w probie w czasie 0 zuzyto np.
9,2 ml 2,5mM roztworu tiosiarczanu, a w probie inkubowanej przez 2 minuty
zuzyto np. 5,4 ml tiosiarczanu. W ciqgu 2 minut inkubacji przereagowata taka
iloé¢ nadtlenku wodoru, ktéra odpowiada 3,8 ml (9,2 - 5,4 = 3,8) roztworu
tiosiarczanu sodu.

Wiadomo, ze jeden mililitr 2,5mM roztworu tiosiarczanu odpowiada
jednemu mililitrowi 1,25mM roztworu nadtlenku wodoru. Nalezy uwzglednic,
iz1 ml 1,25 mM roztworu zawiera 1,25 mikromola H;0,.

Z nastepujacej proporcji mozna obliczy¢ liczbe mikromoli roztozonego
substratu:

mM NazS,03 - 1,25 mikromola H20>
mM NayS,03 - X mikromoli H202

N‘N
Ul U

X = 4,75 mikromola H;0>

Aby wyrazi¢ aktywnos$¢ enzymu w jednostkach miedzynarodowych,
nalezy liczbe mikromoli roztozonego nadtlenku wodoru podzieli¢ przez czas
inkubacji w minutach. W tym przypadku aktywnos$¢ bedzie réwna 2,375
(4,75 : 2) jednostek miedzynarodowych.

Aby obliczy¢ aktywnos¢ tego enzymu w mikrokatalach, nalezy
podzieli¢ ilo$¢ roztozonego substratu wyrazong w mikromolach przez czas
inkubacji wyrazony w sekundach (4,75 mikromola, 2 minuty = 120 sekund).
Obliczona aktywnos$¢ wynosi okoto 0,04 mikrokatala, w przeliczeniu na 1 ml
rozcieficzonego roztworu katalazy.

Wyjsciowy preparat katalazy zostat rozcienczony 400-krotnie.
Aktywnos¢ wyjsciowg w 1 ml nierozcieficzonego roztworu katalazy obliczamy
mnozac uzyskany wynik przez 400 (rozcienczenie enzymu). Z 5 g tkanki
watrobowej uzyskano np. 10 ml preparatu katalazy. Z powyzszych wzgledow
aktywnos¢ katalazy zawartej w 1 g tkanki obliczamy mnozac aktywnos¢
wyjsciowg przez 10 (poczatkowa objetos¢ preparatu katalazy w ml) i dzielgc
przez 5 (masa tkanki w gramach).
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Filtracja Zzelowa - ¢wiczenie stoiskowe

Cel C¢wiczenia: zastosowanie filtracji zelowej (saczenia
molekularnego) do rozdziatu biatek, pomiaru
ich masy czasteczkowej oraz odsalania
roztworow biatek

Filtracja zelowa zwana jest takze saczeniem molekularnym Iub
chromatografig na sitach molekularnych. Jest to metoda rozdziatu substancji
zawartych w roztworach, oparta na réznicach mas czasteczkowych. Rozdziat
nastepuje podczas przeptywu mieszaniny rozdzielanych substancji przez
kolumne wypetniong porowatymi ziarnami specjalnie preparowanego
dekstranu, znanego pod nazwg handlowg Sephadex / Sefadeks.

Sefadeksy sa nierozpuszczalne w wodzie, w roztworach soli oraz
w roztworach rozcienczonych kwasow i zasad. Nie majg one wiasciwosci
adsorpcyjnych, a ich hydrofilowy charakter i zdolnos$¢ tworzenia zelu
spowodowany jest obecnosciq olbrzymiej liczby grup hydroksylowych.
Chemiczna modyfikacja dekstranu polega na czesciowej hydrolizie
i utworzeniu licznych wigzan poprzecznych pomiedzy poszczegdlnymi
czasteczkami. Dzieki temu powstajg usieciowane struktury tréjwymiarowe.
W zaleznosci od warunkow reakcji otrzymuje sie preparaty o réznym stopniu
usieciowana, pozwalajacym na penetrowanie w gitgb porowatych ziaren
jedynie czasteczek o okreslonej wielkosci. Im sfabiej usieciowany jest
Sefadeks, tym chionie wiecej wody i tym wieksze czgsteczki mogg penetrowac
do wnetrza kanalikow w jego ziarnach.

Tabela I przedstawia niektére wtasciwosci Sefadekséw réznych typow.
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Tabela I.

Typ Wiazanie wody Zakres frakcjonowania
Sefadeksu [ml/g] mas czasteczkowych
[m. cz. w daltonach]

G-10 1,0 do 700

G-15 1,5 do 1 500

G- 25 2,5 1 000 - 5 000

G-50 5,0 1 500 - 30 000

G-75 7,5 3 000 - 70 000

G - 100 10,0 4 000 - 150 000

G - 150 15,0 5 000 - 400 000

G - 200 20,0 5 000 - 800 000

Oprocz Sefadeksdw typu G stosuje sie inne sita molekularne. Sefadeks
LH-20 (hydroksypropylowa pochodna Sefadeksu G-25) stuzy do rozdzielania
substancji rozpuszczalnych w rozpuszczalnikach organicznych (np. lipidéw).
Sepharose (Sefaroza) jest produktem usieciowania agarozy i stuzy do
rozdzielania substancji o bardzo duzych masach czasteczkowych. Sefaroza 4B
rozdziela substancje o masach czasteczkowych od 3 x 10> do 3 x 106,
a Sefaroza 2B substancje o masach od 2 x 10% do 25 x 108. Frakcjonowanie
na zasadzie sgczenia molekularnego mozna przeprowadzi¢ réwniez na sitach
molekularnych typu Bio-Gel (Bio-zel), zaréwno naturalnych - agarozowych
(Bio-zele typu A), jak i syntetycznych (Bio-zele typu P). Te ostatnie sa
kopolimerami akrylamidu i metyleno-bis-akrylamidu. Sg one bardziej oporne
na dziatanie enzymow bakteryjnych niz Sefadeksy.

Jesli  wypetni sie Sefadeksem (lub innym zelem) kolumne
chromatograficzng i naniesie na jej szczyt mieszanine substancji rézniacych
sie masg czasteczkowq, to zwigzki o masie czasteczkowej przekraczajacej
gorng granice zdolnosci rozdzielczej (wymienionej w Tabeli 1) przechodza
przez kolumne bez zatrzymania sie i pojawiaja sie najwczesniej w ptynie
wyciekajacym z kolumny - wyptukuja sie najmniejszg objetoscig ptynu.
Czasteczki tych zwigzkéw sg wieksze od s$rednicy kanalikéw w ziarnach
Sefadeksu, nie wnikaja do nich i najkrotsza droga opuszczajg kolumne.
W przypadku biatek o mniejszych masach czasteczkowych obserwuje sie

112



~Op0znianie” ich przejscia przez kolumne i wymywanie wiekszymi ilo$ciami
rozpuszczalnika. Czgsteczki o mniejszych rozmiarach wnikajg do wnetrza
kanalikow w ziarnach i to tym glebiej, im mniejsze sg ich wymiary
w poréwnaniu ze $rednicg kanalikéw Sefadeksu. Uwolnienie tych czasteczek
Zz wnetrza sieci przestrzennej Sefadeksu jest trudniejsze. Do ich wyptukania
potrzeba wiekszych objetosci ptynu.

Sefadeksy i inne sita molekularne stuza do rozdzielania mieszanin
substancji rdznigcych sie masami czasteczkowymi, oddzielania zwigzkow
wielkoczgsteczkowych od zwigzkéow drobnoczgsteczkowych (np. biatka od soli
nieorganicznych - odsalanie) oraz oznaczania mas czasteczkowych - gtéwnie
peptyddw i biatek.

Przy oznaczaniu mas czasteczkowych metodgq saczenia
molekularnego wykorzystuje sie liniowg zalezno$¢ pomiedzy objetoscig
elucyjng a logarytmem dziesiethym masy czasteczkowej biatka. Nie wszystkie
biatka podlegaja tej regule. Obowigzuje ona w odniesieniu do biatek
globularnych (o ksztalcie kulistym). Biatka fibrylarne (o ksztalcie
widkienkowym) nie w petni odpowiadaja tej zaleznosci.

Do pomiaru mas czasteczkowych nalezy uzy¢ biatek (lub innych
substancji) o znanych masach czasteczkowych i zmierzy¢ ich objetosc
elucyjng. Pojecie to oznacza objeto$¢ ptynu potrzebnego do wyptukania
naniesionego biatka z kolumny. Objeto$¢ elucyjna wzrasta wraz ze
zmniejszaniem sie masy czasteczkowej biatka. Kolejno$¢ pojawiania sie biatek
w ptynie wyciekajacym z kolumny (eluacie) obserwuje sie za pomocg metod
analitycznych, stuzacych do wykrywania i iloSciowego oznaczania biatek.
Najczesciej dokonuje sie pomiaru absorpcji $wiatta o dtugosci fali 280 nm.

Mierzy sie objetosci elucyjne biatek o znanej masie czasteczkowej
i sporzadza sie wykres zaleznosci pomiedzy logarytmem dziesietnym masy
czasteczkowej a objetoscig elucyjna (krzywa kalibracyjna). Na osi rzednych
oznacza sie logarytmy dziesiethe mas czasteczkowych, a na osi odcietych ich
objetosci elucyjne w mililitrach. Nastepnie mierzy sie objetos¢ elucyjng biatka
0 nieznanej masie czasteczkowej i zaznacza sie jej warto$¢ na osi odcietych.
Z krzywej kalibracyjnej odczytuje sie logarytm dziesietny masy
czasteczkowej, odpowiadajacy objetosci elucyjnej badanego biatka,
a nastepnie oblicza sie jego mase czasteczkowa.
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Przy rozdzielaniu mieszanin zwigzkdow roznigcych sie masg
czgsteczkowg nalezy dobraé¢ odpowiedni Sefadeks (Sefaroze lub Bio-zel). Jego
zdolno$¢ rozdzielcza powinna obejmowac¢ roéznice mas czgsteczkowych
sktadnikdw rozdzielanej mieszaniny. Jezeli celem sgczenia molekularnego jest
oddzielenie biatka od zwigzkow drobnoczasteczkowych, nalezy postuzy¢ sie
zelami o niskich numerach. Wielkoczasteczkowe biatka przechodzg wtedy
przez kolumne nie wnikajac w kanaliki ziaren Sefadeksu, natomiast
drobnoczasteczkowe sole ,wpadajgq” w kanaliki i wyptukujg sie z opoznieniem.
Méwiac inaczej biatka wyptukujg sie matg objetoscig, a sole duza objetoscig
ptynu.

Odsalanie roztworu biatka za pomoca sgqczenia na Sefadeksie jest
wielokrotnie szybsze od innych metod stosowanych do oddzielania
drobnoczasteczkowych soli od wielkoczasteczkowych biatek. Odsalanie
prowadzi sie na kolumnach wypetnionych Sefadeksem G-25. W przypadku
odsalania biatek rozpuszczalnych w wodzie, jako rozpuszczalnika uzywa sie
wody destylowanej.

Wykonanie
1. Pomiar masy czasteczkowej cytochromu C

Na szczyt kolumny o wymiarach 2x40 cm, wypetnionej Sefadeksem
G-100 i przeptukanej 0,05M roztworem wodoroweglanu amonu, nanies¢
catos¢ mieszaniny zawierajacej:

0,2 ml roztworu hemoglobiny (m. cz. 68 000 Da)
0,2 ml roztworu cytochromu C
0,1 ml roztworu btekitu metylenowego (m. cz. 250 Da)

Po naniesieniu mieszaniny na szczyt zelu nalezy wyptukac¢ jej
sktadniki. Poczatkowo na szczyt zelu nanosi¢ mate objetosci ptynu eluujgcego
(2-3 razy po okoto 1 ml), a nastepnie podfaczy¢ kolumne do naczynia z tym
ptynem (0,05M NH4HCO3). Nie wolno dopusci¢ do ,zapowietrzenia”
kolumny - zel powinien by¢ stale pokryty ptynem. Eluat wyciekajacy
z kolumny zbiera¢ do cylindra miarowego do chwili ukazania sie hemoglobiny
(barwa czerwono-pomaranczowa). Nastepnie zbiera¢ frakcje po 2 ml do chwili
opuszczenia przez kolumne btekitu metylenowego. Oceni¢ wizualnie, w ktérej
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probéwce jest maksymalne stezenie hemoglobiny, cytochromu C (barwa
réozowa) oraz btekitu metylenowego (barwa niebieska). Wyliczy¢ objetosci
elucyjne poszczegodlnych substancji. Uzyskane wyniki przedstawi¢ w Tabeli II.

Tabela II.
. Masa Objetos¢
Substancje Logarytm masy .
. czasteczkowa . elucyjna
rozdzielane czasteczkowej
[Da] [mi]
Hemoglobina 68 000 4,833
Btekit
250 2,398
metylenowy
Cytochrom C

Sporzadzi¢ wykres kalibracyjny zaleznosci objetosci elucyjnych
substancji wzorcowych od logarytmu dziesietnego ich masy czasteczkowej.
Odczyta¢ logarytm masy czasteczkowej cytochromu C (badanego biatka)
i obliczy¢ jego mase czasteczkowa.

2. Odsalanie roztworu albuminy

Na kolumne z Sefadeksem G-25 (1x40 cm), przemyta woda
destylowang, ostroznie nanies¢ pipetg roztwor zawierajacy:

0,5 ml roztworu albuminy
0,3 ml roztworu chromianu (VI) potasu

U wylotu kolumny podstawi¢ probéwke i otworzy¢ dolny zacisk. Po
wniknieciu catej préby w zel, przemywac¢ kolumne niewielkg iloscig wody
destylowanej (2x1 ml), a nastepnie stale dodawac¢ wode wiekszymi porcjami.
Nie wolno dopusci¢ do ,zapowietrzenia” kolumny - zel powinien by¢
stale pokryty ptynem.

Zbierac frakcje o objetosci okoto 2,5 ml, az do catkowitego wyptukania
chromianu (VI) potasu (barwa zétta). Ustali¢ miejsce barwnego chromianu,
a nastepnie z kazda frakcjg wykonac probe na obecnos¢ biatka, przez dodanie
0,5 ml 20% kwasu trichlorooctowego. W probdéwkach zawierajacych biatko
pojawi sie zmetnienie badz osad. Zaobserwowac rozdzielenie biatka od soli.
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Azot biatkowy, transaminacja aminokwasow
- ¢wiczenie stoiskowe

Cel éwiczenia: I - poznanie metody pomiaru zawartosci azotu
w surowicy krwi
II - wykazanie aktywnosci aminotransferazy
glutaminianowej w miesniu sercowym

W  tkankach i ptynach ustrojowych gtdwnymi zwigzkami
wielkoczgsteczkowymi zawierajagcymi azot sg biatka. W innych zwigzkach
wielkoczasteczkowych zawartos¢ azotu jest nieznaczna. Istnieje pojecie , azot
biatkowy”, ktore oznacza azot zawarty w grupach aminowych i amidowych
aminokwasow oraz w pierscieniach: tryptofanu, histydyny, proliny i hydroksy-
proliny — wbudowanych w fancuch biatkowy. Zawarto$¢ azotu w roéznych
biatkach jest dos¢ stata i wynosi okoto 16% masy biatka. Z tego powodu
pomiar zawartosci azotu w materiale niezawierajagcym innych zwigzkow
azotowych moze by¢ przydatny do iloSciowego oznaczania biatka. Mnozac
oznaczong ilos¢ azotu przez 6,25 otrzymujemy ilo$¢ biatka w badanym
materiale biologicznym.

Osobnga grupe zwigzkéw stanowi tzw. ,azot niebiatkowy”. Nazwe te
stosuje sie na sumaryczne okreslenie drobnoczgsteczkowych sktadnikéw
osocza lub surowicy krwi - zawierajacych azot. Obejmuje ona przede
wszystkim: mocznik, kwas moczowy, kreatyne, kreatynine oraz wolne
aminokwasy i oligopeptydy. W celu oznaczenia ,azotu biatkowego” osocza
oraz ,azotu niebiatkowego” nalezy najpierw oddzieli¢ biatka od wymienionych
zwigzkow drobnoczasteczkowych. Mozna to osiagna¢ np. drogg saczenia
molekularnego, lub poprzez wytracenie biatka odpowiednimi stezeniami soli.

Gtownym nosnikiem azotu sa grupy aminowe aminokwasdéw.
W trakcie degradacji aminokwaséw mogq one odtacza¢ sie w postaci
amoniaku (NH3), lub moga by¢ przenoszone na ketokwasy. Amoniak
w wiekszosci jest wigczany do cyklu mocznikowego i w postaci mocznika jest
wydalany z organizmu. Natomiast grupy aminowe przeniesione na ketokwasy
tworzg wraz z nimi nowe aminokwasy, ktére moga ponownie wbudowac¢ sie do
biatka. Dzienny "obrot" biatka w organizmie cztowieka o masie ciata 70 kg
wynosi okoto 400 g. Z tego okoto 100 g ulega degradacji i ilo$¢ ta musi by¢
zastgpiona aminokwasami dostarczanymi z pozywieniem. Pozostate sg
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wykorzystane do resyntezy (ponownej syntezy) biatka lub stuzg za substraty
do syntezy innych biomolekut.

Miarg obrotu metabolicznego biatek jest bilans azotowy. Jest to
porownanie ilosci azotu przyswojonego w ciggu doby do ilosci azotu
wydalonego. Bilans azotowy moze by¢: zrownowazony - gdy ilosci azotu
przyswojonego i wydalonego sg sobie rowne, dodatni - gdy ilo$¢ azotu
przyswojonego jest wieksza od ilosci azotu wydalonego, badz ujemny - gdy
ilo$¢ azotu przyswojonego jest mniejsza od ilosci azotu wydalonego.

I. Pomiar zawartosci azotu w surowicy krwi metoda
Kjeldahla

Podczas ogrzewania zwigzkéw organicznych w obecnosci stezonego
kwasu siarkowego (VI), ich szkielety weglowodorowe spalajg sie do CO; i H20,
natomiast azot, uwalniajacy sie w postaci amoniaku, jest wigzany przez
stezony kwas siarkowy tworzac siarczan amonu - (NH4),SO4. Pod dziataniem
stezonego NaOH jon amonowy (NH4") jest wypierany przez jon sodowy (Na*).
W reakcji z zasadg jon amonowy oddaje proton przechodzac w wolny amoniak
(NH3).

NH4*t + OH- > NHs + H,0O
Uwolniony amoniak mozna oddestylowa¢ i zwigza¢ z kwasem
borowym (III). Powstanie boran amonu. Ilo$¢ zwigzanego amoniaku
oznaczamy przez miareczkowanie mianowanym roztworem H;SO4. Jony

siarczanowe wypierajq jony boranowe.

Oznaczanie azotu metodg Kjeldahla dzieli sie na 3 etapy:
mineralizacje, destylacje i miareczkowanie.

1. Mineralizacja
Mineralizacje przeprowadza sie w stezonym kwasie siarkowym (VI)

w obecnosci CuSO4 jako katalizatora. Aby podwyzszy¢ temperature wrzenia
mieszaniny dodaje sie siarczan potasu lub sodu. W trakcie mineralizacji
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powstajg substancje lotne CO2, HO, SO, oraz amoniak (NHs), ktory
natychmiast reaguje z H,SO4 tworzac siarczan amonu (NH4)2S04.

2 NH3 + H2S04 —» (NH4)2S04

2. Destylacja

Destylacje wykonuje sie w aparacie Parnasa-Wagnera. Aparat skfada
sie z duzej kolby stuzacej do wytwarzania pary, czesci posredniej, kolby
destylacyjnej z lejkiem, chtodnicy i odbieralnika.

Pod dziataniem stezonego NaOH siarczan amonu uwalnia amoniak.

(NH4)2504 + 2 NaOH — NayS04 + 2 NHs3

Uwolniony amoniak z parg wodng przechodzi do odbieralnika
zawierajacego kwas borowy (III) z dodatkiem wskaznika Tashiro (alkoholowy
roztwdr czerwieni metylowej i btekitu metylenowego). W kwasnym s$rodowisku
wskaznik ten zabarwia roztwdr na kolor fioletowy. Oddestylowany amoniak
wigze sie z kwasem borowym, tworzac boran amonu, co powoduje wzrost pH
i zmiane barwy roztworu na zielong.

HsBO3 + 3 NH3 —» (NH4)3BO3

3. Miareczkowanie

Po catkowitym oddestylowaniu amoniaku roztwér boranu amonu
miareczkuje sie mianowanym roztworem H>SO4 lub HCI. Mocny kwas (H2SO4
lub HCI) wypiera staby kwas borowy z jego soli.

2 (NH4)3BO3 + 3H>S04 —»> 2H3BOs + 3 (NH4)2SO4

Uwolniony kwas borowy ponownie zakwasza roztwor zawarty
w odbieralniku. Wskaznik Tashiro przyjmuje na powrdét zabarwienie fioletowe.

Z liczby mililitrow H,S04, zuzytego do miareczkowania, obliczamy ilos¢

amoniaku zwigzanego z kwasem borowym. Ilo$¢ wydzielonego amoniaku
odpowiada ilosci azotu zawartego w substancji poddanej mineralizacji.
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Powyzsza metoda ma zastosowanie do oznaczania catkowitej
zawartosci azotu (azotu biatkowego i pozabiatkowego) w surowicy krwi. Ilo$¢
azotu pozabiatkowego oznacza sie w surowicy po wytrgceniu biatek (np.
kwasem trichlorooctowym). Zawarto$¢ azotu biatkowego mozna obliczy¢
z roznicy pomiedzy catkowita zawartoscia azotu a ilosciq azotu
pozabiatkowego.

Warunkiem uzyskania rzetelnych wynikdw jest uzywanie szkta
laboratoryjnego i odczynnikéow wolnych od zanieczyszczen amoniakiem.

Wykonanie

1. Mineralizacja

Mineralizacje nalezy przeprowadza¢ w kolbkach Kjeldahla pod
wyciggiem.

Do kolbki Kjeldahla doda¢ 0,2 ml surowicy krwi, 0,2 ml 40% CuSOy,
1 ml stezonego H>SOs i okoto 1 g KySOs4. Mieszanina przyjmie barwe
brunatnag. Scianki kolbki Kjeldahla sptukac¢ niewielkg iloscia wody. Kolbke
ustawi¢ skosénie (pod katem 45°) i ogrzewaé¢ nad palnikiem gazowym,
najpierw powoli w celu odparowania wiekszosci wody, potem stopniowo
zwieksza¢ ptomien (dodanie kulek szklanych umozliwia samoczynne mieszanie
ptynu w czasie ogrzewania i zapobiega jego wypryskiwaniu na zewnatrz).
Kolbke wypetniajg draznigce dymy. Nalezy wéwczas nakry¢ wylot kolbki
luznymi, szklanymi korkami (szyjka kolbki spetnia role chtodnicy zwrotnej).
Ulatniajaca sie para wodna skrapla sie w szyjce, a powstata woda powraca do
ogrzewanego ptynu, zapobiegajac nadmiernemu zageszczeniu mieszaniny.
W trakcie mineralizacji zanika barwa brunatna. Roztwdr rozjasnia sie
i przyjmuje zabarwienie niebieskie, pochodzace od CuSO4. Po zupeinym
rozjasnieniu ptynu kontynuowac¢ mineralizacje przez godzine. Po zakoriczeniu
ochtodzi¢ kolbke do temperatury pokojowej i doda¢ 3 ml H,O. Zawartos¢
kolbki podda¢ destylacji w aparacie Parnasa - Wagnera (Ryc. 1).
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2. Destylacja

Przygotowac odbieralnik (E) — do wysokiej zlewki o pojemnosci 100 ml
odmierzy¢ doktadnie 10 ml 4% HsBOs i kilka kropel wskaznika Tashiro.

Odbieralnik podstawi¢ pod chtodnice tak, by jej koniec byt zanurzony
w ptynie. Zmineralizowang substancje z kolby Kjeldahla (10 ml) przenies¢
przez lejek (1) do kolby destylacyjnej (C) i dodac¢ kilka kropel czerwieni
metylowej. Zalkalizowa¢ zawarto$¢ kolby destylacyjnej wlewajac przez lejek
(1) 1 ml 20% roztworu NaOH, do zmiany barwy ptynu z czerwonej na zotta.
Lejek przeptuka¢ trzykrotnie kilkoma ml wody destylowanej. Ogrzaé¢ do
wrzenia wode w kolbie A. Zamkna¢ zawory 2 i 3.

Kontynuowaé destylacje przez 30 sekund od zmiany zabarwienia
(z fioletowej na zielong) roztworu w odbieralniku. Nastepnie odstawic
odbieralnik i przerwaé ogrzewanie. Zawartos¢ kolby destylacyjnej, wskutek
réznicy cisnien, zostaje przerzucona do kolby posredniej (B). Usunac ptyn
z kolby posredniej przez otwarcie zaciskow 2 i 3. Przeptuka¢ kolbe
destylacyjng kilkakrotnie wodg destylowang.

A - kolba do wytwarzania
pary

B - czes¢ posrednia

C - kolba destylacyjna

D - chtodnica
E - odbieralnik
1 - lejek

2,3 - zawory

Ryc. 1 Schemat aparatu Parnasa - Wagnera

121



3. Miareczkowanie

Zawartos¢ odbieralnika miareczkowa¢ 0,005M H,SO4 do wystgpienia
fioletowego zabarwienia. Obliczy¢ zawartos$¢ azotu.

Jeden milimol H>SO4 wigze 2 milimole NH3 (2 x 17 = 34 mg), co
odpowiada 28 mg azotu. Jeden mililitr 0,005M H,SO4 zawiera 0,005 milimola
tego kwasu, ktéry wigze 0,01 milimola amoniaku, co odpowiada 0,14 mg
azotu. Mnozac objeto$¢ kwasu zuzytego do miareczkowania przez 0,14
otrzymujemy liczbe mg azotu w badanej probie.

x =V x 0,14

X - zawarto$¢ azotu w badanej probie (mg)
V - objetos¢ zuzytego kwasu (ml)
0,14 - wspotczynnik przeliczeniowy

II. Transaminacja

Pierwszym  etapem rozktadu aminokwasow jest na  ogot
transaminacja, polegajgca na przenoszeniu grup aminowych z roéznych
aminokwaséw na jeden z trzech a-ketokwasdéw: pirogronian, szczawiooctan
lub a-ketoglutaran. Donorami grup aminowych w reakcjach transaminacji sq
niemal wszystkie aminokwasy, z wyjatkiem lizyny i treoniny oraz proliny
i hydroksyproliny. Aminokwas pozbawiony grupy aminowej staje sie
ketokwasem, a ketokwas, ktoéry przytaczyt grupe aminowa, staje sie
aminokwasem. Wskutek transaminacji powstaje zatem nowy aminokwas
i nowy ketokwas.

Reakcje transaminacji katalizujqg aminotransferazy, ktorych

koenzymami sa fosforan pirydoksalu/fosforan pirydoksaminy. Fosforan
pirydoksalu z aminokwasami tworzy kompleks typu zasady Schiffa.
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Przebieg transaminacji ilustruje ponizsze réwnanie.

'T1 ||?2 ||?1 Tz
H(I:—NH; b ET0 —— 70, H?—NH;
‘—

c B c _ aminotransferaza C _ C _

0 No 0” o 0” o 0”7 o

Udziat fosforanu pirydoksalu w procesie transaminacji przedstawia ponizszy
schemat:

aminokwas R 4
H ketokwas R;
1,0
R, —C—C_ _ ketokwas R+ H
b "0 (o v L 0
NH, % 7 —Cc— R, —C—C,
R, —C—C R)-Cc—C _ R)—C=C & 2T SO
% H | O I N0 L0 0
0 N o O + 2 H,0
H (o] Z Il |
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H
o
H )N =
0 I 40 | O
4 4 NH
Ry—C—C_ _ R,—C—C, 2
I ~0 | O H,0 !
N aminokwas R + H
— | — I & N2
H—(ll-H H—Cli C
|
Ho—l N—CH,—0—P HO—I N—CH~0—(P HO—l N—CH,—0—P
HC=\ y HC—=\ y H,C=\ 4
N N
ketimina aldimina

fosforan pirydoksalu

Celem dos$wiadczenia jest wykazanie aktywnosci aminotransferazy
glutaminianowej w  miesniu  sercowym. Nalezy inkubowaé roztwoér
asparginianu i a-ketoglutaranu z ekstraktem z bydlecego miesnia sercowego.
W wyniku dziatania aminotransferazy, obecnej w miesniu sercowym,
a-ketoglutaran zostanie przeksztatcony w glutaminian z jednoczesng
przemiang asparaginianu do szczawiooctanu. Wynik transaminacji nalezy
analizowac przy pomocy chromatografii bibutowej.
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Chromatografia bibulowa jest jedng z form chromatografii
cieczowej, w ktorej faze stala (rozdzielczg) stanowi arkusz celulozy o nazwie
bibuta Whatmana. Substancje rozdzielane nanosi sie punktowo, w odlegtosci
okoto 3 cm od dolnej krawedzi arkusza (linia startowa), po czym bibute
umieszcza sie w komorze chromatograficznej, zanurzajac ja na kilka
milimetrow w mieszaninie rozpuszczalnikéw, zwanej eluentem (faza
ruchoma), tak by naniesione substancje znalazty sie nad powierzchnig
eluentu. Dzieki sitom witosowatosci eluent wedruje stopniowo ku gérze,
pociggajac za sobg z rézng predkoscig sktadniki wystepujace w analizowanej
mieszaninie. Gdy czoto eluentu zblizy sie do gornej krawedzi bibuty, rozdziat
jest zakonczony. Poszczegdlne sktadniki mieszaniny podazaja z rdézng
predkoscia za czotem rozpuszczalnika. Dzieki réznicy w predkosciach
wedrowki poszczegdlnych sktadnikdw mieszaniny, w momencie zakonczenia
analizy znajda sie one na réznych wysokosciach w stosunku do linii startu.
Kazdemu z nich odpowiada jedna ,plamka”. Etap ten nosi nazwe rozwijania
chromatogramu.

Gdy rozdzielane zwigzki sg barwne, plamki te mozna bezposrednio
obserwowac na bibule. W przypadku, gdy sktadniki sg bezbarwne, nalezy je
zabarwi¢ odpowiednimi  odczynnikami. W przypadku chromatografii
aminokwasow stosuje sie roztwor ninhydryny.

Kazda substancja zawarta w mieszaninie poddawanej chromatografii
bibutowej cechuje sie okreslonym wspétczynnikiem Rf (wskaznik opdznienia).
Wyraza sie go jako stosunek drogi przebytej przez sktadnik mieszaniny (Si1)
do drogi przebytej przez czoto eluentu (S3).

S1
Rf = —
S,

S; - droga przebyta przez sktadnik mieszaniny
S, - droga przebyta przez czoto eluentu
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Rozwiniety chromatogram przedstawia wynik procesu transaminacji

standard asparaginianu
standard glutaminianu
proba wtasciwa
proba kontrolna

xS 0>
[N

Wykonanie
Do 2 probéwek odmierzy¢ po:
= 0,2 ml 0,5M buforu fosforanowego o pH 8,3
= 0,1 ml0,2M roztworu asparaginianu
= 0,1 ml0,2M roztworu a-ketoglutaranu

= 1,5 ml zawiesiny miesnia sercowego

Zawartos¢ jednej probdéwki zmiesza¢ i natychmiast umiesci¢ we
wrzacej tazni wodnej na 10 minut w celu inaktywacji enzymu (préba
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kontrolna). Druga probowke, po zmieszaniu zawartosci, inkubowaé
w temperaturze 37°C przez 2 godziny (préba wiasciwa). Po zakonczeniu
inkubacji obie mieszaniny przesaczy¢ do oddzielnych probdéwek i wykonac
rozdziat chromatograficzny.

Wycia¢ z bibuty Whatman 1 prostokat o wymiarach 12 x 24 cm.
W odlegtosci 3 cm od dolnego brzegu narysowaé otdwkiem linie startowg
i zaznaczy¢ cztery, rdwno od siebie oddalone, punkty (A, G, W, K). Na tak
zaznaczone punkty nanies¢ mikropipetg po 3 krople odpowiednich roztworow
(jednorazowo nanosi¢ po 1 kropli, za kazdym razem suszac bibute):

= napunkt A - 0,2M roztwdr asparaginianu
= napunkt G - 0,2M roztwor glutaminianu
= na punkt W - przesacz proby wtasciwej

= napunkt K - przesacz proby kontrolnej

Bibute zawiesi¢ w komorze amoniakalnej na kilka minut w celu
neutralizacji kwasnych soli i wolnych aminokwasdéw. Nastepnie przenies¢ jg do
komory chromatograficznej, zawierajgcej mieszanine rozpuszczalnikow -
butanol:woda (4:1). Chromatografie nalezy kontynuowa¢ do momentu, az
czoto eluentu znajdzie sie na wysokosci okoto 15 cm od linii startowej. Trwa to
okoto 3-4 godzin. Nastepnie wyjgé chromatogram, wysuszy¢ (najpierw
w temperaturze pokojowej, potem w temperaturze 90°C), spryskac roztworem
ninhydryny i ponownie wysuszy¢ strumieniem gorgcego powietrza.

Obliczy¢ i poréwnaé wspotczynniki Rf dla poszczegdlnych plamek.

Zwroci¢ uwage na pojawienie sie na chromatogramie plamki o wartosci Rf,
odpowiadajacej glutaminianowi.
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Obliczenia biochemiczne

1.

Obliczy¢ dtugos¢ tancucha polipeptydowego, zawierajacego 120 reszt
aminokwasowych, jezeli: [a] wystepuje on w formie a-helisy,
[b] jest on w petni rozciggniety.

Jaka jest faczna dtugosé wszystkich fancuchéw polipeptydowych
w komorce bakteryjnej, jesli zawiera ona 108 czasteczek biatkowych,
a kazda z tych czasteczek ma mase czasteczkowg 40 kDa i wystepuje
w formie: [a] a-helisy,

[b] w petni rozciggnietej?
($rednia masa czgsteczkowa jednej reszty aminokwasowej wynosi okoto
100 Da).

Komorki ssakow zawierajg DNA w ilosci odpowiadajacej 3,9 x 10° par
nukleotyddw. Jaka jest sumaryczna dtugosc¢ czasteczek DNA, zawartych
w jednej komodrce?

Obliczy¢ (w katalach i jednostkach miedzynarodowych) aktywnosé
dehydrogenazy mleczanowej, ktéra w temperaturze 30°C, w warunkach
optymalnych dla dziatania tego enzymu przeksztatcita 60 milimoli
mleczanu w pirogronian, w czasie 5 minut.

Obliczy¢ (w katalach i w jednostkach miedzynarodowych) aktywnos$é
ureazy, ktéra przeksztatcita pewng iloS¢ mocznika w produkty gazowe
0 tacznej objetosci 134,4 ml (mierzonej w warunkach normalnych)
w czasie 1 minuty.

Ile milimoli NAD* potrzeba do przeksztaicenia 3,6 g glukozy do
acetylo~S-CoA?

Ile milimoli NAD* potrzeba do przeksztatcenia 0,18 g glukozy do CO;
i H,O?

Ile ml CO, powstanie w wyniku przeksztatcenia 90 mg glukozy
w acetylo~S-CoA?

Ile moli ATP powstanie w wyniku przeksztatcenia 0,2 mola fruktozo-1,6-
bis-fosforanu do fosfoenolopirogronianu?
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10.

11.

12.

13.

14,

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Ile moli ATP powstanie w wyniku utlenienia 0,9 g mleczanu do
acetylo~S-CoA?

Ile moli ATP powstanie w wyniku przeksztatcenia 0,5 mola
fosfoenolopirogronianu w acetylo~S-CoA?

Ile moli ATP powstanie w wyniku przemiany 8,8 g pirogronianu do CO;
i HO?

Ile moli ATP powstanie w wyniku utlenienia 45 mg glukozy do CO»
i HO?

Ile moli NADH+H* powstanie w wyniku przemiany 3,6 g mleczanu do
CO; i Hx0?

Ile mg glukozy ulegto utlenieniu do CO, i H;O, jezeli réwnoczesnie
powstato 19 milimoli ATP?

Ile mikromoli ATP powstanie na drodze fosforylacji substratowej
w trakcie przemiany 5 mikromoli fosfoenolopirogronianu do CO; i H,O?

Ile mikromoli ATP powstanie na drodze fosforylacji oksydacyjnej
w trakcie przeksztatcania 4 mikromoli izocytrynianu w jabtczan?

Ile milimoli ATP powstanie na drodze fosforylacji substratowej w wyniku
przemiany 0,9 g glukozy do CO; i H;0?

Ile mikromoli ATP powstanie na drodze fosforylacji oksydacyjnej
w trakcie przemiany 5 mikromoli fosfodihydroksyacetonu do acetylo~S-
CoA?

Ile moli ATP powstanie w wyniku catkowitego utlenienia (do CO; i H,0)
nastepujacych substratéw:

- 0,2 mola acetylo~S-CoA,

- 0,1 mola fosfoenolopirogronianu,

- 0,3 mola aldehydu 3-fosfoglicerynowego,

- 0,2 mola 3-fosfoglicerynianu?
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21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

Ile ml CO, uwolni sie w wyniku oksydacyjnej dekarboksylacji 4,4 mg
pirogronianu?

Ile moli ATP potrzeba do przemiany 4,4 milimola pirogronianu
w szczawiooctan w przebiegu glukoneogenezy?

W jaki sposéb mleczan moze by¢ wykorzystany jako substrat w procesie
glukoneogenezy? Obliczy¢ bilans energetyczny przemiany 4,5 ¢
mleczanu do szczawiooctanu.

Ile milimoli NADPH+H* powstanie w wyniku przeksztatcenia 1,8 g
glukozy w rybulozo-5-fosforan?

Ile milimoli NADPH+H* potrzeba do biosyntezy 5 mikromoli kwasu
arachidowego (20 C) z aktywnego octanu?

Ile moli ATP powstanie w wyniku B-oksydacji 0,3 mola laurynylo~S-CoA
(12 C)?

Ile moli ATP powstanie w wyniku catkowitego utlenienia (do CO; i H20)
0,4 mola mirystylo~S-CoA (14C)?

Ile moli ATP powstanie w wyniku catkowitego utlenienia (do CO; i H20)
2 moli kwasu arachidowego (20 C)?

Ile moli ATP powstanie w wyniku catkowitego utlenienia (do CO; i H20)
3 moli glicerolo-3-fosforanu?

Oblicz ile moli ATP powstanie w wyniku utlenienia do acetylo-CoA 1 mola
aldehydu  3-fosfoglicerynowego i 1 mola aktywnego kwasu
mirystynowego (14C) - przedstaw bilans energetyczny.

Oblicz ile moli ATP powstanie w wyniku catkowitego utlenienia 1 mola
fosfoenolopirogronianu i 1 mola aktywnego kwasu palmitynowego (16C)

- przedstaw bilans energetyczny.

Ile milimoli NADPH+H* potrzeba do powstania 0,04 mola kwasu
laurynowego (12 C) z acetylo~S-CoA?
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33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

Czy ilos¢ NADPH+H*, powstatego w wyniku przemiany 4.5 g glukozy
w cyklu pentozowym, wystarczy do biosyntezy 0,2 mola kwasu
laurynowego (12C)?

Oblicz ile moli ATP powstanie w wyniku utlenienia do acetylo-CoA
1 mola fosfoenolopirogronianu i 1 mola kwasu stearynowego (18C) -
przedstaw bilans energetyczny.

Oblicz ile moli ATP powstanie w wyniku catkowitego utlenienia 1 mola
glukozo-6-fosforanu i 1 mola kwasu stearynowego (18C) - przedstaw
bilans energetyczny.

Oblicz ile moli ATP powstanie w wyniku utlenienia do acetylo-CoA
1 mola aldehydu 3-fosfoglicerynowego i 1 mola aktywnego kwasu

mirystynowego (14C) - przedstaw bilans energetyczny

Czy ilos¢ ATP, powstatego w wyniku przemiany 45 mg fruktozy do
acetylo~S-CoA, wystarczy do syntezy 30 mg mocznika?

Ile ml produktéw gazowych powstanie w wyniku rozktadu (przez ureaze)
mocznika, powstatego z udziatem 20 mmoli asparaginianu?

Ile moli mocznika powstanie w wyniku catkowitego rozktadu 8 g biatka
(zawierajacego 16% azotu)?

Ile mg glukozy musi utleni¢ sie do CO, i H.0, aby dostarczy¢ energii
potrzebnej do syntezy 15 mg mocznika?

Ile mikromoli ATP potrzeba do resyntezy 20 mikromoli glutationu
w przebiegu cyklu Meistera (transport aminokwasow)?
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