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WIADOMOŚCI WSTĘPINE 

1 WIADOMOŚCI WSTEPNE 

Woda i produkty jej jonizacji tj. Jony wodorowe 1 wodorotlenowe 
stanowi« ważne czynniki uczestniczące w określaniu cech struktury 1 
biologicznych właściwości białek, kwasów nukleinowych, lipidów, błon i 
wielu innych składników komórkowych. 

... .r <**• 1. ̂  

tt JOMZĄCJA' >VOt)Y " % 
f V ' .... > i 

Woda dysocj uj e na | JOWYHYDRCWlOlfe i [JOHY yODOROTlŻMOWE] (OH ) . 
r 7 r 

Dla uproszczenia bodziemy mówili o jonie hydroniowym jako o ££>nie wo-
iorowym (H+), a wtedy równanie dysocjuj i wo4y bidzie i&yęn ąiiał o nas-

. - v u. 5 " 
tępująco: >v. . ' * -»' 

H 20 • H + • OH~ 
3taia równowagi tej dysocjacji wynosi: 

IH+HOH~l 
* ~ IH2OJ 1.8 x 10 C O 

3 3oniewaź stężenie wody 1H20J wynosi 1H20J - lOOOg/dcm :18g/mol» 55.5 
3 

ool/dcm CZ> i zmienia si* w bardzo niewielkim stopniu, aolna wi*c 
?rzyjać: 

K iH2OJ - - IH+] x [OH") C33 
3odstawiajac wartoić C15 i CZ> do równania C3i otrzymujemy 

^ - ChT]«[OH~} - 55-5 « \J8 « 10"ie stad £H*J«I0H~] - 1 » X T 1 * 

^ Jeą.t UPC?yn?m jonowy!» wody, w temp. 25° równym 1 x 10-1* 
£auwa±amy, te stężenie H + i OH aa odwrotnie proporcjonalne. JefceI i 
5t»jten?e ję3t ¿u£ę to af^nię OH musi fryi maje i odwrotnie np. 
lełeli i H*I - i O to IOH~l • 5<T"«oI>1. 



WIADOMOŚCI WSTĘPINE 

12. DEFMCJA KWASU I ZASADY 

KWAS jest donorem protonu, a ZASADA jego akceptorem 
K m s • ' » H* • 7»«ii» 

CR^COOH t > H* • CHg-COO-

+ ^ anion octanowy 
MH^ ^ • H NHa 

aaonfak 
DETIK1CJA LEWISA* teoria Lewisa wiąże poj «Ecie kwaau zasady z 

przyłączeniem lub oddawaniem pary elektronowej. Za KWASY (tzn. kwasy 
Lewisa) uwata się cząsteczki. które ta akceptorem pary (lub par) 
elektronowej. ZASADA Lewisa jest związek będący donorem pary (par) 
elektronowej. 

W wyniku jonizacji kwasu powstaje sprzężona z tym kwasem zasada, a 
przeciwnie protonacja zasady prowadzi do powstania sprzężonego z nią 
kwasu. Kwas octowy i octan tworzą sprzężoną parę kwas - zasada. 

13. DEHMCJA PH I F* 

pH jeat miarą stężenia w roztworze• pH jest zdefiniowane nastę-
puj ąco: 

pH - log — - - log 1 C IH I (1) 

Równanie dysocjacji słabego kwaau wygląda następująco: 

HA •. » H % A~ 

Pozorna stała dysocjacji tego kwaau wynoai: 

(H t A~1 _ 
r m ' 

( HA] 

Ponieważ często wartoici K dla słabych kwasów i słabych zasad są 

ujemnymi liczbami wykładniczymi, wygodne jest wyrażenie K j*ko płC; 

gdzl* pK - - log K » log -g- C 3) 
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WIADCnCSCI WSIĘPNE 

pK kwasu odpowiada taki M U pH , przy którym połowa tego kwasu Jest 
zdysoc J owana. 

t4. RÓWNANE HENDERSONA - HASSO.BACHA 

Jaka jest zależność pomiędzy pH a proporcją kwasu do zasady w roz-. 
tworze ? 
Potrzebne wyrażenie wyprowadza sie z równania (2) 

1 1 !A~J ... 
x C4) 

( H I " K [HAJ 

Po zlogarytmowaniu obu stron otrzymuje 3i? 

. 1 1 ^ . [ A~l 
log • log • log C5j 

i H"l K l HA) 
Podstawiając w równaniu (5) pH w miejsce log J ^ j oraz pK zamiast log p 
otrzymuje się powszechnie znane równani» Hendersona-Hasselbacha 

I A~l 
PH - F* log 

( HA] 

15. POJEMNOŚĆ BCTOROWA 

Sprzężona para ICWAS-ZASADA Cnp. kwas octowy i jon octanowy) 
"rHflguj? wfijtna. wjasność opierania sjjt zmianom pH roztworu, czyli 
innymi słowy działa Jak bufor. Dla każdej sprzężonej pary ICWAS-ZASADA 
Istnieje charakterystyczna wartość pH, przy której jej zdolność 
buforowania Jest największa i Jest to wówczas gdy pH • pi Pojemność 
buforowa zostaje wyczerpana, gdy znaczna cześć jonów Jl~ zostanie 
wykorzystana do związania jonów H +. Buforem! o największym znaczeniu 
biologicznym s* pary.-

" H C t V " » 3 1 «Z1*0! ' 
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AMINOKWASY - REAKCJE 

2. AMINOKWASY 

AMUOKWASY SA podstawowymi JEDN9GT*MU strukturalnymi białek. Jak 
sama nazwa wskazuje, aminokwasy zawierają dwie charakterystyczne gru-
py funkcyjne: GfeUPfc AłttWÓWA = W C T i |6feUt»£ tCARBCMCŚYLÓWA -CÓ5Hj W amino-
kwasach p^Ąn<?włącY£h ękjfrdpjfti SlaŁBfeŁ aminowa znajduje gjjt H 
pozyęj i a w stęęyin*" ¿2 grypy kĄrfroKSYłowęj • W rPZtwpr?e 2 Efi 9ł>91 
nym aminokwasy występują zasadniczo w formie zjonizowanej . jako | JOWY 
c>BOJMACZET] (jony dwubiegunowe, zwitter-jony) . Aminokwas w postaci jonu 

obojnaczego ma protonowana grupę aminową (-NH^) oraz zjonizowana grup* 
karboksylową (-C00-). Ze zmianami pH roztworu zmienia się stan joniza-
cj i cząsteczki aminokwasu. W roztworze |KWAŚNYM| (np. w pH-1) cof a się 
dysocjacja grupy[KARBOKSYLOWEJ|- staje się ona niezjonizowana (-COOH). 
a zj onizowana pozostaje grupa [AMIHOWA| (- NH*) . W roztworze |ZASADOwTTT) 
(np. pH-11) zj onizowana jest grupa PGARBOKSYLOWA | (-C00~) . a niezj onizo-
wana grupa[A>C MOWA|(-NK2). 

^ +H+ > 3 
H-^-COOH * ' H-<J:-COO~ 

•OH 
r* . 

H-<j:-coo 
R 

FORMA 

pr zewazaJ«ca 

w PH-1 

FORMA 

p r z m t a j aca 

w PH-7 

FORMA 

pr zewazaJaca 

W pH-n 

• MII . CHR-COO J I H I 

IMH4 - CHR—COOHJ 
K 2-

[MH3 - CHR-COO ) I OH ) 

MH2-CHR-COO 

Dysocjacja grupy karboksylowej (kwasowej) i aminowej Czasadowej) 
aminokwasu jest określona, podobnie jak dysocjacja słabych kwasów i 
zasad, przez prawo działania mas; każdej grupie odpowiada stała dyso-
cj acj i IC, ki oraj ujemy logaryt« nosi nazw* oart«C pK. Wartość pK 
grupy kwasowej wynosi zwykle ok. 2.2. Dla grupy aminowej, która zgod-

-*NH3 • R - NH2+ H + można traktować Jako kwas. nie z równani« 
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AMINOKWASY - REAKCJE 

zmierzone wartości pK wynoszą 9.0 - 9.8. 

TABELA Wartości pK grup funkcyjnych aainokwasow. 

GRUPA WARTOŚĆ pK GRUPA •WARTOŚĆ pK 

a—COOH 1 , 7 - 2, 6 -SH CCys) 8,3 

a-NH^ 8, 9 - 10,9 -OH CTyrj >o,i 

ft—COOH CAsp) 3,9 CLys) lO, 5 

j'—COOH CGliD 4,3 GUANIDYNOWA 
CArgj 

12,5 

- IMIDAZOLOWA 
C His) 

6,0 

W wielu przypadkach praktyczne jest opisywanie dysocjacji za pomocą 
tzw. krzywej miareczkowania. Przedstawia ona osiągniętą wartość pH 
jako funkcje wprowadzonej ilości kwasu (jonu H +) lub zasady; dodając w 
obu przypadkach 0.5 mola osią?a sie wartość pK. 

5 

2.1 PUNKT GEOELEKTRYCZNY 

PRZY pewnej charakterystycznej każdego aminokwasu warto<ęi pH 
przewaga dwubiegunowa postać aminokwasu. T» wartość pH nazywamy PUN-
KTEM IZOELEJCTRYCZMYM (pi, p ^ ). Przy tej wartości EH aminokwas jest 
zewnętrznie elektrooboJetny. chociaż każda cząsteczka zawiera ładunek 
dodatni i ładunek ujemny. Punkt lzoelektryczny stanowi średnia 
•ryiMtyczna pK grupy kwasowej i zasadowej - dla aminokwasów obo-
jętnych 1 kwaśnych. 

PK, - PK2 

P I - 2 

/ • H* / . - O " ' / _ 

GLICYNA C V C K J * « 2 ° 



Ana&joecwASY 

o o o o 
C-OH c-o" ¿-o" - c-o" 

+ I • H + I , - H+ i + 011 | 
H 3 N " H - — > H 3H - ^ ^ , "3 W ^ 

£ P r 
OH ¿ « O « 

KWAS GLUTAMINOWY 
o o o o 

f 0 " + H* + + OH- 1 OH- <jr-°" 
h 3 n "i-" ' C l * ' - f H ' ( O ' H 2

N - f H ' ¿ ^ ' "a"-?' 
c i V 3 c f V 3 c f V a 

F + F H + F C«NH2 C-HH2 Ć-NHg ę-NH 
Ag Ag Mg k , 

ARGMNA 

D-ia aminokwascSf zasadowych punkt izoe iektryczny jast l2Ledni_4. aryt-
metyczna ze siałel dysocj acj i pK2 i PK3 

PK^ + pKg 
pi 

2 

2J2. KRZYWE MU^RECZKOWANIA 

RYS.1 przedstawia krzyw rn.iar0c9howom.ia wodnych roztworów glicyny. 
Kwasu glutaminowego i argininy. J&ża l 1 do wodnego roztworu glicyny o 
s tężeniu 1 mb l/dm i pH oh. 6 bodziemy dodawać MCI nastąpi szybki» 

wartości liczbowych. pH. Am.foterycene jony dipolom* gli-
cyny zachowują się wówczas Jak zasada i przyłączają Jony wodorowe. W 
miareczkowanym roztworze pojawiają mią kationy glicyny, mające 

6 



/W1YCKWASY 

charakter słabych kwasów. z którymi sprzężone są di pol curn» zasady. 
Roztwór staje się -układem buforowym. pH będzie zmieniało się bardzo 
powoli. Jeżeli liczba moli dodawanego NCl będzie równa połowie liczby 

Rys. 1 Krzywe miareczkowania aminokwasów 
Arg pkj «• 1. 8 ; pk£ - O. O ; pk^ - 12.5 ; pi - 10. 76 
Gil pkj - 2. 4 ; pk2 - 9.6 ; pi « 5. 97 
Glu pk5 - 2. 2 ; pk£ • 4. 3 ; pkg « 9. 7 ; pi - 3 . 2 2 

obecnych w roztworze moli glicyny, to stężenie jonów di polarnych 

Csprzężonej zasady _> i kationów <słabego kwasxO będzie równe : pH m 

PKj » 2 . 4 GDZIE K1 JEST STAŁA DYSOCJACJI GRUPY KARBOKSYLOWEJ GLICYNY. 
Krzywa miareczkowania wykazuje w tym punkcie przegięcie, a roztwór w 
Jego otoczeniu ma najsilniej zaznaczone właściwości buforowe. 

Analogiczny przebieg ma krzywa miareczkowania glicyny roztworem 
wodorotlenku sodowego. Początkowo pH roSnl* szybko. Am/oteryczne jony 
di polarne glicyny reagują jako słaby kwas z jonami wodoto11»nowymi . W 
roztworze pojawiają się aniony glicyny mające charakter zasad 
sprzężonych z jonami dipolarnymi. Podobnie jak poprzednio wytwarza 

7 



/tiMffUKWASY 

sie uh.ład buforowy i pH miareczkowanego roztworu zmienia sią bardzo 

powoli. Po dodaniu zasady, w ilości odpowiadającej potowi* obecnych w 

roztworze moli glicyny, mamy P H - PK 2 "9. ODZJE K2 JEST STAŁA DYSOCJACJI 
GRUPY AMINOWEJ GLICYNY. W TYM PUNKCIE KRZYWA MIARECZKOWANIA WYKAZUJE 
PRZEGCCC. Na rys. i przedstawiono te-i rezultaty miareczkowania roz-

tworów wodnych kwasu glutaminowego i ar gminy. 
Krzywa miflreęgfrpwania teiflSM Wihowpgp ®a tr?y P W ^ y przegi+pia. 

Odpowiadaj q one trzęm gtfttym dy»pc5aci i, dla których równania są 
przedstawione wzorami. Podobnie jak glicyna, roztwór kwasu glutamino-
wego wykazuje - jak widać na wykresie dwa - zakresy buforowania wsku-
tek malej różnicy wartości pomiędzy pKf i pKg-

Pierwszy odpowiada otoczeniu punktu izoelektrycznego Cprzedział pH, 
1.5-4,5^. drugi otacza punkt pH~ 9,7 Cprzedział pH 9 - 10,5^>. 

Krzyw? mi?rec?kowgnia. ygi.njny ma trzy punkty przegięcia i tyleż 
zakresów buforowania otaczających punkty o waitościach pH równym odpo-
widnio pK^, pK2 i Odpowiadają one trzem, stałym dysocjacji grup 

karboksylowej, amon i owej i guanidowej. 

Tradycyjny podział aminokwasów opierał si^ na zawartości grup 
karboksylowych i aminowych w ich cząsteczkach oraz na określaniu ich 
przynależności do związków łańcuchowych lub pierścieniowych. Bardziej 
racjonalny podział zaproponował w 1960 roku P. KARLSON. opierając a_i« na 
własnościach struktury molekularnej tzn. łańcuchów bacznych aminokwa-
sów, oznaczanych literą R we wzorach ogólnych. Aminokwasy zosta-
ły podzielone na cztery grupy: 

2.3.1 AMINOKWASY Z APOLARNYM ŁAŃCUCHEM BOCZNYM R (HYDROFOBOWE) 

2 3 PODZIAŁ AMINOKWASÓW 

ALA ALANINA k w nopropi ONOWY 

WAL WALNA kw. 2-aali»-3-i»tylo»iMłoiły 

8 
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Desaozyna i izodesnozyna zostały wyizolowane z hydrolizatów elas-
tyny (białka fibrylarnego) . Przypuszcza sie, ste występuj* one jedynie 
w tym białku. 

2.3.6. AM»40KWASV NEBIAŁKOWE 

Oprócz 20 aminokwasów powszechnie występujących w białkach, oraz 
kilku rzadkich, znanych jest jeszcze ponad 150 innych niewykrywanych w 
białkach. Te(niebiałkowe aminokwasy występują w różnych komórkach i 
tkankach w stanie wolnym lub związanym, przy czym większość z nich 
wywodzi sie z «-aminokwasów białkowych, inne natomiast są fl. y i 
¿-aminokwasami. Niektóre aminokwasy niebiałkowe pełnią walną funkcje 
prekursorów lub metabolitów pośrednich. 

AMINOKWASY 

W / C O O H 

H I r J H 

HHG I J COOH 

DESMOZYNA - połączeni« 4 cząsteczek 
lizyny za pośrednictwem grup R, w 
wyniku czego tworzy sle podstawiony 
pierścień pirydynowy. 

H
2 " \ j"2 

JF-t^Z-f ] - C C H2 3 2-CH-COOH 
HOOC I I IZOOESMOZYNA 

k + y - c c v 3 - ? , - c o o H 

HGN COOH 
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3,4 DWUHYDROKSY-
c r i m m i iinui »O—-CHg-CH-COOH prekursor melanin FEKYLOALAHINA 

CDOPA) 

HUUWUUUIIKU6INA 
H O — H ^ - ^ - C H - C O O H 

MHg 

tarczycy i surowica 

3, S-DWUJODOTYROZYNA w połączeniu z globu-
—<j3i—COOH liną tarczycy 

HH 2 

3, 5, 3, —TROJJODO-
TYRONINA 

TYROKSYNA 
C 3, 5, 3, 5, CZTERO- HO 
JODOTYRONIHA> 

C H 2 "f 
NH 
H-COOH 

2 

tkanka tarczycy 

w połącz&niu 
z globuliną 

:Hg-<j:H-COOH tarczycy 

HH ^ 

AZASERYNA N^CH-C—O—CH^-^H-COOH 

A »«2 
silny inhibitor 
wzros tu noufo t inorow. 

AZASERYNA nie jest naturalnym aminokwasem, lecz wymieniono ją ze 
względu na znaczenie jako inhibitora różnych etapów biosyntezy puryn. 

2.4 WŁASNOSCI AMINOKWASÓW 

2.4.1 M D M A ABSORPCYJNE AI*NOKWASÓW 

Wprawdzie ±aden z 20 aminokwasów nie pochłania światła w zakresie 
widzialnym, al* w ultrafiolacla obserwuj* si* absorbancJ« światła 
prz«z trzy aminokwasy* ITYfeOŻY^. fRVł>tÓPAM i TEWyLoaLARTHC; Ze wzglądu 
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AMINOKWASY - REAKCJE 

na to. ie większość białek zawiera reszty tyrozyny, pomiar absorbancji 
światła dokonywany w spektrofotometrze przy długości fali 280nm - motr-
na wykorzystać jako szybką i łatwą met ode ogr^ezgni* ęawąrtoścj 
w roztworze. 

|CYSTYNA|dzięki obecności grupy djsulfidowęj absorbuje. chęcięź sła-
bo. światło o długości fali 240 n». Ponadto wszystkie aminokwasy po-
chłaniają światło w dalekim ultrafiolecie ;(<220nmj. 

2.4.2 REAKCJE CHEMICZNE AMINOKWASÓW 

Reakcjami charakterystycznymi dla aminokwasów są te reakcje, które 
49JA ich grupy funkcyjne, ą mianowicie grypa a-karboksyIowa. oramino-
wą. a także inne grupy znaj dujące sig w łańcuchach bocznych. Grupy 
a-karboksy1 owe wszystkich aminokwasów podlegają reakcjom znanym z 
chemii organicznej, a prowadzącym do powstawania amidów. estrów i 
halogenków acylowych. 

1. REAKCJA GRUPY KARBOKSYLOWEJ 

Często stosowaną reakcją w analizie aminokwasów i polipeptydów jest 
reakcją|GRUPY KARBOKSYLOWEJ|z silnie redukująęym borowodorkiemu sodo-
wym prowadząca do powstawania odpowiednich|o-AMINOALKOHOLI\ 

H 

r - COOH • R— (j: — ch2-oh 
NIL, mh 2 

2. REAKCJE GRUPY A - AMUOWEJ 

Grupa o-aminowa w aminokwasach może byś- acylowana przez traktowanie 
ich halogenkami lub bezwodnikami kwasowymi. Jedną z najbardziej 
charakterystycznych dla grupy «-aminowej i powszechnie stosowanych 
reakcji jest [REAKCJA NI NHYBRYNOWaH patrz dalej?. 

15 



AMINOKWASY - REAKCJE 

A / REAKCJA Z L-n-UORO-2.4-DlNITROaeNZrNEM Cr+ahcja r. SangercO 

Inną ważną reakcją jest reakcja z 1-fluoro-2,4-dinitrobenzenem, 
skrót FDNB, wprowadzona przez F.Sangera. Reakcja ta jest stosowana do 
znakowania i i ¡ościowego oznaczania 1 GRUP AMINOWYCH]w aminokwasach i. 
peptydach. W słabo zasadowym roztworze powstają z a-aminokwasów pod 
wpływem FDNB żółte pochodne 2.4-dinitrofenylowe. zwane DNP-aminokwa-
sami . 

H COOH 

Reakcja ta okazała się bardzo przydatna do identyfikacji aminokwa-
sów W—KOŃCOWYCH w łańcuchach po 11peptydowych. 

B/ REAKCJA Z CHLORKIEM (1-DIMETYLOAMINONAFTALENO-5-SULFONYLU> 

(CHLOREK DANSYLU) 

Nowszą metodą stosowaną z dużym powodzeniem do określania [W-KbŃCŁ>-
WE601 aminokwasu jest reakęja grup «-aminowych z chlorkiem dansylu. 

Pochodne dansy 1 owe aminokwasów można wykrywać i oznaczać 
małych ilościach metodami fluorymetrycznymi. ponieważ grupa 
silnie fluoryzuje. 

w bardzo 
dansyIowa 

Q ó 
I a 

ChJoreJ' dansylu 

9 
NH 
OB-R 
UOOM 

» a ęó o«-s-»o 
I UH I OB—R 
OOOH 

Danxylo«* pochodna aminokwasu 
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CZEŚĆ PRAKTYCZNA 

A CD REAKCJA NWHYDRYNOWA 

Z A S A D A Aminokwasy pod wpływem niphydryny (wodzian triketohydrinde-
nu) yłggftjft P9Pr???S itnipokwasy sio ampniafcu. dwutlenku w g g U 
i uboższego fi 1 atom węgla aldehydu, W wyniku kondensacji czAsteczki 
zredukowanej i utlenionej ninhydryny z amoniakiem powstaje tiPietowo-
niebieskie zabarwienie, którego nat**enie jest proporcjonalne do za-
wartości azotu amonowego aminokwasów. Reakcja aminokwasów z ninhydryna 
stanowi podstawę ilościowego oznaczania tych związków w metodach gazo-
metrycznych, w których oblicza sie ilosc wydzielonego C0 2 lub NHj oraz 
w metodach kolorymetrycznych, w których mierzy sie natężenie barwy za-
leżne od stezenla powstałego kompleksu ninhydryny z Nlt̂  

WYKONANE: O® i CL«3 O. IX roztworu am.iru)hwcts\i dodać 2-3 krople roztworu 

ninhydryny w acetonie. Probówkę ogrzać do wrzenia. Pojawia się fiole-

towo- niebieskie zabarwienie, różniące się w zależności od aminokwasu. 

Glicyna i alanina daje zabarwienie szkarłatne, fenyloalanina niebies-
kie, prolina ZOŁte. 

R—<29—COOH -R NBj* ao^ • 

Bnfaóa ninhydiyncw 

« 
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A Q REAKCJA VAN SLYKTA Z KWASEM AZOTAWYM 

ZASADA: Wolne aminokwasy reagują z HNC>2 z wydzieleniem stechiometrycz-
nych ilości N, 2 

R 

H - Ć - OH • J> H - C - NH_ • HNO_ • H - C - OH • H_ • H_0 
^ Z Z | 4 Ł 

COOH COOH 

Powyższa reakcj a j est podstawą oznaczania ilościowegofAZOTU AMI MOWĘGO| 
met. van S lyke ' â . 

3 3 WYKONANIE: probówki z 1 cm roztworu azotynu sodowego dodać i cm 
ZH roztworu kwasu octowego. Po ustaniu wydzielania się żółtych tlenków 

3 
azotu dodać i cm 5J5 
obficie pęcherzyki A/... 

3 
azotu dodać i cm 5J5 roztworu glicyny. Z roztworu wydzielają się 

i REAKCJA ADAMKIEWICZA - HOPKINSA NA TRYPTOFAN 

ZASADA, W środowisku kwaśnym|TRYPTOFAH| reaguje z aldehydami. dając 
barwne produkty kondensacji. Jako aldehydu najczęściej używa sie 
glioksalu lub aldehydu mrówkowego. 

WYKONANŁ &0 1 C* 3 1* r oz tworu tryplofartu dodać równą objętość kwasu 
gliohsalowego, zamieszać i podwarstwić oh. lem3 stęi. H^SO^. Na grani-
cy warstwy wodnej i kwasu siarkowego wystąpi fioletowy pierścieri. 
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l e n ODCZYN MLLONA 

ZASADA: jest próba na [GRUPĘ FEMOLOWĄj Jedynie |TYROZYHA [daj e Pozyty-
wny odczyn Mi 1 łona. W obecności mieszaniny kwasu azotowego i jonów 
rtęciowych tyrozyna daje czerwone zabarwienie powstającej soli rtęcio-
wej nitropochodnej tyrozyny. 

WYKONANE: DO 0,5* roztworu tyrozyny lub rozcieńczonej surowicy dodać 

Kilka kropel odczynnika Miliona (jest to mieszanina jonów rtęciowych, 

rtęciowych., azotanowych i azotynowych powstałych pod działaniem stężo-

nego kwasu azotowego na metaliczna rtęć); przy ogrzewaniu wystąpi 

czerwone zabarwienie. Podobny odczyn daj» roztwór fenolu, mocz oraz 

liczne białka zawierające tyrozynę. 

A CS WYKRYWANE AMINOKWASÓW SIARKOWYCH 

ZASADA: Przez gotowanie roztworu aminokwasów siarkowychfTĆYSTEINA, CYS^ 
TYMA)|lub białka w wodorotlenku sodowym w obecności octanu ołowiawego 

powstaje czarny osad siarczku ołowiu. Białka pod wpływem ogrzewania z 
ługiem rozpadają sie na wolne aminokwasy. a obecna w białku cystyna 1 
cysteina przekształcają si* w kwas pirogronowy, jony siarczkowe 1 ele-

+2 
mentarną siarkę; w obecności Pb powstaje czarny osad PbS. 

3 

WYKONANE: DO i ct* roztworu keratyny dodać parę kropli oc tanu ołowio-

wego. Probówkę wstawić do wrzącej łaźni wodnej na kilka minut. Płyn 

ciemnieje. Oziębić, dodać ostrożnie kroplami stężony kwas solny, Wy-

dziela się siarkowodór .Z cystyny i cysteiny po ogrzaniu w obecności 
octanu ołowiawego tworzy sie czarny osad siarczku ołowiawego. Metioni-
na w tych warunkach reakcji nie daje siarkowodoru 1 siarczku ołowia-
wego 

A CA REAKCJA PAULVEGO NA HISTYDYNE 

ZASADA- Związki imidazolowe. w tym HISTYDYMA. dają czerwone zabarwienie 
na skutek reakcji diazowania z kwasem sulfanilowym. 

20 
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3 3 
WYKONANE: Do i cm roztworu Kistydyny dodać 2 cm hw. sulfani lowego 

3 oraz i cm 575 roztworu azotynu sodowego Cświeżo przygotowanego}; 
3 '""*"• 

zmieszać i dodać i cm 207* NaOH. Nistydyna daje iólto-czerwone 

zabarwienie. 

A q REAKCJA SAKAGUCHEGO NA ARONINE 

ZASADA- ARGININA i inne pochodne GUANI DYMOWE utleniają się podbr orni nem 
sodowym w obecności a-naftolu do barwnych produktów z uwolnieniem 
amoniaku. Przy dłuższym działaniu NaOBr barwny produkt utlenia się 
dalej. Wydziela się wówczas azot z grupy a-aminowej i równocześnie 
następuje odbarwienie roztworu. 

3 
WYKONANE: Do roztworu białka Cargininyl dodać 0,5 cm tOTt roztworu 
NaOH, 2 krople etanolowego roztworu a-naftolu. Zamieszać a następ-
nie dodawać kroplami roztwói- podbrominu sodowego ciągle mieszając. 
Oę*r*ooe zabarwi »nie wskazuj» na obecność ar gi ni ny. 

A Dl OZNACZANIE A£QTU._GRUP AMNOWYCH METODA FORMOEOWEGO 

MARECZKOWAŁ*A - METOOA SORENSENA 

ZASADA Aminokwasy w wodnych roztworach mają charakter wewnątrz-
cząsteczkowej soli w wyniku wzajemnego zobojętnienia grupy aminowej i 
karboksylowej. Grupa C00 aminokwasu zablokowana przez grupę aminową 

21 
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nie może być bezpośrednio miareczkowana zasadami. W obecności 
formaldehydu grupa^araLnowa aminokwasu reaguje z formaldehydem, dając 
metylenową pochodną aminokwasu. W wyniku tej reakcji grupa aminowa 
traci swoje podstawowe właściwości. natomiast grupa karboksylowe w 
metyleno—ominokwasie zostaje odblokowana mole być miareczkowana. 

> 3 j> T - ^ 
R -CH + H-Cf • R -CH • HGO 

COO" COOH 

R-CH + Na OH • R-CH + H O 

Liczba uwo1nionych grup karboksy 1owych jest równoważna 1iczbie 
związanych z forroa1dehydem grup amonowych. Rezultat miareczkowania 
grup karboksylowych określa zatem liczb« grup aminowych i pozwala na 
oznarzanie jpiwartoscl aminokwasów w badanym roztworze. Metoda formolo-
wego miareczkowania aminokwasów jest prosta i wygodna. Należy jednak 
pamiętać, że uzyskane tą metodą wyniki nie dają w pełni danych o za-
wartości azotu aminowego.jPROLINA]bowjem z forma1dehydem daje nietrwa-
łe połączenie f co obniża wynik oznaczania. natomiast podwyższa go 
TYROZYNA zawierająca grup« fenolową. Metody formo 1owego miareczkowania 
iłi&jppżjM^ stosoyr,ać̂  w o^ętcoości s o ^ ajnonowych. gdyż te z formaliną 
dają urotropin«, przy czym uwalnia si« równoważnik kwasowy: 

4 NH^Cl • O • M 4 C C H 2 5 8 * 0 • * "Cl 

a 
WYKONANE:-' Do 5 ponumsrowanych holb mtoćhcurych odpi p+tować po 7,5 cm 

zobojętnionego roztworu formaliny. Do przygotowanego romlworu żela-

tyny C3GOcm3^-ogrzanego do temp. 38° (stalą temp. utrzymywać przez cały 
O okres doświadczenia} dodać roztworu panhroatyny <40cm Natychmiast po 

»tnie-szanta żelatyny z panhreatyną odpipetować 5 cm tego roatworu do i 
holbhi z formalina. Po wymieszaniu ros twór zmiarecmhować O.OS N 
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rostworm NaOH do różowego zabarwi oni a Cc »as 02. W analogiczny sposób 
zmiareczkować S en? próbKi tt&Monm&rttalka. pobierań* do kolejnych 
kolbek z formalinoj po upływie t5. 30, 60 i QO min. 'od mom»ntxi dodania 

pankreatyny. Zawartość N^ w miareczkowanych, probówkach wyliczyć ze 
2 

wzoru. 

mg H ^ - b x R x H 

b • m - x 
gdzie: 

R - mi ligramatom azotu (14mg) 

N -"miano wodorotlenku sodowego 
3 

a - ilość cm 0,05 N roztworu NaOH zużyta na zmiareczkowanie próby w określonym czasie 
x - wynik miareczkowania dla czasu O 

Wyniki miareczkowania przedstawić w tabeli: 

CZAS 
C mi nuty5 

ILOSC cm3 0,05 N NaOH 

ZUZYTA NA ZMIARECZKO-

WANIE PRÓBY 

b • a - x 

O 

1S 

30 

eo 

oo 

Zmiany zawartości azotu aminowego (NKTU ) w próbkach pobieranych z nn. 
hydrolizatu w kolejnych odstępach czasu, przedstawić w formie wykresu. 

23 



FEFITWtf - ©UDOWA 

czas (min) 

3. PEPTYDY 

3.1 BUDOWA PEPTYDÓW 

W wyniku reakcj i kondensacj i pomiędzy grupą, karboksylową jednego 
aminokwasu. a grupą Q aminową. drugiego aminokwasu powstają AMIDY 
KWASOWE, a wiązanie -C-NH nosi nazwę[WIĄZANIA PEPTYDOWEGO] Połączone w 
ten sposób dwa aminokwasy tworzą dipeptyd, trzy-tripeptyd i.t.d. 
Związki zbudowane z kilku - do lO aminokwasów określa się mianem 
jOLIGOPEPTYDOWj od 10-100 aminokwasów -|POLIPEPfYDÓWJ powyżej łOO 
aminokwasów -)BIALEKj Peptydy można klasyfikować zarównoo pod względem 
liczby reszt aminokwasowych, jak i pod wzglądem struktury. Peptydy 
zawierające wyłącznie aminokwasy nazywamy }HOMOKERYCZKYMfj natomiast 
te, które zawierają dodatkowe związki nie spotykane w białkach. takie 
jak nP. hydroksy-kwasyjHETEfc<S^feVĆ2HVWij 

Ze względu na rodzaje wiązań między jednostkami wyróżnia się PEPTY-
DYDY HOMODETYCZNE, zawierające tylko wiązania peptydowe. PEPTYDY, HETE-
RODETYCZNE, w fttórych występują, wj&zania dodatkowe. nĵ .. estrowe. 
sulfjdowe ęz* sujf idpwe^ 

H O K H 
I II,' ! I 

H - N - C -R - C - C —OH + H - h ł - C - R j » R - C - C - W 
H [ O H 
M «1 I - C - N _ 

L J I 1 
C « 0 

H 
! 

- C 

NHG C « O NHG C « O 

OH OH 

Hlązanio swptydow 
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Zwyczaj owo (w zapisie od lewej strony) łańcuch peptydowy zaczyna 
aminokwas z wolną grupą aminową tzw. [ "M-)CONCOWY"~j Wszystkie kolejne 
aminokwasy a* do ostatniego z wolną grupą COOH tzw. | "C-KOftCOWEGO",j za-
pisywane są kolejno w prawą stronę. Aminokwas oddając -4° wiązania -pep-
tydowego grupę -OH z grupy -COOH uzyskuje końcówkę l o albo -ylo. ' 

Podobnie j ak proste grupy amidowe. tak i wiązania peptydowe wykazu-
ją wysoki stopień stabi 1 izacj i rezonansowej . tzw. "pojedyńcze" wiąza-
nie C-N ma w około 40% charakter wiązania podwójnego ,a "podwójne" 
wiązanie C - 0 ma w takim samym stopniu charakter wiązania pojedyncze-
go. Z faktu tego wyi>ikajj* dwa ważne następstwa, a mianowicie: 

1- GRUPA (MINOWA (~nh) w ugrupowaniu peptydowym nie ujawnia zdol-
ności do jonizacji, czyli przyłączania protonu w zakresie pH 
0-14. 

2- wiązanie C-N nie może ulegać swobodnemu skręceniu, czyli wyka-
zuje ,właściwości o największym znaczeniu dla trówymiarowej 
konformacji łańcuchów po lipeptydowych. We wszystkich ułożeniach 
przestrzennych peptydów i. białek grupy amidowe muszą pozostać 
płaskie. Równie silnie stabilizowano jest położenie trans atomu 
wodoru w stosunku do grupy karbonylowej. 

Obok wiązania peptydowego. drugim ważnym wiązaniem kowąlencyjnym 
ąpotykanym w cząsteczkach pęptydów i białek jest wiązanie DISWLFIDOWE 
tworzone przez utlenienie grupy funkcyjnej -SH pochodzącej z reszty 
cysteiny i S ! HN MH O » Ć 

i I i 
O - C O « C MK 

CH - CH_ - SH » iw - CH-S - S - CH - i« 
2 CZ. ĆH - CHg - SH » ĆH - CH£-S - S - CHg 

i ! ! KK NH C « O 
I 1 I 

C - O C ® O MH . 

i i ( 

Rozrćtóniane są iWEWWĄ7RZLAWCVfCHOtfg] wiązania ¡MŚULrTBCTfEl które 
występu i i. w U ® samym łańcuchu peptydowym. oraz [ KIECgy£A»CUCKogg] 
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wiązania] DI SUUnt&OWEj wzgĄgJgal^Sg miedzy różnymi k ańcuchami pepfry-
dowymi . Wewnątrzcząsteczkowe wiązania - S-S - występują np. w oksy-
tocynie, wazopresynie. w łańcuchu A insuliny, w rybonukleazie W 
insulinie w ten sposób połączone są dwa różne łańcuchy." Do ftaturalnych 
peptyddw powszechnie występujących w organizmach zwierzęcych należą 
dipeptydy: | KAF>K>Ż?Snr| C/3-alanylohist y dyna) i |ARb.T!kVHX") CfJ-alanylo-N-
metylo- histydyna). Tripeptyd o właściwościach oksydoredukcyjnych -
| GLUT ATI 5BT| C y-gl utawyl ocystei nylogl lcyna>. 

0 H H 
1 i i A O K C - N - C 

s C - N - A i 
- s 

OH 
CK 

L i c 

I- C -NUL 
I COCH 

Głutation 

|y- <?1 titamylopeptydyj pochodne kwasu foliowego. Mają właściwości 
witamin. Np. kwas pteroilo-triglutaminowy pobudza wzrost pewnych bak-
terii kwasu mlekowego, a kwas pteroiloheptaglutaminowy występujący w 
drożdżach jest ważnym czynnikiem dla wzrostu drobiu. 

Ema pfrerotlofiii tam inowj 
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Wiele peptydow w organizmie pełni funkcje HORMONOW - substanęj i 
chemicznychf produkowanych w specjalnych org^naęh lub tkęokaęh i 
przenoszonych do miejsca działania poprzez układ krwionośny. Znaczna 
liczba hormonów peptydowych i białkowych produkowana jest w gruczołach 
wydzielania wewnętrznego Cpodwzgórze. przysadka, tarczyca, przy tarczy-
ce, komórki wysepek Langerhansa w trzustce itp.5; pozostała cześć pro-
dukowana jest w specjalnych tkankach- Na tej podstawie rozróżniane są 
|HORMONY GRUCZOŁOWE 1 TKANKOWEj Niektóre ze znanych hormonów peptydo-
wych mają prekursory białkowe, z których wskutek działania enzymów 
następuje uwalnianie tych hormonów. Typowymi przykładami sa |ANGIOTEN-
SYNAj |BRADYKININA, | |KALIDYNA7] |INSULIN Aj Przypuszcza sie. że podobne 

metaboliczne prekursory istnieją dla) WAZOPRESYNYj [GASTRYNYj [GLUKAGONlij 
|HORMONU PARATYREOTROPOWEGO]1|ACTH» | 

3.2. HORMONY PEPTYDOWE 

HORMON MIEJSCE 
BIOSYNTEZY 

DZIAŁANIE STRUKTURA 

1.ADRENOKORTY-
KOTROPINA 
CACTH) 

Przedni 
płat 

przysadki 
mozgoweJ 

Pobudza nadnei— 
cza do uwalnia-
nia kortykoidów 

39-polipeptyd 
1iniowy 

2. LIPOTROPINA 
Chormn li -
poiropowy 

LDH5 

Przedni 
płat 

przysadki 
Mozgowej 

Lipolityczne 91-polipeptyd 

3. MELANOTROPINA 
Ca, p-KSK) 

Środkowy 
płat przy-
sadki Móz-
gowej 

Reguluj e 
metabolizm 
pigmentu 

Peptyd linio-
wy 13 : 18 
reszt odpo-
wiednio 

A. TYREOLIBERYNA 
C czynxxi k uwal -
niajacy tyreo-
tropine TRF) 

Podwzgórze Uwalnianie 
tyreotropiny 
z przedniego 
płata przysadki 

3-peptyd 
1iniowy 

27 



PEPIYBY - HORMON* 

S. OKSYTOCYNA Podwzgórze Skurcz macicy 
(początek po-
rodu) ; wydzie-
lanie mleka 

Heterodetyczny 
9-peptyd cy-
kliczny 

6.WAZOPRESYNA Podwzgórze Wzrost ciśnie-
nia krwi; efekt 
antydiuretyczny 

Heterodetyczny 
9-peptyd cy-
kliczny 

7.GONADOLIBERYNA Podwzgórze Pobudza syntezę 
i wydzielanie 
LH i FSH 

10-peptyd 
1iniowy 

8. SOMATOLIBERYNA 
Cczynnik uwal-
niający somato-
tropins , SRF 
czynnik uwalnia-
jący hormon 
wzrostu GH-RF) 

Podwzgórze Pobudza syntezę 
i wydzielanie 
somatotropiny 
(STH, GH) 

10-pepyd 
1iniowy 

9.ANGIOTENSYNA Osocze Podnosi ciśnie-
nie krwi; pobu-
dza produkcje 
aldosteronu w 
nadnerczach 

8-peptyd 
liniowy 

10.BRADYKININA Osocze Obniża ciśnie-
nie krwi; 
zwiększa prze-
puszczalność 
naczyń; powo-
duj e skurcz 
mięśni gładkich 

9-peptyd 
liniowy 

li.KALCYTONINA Tarczyca Obniża poziom 
wapnia we krwi 

32-Heterode-
tyczny po-
lipeptyd 
cyk 1iczny 

\ 
12. Hormon para-

tyreotropowy 
CPARATHORMONE 

Przytar-
czyce 

Podnosi poziom 
wapnia we krwi 

84-polipeptyd 
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13. IMSUUNA Trzustka 
Ckoaorkl fO 

Obniża poziom 
cukru we krwi; 
działa antyli-
politycznie 

51-Heterode-
tyczny po-
lipeptyd 
cykliczny 

14. GLUKAGON Trzustka 
C komorkl cO 

'Glukogenoli-
tyczne lipo-
lityczne.hi-
per glukemiczne 

29-polipeptyd 
1 iniowy 

15.GASTRYNA Bł ona 
Śluzowa 
żołądka 

Pobudza wydzie-
lanie soków 
żołądkowych 
i pepsyny 

17-polipeptyd 
liniowy 

1 fi.ENTEROGASTRON Bł ona 
Śluzowa 
2oładka 

Antagonistyczne 
do gaotryny 

43-polipeptyd 

1 7. CHOLECYSTOKININA 
CCCO 

Błona 
Sluzowa 
dwunastnicy 

Skurcz woreczka 
żółciowego 

33-polipeptyd 

18.PANKREOZYMINA 
CPZj 

Błona 
sluzowa 
dwunastnicy 

Pobudza wydzie-
lanie bogatego 
w enzymy soku 
trzustkowego 

33~polipeptyd 

19. SE KRETYNA Błona 
śluzowa 

Pobudza trzustkę 
do syntezy i wy-
dzielania soków 
trawiennych 
zawi eraj *cych 
NaHC03 

27-poi ipeptyd 
1 i n i owy 

20.KAERULEINA Błona 
Śluzowa 

Wykazuje działa-
nie cholecysto-
kinino pankre-
ozyminy (CCK-PZ) 

10-peptyd 

21. BOMBESCYNA Tkanka Pobudza mi**nie 
gładki«, nerki, 
żołądka 

14-polipeptyd 
liniowy 
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3.3. NEUROPEPTYDY 

W ostatnich latach dowiedziono, że PQPTV4Y PĘŁNIĆ FWKGJĘ 

nQ$nik<>W IPFOPPFFCJJ łP^gjynęwpn^jinej - TO tzw. NEUROPEPTYDY. 
Związki te mogą pełnić funkcje analogiczne do funkcji klasycznych 
neuromediatorów. bądź modulować powoli ale długotrwale aktywność 
neuronalną. 

Cechą charakterystyczną neuropeptydów jest to. że występują one w 
(^tkance jTerwowej w bardzo vniskich stężeniacH^) a cechuje je wysoka 
aktywność biologiczna. Inną cechą neuropeptydów jest ich wielofun-
kcyjność. Często występują one w tkankach nienerwowych, pełniąc tam 
rolę hormonów (np. insulina, cholecystokinina. sekretyna) lub hormo-
nów tropowych (hormony przysadkowe) pełniąc rolę liberelin pod-
wzgórzowych. Do neuropeptydów zaliczono wszystkie peptydy znalezione 
w ośrodkowym układzie nerwowym. Jest ich kilkadziesiąt, a wśród nich: 

OKSYTOCYNA, WAZOPRESYNA, ACTH, /?-LI POTROPI NA, a-KELANOTROPI NY> 
j"-KELANOTROPI NY, INSULINA, GLUKAGON, CHOLECYSTOKININA, KALCYTONINA, 

ANGIOTENSYNA i inne. 
Bardzo interesującą grupę neuropeptydów stanowią ipeptydy OFr5yPOWET) 

wykazujące działanie morfinopodobne. Do substancji tych zaliczane są 
ENKEFALINY ( enJiephalos - mozg ) oraz ENDORFINY ( endogenne morfiny ). 

Obecnie znane są dwie enkefa 1 iny: |Met-ENKEFALIK'Aj enkefalina metioni-
nowa <TYR-GLY-GLY-PHE-KET) i |Leu-ENKEFALINA} enketalina leucynowa 
(TYR-G LY-GLY-PHE-LEU) -

Do ENDORFIN zaliczane są|TUFTSYNjTl -(THR-LYS-PRO-ARG). [KIOTORFINA| 
(TYR-ARG). I a—NEOENDORFINA]- 9 peptyd, zawierający w swojej cząsteczce 
sekwencję Leu-enkef al iny. | ft-NEOENDORFI NAT] -9 peptyd - stanowiący (1-9) 
fragment a-neoendorfiny. 

yfymenjpng pepWfly aa. pijącymi właściwości znasz^mu 
bólu. Do NEUROPEPTYDO» należy również 1 SUBSTANCJA P - 11 peptydJ zwią-
zek który powoduje uczucąe bólu. Uważa się. że enkefallny hamują wy-
dzielanie substancji P.. 
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3.4. ANTYBIOTYKI PEPTYDOWE 

Do peptydów należą również niektóre antybiotyki, produkty me-
tabolizmu mikroorganizmów:|GRAMICYDYNA S| - cykliczny dziesieciope-
ptyd. ("SRAKICYDYNA A|- liniowy 15 peptyd - produkty wyizolowane z 
hodowli Bacillrus Br»vis. Działają one na bakterie Gram-dodatnie. Z 
przesAczów hodowli Bacillus Lich&ni/ormis wyizolowano|BACYTRACYNĘ A| -
szeiciopeptydowy układ cykliczny. Bacytracyny działają na bakterie 
Gram-dodatnie i stosowane są do leczenia zakażeń skóry.|POLIMYKSYKY| -
cykliczne peptydy zawierające kwasy tłuszczowe. produkowane przez 
Bacillus Polymyxa - dział aj ą na bakterie Gram-uj emne. szczególnie na 
Pseuaomomas Pyocyanea. Polimyksyny są stosowane do leczenia biegunek, 
nieżytu żołądka i jelit, zapalenia opon mózgowych oraz innych zakażeń, 
których leczenie innymi antybiotykami nie jest skuteczne. Lista 
antybiotyków peptydowych jest długa i nie sposób wszystkie tu omówić. 

31 



BIABJKA - SmjrrURA 

4 BIAŁKA 

4.1 STRUKTURA » A L E K 

Cząsteczka białka jest trójwymiarowym układem jednego lub kiłku łań-
cuchów polipeptydowych, z których ka±dy jest połączeniem wielu reszt 
aminokwasowych wiązaniami peptydowymi. Wyróżnia się w niej strukturę 
I, II, III. IV rzędową.. 

Istrukturę i KgfcuJl tj .sekwencję aminokwasów, warunkują witania 
O 

pęptydowe (kowalencyjne) -C-MH-. Doniosłym odkryciem było stwierdze-
nie. że wiązanie peptydowe jest sztywnym i pł.askim elementem struktu-
ralnym. Atom wodoru grupy MH- znajduje się prawie zawsze w pozycji 
trans w stosunku do atomu tlenu grupy karbonylowej. 

Ia>-|KUK.1UKA XX k^ujOIopisuie wggjemp? przestrzenne uŁpfeenie reszt 
aminokwasowych. sąsiadujących ze sobą H eekwencj i liniowej. Niekiedy 
sposób wzajemnego przestrzennego ułożenia reszt aminokwasowych 
powtarza się regularnie i wtedy białko ma strukturę periodyczną. 
Przykładem struktury II rzędowej Jest 1«-HELISa3 |ft-HARKIMIJKA| lub 
IHELIŚA graaggj] 

I"-HELISA|ma kształt cylindra. ęjgpH9 gkrtęęny jąftcuęh gŁŚwnY EfiJLir 
P9PtYflU tworzy wgwnętrshft SZ3ŚŚ. gyljpdrg, a i ftfigMghy Ł*?g3Png flffiino-
kwąp^w gt^rg?* na ąewij&tr? w ułę>3qr)jv hfflik?lnYff>- a-Helisc stabili-
zjjlU wjftyanjg WODOROWE pocąie4?y grupami -MH i -CO głównego łańcucha. 
Grupa -CO każdego aminokwasu wiąże się wiązaniem wodorowym z grupą -MH 
kolejnego aminokwasu, zajmującego w sekwencji liniowej pozycję wysu-
niętą do przodu o cztery reszty aminokwasowe. 

—C"0. ...H-M- — wiązanie wodorowe 
Obok o-he lisy w strukturze II rzędowej stwierdzono inny regularnie 

powtarzający się układ przestrzenny białka - nazywany strukturą pofał-
dowanej kartki 1 ub|/9-HARMOW JKI | W odr62nł?PłU SZX £łJ6fiIlfi MFftJ«?wttn»g9 
jańcgchff p<? 1 jpeptyflpw^go w o » - h e ł w /»-harmonijce CD Prawie 
ggłkpwjęj? r<?ggiąghit,ty. tworząc Strukturę płaska. /»-Harmonijka stabi-
lizowana ;est wiązaniami WODOROWYMI pomiędzy grupami -CO i -MH, nale-
żąyyff* de gflr«Ł>nYgh iflńgMgfrĆw polipetydowych. Natomiast w «-helisie 
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wiążą sie grupy -CO i -NH aminokwasów, należących do tego samego łań-
cucha polipetydowego. Jak dotychczas znaczny uflZlaŁ ptrMktury fi siHiSr 
rdzono tylko w FIBROINIE JEDWABIU. Trzecią z kolei strukturą regu-
larna Jest|HELISA KOLAGgfflJ] (białka bogatego w glicynę, proline i 
hydroksyproline). Kalogen jest zbudowany z trzech nici skręconych he-
likalnie o strukturze zupełnie odmiennej od struktury o-he lisy o bar-
dzo dużym skoku śruby.Te trzy nici okręcają aie wokół siebie na 
kształt superhe1ika1nej 1 i ny. W pojedyńczej nici kolagenu nie 
występują wiązania wodorowe. Zamiast nich helikaIną strukturę stabili-
zijije at.eryęznę odpychanie piro 1 idynowygh pierlęjeni pro^HY- Dopiero 
TRZY nici łączą sie ze sobą wiązaniami WODOROWYMI. Podstawową cechą 
strukturalną włókien kolagenowych jest szeregowe przesuniecie cząste-
czek tropokolagenu (prekursor kolagenu) w stosunku do sąsiednich 
cząsteczek o 1/4 długośi cząsteczki. Kolagen podobnie jak tibyoina 
jest stabł lizowany kowalencyjnyrni wiązaniem; poprzecznymi . We włóknie 
kolagenu powstają dwa rodzaje wiązań poprzecznych: WEWNATRZCZASTECZKO-
WE (w jednostce tropokolagenu), oraz MIEDZYCZASTEC2KOWE (pomiędzy 
różnymi cząsteczkami tropokolagenu). <Vewnątrzcząsteczkowe wiązania po-
przeczne w kolagenie tworzą łańcuchy boczne lizyny. Pierwszym etapem 
ich powstawania jest przemiana ^-aminowego końce lizyny w aldehyd, 
jako wynik reakcji katalizowanej przez oksydazę lizynową. Dwa takie 
aldehydy ulegają następnie kondensacji aldolowej. 
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RYS 
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- CH, !2 - CH2 - M - Cj - CH2 - (CH2) 
H 

- H 

O 

ZASADA SCHIFFA 2 H 

(CH2)2 - CH 

Ry$ . Powstawanie Lizyno - norLeucynowego wiązania poprzecznego 

w kolagenie i elas tynie 

Miedzyłańcuchowe pgłączepjo E ftęlflgenje i ~ $£> yjjMpanjje 
poprzeczne |ŁTTSTYBVNA - ALD6L| 

l^iKUMUKfc III rzędową| TJ . ułożenie łańcuchów PO!ipeptydowych w 
przestrzeni warunku i a różnego ixEU wjasaoigi chemiczne. Kowalencyjne 
(-S-S-), wodorowe, hydrofobowe, jonowe, siły van der Waalsa. 

| Wiązanie DWUSIARCZKOWE|jest jedynym typowo KOWALENCYJNYM wiązaniem 
poprzecznym, występującym pomiędzy łańcuchami bocznymi w cząsteczce 
białka. Powstaje ono w wyniku reakcj i utleniania reszt cysteiny. 

|wT azanla WODOROWE | powstają w wyniku oddziaływań miedzy atomami O 
M jednej cząsteczki. a grupami -NH i -OH drugiej cząsteczki. Według 
ostatnich badań w roztworach wodnych energia wiązań wodorowych miedzy 
atomem wodoru, związanym z azotem, a atomem tlenu wynosi najwyżej 6.3 
KJ/rool. Prawdopodobnie optymalnym warunkiem do tworzenie wiązania 
wodorowego jest ustawienie atomu - NH...O-C w linii prostej w 
odległości ok. 0.28 nm. Oprócz wiązań wodorowych miedzy elementami 
strukturalnymi głównego łańcucha peptydowego powstają także wiązania 
wodorowe, w których mogą brać udział grupy hydroksylowe tyrozyny 
grupy karboksylowe, imidazolowy atom azotu histydyny itP. 

Dla stabilizacji konformacji ważne są oddziaływania HYDROFOBOWE 
(niepolarne). Przy zbliżaniu siw dwóch grup niepolarnych zaczyna 
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występować niewielkie przyciąganie, spowodowane zniekształceniem chmu-
ry elektronowej. Przykłady wiązań hydrofobowych przedstawia rys. 4. 

i A ¿H, »2« «"a 

i CH3 H 3 C 9 1 3 CH3 k 
A 

CH 

RYS. Wiązania hydrofobowe spotykane w białkach 

Dodatkową możliwość stabi 1izowania konformacji peptydów i białek 
O 

stwarzają|WIĄZANIA JONOWE[ - N H ^ , ~ 0 ~ C -• Powstają one w wyniku e l e k t r o -

s t a t y c z n y c h o d d z i a ł y w a ń m i e d z y d o d a t n i m i 1 ujemnymi ł a d u n k a m i , z l o k a -

l i z o w a n y m i na g r u p a c h aminowych i karboksylowych na k o ń c a c h łańcucha 
g ł ó w n e g o oraz ł a ń c u c h a c h b o c z n y c h , a t a k ż e na g r u p i e g u a n i d y n o w e j ar -
g i n i n y . Wiązanie van der Waalsa, jest to nieswoiste oddziaływanie mie-
dzy dwoma atomami gdy zbliżą sie do s i e b i e na o d l e g ł o ś ć 0 ,3 - 0 , 4 nm. 
W frjąłkacfr składających sie. z wjącej ni£ jędnęgo jgfrcMcha ppl ip?pt;y4o-
wego mo^na okreś 1 jć jęszęze jęden pozipip prgpn^acj i -przestryenpej . o, 
mianowicie¡STRUKTURĘ CZWARTORZĘDOWĄ| k t ór a opisuję wzajemne ułożenie 
łaAcuchów PO 1 i pęptydowych w przestrzeni. Każdy z tych łańcuchów 
nazy-wa sie w takim przypadku podjednostką danego białka. Wyniki badaiS 
wykazały, że sekwencja aminokwasów (identyczna dla danego białka, 
określonego gatunku) zawiera informacje o założonej strukturze prze-
strzennej . jjjEDNYK SŁOWEM SEKWENCJA OKREŚLA KONFORMACJE. ] 

4,2. K L A S Y F I K A C J A B I A Ł E K I W Y S T Ę P O W A N I E W P R Z Y R O D Z I E 

Białka są klasyfikowane w rozmaity sposób, na przykład: ze względu 
na ich pochodzenie (białka roślinne, zwierzęca, wirusowe, bakteryjna), 
lub ze względu na ich występowanie w różnych organach (białka 
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plazmy, mięsni, mleka, jaj itp. ) albo w organellach komórkowych Cblałka 
rybosomaine. Jądrowe, microsomalne, błon itp.}. Jako inne kryterium można 
przyjąć ich ogólne funkcje biochemiczne Cnp. białka "enzymatyczne, 
ochronne, strukturalne, transportowe, zapasowe ltd.5. Najwcześniejsza 
klasyfikacja białek uwzględniała różnicę w rozpuszczalności oraz 
kształcie cząsteczki: 

4.2.1 S F E R O P R O T E I N Y BIAŁKA O L O B U L A R N E O K S Z T A Ł C I E K U L I S T Y M 

[Rozpuszczalne w wodzie, rozcieńczonych roztworach soli.| 

4 . 2 . 2 S K L E R O P R O T E I N Y - BIAŁKA EIBRYLARNE O K S Z T A Ł C I E WŁÓKIEN. 

Nierozpuszczalne w wodzie, roztworach soli, odporne na działanie 

kwasów, zasad, proteaz. 

Następna klasyfikacja oparta jest na składzie chemicznym i dzieli 
białka na dwa typy: [PROSTE|Chomoprotelny) 1[ZŁP20NE[Cheteroprotelny). 

Do białek prostych możemy więc zaliczyć zarówno sfero- jak i 

sk 1 eroproteiny. Wśród fSFEROPROTEIN |możemy wyróżnić.-

T ALBUMINY 

Albuminy są białkami o małej maBie cząsteczkowej. Dobrze rozpusz-
czaj ą się w wodzie. rozcIeńczonych roztworach SOL i w zakresie PH od 4 
do 8.5,, a także łatwo krystalizują. Można ¿e. wytrącić bardzo stężonym 
roztworem SIARCZANU AMONOWEGO C70-100* nasycenia). Kwasów charakter 
albumin wynika z dużej zawartości C20-25%) kwasów: GLUTAMINOWEGO i 
ASPARAGINOWEGO. Do tej grupy zaliczamy ALBUMINĘ SUROWICY, a-LAKTOALBU-
MINE, OWOALBUMINE BIAŁKA KURZEGO oraz ALBUMINY ROŚLINNE. 

¡ALBUMINY SUROWIc71(masa cząsteczkowa 67000 ) AA głównym składnikiem 
Ł>i3*eK surowicy, występującym w ilości około 60%. Najważniejszą funk-
cją fizjologiczną tego białka jest r^gUlACJ? filittilDlfl osmotycznego 
Kryj. Wykazuje ono dużą zdolność wiązania jonów Na+. K + i Ca+ jak 
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również hormonów, kwasów tłuszczowych i leków. Cząsteczka albuminy 
surowicy ludzkiej jest Łańcuchem polipeptydowym. złożonym z 379 amino-
kwasów, powiązanym poprzecznie siedemnagtoma mostkami disulf idowymi. 

[LAKTOALBUMINA[wys t ępuj e w mleku ssaków. Jej cechą charakterystyczną 
jest dużą odporność na działanie wysokiej temperatury. Odmiennie od 
albuminy surowicy o» -laktoałbumina zawiera oligosacharyd. który jest 
przyłączony do łańcucha polipeptydowego poprzez grupę p-karboksyIową 
reszty kwasu asparaginowego. Ludzka a-laktoałbumina (masa cząstecz-
kowa 14176) skł ada sig z 123 reszt i. zawiera 4 mostki disulf idowe. 

¡"OWOALBUMIMA| (ni.cz, 44000) zawiera 3,2% węglowodanów oraz resztę kwa-
su fosforowego, która przyłączona jest do łańcucha bocznego seryny. 

jALBUMINY ROŚLINNE¡występują w mąłych ilościach w nasionach, np. R Y -
CYNA w nasionach rącznika CRycynrus?, LEUKOZYNA W nasionach różnych 
zbóż, LEGUMEL.INA w nasionach roślin strączkowych CLegxim.inasa&^. Rycyna 
z abryną Csr nasion Abr-us pr&ci t&ri\is2 wykazują właściwości toksyczne. 
RYCYNA 1 podobna strukturalnie ABRYNA działają j ako inhibitory 
biosyntezy białka i wykazują dzia*anie antynowotworowe. 

2. GLOBULINY 

Globuliny mają większa masę cząsteczkowa niz albuminy i występują 
praktycznie we wszystkich komórkach zwierzęcych i roślinnych. 

Do tej jednolitej, szerokiej klasy białek należy wiele enzymów, 
białek surowicy, przeciwciał, białek mleka, g1ikoproteidów i białek 
zapasowych roślin. 

Globuliny sa nierozpuszczalne lub nieznacznie rozpuszczalne w wo-
dzie pobawionej ęoli. Rozpuszczają sis. natomiast w roztworach soli . 
Globuliny można frakcjonować, wytrącając stopniowo siarczanem amono-
wym. 

| q-L AKT06L0BULI HA [ (m.cz.36726) jest najważniejszym składnikiem 
3 białkowym mleka krowiego (3g/dm ) . 
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[GLOBULIMY SUROWICYIsą k1asyfikowane zgodnie z ich zachowaniem w 
elektroforezie bibułowej jako c^. <*2. ft i r-globuliny. r-Globu liny 
są klasą zawierającą przeciwciała. 

Przeciwciała są|IMMUNOGLOBULIWAMI |produkowanymi prz»az komórki lim-
fatyczne w odpowiedzi na kontakt z ANTYGENEM. Immunoglobu liny reagują 
specyficznie z antygenem, a w wyniku tej reakcji następuje in&ktywacja 
antygenu przez precypitację (strącanie), aglutynację i itp. Kompletna 
cząsteczka inrounoglobuliny skrada si.a z DWÓCH ŁAŃCUCHÓW LEKKICH CL> q 
masie cząsteczkowej 23000, oraz pary ŁAŃCUCHÓW CIĘŻKICH CIO 2 masie 
cząsteczkowej 33000-79000 Jj. Pięciu typach łańcuchów). Incaunoglobuliny 
rożni a sie rodzajem łańcucha. Wśród itonunoglobulin wyróżnia się 3 kla-
sy ctiówne: |lgG, IgA, IgMjoraz dwie klasy podrzędne [lgD i IgE^ Każda z 
tych grup składa się z dwóch podgrup, różniących się typem łańcucha 
LEKKIEGO. 

W (igG j znaj duje się ok. 8 0 % wszystkich przeciwciał 

odpornościowych krwi; przeciwciała antywirusowe 

przeciwciała przeciw bakteriom (gram. +) . anty-

toksyny IgG sa, ję^ymrai gjębuUnanjj odpórpo-

jcNowymi, k t ź o przenikają Przez fesciSES. Ł9?.Y~ 

skowa 2 kr»gęnja ffigtKi d2 krążenia Płodu. 

|IgA|są obecne w ślinie, eiarze, łzach, w wydzielinach śluzówki 
przewodu pokarmowego i oddechowego. 

W|IgM"]znajduje się 5 do 10% wszystkich przeciwciał surowicy, są to 
prr*ciyęia*a wassermafKWfgKi». zimne a g lutyniny i izohemaelutyniny. 
Cząsteczka IgH jest pentamerem podjednostek analogicznych do pozosta-
łych immunoglobulin. gząętęczęK IgM utrudnia ¿m wylr gwarzę 
essa przestrzeń naczyniową i dlatego 80J6 IgM znajduje sie we krwi. 

3. H I S T O N Y 

IWSTfOW są białkami 2*s»do»ywl^fduia zawartość lizyny, argininyj o 

ffiftŁSl masie c?n,st;»csk;9w?j . w i Kyąągęft. Białka 
te nie są specyficzne dla określonej tkanki i występują we wszystkich 
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komórkach eukariotycznych, gdzie tworzą odwracalne kompleksy z DNA 
| C NlftoLfeókt StONY - MUCLĆOC&MY:» j a zatem odgrywają ważną role W procesie 
niespecyficznej represji genów. W NUłGLEOSOMACH WVRÓŹNAMY: His tony Q 
małej zawartości lizyny H^A i HgB wykazujące zróżnicowanie gatunkowe i 
Histony o dużej zawartości arginipy Hj ł « 4 nie różniące sie miedzy 
gatunkami. Histon ^ łączący sie luźno a nicią DMA po zewnetrznei 
stronie cząsteczki rdzeniowej . a także z DMA Ł4C2MIKOWYM. 

Ucsnfltemj DNA 

Rys. Schemat uukleoeomu ( cyt. za L STEYER . Biochemia. PWN. 

Wanrzawa 19B0. str.740 ) 

4. PROLAHINY 

Ę g G O g n g ] charakteryzują sie znaczną zawartością KWASU GLUTAMINO-
WEGO C30—48X> i PROLINY ok. i5*^. Nazwa tej klasy białek ma związek z 
dużą zawartością proliny. pyptypipY S» nierozpuszczalne w wodzie, 
r o ^ y o r ^ ę h e f f U . a l e r ^ p y g g ę s f t j a a u t w 5 0 - 9 0 * roztworze etanolu. 
GLIADYNA Cpszenica, i tyto) oraz HORDENINA Cjeczmi*rO są ważnymi biał-
kami zbóż. 
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5. PROTAMINY 

Białka należące dc tej grupy[SĄ BARDZIEJ ZASADOWE Ń12 "fflSTołYj co 
wynika z większej zawartości ARGININY ( 8 0 - 3 5 * ) . Sa one rozpuszczalne w 
•odzie J kwasach. Znajdują 31«? w jądrach komórkowych w połączeniach z 
DNA. Protaminy mają małe masy cząsteczkowe 4 0 0 0 - 4 5 0 0 i wyodrębnia się 
je głównie ze spermy rybiej. 

6. GLUTEL1NY 

Nazwa tych białek ma związek z DUŻA 2AWARTOŚC1A KWASU GLUTAMINOWEGO 
(do 45%). Gluteliny sa rozpuszczalne w wodzie, roztworach soli 1 
rozcieńczonym alkoholu, a także w roztworach zasadowych i kwaśnych Do 
tej grupy należą miedzy innymi ? | GLUTENINA~| C psz&niccO, ¡OfeZYNlNA j CryóJ> 
IGLl/TENINA i GLIADYNA] składają się na lepkie białko (gluten) mąki 
pszennej i żytniej. 

A-2JSL. SKLEROPRO T E I N Y - białka RBRYLARNE 

Z punktu widzenia komformacji łańcucha wyróżnia się trzy typy 
skleroprotein: o strukturze |a-HELI KALNgfj jft-HARMONIJKI j i strukturze 
| POTRÓJNEJ HE Lisy] Naj ważniej szyn.i białkami poszczególnych typów są 
odpowiednio: 

f^KEftATYMA, ft-KERATWA I BI At U JEDWABIU ' O R « H H O S E I N 

[ KŁRATYNA|j_est te bŁflłfeg H wodzie i 
roztworach soi i. Występuje w zewnętrznych zrogowaciaiych warstwach 
naskórka, w piórach, rogach, kopytach. paznokci ach i włosach. Kerety-
•na może mieć strukturę drugorzędową o-he lisy i wówczas nosi nazwę 
<s—KERATYWY bądź strukturę /J-harmoni jki i wtedy nazywa się ją .^-KEPA-
TYNA. 

Keratyna włosa może występować w obu tych odmianach. N a t u r a o d -
mianą legi.P^KERATYMA] Po poddaniu włosa działaniu sił rozciągających 
w podwyższonej temperatur?», struktura st-helioy ulega przekształceniu 
w /J-harmonijkę. a towarzyszy tasau prawie dwukrotne wydłużanie włosa. 
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przemiana ta jest odwracalna. 
Struktura 1/?-HARMONIJKI [występuje w fibroinie - białku jedwabiu 

produkowanym przez larwy jedwabnika. 
|>CÓLAGK>r|- białko o strukturze potrójnej helisy zostało omówione 

wylej. Podobną budowę do kolagenu ma 1ELASf¥MA|- białko włókien sprze-
żystych. Wygt^puje w wjjtftsso^gj tkanek łącznych razem s kolagenem i 
polisacharydami. Duże ilości elastyny znaleziono w ścianach naczyń 
krwionośnych, a szczególnie w łuku aorty w pobliżu serca oraz a wiąza-
dłach. 

ĘDCTngJffifl sżiLfifl gffiłnPKwąsffwy p p f l^y kolagenu: 1/3 reszt sta-
nowi GLICYNA, b o g a t j e s t w PROLINĘ. Odróżnia sie od kolagenu brakiem 
HYDROKSYLIZYMY. Jy.1^9 S elastynie wykryto desmozyne i izodesmozyrrs -
pochodne czterech reszt lizyny (patrz rozdział aminokwasy). Przy-
puszcza sie. że tego typu wiązania poprzeczne mogą decydować o sprę-
żystości włókien elastynowych. umożliwiających im po naprężeniu po-
wrót do pierwotnego rozmiaru i kształtu. 

4 3 . BIAŁKA ZŁOZONE 

SiaiHa gŁPŻPn* aa KłagyH*owdne H2- AEił niearoinokwa3owych szaśsl 
SkŁa^pwych, istotnych sLU i£jł funkcji, połączonych z łańcuchami pep-
tydowymi wiązaniami kowalencyjnymi, jonowymi lub koordynacyjnymi. 

4.3.1 FOSFOPROTONY 

Fosf oprote i ny zawierają grupy KWASU FOSFOROWEGO, które zwykle 
PPIAĘS9N<? 3& W J Ą G W I M I ESTROWYMI Z GRUPAMI HYDROKSYL,OWYN>I UÓSUEH^U 

ftppwęh SERYNY ^ rzadziej TREONINY. 
Do ważnych fosf oprote idow należą |KJUitiw/j Znajdują sie one w dużej 

ilości w mleku krowim (25g/dm3). stanowiąc około 79% białek zawartych 
w mleku. Do grupy fosfoproteidów należą takie| ł^^Otl'l VHA 1 tlTKLlłUlz 
żółtka jaja kurzego. Piećdzieeiąt procent reszt aminokwasowych fosfo-
wityny stanowią reszty fosfoseryny. 
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4-32. CHROMOPROTONY 

Białka te zawierają|CHROMOFOROWĄ GRUPĘ PROSTETYCZMĄj Bardzo duże 
znaczenie mają hemoproteiny, które zawierają grrupy hemowe. 

JHĆMOGLOBINA| -składa sie z czterech grup heroowych i czterech 
ł ańcuchów poI ipeptydowych; dwóch łańcuchów ot złożonych z fl 41 | aminokwa-
sów i dwóch łańcuchów ft złożonych z11461aminokwasów. Transportuje ona 
tlen cząsteczkowy, przyłączony koordynacyjnie do Fe + +w grupie hemowej. 
z płuc do tkanek. 

|MIOGLOBINA|-zawiera jedną grupg hemową z Fe + + i jeden łąńcuch 
polipeptydowy złożony z [1S3j aminokwasów. Mioglobina występująca w 
mięśniach służy jako nośnik tlenu, przy czym tlen wiąże sie z mioglo-
biną silniej niż z hemoglobiną. 

[CYTOCHROH c|- białko przenoszące elektrony, zawiera grupę hemową X 
j eden łańcuch polipeptydowy złożony z11Q41ami nokwasów. ale w odróżnie-
niu od mioglobiny, grupa hemowa w cytochromie C jest przyłączona do 
apoproteidu kowalencyjnie: w wyniku utworzenia mostków sulfidowych 
przez łańcuchy boczne reszt cysteinowych. 

Do hemoproteln należą również enzymy; fTTTALAZA 1 PEftOKSVC>AZAJ 

4.3.3. LJPOPROTEJNY 

LJPOPROTET>IY - sa. produktami prsyłąęzenip lipidów ¿S specjalnych 
białek zwanych apo1ipoproteinami. Dzięki temu połączeniu nierozpusz-
czalne w wodzie lipidy mogą być transportowane we krwi, stanowiącej 
środowisko wodne. 

Fnnkcją 1ipoprptein jest pry/j ftęgftnję 1 oddawanie lipidów ęrgz w ^ 
miana ąpoprotein. Składnikiem białkowym lipoprotein jest osiem głów-
nych klas ąpoprotein oznaczonych jako: 

A P O - A L APO-A I L A P O - A I I L A P O - B , A P O - C L A P O - C I I , A P O - C I I I I A P O - E 
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oraz klasy uboczne.|APOPROTEINY klasy Atmają masy cząsteczkowe około 
20000. podczas gdy cząsteczki [APÓPROTEINY klasy C|- są znacznie mniej-
sze - zawierają 60 - 80 reszt aminokwasowych, należą więc do peptydów. 
Białka są rozmieszczone na powierzchni cząsteczki lipoproteinowej, 
natomiast lipidy tworzą jej rdzeń. 

Duża zawartość lipidów , mających mniejszą gęstość od wody, powo-
duje. że gęstość lipoprotein jest stosunkowo mała. Właściwość ta zo-
stał a. wykorzystana do rozdzielania lipoprotein metodą ultrawirowania w 
gradiencie gęstości. Gdy zastosuje się np. jako rozpuszczalnik roz-

3 
twór soli o określonej gęstości p- 1.063 g/cm . wówczas wszystkie li-
poproteiny, których gęstość jest mniejsza, wypłyną i zbiorą się na po-
wierzchni cieczy. Tą metodą ustalono klasy lipoprotein o różnej gęs-
tości oraz frakcję chylomikronów. 

|CHYŁOM!KROWY|mają gęstość 0,94 g/cm3 i są w zasadzie kropelkami 
tłuszczu z porowatą osłonką białkową (zawartość białka 1 - 2*). 

UPOPROTEJNY fi bardzo gał.ęj gęstości -j VLDL| (very low density li-
3 

poproteins) - 0.94 - 1006 g/cm , zawierają 8-10% białka i od 45-65% 
tłuszczu. Pozostałymi skŁadnikami 1ipoprotein są fosfolipidy, eatry 
cholesterolu i wolny cholesterol. 

UPOPROTEMY fi małej gęstości [LDLj (low density lipoproteins) -1006 3 
- 1063 g/cm zawierają 20-25% białka i 4-8% tłuszczu. Frakcja ta jest 
szczególnie bogata w estry cholesterolu - zawartość ich sięga do 50%. 

UPOPROTENY fi dużej gęstości |HDL|(high density lipoproteins) -
1063 - 1210 g/cm3 zawieraja 40-55% białka. 2-7% tłuszczu. 26-32% fo-
sfolipidów i 15-20% astrów cholesterolu. 

Rutynową metodą badania surowicy ludzkiej jest elektroforeza. 
Określonym frakcjom elektroforetycznym można przyporządkować różne li-
poproteiny. CHYLONI KRONY w elęlk^ro*prezje bibujpwej i na żelu agaro-
wym nie migrują, lecz pozostają w położeniu startowym, w elektrofore-
zie swobodnej na octanie celulozy i w blokach skrobiowych znajduje się 
je w frakcji a. GLOBULIN. LIPOPROTEINS VLDL zawarte są we frakcji pre 
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0-GLOBULIN, LIPOPROTEINY LOL związane są z frakcją GLOBULIK, nato-
miast LIPOPROTEINY ilDL znajdują się we frakcji o^-GLOBULIN. CHYLOMIIC-
ROMY wytwarzane przez komórki śluzówki jelita w procesie wchłania-
nia produktów hydro 1 izy tłuszczów i przekazywane do układu 1imfetycz-
nego . Mają one postać kuleczek o średnicy od 75 - 1000 ran. W krwio-
obiegu chylomikrony ulegają szybkiemu rozkładowi. Przejmują one od 
1ipoprotein HDL apoproteinę C III, dział ającą j ako aktywator 1 ipazy 
1ipoproteinowej. Enzym ten jest zlokalizowany na powierzchni komórek 
śródbłonkowych naczyń krwionośnych i w komórkach tkanki tłuszczowej, 
hydrolizuje tłuszcze chylomikronów a uwolnione kwasy tłuszczowe są 
albo pobierane przez tkankę tłuszczową, albo transportowane dalej 
przez albuminę surowicy krwi do wątroby. 

LIPOPROTEINY o bardzo małej gęstości CVLDL) rozprowadzają po orga-
nizmie zsyntetyzowane przez wątrobę lipidy. Cząsteczki VLDL wskutek 
rozpadu stają się mniejsze przechodząc w LIM-. 

LIPOPROTEINY o dużej gęstości CHDŁJ są również wytwarzane w komór-
kach miąższowych wątroby. Zawierają stosunkowo dużo apoproteiny C III, 
która może zostać przeniesiona na chylomikrony lub VLDL, Odwrotnie 
cząsteczki HDL mogą przejmować Apo-C od rozłożonych chylomikronów. 

LIPOPROTEINY [_DL s& bogate w wolny cholesterol i. jego estry. Estry 
cholesterolu powstają pod działaniem enzymu występującego w osoczu 
krwi i aktywowanego przez Apo-AI-scylotrensferazę lecytyna : choleste-
rol CLCAT). Wiele komórek zawiera na swojej powierzchni receptory spe-
cyficzne w stosunku do Apo-B LDL. Wiążą one cząstki LDL i przenoszą je 
do wnętrza komórki, gdzie te lipoproteiny są rozkładane przez lizoso-
my. Towarzyszy temu uwalnianie cholesterolu. Wolny cholesterol może 
działać jako receptor syntezy kluczowego enzymu biosyntezy choleste-
rolu; reduktazy 3-metyloglutarylo CoA. 

Podwyższenie stężenia LDL LA tym samym stężenia cholesterolu) w 
paoęgu krwi. powpdyją, vremQ&.?ne »gJlŁgnj.arnę estrów ęhpł^erplyi przęz 
frppgrM tsAsn naczyń. Koaonolnyęh, gręwad^ni? si* estrdw ęhęłeptorp-

pr<?w?ęi?} do m i s n aiffiŁ^tfypywyęlu 
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4-.3.4-. GLKOPROTEJNY 

Glikoproteiny są to | kompl eksy WE GL OWODANOWO- STAŁKOWE j w których 
krótkie ol igosacharyęly prgyłączone wiązaniami gl ikozydowymi do 
łartcuchów bocznych niektórych aminokwasów. Istnieje kilka sposobów 
przyłączania o 1igosacharydów: np.wiązanie O-GLIKOZYDOWE (do Ser, Tre), 
N-GLIKOZYDOWE (do N-końcowych grup aminowych, grupy «-aminowej Liz, 
azotu grupy amidowej Asn) oraz POŁĄCZENIA ESTROWE z udziałem tlenu 
glikozydowego (Glu. Asp) . [Składowe węglowodanowe] zwykle zawiera j ą 
heksozy (głównie D-galaktozę, D-mannozę i D-glukozę oraz N-acetylohek-
sozoaminy, jak również L-fukozę lub kwas sialowy (kwas N-acetyloneura-
minowy3 jako końcowe elementy łańcuchów węg1owodanowych. GLIKOPROTEINY 
występują j ako składniki błon, enzymów, przeciwciał. substancj i grupo-
wych krwi, śluzów, czynników komplementarnych. hormonów i. białek suro-
wicy . Występują one we wszystkich frakcjach surowicy z wyjątkiem frak-
cji albumin. 

Glikoproteiny spełniają szereg różnych funkcj i . Na powierzchni 
komórek biorą aktywny udzi ał w transporcie przez błony oraz działaj.\ 

+ 3 +2 
J ako białka przenoszące jony metal i (Fe ,Cu ). Duża lepkość roztwo-
rów glikoprotein nadaje im właściwości smaru. Glikoproteiny wchodzą w 
skład substancji śluzowych w wydzielinach gruczołów, w płynach stawo-
wych oraz tkance łącznej, 

4.3.5. NUKLEOPROTEHY 

Nukleoprotei ny są | KOMPLEKSAMI KWASÓW NUKrElNOWYCH 1 BI ALEK."] 
Składnikami białkowymi mogą być: protaminy, hiatony i białka niehisto-
nowę chromosomów. W kompleksach tych jako kwas nukleinowy najczęściej 
występuje DNA. Nukleoproteiny odgrywają zasadniczą rolę w replikacji 
DNA i*kontroli genetycznej oraz biosyntezie białka (rybosomy). 
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4.3.6. METALOPROTEJNY 

[Jony niektórych metali mają zdolność wiązania ~~ji<? 5 białkamT] i 
tworzenia z nimi kompleksów. Wiele oksydaz np. OKSYDAZA FENOLOWA, 
OKSYDAZA CYTOCHROMOWA, OKSYDAZA ASKORBINIANOWA, zawiera MIEDZ. Z kolei 
jon Mn^^, występuje w KARBOKSYLAZIE PIROGRONIANOWEJ raitochondriów. 
działa jako specyficzny aktywator SYNTETAZY GLUTAMINOWEJ Cz Escheri-

chia coliJ>. MANGAN zawierają także tkankowe enzymy glikolityczne i 

proteolltyczne- ANHYDRAZA WĘGLANOWA jest przykładem enzymu zawierają-
cego CYNK. FERRYTYNA i HEMOSYDERYNA - są białkami. które przechowują 
ZELAZO. Wiążą one w sumie 25% żelaza zawartego w całym organiźmie 
Pozbawiona żelaza ferrytyna-APOFERRYTYNA ma kształt płytki i składa 
sie z 24 podjednostek. 2;lazo występuje w ferrytynie w postaci wodoro-
tienków i tlenków tworzących mi cele. z których w każdej może znajdować 

+3 
s:e 4300 jonów Fe . W taki sposób nadmiar żelaza w organiźmie jest 
przechoi/ywany wewnątrz komórki i w razie potrzeby uwalniany. 

4 4 . CHARAKTERYSTYKA FIZYKOCHEMICZNA BIAŁEK 

4 4.1 CHARAKTER AMFOTERYCZNY 

Podobnie jak aminokwasy, białka także są alektrolltami amfotery-
cznyml . W cząsteczce białka grupami zdolnymi do jonizacj i są grupy 
COOH -aminokwasów dwukarboksy 1owych (kwasowych), grupy NH^ aminokwasów 
dwuaminowych (zasadowych), nieznaczna ilość końcowych grup aminowych i 
Karbeksy 1owych. grupa OH-TYROZYWY. -SH-CYSTEINY. reszta IMIDAZOLOWA 
HISTYDYWY. GUAWIDYNOWA ARGIWINY oraz reszty FOSFORANOWE FOSFOPROTEIN. 
Obecność powyższych grup nadaję cząsteczce białka ęharakter 
wielowartościowego j onu. CZY 11 wieloelektroli tu» Zarówno dysocj acj a 
grup karboksy1owych, jak i przyłączanie jonów wodorowych CH*> do grup 
aminowych związanych z białkiem zależą od pH roztworu. Podobnie do 
aminokwasów, d 1 a białek również istnieje pojecie punktu izo«lektryczm-
go (pi; pH^). cząsteczka białkowa w pi staje sie dipolem o bardzo 
dużym momencie dipolowym z powodu nierównomiernego rozmieszczenia grup 
aminowych i Karboksy 1 owych. Ta dwi*>iegunowa struktura ma duże znacze-
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nie dla wzajemnego oddziaływania pomiędzy cząsteczkami białkowymi i 
innymi jonami lub cząsteczkami. Dla wartości pH mniejszych od pi czą-
steczka białka nabiera charakteru coraz silniej zjonizowanego kwasu 
wie lokat i onowego. W roztworach c pH większych od pi cząsteczka białka 
staje sie silnie zjonizowaną zasadą wieloaminową. Przy wysokim pH 
wszystkie grupy karboksylowe są zdysocjowane. a grupy aminowe są nie-
naładowane. przy niskim pH sytuacja jest odwrotna: cofnięta jest dyso-
cjacja grup karboksylowych, a grupy aminowe występują w postaci jonów 
aminowych NH*. Ładunek cząsteczki białka zaieźy wiec od STEZENIA JONO W 
WODOROWYCH. Ze zmianą pH zmienia sie jego wartość, a nawet znak Cprzy 
przekroczeniu punktu izoelektrycznego). Cząsteczki bi ąłka znajduj ące 
się w roztworze o pH różnym od jego pi mają tym większy ładunek e_Le-
ktryczny. im większa jest różni ca pomiędzy wartościami pH i pi. 
Jeżeli w roztworze będzie nie jedno białko, lecz mieszanina białek o 
różnych pi, to ich cząsteczki w zależności od różnic miedzy wartoś-
ciami pi i w zależności od pH roztworu bedą mogły mieć mniejsze lub 
wieksze ładunki elektryczne albo nie mieć ich wcale. Jedne cząsteczki 
mogą być naładowane ujemnie a inne dodatnio. Cząsteczki białek takiej 
mieszaniny umieszczone w polu elektrycznym bedą przyciągane w strono 
elektrod o przeciwnych znakach. Bezładna mieszanina cząsteczek ulegnie 
uporządkowaniu i rozdzieleniu, ponieważ szybkość poruszania sie cząs-
teczek poszczególnych białek bedzie różna z powodu różnic w wielkoś-
ciach ładunku elektrycznego. Szybkość wędrówki rozdzielonych cząste-
czek białka zależy też od ich masy cząsteczkowej i. kształtu, oraz na-
tężęnia £ r M u przyłożonego dg elektrod. 

Opisane zjawisko nosi nazwę|ELEKTROFOREZY[ i wykorzystywane 
¿ęsl do rozdziału mieszaniny białek. 

4 . 4 2 . ROZPUSZCZALNOŚĆ 

Rozpuszczalność jakiejkolwiek substancji jest wynikiem zrównowa-
żenia wewnętrznych sił przyciągania cząsteczek ciała rozpuszczanego i 
przyciągania miedzy cząsteczkami rozpuszczalnika, a cząsteczkami ciała 
rozpuszczanego. 

[Rozpuszczalność białek zależy od szeregu czynnikówj takich jak: pH, 
rodzaj rozpuszczalnika, stężeni* elektrolitu (siła JonowaJ oraz typu 
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Jonów w środowisku. Ważną, rolę odgrywa także charakter białka i jego 
cechy strukturalne: białka globularne i fibrylarne. 0 rozpuszcza 1ności 
białek decyduje przede wszystkim ich \POWIMOWACTWO PO WODY~j (zdolność do 
hydratacji). Przez hydratacje należy rozumieć wiązanie się dipoli wody 
z grupami polarnymi białka , dzięki czemu cząsteczka białka Otacza się 
płaszczem wodnym. Ilośr! wody hydratacyjnej związanej przez białko może 
sięgać 0.3 -0.4g wody na Ig białka.•Hydrofilowe grupy łańcuchów bocz-
nych aminokwasów wykazują różne powinowactwo do wody, wg którego można 
je uporządkować następująco: -COOH> -OH> «NH> -SH oraz atomy 
N i O wiązania peptydówego. Teoretycznie grupy: =CO i «MH powinny wią-
zać koordynacyjnie po 2 cząsteczki 1^0, w rzeczywistości wiążą tylko 
połowę tej ilości", a spowodowane jest to ukształtowaniem przestrzennym 
ich sąsiedztwa. Natomiast grupy polarne łańcuchów bocznych nie podle-
gając takim ograniczeniom przestrzenny..» są uwodnione maksymalnie 
Cząsteczka wody połączona jest s grupami hydrofi i owymi wiązaniem 
wę>4orowY5L, 

TEORETYCZNA LICZBA CZĄSTECZEK HGO WTAZANYCH PRZEZ 
GRUPY FUNKCYJNE AMINOKWASOM 

GRUPA FUNKCYJNA -OH —COOH -O- -NH2 «NH -SH 

Liczba cząsteczek 
«2° 3 4. 

L. 
2 3 2 1 I 

Białko rozpuszczane w niewielkiej ilości wody wchłania ją i tworzy 
galaretowaty żel, w którego wewnętrznych przestrzeniach gromadzą się 
cząsteczki H,,0. Towarzyszy temu zwiększenie się odległości między po-
szczególnymi cząsteczkami białka powodujące zwiększenie się objętości 
zwane fPŁC2NX ENIEM BI AŁKA] Uwodni en ie ± pęcznienie s*. wspślną właściwo-
ścią białek rozpuszcza 1nyęh i nierozpuszczalnych, ale tylko te pierw-

yl?ąajĄ r.2.zpuszęzeriiuŁ t,worzac hydrof i lowe roztwory koloiaowe. 
Powinowactwo do wody nie przesądna sprawy rozpuszczalności, np. kola— 
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gen. wykazujący znacznie większe powinowactwo do wody niż albumina 
jest nierozpuszczalny w wodzie, natomiast albumina rozpuszcza się ła-
two. Ni.eynełkla stężenia gojj. niegrgftpłęąnych wpływają dodatnią na 
rozpuszczalność białek. Liczne białka nierozpuszczalne w wodzie, roz-
puszczają się dopiero w rozcieńczonych roztworach soli. Ten efekt spo-
wodowany jest zobojętnianiem przez jony soli zjonizowanych grup białka 
odpowiedzialnych za przyciąganie miedzy cząsteczkami białek. 

Białka są j AMFOTERYCZMYMI WIELOELEKTROLITAMI ] stad Eli roztworu. 
zmięnjajas jpnjzaęjg aru£ funkcyjnych Łańcyęhów boggnych, WĘjywa rów^ 
nież na ich rozpuszczalność. Rozpuszczalność białka w PUNKCIE 
IZOELEKTRYCZNYM Jest najmniejsza, gdyż H tym punkcie przyciąganie 

ęzasifięskemi friaŁfra iest pgjwjęks??. 
W pH różnym od pl cząsteczki białka mają ładunek, co zmniejsza wza-

jemne przyciąganie się cząsteczek, a w następstwie zwiększa ich rozpu-
szczalność . 

4.4.3. WYSALANIE 

Kor?Y?1;py Tfpływ ifiOiH sol* na rpzpmszcęałność biaięk ustają, ad* 
wzrasta stężenie goli. Białka rpspugzęzalne w woduję mtns. wytrącić z 
roztworu dużym stężeniem sol i. Proces ten nazywa się WYSALAMI EM 
BIAŁKA. Do wysalania białek używa się soli, których jony łatwo tworzą 
wodziany. Sole mające możność wiązania wody konkurując z białkiem o 
cząsteczki H20. odbierają cz&gteęzkoffi bjftłjta I£Ł&sąęs wpdpy", £2 S 

Kolei obniża ick rozpuszczalność i prowadzi wypadania Z roztworu. 
Stężenie soli potrzebne do wysolenia białka zależy od właściwości 
danego białka i od pH środowiska. Białko najłatwiej Jest wysolic w 
punkcie izoelektrycznym, gdyż brak ładunków elektrycznych sprzyja łą-
czeniu się cząsteczek w większe agregaty, łatwo wypadające z roztworu. 
Najczęściej do wysalania stosuje się SIARCZAN AMONOWY, CHLOREK SODOWY 
lub SIARCZAN MAGNEZOWY. Wysalanie białek jest procesem |ODWRACALNYM[ 
£2 obai^eiliu stę^enja ęolj ry^. przez dializat możQft g ppwrotem 
rozpuścić wytrącone biaŁko. Wykazuje ono wówczas swoje natywne właści-
wości. ponieważ wysalanie nie wywołuje uszkodzenia struktury. 
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4-4.4 DENAIURACJA 

Denaturacją białka nazywamy takie zmiany w strukturze, które 
prowadza do utraty aktywności biologicznej lub innej indywidualnej 
cechy charakterystycznej tego białka. Podczas denaturacji przede 
wszystkim sa niszczone j WIAZAŃIA WODOROWEJ W obecności odczynników 
redukujących rozszczepieniu ulegają [WIĄZANIA PISULFIPOWE] Pojawiają 
sie wówczas wolne grupy -SH W wyniku rozerwania wiązań stabilizują-
cych strukture białka, łańcuchy peptydowe przyjmują w przestrzeni inną 
pozycje, a uwolnione grupy funkcyjne aminokwasów mogą tworzyć inne, 
nowe wiązania. Zmienia to oczywiście konfigurację przestrzenną 
cząsteczki. Taka [ZDENATUROWANA jcząsteczka białka odznacza się zawsze 
zmianą, a nawet utratą wł aściwostci biologicznych Centyma tycznych, 
antygenouiych, hormonalnych^. 

Nieodwracalny na ogół proces denaturacji może w pewnych wypadkach 
ulec cofnięciu, gdy np. czynnik denaturacyjny działał stosunkowo krót-
ko i nie spowodował daleko posuniętych zmian w strukturze. 

Denaturację białka wywołują niektóre czynniki f izyczne takie j ak: 
OGRZEWANIE, ULTRADŹWIĘKI, PROMIENIOWANIE KRÓTKOFALOWE i JONIZUJĄCE, 
WSTRZASANIE WODNYCH roztworów białka w atmosferze powietrza. Do 
chemicznych czynników denaturujących naleźą: KWASY, ZASADY, JONY META-
LI CIĘŻKICH, ORGANICZNE ANIONY, MOCZNIK, AMIDY KWASOWE, DETERGENTY, 
FENOL, CHLOROFORM, rozpuszczalniki mieszające sie z woda, jak ALKOHOL, 
ACETON Itp. 

4-.4.5. MASA CZĄSTECZKOWĄ 

Masa cząsteczkowa białek waha się w szerokich granicach od kilku-
nastu do kilkuset tysięcy. 

Do określenia masy cząsteczkowej i kształtu cząsteczek białkowych 
stosuje się wiele a»tod fizykochemicznych obejmujących POMIARY LEPKO-
ŚCI, oznaczania SZYBKOSd DYFUZJI i SEDYMENTACJI w ul trawirowce, okre-
ślanie RUCHLIWOŚCI ELEKTROFORETYCZNEJ 1 CHROMATOGRAFICZNEJ oraz po-
miary ROZPRASZANIA ŚWIATŁA 1 CIŚNIENIA OSMOTYCZMEGO. 

Ostatnio najczęściej stosowanymi są metody z uZyciem ultrawirówki 
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oraz chromatografii: pomiar szybkości sedymentacji oraz metoda równo-
wagi sedymentacyjnej. W metodzie opartej na pomiarze szybkości sedy-
mentacji konieczne jest wytworzenie takiego pola grawitacyjnego, które 
zapewniłoby całkowite osadzanie się (sedymentację) badanej substancji. 
Szybkość sedymentacji białka jeąt wprost proporcjonaIna do jego masy 
cząsteczkowej. 

W celu wykonania pomiaru współczynnika sedymentacji i co jest s tym 
związane masy cząs teczkowej białka, roztwór białka umieszcza się w 

polu grawitacyjnym 500 tys. razy silniejszym od. przyciągania ziemskie-

go (uzyskuje się go w ul trawirówkach przy szybkości ok. 70000 obr/mi.n}. 
Przy określaniu masy cząsteczkowej metodą równowagi sedymentacyjnej 

białko wiruje się dodatkowo w gradiencie gęstości sacharozy. bądź 

chlorku cezu i porównuje po ustaleniu równowagi z odpowiednim stęże-

niem w gradiencie. 

Masę cząsteczkową białka można również określić metodą.|FILTRACJl 
ŻELOWEJ](chromatografia sitowa « molekularna - żelowa - sączenie 

molekularne » sączenie przez sita molekularne ) przy użyciu usiecio-
wanych polisacharydów - typu SEPHADEX (G-50, G-100, G-200) oraz 
POLIAKRYLOAMIDOW (Bio-Gel P-100. P-150, P-300). Chromatografię tego 

typu można, przeprowadzić metoda, ¿»©¿umnową lub c i enhoi^ara t u*ou>ą. 
Szybkość dyfuęj j cząsteczek białjta w żelu zalety wielkości 2SHŚSL 

tego żelu i rozmiarów cząsteczki białka {j»go masy cząsteczkowej). 

Duże białka trudno wnikają u» pory sita, natomiast małe łatwiej i stąd 

duże białka są elrjowane przed mniejszymi . Porównuj AC Prof ile « lucj i 
białek wzorcowych z profilem elucj i badanego białka roożjia z ¿yJŁiia 
przybl iżeniem okrośljć j ego masę cząsteczkową,. Chromatograf ia 

cienko-warstwowa przebiega podobnie, a ponadto ma. tę zaletę. że ni• 
wymaga dużych ilości materiału badanego. 

Podobne możliwości stwarza|METODA- ELEKTROFOREZY|w żelu PO1 i akry1o-
amidowym ponieważ zachodzi frakcjonowanie cząsteczek zgodni* z ich 
wielkością i ładunkiem. 

4.4-.S. BIAŁKA OSOCZA 

W ludzkim osoczu znamy obecnie ponad 200 różnych białek, z któ-
rych ok. 70 zostało wyizolowanych w stanie czystym i dość dokładnie 
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scharakteryzowanych. Stanowią pnę fltĆMDŁ cześć gtflłyph gfoifldnitoW 
osocza. występując h steżeniu średnio 7S g/dm3. Wjgksyę»!«« felaŁsk oso-
flą pęłni funkcje|TRANSPORTOWEj przenosząc różne składniki odżywcze, 
witaminy, hormony, jony metali, kwasy tłuszczowe, leki itp. Inne nato-
miast białka majaIAKTYWNOŚĆ PRZECIWCIAŁJ biorą udział w krzepnięciu 
krwi. utrzymują ciśnienie osmotyczne oraz pełnią inne swoiste funkcje. 
P.ifriKa £e wykazują ogromną rfrtnprodhP^ wjęłkoŚPi 1 Ksętałtn c?&8tę-
czek. jadunku elektrycznego, rozpuszczalności. gsyfrkPŚcj sędymęnt;»-
SA1 w uUrawjrówce it4, 

Białką osocza sa przeważnie | C L I N A J C T ] i wykazują znaczny 
polimorfizm genetyczny. Obecnie znanych jest ponad 100 genetycznie 
uwarunkowanych odmian poszczególnych białek osoczowych występujących w 
różnych stanach patologicznych. Tabela zawiera zestawienie prawid-
łowych białek osocza oraz ich funkcje. 

ZeSTAWJENC BIAŁEK WYSTĘPUJĄCYCH W OSOCZU LUDZKIM 

(CYT. za W. Ostrowski. M. GumilSska, A. Krawczyk; Ćwiczenia x chemii 

ogólnej 1 fizjologicznej. PZWL. Warszawa 1966 str. 476) 

BIAŁKO CECHY CHARAKTERYSTYCZNE 1 ROLA W OROAHŹMBt 

PREALBUKINA ff Transport tyroksyny i witaniny A. {ZMNIEJSZA|się w 

chorobach wątroby. 1 WZROST 1 ii> nerczycach. 
ALBUM1NA 1 Biologiczny okres pól trwania 7-27 dni. Wią£& i 

2* 2• 
transportuje wodę. Ca , Mg , bilirubinę, kwasy 

11uszczowe. progesteron,lęki (antybiotyki.barbitu-

rany, glikozydy nasercowel Znal es i ono 8 aut osomal -

nych genetycznych wariantów. W bis-albuminemiach 

opisano 2 frakcje albuminowe. [SPADEK]mtęśenia w 

chorobach nerek.wątroby, w nowotworach, w głodzie 

i w zespołach upośledzonego wchłaniania. 
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SCüßl/UHY 

S j ^ S S J t r ^ S J « 

a^ikoproteina 

Hamuj* trypsynę i i nne protixuy CgQ3£J>(2WIEK&ZA) 

w zapaleniach i martwicach tkankowych. j Brak |fr#ce-

sywny. cmtomomalny? u homozygot prowadzi do scho-

merI oskrstelowo - płucnych. | ZAHAMOWANIE J protMZ 

•leukocytarnych prowadsti do Mro«(u podatności na 
*akcatenia. |BRAK]w marskości wątroby i w ńóllacm-

kach zastoinowych. 

Zawiera ok.40X cukru Cl2% kwasu sialow&goJ. Wic&e 

Csoroaukoid • niektóre steroidy Cprogesteron.testosteron). Nie 

orozomukoid) jest wytrącana przez FC A tub TC A. |2#l£kSŻA]s*<? 

w ostrych i przewlekłych stanach zapalnych, po— 

operacyjach w nowotworach atośliwych. fStt4Mf£JS£A| 

się w marskości wqtroöy. 

Protroabina Jest proemymem trombmy. [H! tZBEDNA} W krzepnięć i u 

krwi.Jest glikopretoiną. |ŹMNi£JSZA|sn? w chorobach 

wątroby. 

Transkortyna Giikoproteina. Transport kortysolu. 

Białka wiazace 61 iKoproteina. Transport tyroksyny. 

t/roksyn« 

a j - Ant yc hjrwo- 01ikoproteina. Inhibitor chymotrypsyny 

trypsyna 

a j -Li popr ot na L I popr o teina o wysokiej gęstości (HCH.>. Transport 

fosfolipidów i hormonów. p^lTJiöÄ)si + w choro-

bach w<\t roby 
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Cc-Globulina Glikoproteina. |ZMNIEJSZA]sl* w chorobach wątroby. 

(Składnik grupowy) | WZROST | w ctąśy. 

Typy: Cc i-i C45X>. Gc ¿-Z C39X>. Gc 2~t C7X>. 
Gc-X. Gc-Y 

GLOBULI My 1 

CeruioplazKlna -0.325Z. & atomów Cu/nol białka. Barwa m«bt^sfvx. 

Aktywność oksydazy. Glikoproteimx. U noworodków 

czysty brak. ¡ZWIĘKSZA j w ci<&y, w ostrych zapa-

lontach, w śóŁ taczkach zastoinowych. w nowotwo-

rach. w reumatyżmi|ZMMIEJSZA| iił w degeneracji 

soczewkowo-wątrobowej Cchoroba WilsonoJ. w marsko— 

ści wątroby, w chronicznym zapaleniu wątroby i w 

chorobach krążenia. 

EUptogloblny Typy-. Hp i-i. Np B-2. Hp 2-i. Viążą hemoglobin* i 

transportują do (JŚŚ. Hioglobina nie Jest wiązana. 

W połączeni u z Nb - aktywność pseudoperoksydazowa. 

Glikoproteina. |2MNIEJSZA|»i* w uszkodzeniu wątroby 

i w niedokrwistości hemoli tycznej. Kał* wartości 

u noworodków. | ZWIĘKSZA]si* w ostrych etanach za-

palnych. w nowotworach, w cukrzycy. 

<*2 N»kroglobul i na Ouśa zawartość cukru C0-1IX? i cynku. Inhibitor 

proteaz. Synteza pozawątrobowa. |WZROST|w marskości 

wątroby, w nerczycy. w obrzęku śluzowatymu w cuk-

rzycy. |MAK 2MAMjpodczas ostrych stanów zapal-

nych. |ZMNIEJSZENIE|w paraproteinemiach i w reu**a-

tyśmie. 
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« 2 - Ant yt r o mb i na Git ho pro tei n*Ł Inhibitor trombiny. |aME/S2A|>(« w 

chorobach wątroby, w wetunąt rsnoczyntowych zafar.w 

pach. 

C i s -Komponent. Ahtyvmość esterazy, składnik hompLement-m. 

C 9-Komponent Składnik homplcoantu. Glikoproteina. 

C 1-Inhibitor 1 nhibi tor esterazy CSMadniha. Cis), Glikoproteina. 

p-Choli noest e-raza Aktywność cholinoesterazy. Gli ko proteina. 

PIazminogen Glikoproteina.. Proenzym fibrynol izy. Zmniejsza si> 

C prof i brynoli -
zyna) 

podczas silnej fibrynolizy. 

GLOBULINY fiJj 

Transferyna Glikoproteina o barwie czerwonej. Transportuje 2 

Csyderofiiinai atomy żelaza na mol białka. 

Normalnie tylko 1 '3 transferyny Jest wysycon-i 

żelazem. |ZMNIEJSZA|się w nerczycy. w uszkodzeniu 

wątroby, w nowotworach, w niedokrwistości hxpo-

chromicznej. 

Hempeksyna Zawartość cukru ok. 23%* Nie wy trąca się PC A. TC A ant 

SSA. Wiąże hem. porfirynę i mcswierające hem Kemo-

proteiny. Rozkłada się w wątrobie. Chroni prmed 

utratą żelaza z moczem. j ZMNIEJSZA ] się podczas hę-

• o l f t y , w chorobach wątroby, w por/1riach. w 

mes pole n«rc«ycow>*, «# *n(*ropaf iacS wy*t 

wych. [ m S S } . . « w lapałmtorft t no«tfCM>r<ic'». 
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C-8 

Białko wiazace Zawartość cukru i2.6%. Tetrcuner. Wiąże testosteron. 

steroidy estradiol i 17-hydroksysteroidy. | WZROST | ix rwwo-

LMorach, i marskości wątroby. 

Składniki plikoproteiny. [ ZMNIEJSZAJĄ | si* w chorobach auto-

koapl••»nlu: immunizacyjnych Czapaleni» kł+buszków nerkowych.. 

C—Z, C-3, C-4r, toczeń rumieniowaty 

C-5.C-1 C11 S>, 

c-e 

9-Li poprotei ny Transportują li pidy.choles terol Chormony[ZWIE-
LDL KSZENIE|u> nerczycach. | BRAK | w al ipoproleinemii . 

Pi bryrsogen 61 ikoproteina. | 2MNIEJS"~*A | si9 w chorobach wątroby. 

w nadmiernej fibrynolimie. |ZW1EKSZA|s1q w zawałach 

w zapaleniach pluć. w nowotworach, w kolagenozach, 

w ¿61 taczce zastoinowej. 

y-4Globuliny K (Występują nie tylko frakcji y-globulinowej}. 

[ Munogl obuł 1 ny Białka 0 funkcji ciał odpornościowych. 

[«G 

rGA 

Sr iplogicmy okres pół trwania 21 dni. Łańcuchy 

Biol&gictmy okrem pół trwania 5.8 dni. Łcsńjc\tch.y 

H:ag.at L: 

0M Bi olo&icimy okroe pół t rwmi0 *>.i dni. toarucuch H: 

»¿'»e' 
Biologicsmy oł<r*>o pół t jMj*mia Z.& eini. Łańcuchy H: 
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IpE Biologiemy okrom pół trwania 2,3 dni. Łańcuchy N: 

Łańcuchy Hf Cy, a. fj, 6. Pod typy ; i ,2.3.4. 

Dwa łańcuchy H na mol b i al ha CwyJ. IgH: 2HxS2. 
Łańcuchy Lx Cx-.>J> 2H-221 aminoMwasóu/ łańcuch.. Dwa łańcuchy 

L na mol białka Cwyj.lgM : 2L x Niporimmmoglo-

bulinomio: Ostro i prmowloklo procomy mapaIno. 

| ZWIEJCSZENIE 11 gG w mapa l oni u wątroby. IgA -w marm-

hosc i wątroby, w mapaloniu Łrmumtki, IgH - prmowlo-

klo mapalonio wątroby, mononuklooma makadna. Cho-

roby autoimmunimacyjno. Choroby alorgiemno: lgZ -w 

amtmio omkrmolowoj. Odkłada mio na bamo/ilach i 

uwalnia himtaminą. W chorobach pamońytnie mych CI gC 

lub lgH>. W paraprotoinomiach. 12>OtiEJSERTEJ mom-

poły niodoboru prmociwciał : wady limfocytów B. 

Nowotwory UŚS. po napromioniowaniu. po środkach 

immunomupromyjnych. Po aglutynio anty-1gO. Pior-

wotno wady limfocytów B :Choroba Brutona a-y-glo-

bulinmmia. 

Zompoły upodlodmonoj myntomy lgO.Zoopól Vimkolta-

Aldr i cha ogmoma, mpadok lgG i wmromt IgA.CDofokt 

limfocytów B i 7\>. Zoo pól Louima-Barra -brak IgA i 
ret 

Paraproteinył | 

i typ lauioflo- i. Platsaocy t oma CmyolomeO. kom pi om komórok plamma-
globulin) tycmnych 

Typy: ifO, IgA, IgO i lgE-pltmmocytowych 
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2. Mahroglobul inenia Waldens t roma. Monoklonalny roz— 

ple« komórek tworzących IgM. 

3. Choroba łańcuchów lekkich CLI Cplazmocytoma L2. 

Białko Bence-Jonesa. 

4. Chorotra łańcuchów ciężkich CH2. Zespół Franklina 

5. Kr i og lotni l i nemia:- Imm.unoglobulinem.ia anty -IgM. 

Mała rozpuszczalność białka poniżej 37 (?. Wzrost 

lepkość i osocza. W przewlekłych zakażeniach, u> 
choroł>ach autoimmunizacyjnych, w nowotworach. 

Białko C—reakty- Powstaje w USS. Tworzy osad z polisacharydem, typu C 

wne z pneumokoka w obecności Ca . Występuje w zapale-
niach i zakażeniach 

Dopełniacz Układ złożony z li białek surowicy : Clą. Clr, C2, 

C3, C4. :CS, C6, C7. C8. CO, Cis, a także aktywa-

torów i inhibitorów. 

Aktywowany przez kompleksy antygenu z przeciwciałem 

w reakcji łańcuchowej: Ci -C4-C2-C3-CS-CO-C7-C8-C9. 

Potem, witptanie Clą do przeciwciała . Aktywacja Cis 

przez Ctr na esteraz*, której zubztratem jest C2 i 

C4. Aktywacja błon i udział w hemo lizie i fagocy-
Lozie. |2MMIEJS2EMIE|w zapaleniach lub różnych ge-

netycznych defektach poszczególych składników. 

a^—Fet ul na Tworzy min w wątróble płodowej. |PRZEJSCIOWE ZWIE-
C Fetopr otel na) KSZEMIEł* ciąży. | WYRA2KE ZWIEKSZEKIE | w pierwotnych 

nowotworach wątroby, w teratoma i teratoblaztoma. 

Ma znaczenie dla diagnoetyki tego typu nowotworów 

i dla kontroli terapii. 
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Antygen k 

enbrionaJ 

CZESC DC 

:arcyno- Glikoproteina m fraheji f). Pochodmi m WIELU nowo— Antygen k 

enbrionaJ 

CZESC DC 

ny tutorów i tkanek, płodowych. 1 1 w nowotworach 

Antygen k 

enbrionaJ 

CZESC DC 

prwwoohi pokarmowego. Hale mnąc menie diagnoetyem— 

ne. natomiast waśny dla kontroli terapii operacyj-

nmj i pojawiania »im pruermutów. 

»SWIADCZALNA 

9 WYFIAL A N T H A T T K 

WYKONANE-

Do 12 proł>ów*k oznaczonych n\m»rami 1-12 wlać: 

Do probówki 1-3 wlać po 2 cm3romtworu telatyny 

4-e - - - albuminy 

7-9 - - " gl otruł i ny 

tO-i2" " " - btatka jaja AUrmego 

Namtmpnie do probówki: 1.4.7.10 dodać po 9 cm3 HgO 

2.5.9.1% " po 3 cm3 Hg0 oram po 5 cm3 

nasyconego romtworu CMN^l^SO^ 

3.0.9.12 " po 9 cm namyc onego roe i uoru 

Zmętnienie świadczy o wyealaniu *i* białkę. Wynik zapinać w meczycie 
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NR. PROBÓWKI 1 2 3 -i 5 6 7 8 0 10 11 12 

O, 8* roztwór 
żelatyny 

2 2 2 

1* roztwór 
albuminy 

2 2 2 

IX roztwor 
globuliny 

2 2 2 

IX roztwor 
białka Jaja 
kurzego 

2 2 2 

woda 8 3 8 3 8 3 8 3 

CNH4>2SO4 
nasycony 

5 8 5 8 5 8 5 8 

WYNIKI 

3 
Cyfry: 2.3.5.6 w tabelce oznaczają ilość dodanych cm odczynników lub 
wody. 

OZNACZAME PUNKTU IZOELEKTRYCZNEOO KAŻEMY 

ZASAP*: Oparta jest na najaaniejszej rozpuszczalności kazeiny w punkcie 
izoelektrycznym. Przez odpowiedni dobór stele* kwasu octowego i octa-
nu sodu przygotowuje się szereg probówek z roztworami o rótnych warto-
ściach pH i dodaje do nich jednakową ilość kazeiny. Wartość pH w pro-
bówce. w której wystąpi najobf itszy osad. odpowiada pH. kazeiny. 
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WYKONANE: Przygotować 9 zuchych probówek. Do pierwszej odmierzyć 3,2 
3 3 3 cm tN CN^COOH i 6.9 cm wody, a do następnych ośmiu - po 8 cm wody. 

Po dokładnym wymieszaniu zawartości w probówce pierwszej, przenieść z 
3 3 niej 5 cm do drugiej, a z tej po wymieszaniu 6 cm do trzeciej, z 

3 3 
ostatniej 5 cm wylać do zlewu. Do kaśdej probówki dodać po i cm roz-
tworu kazeiny w O.i N roztworze octanu sodowego i wymieszać. Obser-
wować roztwory natychmiast po wymieszaniu i po 30 minutach. Wynik 
wpisać do ponińszej tabelki : 

NR. PROBOWKI 1 2 3 . 4 3 6 7 8 O 

Liczba cm3 

1 N CHgCOOH 1,6 O, 8 O, 4 O, 2 o.i 0.05 O, 025 0, Ol 2 0, OOO 

pH roztworu 3,5 3,8 5,0 8,3 5.C 5,9 

Zmętniania 

Osad 

A QD OODZELANC ALBUMU CO OLOBUUN SIARCZANEM AMONU 

WYKONANE: Do S cm surowicy dodać Z cm nasyconego roztworu siarczanu 

amonu i wymieszać. Wytraca Sie osad globulin. Przesączyć, a do przesą-

czu dodać sproszkowanego CHH^>zSOĄ aś do nasycenia roztworu. Wytrącają 

się albuminy. Przesączyć. w otrzymanym płynie wykonać reakcję biuroto-

Globuliny wysalaj« się przy połowiczym stopniu mmytwtlt aiarcza-

nem amonu, albuminy zas przy całkowity« nasycani u. 
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Aöü ODDZELANE ALBUMW OO Oi.Cd-UUN SIARCZANEM MAGNEZU 

I SIARCZANEM AMONU 

WYKONANE: £*> 2 cm? surowicy dodać sproszkowanego MgSOasf do całko-

witego nasycenia. Wytrącają si* globuliny. Przesączyć, a w przesączu 

wytrącić albuminy siarczanem amonu jąk w doświadczeniu powyżej. 

i d u 

g l o b u l i n y wytrącają s i ę siarczanem magnezu d o p i e r o p r z y 

całkowitym nasyceniu. 

DENATURACJA BIAŁKA 

WYKONANE: trzech, probówek wlać po 2-3 cm3 558 klarownego roztworu 
białka. Zawartość pierwszej probówki zagotować. Do drugiej dodać iO 
kropel kwasu trójchlorooctowego. Zawartość trzeciej probówki podwal— 3 
stwić 1 cm octanu ołowianego.tak aby płyny nie zmieszały się. Osad, 
zmętnienie, biały pierścień świadczą o dodatnim wyniku reakcji. W 
probówce p i e r w s z e j denaturacja n a s t a p i ł a pod wpływem podwyższonej 
temperatury, w d r u g i e j pod wpływem mocnego kwasu, a w t r z e c i e j pod 
wpływem s o l i metalu c i ę ż k i e g o . 

Ara REAKCJA BIURETOWA PIOTROWSKEOO 

ZASADA- Reakcja biuretowa jest charakterystyczna dla związków z co 
O H • 

najmniej dwoma wiązaniami :P£PTYDOWYMI - i - N -

Jednym z najprostrzych związków tego typu jest|BIURET|(dwumocznik): 

O O H Od nazwy tego związku wywodzi si* 

H - M - i - H - ^ - M - H nazwa reakcji Piotrowskiego 

A A 
Ottcarn friumgyy fltJŁ 1 tfi Sili naimniei X trzech ani no-
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kwasów. Reakcja ta polega na tworzeniu barwnego kompleksu z jonami mie-

dziowymi w środowisku zasadowym. W środowisku tym zachodzi tautomery-

zacja ugrupowania przy wiązaniu peptydowym. z utworzeniem formy enolo-

wej. w której grupa hydroksylowa zdolna jest do dysocjacji. 

Z sąsiadującymi ze sobą wiązaniami tego typu jon miedziowy tworzy 
dwa wiązania jonowe (z grupami enolowymi) oraz cztery wiązania koor-
dynacyjne (z atomami azotu). Steżenie powstającego kompleksu barwne-
go jest proporcjonalne do liczby wiązań peptydowych związków zawar-
tych w badanym roztworze. Liczba zaś' wiązań peptydowych jest 
proporcjonalna do ilości białka. 

3 
WYKONANIE trzech, probówek wlać po i cm roztworu glicyny. insuliny 
i białka jaja kurzego. Do każdej dodać po i cm iO % roztworu NaOH. 
następnie 4-5 kropel / X roztworu CuSO. Reakcja jest dodatnia w 

. Y \ * 

wypadku pojawienia się się zabarwienia czerwono-fiolet owego. Nadmiar 

CuSO maskuje wynik reakcji. 

- C - N 
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PRZYGOTOWANIE KRZYWEJ WZORCOWJ 

WYKONANIE: sporządzić rozcieńczone roztwory wzorcowe o stężeniach od 1 
3 3 

mg/cm do 10 mg/cm. . przez kolejne rozcieńczenie roztworu macierzyste-
- 3 

go O, 9% roztworem NaCl. Do kolejnych probówek odpipetować po 4 cm 

0,9% NaCl, po wymieszaniu dodać po 5 cm^ odczynnika biuretowego. Za-

wartość probówek wymieszać i po 20 minutach oznaczyć absorbancję przy 
3 3 

dtugości fali 525 nm wobec próby ślepej C 5 cm 0.9% NaCl * 5 cm od-
czynnika biuretowegoSporządzić wykres, na którym na osi rzędnych 
odłożyć wartość absorbancji, a na osi odciętych stężenie bndanego 
białka. 

OZNACZANE ZAWARTOŚCI BIAŁKA O NEZNANYW STTŹENHJ 

3 3 WYKONAf^BE: Do jednej probówki nalać 5 cm 0,9% roztworu NaCl i 5 cm 
3 

odczynnika biuret>:<«>ego - próba ślepa. Do drugiej probówki wlać 1 cm 
3 3 

badanego białka i 4 cm 0,9% NaCl. Po wymieszaniu dodać 5 cm. odczy-
nnika biuretowego. Wymieszać zawartość obu probówek i po 20 minutach 
oznaczyć absorbancję w probówce zawierającej badane białko w stosunJiu 
do ślepej próby przy długc-aci fali 525 nm. Stężenie białka odczytać z 
krzywej >wzorcowej. 

OZNACZANE STEŹENIA BIAŁKA METOOA LOWRVEOO 

ZASADA Metoda ta jest kombinacją reakcji biuretowej z odczynnikiem 
Fo1ina-Clocalteu*a. Reakcja przebiega w 2 etapach. Pierwszy polega na 
przyłączeniu jonów miedzi do wiązań peptydowych w łańcuchach pepty-
dowych. co w konsekwencji prowadzi do powstania reakcji biuretowej. W 
drugim etapie następuje redukcja kwasu fosforowolframowego i fosforo-
molibdenowego do odpowiednich tlenków przez miedź związaną z białkiem 
oraz zachodzi reakcja między odczynnikiem Folina a tyrozyną tryp-
tof&nem. Absorbancję powstałego zabarwienia odczytuję się przy 750 nm. 
Redukcja kwasu fosforeooiibdenowego do tlenków molibdenowych zachodzi 
szybko w środowieku o pH około 10. jednocześni« przy tym pH kwas 
fosforomolibdenowy jest nietrwały 1 łatwo ulega hydrolizie do kwasu 

nu 
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fosforowego i molibdenowego. Aby temu zapobiec należy, po dodaniu od-
czynnika Folina. badaną prób? natychmiast wymieszać. 

3 
Meoda Lowty' ego pozwala na óznaczanl« białka jut o siftmlu 1 pg/cn 

Jest to metoda około 100 razy czulsza od Metody bluretowaj. 

ODCZ^NNMC 

1 OOCZYNNK A ~ 2* roztwór ItagCOj w O, 1 H roztworzą Na OH 

2. ODCZYNNIK B1 I Bg: 81 - 1* roztwór CuSo4 

B 0 — 2X roztwor winianu sodowo-potasowego 
<- 3 

3. OOCZYNMK C — zasadowy roztwor miedzi. Zmieszać O, 5 cm odczynnika 3 3 Bj O» 5 cm odczynnikaBg oraz 50 cm odczynnika A 
Codczynnik C przygotować na 30 min przed oznacza-
niem). 

4-. ODCZYNNIK 0 - rozcieńczony do Stężenia 1 N kwasu roztwor odczynnika 
Fol1na-Clocalteu* a. 

5. M A C K R Z Y S T Y W Z O R C O W Y R O Z T W Ó R BIAŁKA zawierający ioo ¿/«'cm3. 

KRZYWA WZORCOWA 

WYKONANE: Przygotować ii ponumerowanych, kolejno probówek. Do i dodać g 3 
i cm 0.9% roztworu HaCl. do drugiej O,i cm mac i erzystego roztworu 

3 3 białka, do trzeciej O.S cm . do czwartej 0.3 cm ttd. We wszystkich pro-3 bówkach objętość uzupełnić do i cm 0.9% roztworem NaCl. Do wszystkich 
3 probówek dodać 5 ca odczynnika C. Po dokładnym wymieszaniu zawartość 

probówki pozostawić w temp. pokojowej na i O minut. Hastąpnie, firmy na-
3 

tychmiastowym energicznym mieszaniu, dodać O.5 cm odczynnika 0. Po 
upływie 30 min. odczytać w fotokolorymetroe wartość absorbancji przy 
750 w» wobec ślepej próby. Wykreślić krzywą wzorcową odkładając na oei 
odciętych stężenie białka, na orni rzędych absorbanc Ję. 
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OZNACZENE ZAWARTOŚCI BIAŁKA O MEZNANYM STEŹENAJ 

3 3 
WYKONANIE: bo 1 probówki nalać i cm 0,9% NaCl i 5 CM odczynnika C 
-próba ślepa. Do drugiej probówki wlać i cm roztworu*badanego białka 

3 
i 5 cm odczynnika C. Zawartość probówek wymieszać i odstawić na i O 

3 
min. Po tym czasie dodać do obu probówek po 0,5 cm odczynnika D. 

Zawartość probówek wymieszać. Po upływie 30 min. odczytać wartość 

absorbancji, próby badanej wobec próby ślepej w długości fali 750 
St«2»nle białka odczytuj» sle z krzywej wzorcowej. 
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5. CHROMATOGRAFIA 

Cwg. Kłyszejko - Stefanowicz L. Ćwiczenia z Biochemii 

PWN W-wa /992 sir. 43-126 

Jedną z metod frakcjonowania mieszanin związków biologicznie czyn-
nych jest chromatografia. W metodzie tej podstawą rozdziału miesza-
niny jest różna szybkość wędrowania (migracji) poszczególnych związków 
w ośrodkach porowatych uwarunkowana głównie różną zdolnością adsorp-
cyjną bądź jonowymienną składników mieszaniny lub też różną ich roz-
puszczalnością w nie mieszających się ze sobą rozpuszczalnikach. Roz-
maite kryterie mogą stanowić podstawę definiowania różnych rodzajów 
chromatograf i i. 

ROOZAJE CHROMATOGRAFII 

Z uwagi na siły fizyczne odgrywające rolę w procesie podziału subs-
tancji między fazą ruchomą i nieruchomą wyodrębnia się : CHROMATOGRA" 

FC AOSORPCYJNA- JONOWYMIENNA, PODZIAŁOWA* OSADOWA (chemichromatogra -
fia) i FŁTRACJE. 

5.1 CHROMATOGRAFIA ADSORPCYJNA 

Metoda chromatografii adsorpcyjnej opiera się na zjawisku zatrzymy-
wania substancji rozdzielających się na powierzchni ciała stałego 

Rozdział składniicow mieszaniny opiera 5Te na będącego adsorbentem, 
rożnym powl nowactwie sorpcyjnym tych składników w czasie przesuwani 
się ich na powierzchni cząstek adsorbentu .Ruchliwość poszczególnych 
składników jest odwrotnie proporcjonalna do ich powinowactwa sorpcyj-
nego. Substancje o mniejszym powinowactwie do adsorbentu przesuną sie 
na większą odległość niż substancje silnie adsorbowane o większym po-
winowactwie. |Adsorbenty 1 stosowane w chromatografii adsorpcyjnej powin-
ny odznaczać sie odpowiednią selektywnością, nie reagować z rozdziela-
nymi substancjami ani z rozpuszczalnikiem.oraz nie rozpuszczać e>ie w 
rozpuszczalniku. W zaleznosci od zdolności «dtorpcyjnjrch można podzie-
lic je na|gABE| (gfcrpbłft̂  sacharoza) . [^EDMI Cli węglan wepniowy. tstUiSt" 
ŁUJ "ttPni9"Yl noraz|SILME] (flfttywgwffiny fcwąf KfłflK^y,.. Ut.ntŁ —enezowyt . 
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Rozdział chromatograficzny zależny jest od stopnia rozdrobnienia 
adsorbentu. W gruboziarnistym adsorbencie przepływ rozpuszczalnika 
jest szybszy. Rozpuszczalnikami mogą byc: eter naftowy, kwasy orga-
niczne . alkohole, eter etylpwy, acyton. Pirydyną. 

Rozdział metodą chromatografii adsorpcyjnej przeprowadza się w ko-
lumnie wypełnionej adsorbentem, który na skutek różnej zdolności ad-
sorbowania poszczególnych składników mieszaniny powoduje, że składniki 
te umiejscawiają się na różnych wysokościach kolumny chromatograficz-
nej. Następnie przeprowadza sie tzw. rozwijanie chromatogramu, prze-
puszczając przez kolumnę rozpuszczalnik. Zasadą przy doborze elementów 
układu chromatograficznego jest - aby aktywność adsorbentu i rozpusz-
czalnika były zbliżone np. przy użyciu silnego adsorbentu potrzebny 
jest. bardziej aktywny rozpuszczalnik. 

C Z E S C P R A K T Y C Z N A 

WYZNACZANE IZOTERM ADSORPCJI ALBUMINY I KAZEINY 
NA FOSFORANE TRÓJWAPNKJWYM 

(wg.Brzeski W., Kaniuga Z.: Praktikum z biochemii PWR i L. 
Warszawa 1968 s.127) 

ZASADA- Wyznaczanie izotermy adsorpcji polega na wytrząsaniu określony 
czas i w stałej temperaturze roztworów o różnych stężeniach badanej 
substancji z jednakową ilością adsorbentu, a nastepnie na oznaczeniu 
spadku stężenia tej substancji w poszczególnych próbkach. 
ODCZYNNKI: 

3 
1 Roztwór albuminy lOmg/cm 0.1 M NaOH 
2. Roztwór kazeiny 10mg/cra3 0.1 M NaOH 
3. 0.1 M NaOH 
4-. Wzorcowy roztwór albuminy i kazeiny (zawierający po lmg/cm 

0,1 M NaOH) 
5. Ca3(P04>2 in substancja 
6. Odczynnik biuretowy 

WYKONANE.: 5 probówek, zawierających po ¿"50 mg Ca^PO^ ^ dodać: do 
pierwzmej 5 cm3, do drugiej 4 cm3, do trzeciej 3 cm3. do czwartej Z 

A n n 
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3 3 3 cm i do piątej í cm roztworu albuminy (tOmg/cm SO.ÍM NaONj. Objętość 
płynu we wszystkich probówkach uzupełnić O.l H roztworem NaOH do 5 cm? 
i wytrząsać 30 minut. Następnie zawiesinę z probówek przenieść iloś-
ciowo do probówek wirowniczych i wirować tO minut przy 3000 obrSmin. 
Roztwór z nad osadu zlać do cylinderka przez lejek z koreczkiem z wa-

3 
ty. Osad przemyć 5 cm H^O. mieszając dokładnie bagietką, po czym po-
nownie odwirować. Roztwór z nad osadu dołączyć do odpowiednich roz-

3 
tworów w cylindrach. Zawartość cylinderków uzupełnić do lO cm H^G 
dest. i wymieszać. Analogicznie postąpić z roztworem kazeiny ora* a 

3 
próbami kontrolnymi <5 cm O.tM NaOH}. 

W uzyskanych roztworach obu białek a także w roztworach wzorcowych 
3 

oznaczyć białko metodą biuretową. W tym celu do t cm roztworu białka 
3 

dodać i cm odczynnika biuretowego. wymieszać i po 20 minutach ozna-
czyć ekstynkcje przy długości fali 525 nm wobec ślepej próby. Obliczyć 
zawartość białka w poszczególnych probówkach. Obliczyć ile białka 
Calbuminy i kazeiny> zastało zaadsorbowane przez Ca^CPO^>^ w poszcze-
gólnych probówkach. Wykreślić izotermy adsorpcji odkładając na osi ) 
stężenie białka w płynie po adsorpcji, na osi y objętość płynu. 

5.2. CHROMATOGRAFIA JONOWYMCNNA 

Chromatografi» Jonowymienna polega na «yadanl» wszystkich zdolnycfi 
do wymiany Jonów Jonitu Csorbentu) na inne Jony o tym sangra ładunku» 
zawarte w roztworze« 
|JONITY|są to syntetyczne Żywice o licznych grupach dysocjujących i 

kwasowych lub zasadowych. Kalda grup« kwasowa ( -SO^H lub -COOH) mate 
uwalniać proton pozostający w poblilu cząsteczki. Mole być on usunię-
ty. gdy inny dodatni jon zajmie jego aiisjscs. 

[KATIONITY Isą to wiec wymieniacze Jonowe o charakterze kwa*«*r badz 
ich soli, które wymieniają z roztworem kationy. 
Przykładem wymiany jonowej na kationie!« mole być raakcj« 

[kationit -sę^T-H* • Na* • Cl" > (kat i on i t -SOgJ -He 

W procesie sorpcj > reakcja zachodzi z« strony lewej n<. w 
procesie regeneracji (ełucji) w kierunku prz«clwnysi. 
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|AKT OWITY|są to wymieniacz* Jonowe o charakterze zasad bądz ich so-
li, które wymieniają z roztworem aniony. 
Proces wymiany jonowej na anionicie może zilustrować reakcja 

[Anionit ̂ N ^ O H - + H + + Cl" • [Anionit^N^Cl" + HjO 

R R R R R \ 

Wymiana jonów pomiędzy jonami fazy stałej jonitu, a jonami z roz-
tworu elektrolitu jest równoważnikowa. I łoić jonów usuwanych z jonitu 
jest równoważna ilości jonów wprowadzanych do wymieniacza jonowego. 
Wymiana jonów zachodzi między fazą stałą jonitu, oraz fazą ciekłą tj. 
roztworem elektrolitu, dlatego cechy chemiczne jonitu oraz elektrolitu 
odgrywają zasadniczą rolę w tym procesie.. 

Na przejście jonów z roztworu do jonitu i z jonitu do roztworu mają 
wpływ następujące czynniki: 

1. Budowa wymieniacza 
2. Ilość i rodzaj grup funkcyjnych jonitu 
3. Energia wymienna jonów 
4. Temperatura. 

|Przykłady ważniejszych KATIOMITOWi | 
Amberlit IR-10, Dowex-50. Zeokarb 215. Duolite C-25, Permutit H 

|Przykłady ważniejszych AHIOKITOWt] 
Amberlit IRA-400. Dowex 1. Permutit A , Duolite A-42. 

CZESC PRAKTYCZNA 

WYMUUMA JONÓW w PROCE SC KOLUMNOWYM 

ZA8AOA: Aminokwasy w formie anionowej lub kationowej mogą wymieniać 
się na kolumnie jonowymienlacza z jego anionami lub kationami np. 

Anionit*Cl~ • Aminokwas'——« Amonit* Aminokwas* • Cl~ 
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ODCZYNNDa 

1. Dowex 1 x 8 
2. i M roztwór NaOH (4*> 
3. I M roztwór HC1 
4-v 0,1 M roztwór AgNO^ (1,7») 
5. 1» roztwór kwasu glutaminowego 

lg kwasu rozpuścić w kilkudziesięciu cm wody z dodatkiem roztworu 
3 

NaOH do uzyskania pH około 7,5 i uzupełnić wodą do 100 cm . 

PRZYGOTOWANIE KOLUMNY : kilka gram Jonitu Dowex 1x8 zalać na kilka-
3 

dziesiąt godzin kilkuset cm wody. Po zdekantowaniu wody. osad jonitu 
przemywać na przemian 3-krotnie IM roztworem HC1 i 2-krotnie 1 M roz-
tworem NaOH (zakończyć 1 M HC1) wg. następującej procedury: po dodaniu 

3 
około 200 cm IM roztworu HC1 lub IM roztworu NaOH wstawić na 10 minut 
do wrzącej łaźni wodnej przy ciągłym mieszaniu. Przesączyć przez lejek 
Buchnera i przemywać kilkanaście razy wodą do uzyskania odczynu oboję-
tnego (lub zaniku reakcji na Cl z AgNO^ w przesączu w przypadku HC1). 
Po ostatnim przemyciu wodą. przygotowaną zawiesinę jonitu przenieść do 
kolumny do chromatografii. 
WYKONANCrOb^i^yć ciecz w kolumnie szklanej do górnego poziomu jonitu. 

3 
Nanieść t cm roztworu kwasu glutaminowego.Przez otwarcie kranu kolum-
ny spowodować wsiąknięcie roztworu w złoże wymieniacza jonowego. Prme-

3 
mywając następnie kolumnę wodą zbierać po około t cm wycieku do pro-

3 
bówek zawierających t cm roztworu AgNO^- Obserwować strącanie się 
jonów Cl wypływających z kolumny. 

5.3. CHROMATOGRAFIA PODZIAŁOWA 

Chromatografie podziałowa Jest metodą oparte na podziale sol ulu 
(substancji rozpuszczonej w solwencie * rozpuszczalniku • układzie 
rozwijającym) pomiędzy dwie niemieszajac* się ze sob« fazy ciekł*, i 
których Jedna Jest ruchoma (najczęściej rozpuszczalnik organiczny). * 
druga nieruchoma osadzona na porowatym nośniku • (najczęściej woda). 
Porowaty nośnik mole mieć postać kolumn/ lub bibuły. Warunki*« decy-
dującym o rozdziale substancji są róśnic* we współczynnikach podziału 
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tych substancji miedzy dwie nie mieszające się ze sobA fazy ciekłe. W 
zależności od techniki w chromatografii podziałowej można wyróżnić: 

CHROMATOGRAFIE PODZIAŁOWA KOLUMNOWA I CHROMATOGRAFIIE 
PODZIALOWA BIBULOWA. 

5.3.1 CHROMATOGRAFIA PODZIAŁOWA KOLUMNOWA. 

Chromatografia kolumnowa podziałowa z uwagi na rodzaje stosowanych 
faz dzieli się na: chromatograf 1«? w układzie CłECZ-CIECZ oraz chroma-

tografie w układnie ciECZ~GAZ. W pierwszym wypadku fazę ruchomą i nie-
ruchomą stanowią 2 niemieszające się ze 3obą ciecze, a w drugim - fazą 
ruchomą jest gaz. 

Pierwszy rodzaj chromatografii znajduje zastosowanie do rozdziału 
substancji rozpuszczających się w obydwu cieczach, drugi - do rozdzia-
łu mieszaniny gazów lub par,które przepuszczone przez kolumnę z nieru-
chomą fazą ciekłą rozdzielają się wskutek selektywnej adsorpcji. Z 
nośników zatrzymujących faze wodna zadawalające właściwości wykazują : 

łe1 krzemionkowy. skrobia, miazga celulozowa, ziemia okrzemkowa. Jako 
nośnik o właściwościach hydrofobowych do zatrzymywania cieczy niepo-
larnych znalazły zastosowanie kauczuk wulkanizowany i. chlorokauczuk. 
Jako fazę ruchoma stosuje się najczęściej w chromatografii podziałowej 
następujące rozpuszczalniki : chloroform, aIkoho1 butylowy i. amylowy. 
kłtas iso-inasłpwy. p i r y d y n * . k$łJuUiXMU. yh*n<?lirit, kr»?pł, 

Najczęstszą metodą rozwijania w chromatografii podziałowej jest wy-
mywanie. Poszczególne składniki mieszaniny na skutek różnych stosunków 
podziału przechodzą do fazy ruchomej z niejednakową szybkością, w wy-
niku czego następuje ich rozdzielanie. 

5 3 2 . CHROMATOGRAFIA PODZIAŁOWA OBUŁOWA 

W chromatograf ii bibułowej nośnikiem fazy stacjonarnej (najczęś-
ciej polarnej) jeet odpowiednio apreparowana bibuła filtracyjna nasy-
cona wodą. Fazą ruchomą jest rozpuszczalnik organiczny. Rozpuszczalnik 
wsiąka w bibułę dzięki jej kapi1arnoici. a także własnej sile ciężkoś-
ci. Różne związki umieszczone w punkcie startu przemieszczają się wraz 
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z rozpuszczalnikiem z szybkością zależną od ich współczynnika podziału 

między rozpuszczalnikiem organicznym a wodą nasycającą bibułę. 

Ze względu na kierunek migracji fazy ruchomej w bibule wyróżnia się 
chromatograf ię[JEDNOKIERUNKOWĄ I DWUKIERUNKOWĄ, |a kształt bibuły powo-
duje podział na chromatograf ię [ARKUSZOWA. PASKOWA ORAZ KRĄŻKOWA. {Do 
rozdzielania większości znanych substancji zarówno organicznych jak i 

nieorganicznych najbardziej nadają się bibuły Whatman . 
Położenie rozdzielonych substancji określa się współczynnikiem Rf 

(od rate of fIow - szybkość przepływu).[WSPÓŁCZYNNIK Rf W CMROHATOCBA-

FII BIBUŁOWEJ WYRAŻA STOSUNEK O&LEgŁOSćl ŚRODKA PLANY ROZDZIELANEGO 
ZWIĄZKU OD MIEJSCA STARTU DO ODLEGŁOŚCI CZOŁA ROZPUSZCZALNIKA OD 
LINII STARTU. 

o .„,a . . a - Odl®gło*ć irodka piwny od miejsca startu w on 
Rf b ' 

b - Odległo&ć czoła rozpuszczalnika od mlajeca startu 

Wartość R { jest wielkością stałą i charakterystyczną dla danego 
składnika przy danym układzie fazy ruchoowj oraz stałych warunkach 
doświadczenia. Wartose współczynnika Mf zalezy od wielu eiyiwIkM > 
gownfru teikuUc i iii szYMioisj^ lameśaasuau tiwuua Mwodnł»fitt feUkt: 
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ły, stanu nasycania komory i bibuły. .ilgicj i wieku rpzPMs^cgfll.-
ników. osł czasu i d£0£i prgępływu, 

CZESC PRAKTYCZNA 

CHROMATOGRAFIA BIBUŁOWA - KRĄŻKOWĄ AMINOKWASÓW 

ODCZYNNIKI 

l HCOOH (88-90%) 
2. n-butanol 
3. Wzorcowe* roztwory aminokwasów 

I. 0.01 M roztwór argininy (c.cz. 174.21) 
II. 0,01 M roztwór alaniny (c.cz. 89.10) 

III. 0,01 M roztwór izoleucyny (^.cz. 131.18) w 0 IM HC1 
IY- 0,01 M roztwór waliny (c.cz. 117,15) 
V. 0,01 M roztwór tyrozyny (c.cz. 181,20) 

VI. mieszanina w/w aminokwasów 
4. 0,5% roztwór ninhydryny w acetonie 

WYKONANE: Na obwód pola narysowanego na bibule Whatman nr. 1 nanieść 
kapilarą roztwory aminokwasów w wymienionej wyżej kolejności. Plamki 
nakropionych aminokwasów nie powinny przekraczać 4> 3 MMI. Plamy nano-
szonych aminokwasów wysuszyć na powietrzu. Założyć knot i położyć 
chromatogram na płytce Petriego zanurzając knot w rozpuszczalniku 
(n-butanol :HCOOH : H^O «75 : ¡5 zlO). Nakryć komorę wierzchnią płytką 
Petriego tak. aby brzegi krążka wystawały poza szalkę. Po zbliżeniu 
się czoła rozpuszczalnika do obwodu krążka bibuły wyjąć chromatogram. 
usunąć knot. a linię czoła obrysować zwykłym ołówkiem Chromatogram 
wysuszyć w temp. pokojowej. Wywołać chromatogram spryskując 0,555 roz-
tworem ninhydryny w acetonie i wysuszyć w temp. pokojowej CiOminl. a 
następnie w &0°C (irO. Plamy obrysować zwykłym ołówkiem i zaznaczyć 
ich środki. Zmierzyć drogę od miejsca start u do czoła rozpuszczalnika 
oraz od miejsca startu do środka plamy. Obliczyć J?̂  dla każdego amino-
kwasu wtorcowego oraz w mieszaninie. Zidenty/ikować aminokwasy w mie-
szaninie. 
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5.4- CHROMATOGRAFIA CIENKOWARSTWOWA 

Chromatografia cienkowarstwowa jest techniką rozdziału substancji 
przy zastosowaniu adsorbentów w postaci cienkich warstw, uformowanych 
na płytkach ze szkła lub sztywnej foli. W metodzie tej wykorzystuje 
sie zjawisko adsorpcji związków, reakcji wymiany jonowej oraz podział 
miedzy fazy. Najcześciej ma miejsca kombinacja wszystkich 3 zjawisk, z 
przewagą jednego z nich. Wspólną cechą jest wykorzystanie odpowiednio 
cienkiej warstwy adsorbentu. W zależności od grubości warstwy zmienia 
sie szybkość przepływu rozpuszczalnika; im warstwa jest cieAsza. tym 
większa jest szybkość przepływu, a wiec krótszy czas rozdziału skład-
ników mieszaniny. 

Adsorbenty stosowane w chromatografii cienkowarstwowej nożna po-
dzielić na NIEORGANICZNE I ORGANICZNE. Do tych pierwszych należą 
przede wszystkim: żel krzemionkowy (Si 1ica Gel Q. Si}iCĄ Gal H. Kie-
ge}gel) i ciernia okrzemkowy (Kieselgur). natomiast do organicznych -
ęęJUloza j. Sephafle*, 

CZESC PRAKTYCZNA 

CHROMATOGRAFIA CIENKOWARSTWOWA NA PŁYTKACH 
POKRYTYCH KIESELGEL/CM 

OOCZYNNIKł : 

1» Płytki pokryte żelem krzemionkowym 
(Kieselgel G lub Si lica Gel G) 
n-butanol 

3- CH3COOH - lodowaty 
0.2 M wodne roztwory wzorcowe cysteiny (c.cz.121.16), 

glicyny (c.cz. 75.07) 
kwasu glutaminowego (c.cz. 147.14) 

5* Hyrolizat glutationu 
6« Odczynnik ninhydrynowy (do 95 cm3 0.3* roztworu ninhydryny w 

3 3 acetonie dodać 1 cm kwasu octowego lodowatego i 4 cm wody; 
odczynnik prżygotować bezpośrednio przed użyciem) . 
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WYKONANIC: Na płytce zaznaczyć linię startu w odległości 2 cm oci 
krótszego brzegu za pomocą dobrze zatemperowanego ołówka. Na linii 
zaznaczyć w równych odległościach 4 punkty, na których nanieść po 0.05 
en? roztworów cys teiny, glicyny i kwasu glutamino\i>ego Ł hydrolizatu 
glutationu. Plamy suszyć s trumieniem powietrza. Na górnym przeciwleg-
łym do linii startu brzegu płytki plamy oznaczyć numerami i napisać co 
zawierają. Chromatogram rozwinąć w układzie: n-butanol - CH^COOH - H^O 
\60:20:202 na odległość 10 cm. Po dojściu rozpuszczalnika do tej uryso-
kości zaznaczyć ołówkiem czoło rozpuszczalnika, płytkę wyjąć i wysu-
szyć w pezyeji poziomej w temp. &0°C. Po wysuszeniu płytkę ustawić 
pionowo i spryskać roztworem ninhydryny z rozpylacza. Wysuszyć na po-
wietrzu, poczem płytki umieścić w temp. 60°C na 5 min. 

Obliczyć współczynnik R^ i na ich podstawie zidentyfikować amino-
*\><isy w hydrolizacie. 

F3 5. CHROMATOGRAFIA MOLEKUŁ, ARNO - SITOWA 
( S Ą C Z E N I E MOLEKULARNE) 

Do rozdzie lania składników mieszanin o różnych wielkościach cząste-
creK stosować można struktury porowate - żeie, spełniające w procesie 
r o i ę s i t a . 

5 . 5 . 1 . D I A L I Z A 

Pewna odmiana sita molekularnego Jest DIALIZA« w której role Sita 
peir,: porowata pół przepuszcza Ina błona tzw. błong dia 1 izacyj na. Zjawi-
sko dializy wykorzystywane jest w praktyce laboratoryjnej do rozdzie-
lnia związków wyeoKocząsteczkowych np. białek od drobnocząsteczko-
wycf. soli mineralnych. 

Najczęściej dializa stosowana jest do odsalania roztworów białek po 
uprzecnmi ich lrakcjonowaniu przez wysalanie np. siarczanem amonu. 
Lrobnoaczasieczkowe jony przedyfundowują z worke dializacyjnego, do 
rozpuszczalnika natomiast makrocząsteczki pozostają w worku dializa-
ry.T.yc,. Całkowite usunięcie substancji drcbnocząsteczkowych z miesza-
' f'Y ¡*z>. ifen wy»oKcm»c>iekuiarny» wymaga częstego wymienianie roz-

puszczalnika. t^^ź odpowiednio dużej objętości rozpuszczalnika. 
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5.5.2. SĄCZE NC NA ŻELACH SEPHADEX 

Przy rozdzielaniu mieszanin o różnej wielkości cząsteczek poszcze-
gólnych składników stosuje sie żele (struktury porowate), spełniające 
role sita. Jony i substancje drobnocząstaczkowe łatwo dyfunduja w głąb 
ziarenek zelu, natomiast wielkie cząsteczki nie wchodzą do wnętrza 
ziarenek zelu, na skutek zatrzymywania ich przez gęsta siec substancji 
ZeloweJ. Zatem większe cząsteczki będą eluowane wcześniej ni z cząstecz-
ki mniejsze, a zdolność rozdzielcza będzie tym większa im większe oka-
żą sie różnice pomiędzy rozmiarami cząsteczek rozdzie1anych związków . 
Ta zdolność rozróżniania przez ziarenka żelu cząsteczek o różnych roz-
miarach stała sie podstawą tecnniki rozdzielczej określone) mianem 
filtracji żelowej inaczej syczenia ns sitach mo1ekuiarnych 

Filtracje przeprowadza sie na żelach " StPHADŁX ". które KA odpo-
wiednio chemicznie spreparowanymi dekstranami.w wyniku czego liniowe 
cząsteczki polisacharydów uzyskują wiele hydrofilnyeh grup oraz tworzą 
silnie usieciowane trójwymiarowe agregaty Od stopnia uaieciowsnia 
preparatów zależą jego zdolności rozdzielcze Liczba takich poprzecz-
nych mostków pomiędzy łańcuchami dekstranu wyznacza jednocześnie roz-
miary "oczek" tak utworzonej sieci. Im wiece: poprzecznych mnetków" 
znajduje sie w sieci, tym mniejsze bedą jei 'oczka' . Je.-it to podntawą 
rozróżniania żelu Sephadex - o różnych rozmiarach oczek sieri iVleir. 
o najmniejszych oczkach jest G-10. natomiast o największych G-2o0 

5.6. CHROMATOGRAFIA POVMNOWACTWA 

Chromatografia powinowactwa Jest typem chromatograf 11 adiorp« yjiaj, 
w której wykorzystuje sie wzajemna powinowactwo dwóch substancji bio-
logicznie czynnych. Jedna z nich. kowalenryjnie związana z nierozpusz-
czalnym nośnikiem i zwana i iqandern. specyt icznie ads-.r Lu i - dru-ją mAn\ 
tancje, izolując ją z mieszaniny innych związki 

Wiązanie substancji rozpuezczonej w fazie ruchomej z I igandrM jvt.» 
zanym z nośnikiem może .nieć różny charakter. Mozę t«» bye wiazanir- ęn 
zjmw x «aUtS-Er&ism, thzxm ?• 1.0& J>ji<>J t z r^iijtuj t». a * * 
ŁISŁUlŁ« « iŁty^ejner^. fetSftę WjAla % fcajr t " • 'U * irw.t. si 
£.LQków kv»s£w RY .̂ iS>.ll:9y*.?.*u i&ki* FC&FTWS*: 3 tiMr.rX, * Z ¡ R T I Ü I 
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Dnhlłife s M a m y 

Rys Chromatografia kowalencyjna (wg. Strzetek J..Wołos A.: Ćwiczenia 
z biochemii. ATR, Olsztyn 1986 mtr. 31.) 

1. Białko zawierające grupy muIfhydry1owe 
2. Iirobnocząst.eczkowy związek zawierający grupy sulfhydrylowe 

6 E L D C T R O F O R E Z A 

Pojęcie* e-lektroforeza określane Jest zjawisko rozdziału mieszaniny 
związków (drobno i wielkocząsteczkowych) posiadających dodatni lub 
ujemny ładunek w polu elektrycznym. )Rozdział dokonuje się w wyniku 

różnic w szybK wędrowania tych obarczonych ładunkiem związków. 
Elektroforezę mci na przeprowadzać w roztworze l W Ó W C Z A S jest to -
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cza j przeciwciał aroi. Jakc rwŁnik naj częściej wykorzystywał» o* »i ta 
molekularne, w odpowiedni sposób zaktywowane 

W ostatnich latach coraz częściej stosowanym nośnika en. jest Seębs-
roza, produkowana z agarozy, Bio-Gel P. Enzakryl - hydrofi Iowy kopo i i-
mer akrylamidu. 

Przykładem chromatografii powinowactwa - szczególnego rodzaju jest 
chromatografia kowalencyjna. Metoda ta w tym przypadku polega na utwo-
rzeniu wiązań kowalencyjnych (S-S) miedzy fazą stacjonarną a rozdzie-
lanymi substancjami. 

Zasadę tego rodzaju chromatografii ilustruje rys. 
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elak-troforeza swobodna, bądź w nośnikach. MośMKAtt nogą być najróż-
niejsze substancje jak : bifruł», £eJL kr^ffpjoofręyfy, CfiliłlfizJL». agar, 
gkrotia, tęl poi jakryl gnidowy i.t.P. Ze wzglądu na zastosowane napię-
cie elektryczne, metody elektroforezy można podzielić na : 

1. ¡Niskonapięciową e aktroforezę bibułową) 
2- jNiskonapięciową elektroforezę żelową] 
3-¡Wysokonapięciową elektroforezę bibułową (eiektrochromatografi« 

[ wysokonapięciowa) 
4- jImnunoeIektroforezęj 

6 . 1 . N I S K O N A P I Ę C I O W A E L E K T R O F O R E Z A B I B U Ł O W A 

Proces eIektroforezy na bibule uzależniony jest od różnych czynni-
ków: od procesów elektrokinetycznych (zjawisko e1ektrooamozy, dyfuzji) 
i od procesów eIektrofizycznych (pH i siła jonowa stosowanego buforu, 
wielkość napięcia i natężenia prądu). Bufor stanowi środowisko, w któ-
rym na fazie stałej: na bibule ma miejsce przesuwania się cząsteczek. 
Przy doborze buforów zwraca się uwagę na : 

1. Stężenie jonów wodorowych <PH) 
2. Siłę jonową / - £ C x W2 

gdzie v - siła jonowa 
C - stężenia jonów w mol/dm3 

W - wartościowość Jonów 

3. Wartościowość Jonów 
A. Skład chemiczny buforów 

Punkty lzoelektryczne białek krw» wahają się od pH • 4.7 do 7.0. 
dlatego najlepsze do rozdziału okazały się bufory o pH 6.0 - 9.0. W 
elektroforezie bibułowej najlepsze wyniki osiąga się przy sile jonowej 
(p) 0.06 do 0.1. Zwiększenie siły jonowej poprawia ostrość rozdziału, 
zmniejsza jednak ruchliwość cząsteczek białka. 

Do buforów używa się jedynie jonów )ednowartościywych. wielowartoś -
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ciowe jony ulegają adsorpcji na cząsteczkach białek i zmniejszają 
szybkość ich wędrówki. Najczęściej używa sie buforów WEROMALOWYCH lub 
BORANOWYCH. 

|Im wyższe napięcie prądu, tym większa ruchliwość białek|ale równo-
cześnie i wyzwalanie większych ilości ciepła Joula. Wyzwalanie więk-
szych ilości ciepła powoduje wzrost temperatury i możliwość denatura-
cji białka oraz zwiększenie parowania wody z buforu, a w związku z tym 
- zmianę warunków elektroforezy.jOptymalna różnica potencjałów |między 
biegunami wynosi zwykle 3 , 5 - 5 V/cm długości paska Natężenie zależy 
od napięcia, siły jonowej buforu i właściwości bibuły. Optymalne natę-
żenie wynosi 0,1 - 0,5 mA na 1 CM szerokości paska. 

Aparatura do elektroforzy składa się z komory i zasilacza prądu 
stałego. Komora składa się z naczyń elektrodowych i elektrod. Elektro-
dy mogą być metalowe: platyna, srebro, cynk, cyna, stal bądź grafito-
we . 

W wyniku elektroforezy bibułowej białek surowicy ludzi zdrowych 
Albuminy Ok. 65*, ot^-globuliny - ok. u z y s k u j e s i ę 5 f r a k c j i : 

o « 2 - g l o b u l i n y - o k i § 5 ] | / ¿ - g l o b u l i n y - o k . l i * ] | y - g l ' o b u l i n y - ok. \7X. 

6 . 2 . NISKONAPIĘCIOWA ELEKTROFOREZA ŻELOWA 

W elektroforezie żelowej nośnikami są? ifil gjlĘo£ię>wy^ ¿ej. pęlittHry-
1 amidowy .żel agarowy. Zasada rozdziału jest podobna do metody elektro-
forezy- bibułowej . ponieważ rozdział substancji badanej zachodzi na 
skutek różnic w ruchliwości obdarzonych ładunkiem związków w polu ele-
ktrycznym. Przy elektroforezie na żelu dodatkową rolę odgrywają róż-
nice w wielkości cząstek na zasadzie sączenia molekularnego. 

Rozdziały elektroforetyczna są dokonywane na płytkach szklanych za-
lanych agarem (elektroforeza agarowa), na błonach skrobiowych (elek-
troforeza skrobiowa), w rurkach szklanych wypełnionych spo1imeryzowa-
nym amidem kwasu akrylowego (elektroforeza na żelu poliakry 1amidowym). 
Zaletą tych technik Jest szybki rozdział oraz uzyskiwanie znacznie 
większej ilości frakcji (d-10) w porownenlu z elektroforezą bibułową. 
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6 . 3 . WYSOKONAPIĘCIOWA EELKTROFOREZA BIBUŁOWA 

Metoda ta stosowana Jest do rozdziału związków drobnoczasteczkowych 
np. aminokwasów. Elektroforezę przeprowadza sie w specjalnie skonstru-
owanym aparacie - zapewniającym dobre chłodzenie, tak aby nie dopuścić 
do przegrzewania bibuły. W przypadku aminokwasów często stosuje sie 
elektrochromatografie tzn. po rozdziale elktroforetycznym (zwykle 1 
godz. przy napięciu 1600- 2000 V) elektroforetogram suszy sie. a nas-
tępnie rozwija chromatograficznie w kierunku prostopadłym do elektro-
forezy. 

6.4. MIUNOELEKTROFOREZA 

Metoda immunoelektroforezy stanowi połączenie elektroforezy w żelu 
z ioRunodyf uzja. W początowym etapie przeprowadza sie e lektrof orez«p 
badanej surowicy w żelu agarowym lub agarozowym. Po jej ukończeniu 
przeprowadza sie reakcje precypitacyjno (strąceniowe) pomiędzy anty-
genami zawartymi w białkach surowicy i przeciwciałami zawartymi w na-
noszonej dopiero teraz, surowicy odpornościowej. W wyniku reakcji pow-
stają charakterystyczne łuki precypitacyjne. Umożliwia to precyzyj-
niejszą informacje o obecności lub braku jakiejś frakcji białkowej. 
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7 . E N Z Y H Y 

Reakcje chemiczne w organizmie są zawsze przyśpieszane przez 
swoiste katalizatory komórkowe, zwane BKMCATALIZATORAMI lub ENZYMAML 
Enzymy ni£ zmieniają H<?&cowego składu mieszaniny reagująęej ani stałej 
równowagi danej reakcj i. przyśpieszają jedynie o3i.&gni&ęi,ę stanu rów-
nowagi w reakcj ach termodynamicznie moi 1iwych. poprzez obniżenie tzw. 
EHERGIIAJOYWAC J I . 

ENZYMY SA ZŁOŻONYMI, CIEPŁOCHWIEJNYML WIELKOCZĄSTECZKOWYM» 
KATALIZATOR A M O CHARAKTERZE BIAŁKOWYM, WYTWARZANYMI WYŁĄCZNIE PRZEZ 
ŻYWE KOMÓRKI I OOZNACZAJACYMI SIE WYSOKA SWOISTOŚCIĄ W PRZY-
ŚPIESZENI LUB NADAWANIU ODPOWIEDNIEGO KIERUNKU REAKCJOM CHEMICZNYM. 

Przeważnie są K,Jt*Kfl y1 flflu 1 r z pośród których tylko nieliczne 
mają charakter biął.ęk prostych (składających się wyłącznie z aminokwa-
sów) . 

|SWOISTÓ5£~ENZYMÓW 11j. zdolność reagowania z określonymi substancja-
mi oraz zdolność do katalizowania określonych reakcji zależy od kon-
forrogcj i przestrzennej fragmenty tĄOęyębff pgłłPftPtYflpwggP. zwanego 
CENTRUM AKTYWNYM. 

7.1 CHARAKTERYSTYKA CENTRUM KATALITYCZNEGO 

1 - Miejsce aktywne zajmuje mała. czaść całkowitej objętości cząsteczki 
enzymu. 

2 ~ Hiyjpęt nł JJŁŁi ukiASlSffi przestrzennym, złożonym z grup chemi-
cznych, leżących w różnych pozycjach liniowej sekwencji aminokwa-
sów. 

3 - We wszystkich poznanych od strony struktury enzymach, giejsce &k-
tywne ZDAlAiLL* Clt H UUiMgiSJUU Powierzchni enzymu, niedostępnym 
wł aśc i w lj^l^ęjfą» taczek wody 

* - K centrum KatamYgSnYB tit aminokwasów. 
niŁgygh ^¿Jjt £JLUP HgfiŁfthtgvfYgh_oraz reszty pełniące rolę grup 
pomocniczych. Stwierdzono np.. że dl* wielu esteraz, protęaz i 

83 



- «JDCBVA, JEDNOSTKI, K1*3ETYKA 

mutaz SERYNA jest jednym z głównych elementów ęentrua K^t ̂ Lirycz-
nego . Ustalono też. jakie aminokwasy sąsiadują z seryną.i W 
enzymach stwierdzono występowanie podobnych triad: 
A S P - S F R - G L U czy G L U - S E R - A L A . 

CENTRALNA ROLE przypisuje Się również CYSTEBMIE. gdyż może ęr.3 
wiązać grupy fosforowe, acylowe i i_nn£ w czasie działania enzy-
mu. Brana jest również pod uwagę zasadowa...STUPa imitiazolowa 
- HISTYDYNY» guanldynowa - ARGtNłNY czy f-a»lno»a 11ZYNY oraz gr u-
py Ję^rboksylowe kw. GL U T AMłNOWT GO i kw. ASP ARAGłNOWE G# • 

5 - W tworzeniu kompleksu [EWZYM-SUBSTRAT]b J OIA udział trzy rodzaje 
sił : wiązani a e lektro3tatyczne. wiązani a wodc>R_owę I PJ.IŁ 
van der Wąalsa• Siły te są stosunkowo słabe, odpowiadają enargii 
swobodnej wiązania od 12.56 do 50.24 KJ/rool ^od 3 do 12 Kcal/mol). 
Te trzy podstawowe wiązania niekowalencyjne różnią między so 
bą, specyficznością i wymaganiami geometrycznymi. Poszczególne 
wiązania w różny sposób ulegają wpływom cząsteczek wody. wywiera-
jącej na nie silny wpływ . 

6 -1SPECYFIggjjjggr) wiązani a enzyipu z aubr.tratem <?d 

pkr?ś)onęgo ujpjten}a atomów w BieiSiU aktywnym. PoczAtkowo eo-
równywano układ enzym-substrat,. ¿o k_lycza i jf.ąmk« [""<Iwor fa 
jFISCHERA; j Ostatnie prace wykazujA. że miejsca aktywne rn^KtArych 
enzymów nie SA strukturami sztywnymi . fMod<TT~kó£>ILANI&A"|4 AK tAAe^ 
laaŁflŁt męjpcfl aktywnego £jn2j®ów ylega ®«ł3CJU,ka<U.il L'5 tólŁtSk 7ćil* 
zania z substrctea. Komplementarny kształt aieisca aktywnego do 
substratu pojawia się dopiero po związaniu substratu. TaJsi 
<łynmię?-r\P9<i r9SP»SPa.QJLa nazvano (TPpUKOSaXYW twymlazanym)'! 
"ftmsft sis enzymu. 

7.11 M A Z A M A ELEKTROSTATYCZNE 

Obarczone ładunkiem eubstraty mogA WIĄZAĆ s»e z przeciwni» nił* 
dowanymi resztami enzymów EftYkł tt<3?.B Kt32 tl«ktC£jK.t «li-
cznego jest wiązanie OUCYLO-L-TYRQgVMY | r * - « ^ f H m t > t t » A UJJJW 
nał adowana końcowa grupa karboksylową tego substratu oddziałuje z 
datmo na» adowanA «rupą guanidyno*A reszty ar d-maiiiwei . Odle-ilołć po-
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między tymi przeciwnie naładowanymi grupami wynosi 0,28 nm. 

"o H^N* H 

H3M - Gly - Tyr - C^ " ' C - N - CHg - CHg - CH2 - ENZYM ¿ T J. 

ARGININOWY ŁAŃCUCH BOCZNY W 
CZĄSTECZCE ENZYMU 

Omawiany rodzaj oddziaływania nazwano też wiązaniem CmostkieiO solnym 
lub parą jonową. 

712. WlAZANIA WODOROWE 

Znaczny wkład w oddziaływanie enzymów z substratami. mają wiązania 
wodorowe. Cząf: t e czk: po ; arne zawi er aj ące atomy wodoru zawiązane z si i -
nie^^^e^ktrpujemnymi pierwiastkami np. tlenu, azotu czy chloru wykazują 
s^Jjie oddziaływanje mitflzycząsteczkowe . Spowodowane jest to dużą pola-
rnością w i ąz an i a | TLEN - WODORj [AZOT - WODÓR | i [ FLUOR - WODOiS] Polarność 
ta powoduje, że jądro atomu wodoru może przyciągać wolne pary elektro-
nów należące do innych atomów. Powstaje wówczas wiązanie około 10 - 30 
razy ałabsze od wiązania atomowego, ale kilkadziesiąt razy silniejsze" 
od przyciągania wywołanego siłami y*" rtar.,tfi»i«» Nosi ono nazwę WlA-
ZANIA WODOROWEGO (PROTONOWEGO) lub MOSTKA WODOROWE OO. Zazwyczaj we 
wzorach strukturalnych oznacza się je linia kropkową. Atom. z którym 
wodór jest związany kowalencyjnie j est j DONOREM WODORUj drugi atom -
j ego|AKCEPTOREM| 

DONOR AKCEPTOR DONOR AKCEPTOR 
WODORU WODORU WODORU WODORU 

-O - H N - - N - H. ....O-
< > < > 

0.268 nm 0.304 nm 
N A J » L N E J S Z E WIAZANC WODOROWE PGWPTĄJ? wtedy. kiadv donor. atom 

1 ftK.gep^OX 1st A S JgflnM liJŁtL. kolinearne. Kiedy atom akce-
ptorowy leży pod kątem do linii łączącej wodór z atomem donorowym, 
wtedy wiązanie jest dużo słabsze. ^ 

-o - h o— —o • 
SILNE WIĄZANIE SŁABE WIĄZANIE 

WODOROWE 

85 



EfrlZWM - JJED^OSTKI, KI SNOBKA 

Pi iród dwudziestu podstawowych aminokwasów, jedenaście ma łańcuchy 
boczne mogące tworzyć wiązania wodorowe. Reszty aminokwasowe, zdolne 
do tworzenia wiązań wodorowych, można pogrupować w zależności od ro-
dzajów wiązań: 

1- | Łańcuchy boczna TftVPT6FANU, ApGfffDfiFl g 1 uj a 
wiązaniach wodorowych 

to 
I 

H 
GRUPA BĘDĄCA 

DONOREM WODORU 
W TRYPTOFANIE 

H -

isKfi donory w 

GRUPY BĘDĄCE 
DONOREM WODORU 
W ARCI NI NI E 

2. [Łańcuchy boczna ASPAfeACtW, GLUrAKlHY^ S£KYNV l' TfeEóftTfiyj podobni« 
Jak ugrupowania peptydowe, mogą służyć l«ko dpporY i akceptory X 
wiązaniach wodęrowyęh 

N - H 

I 

H <• 
ASPARAGINA lub GLUTAMINA 

atoza służyć Jako AKCEPTOR wodoru 

•oze służyć Jako DONOR wodoru 

3 - MOTLIIWFFJCJ ^ P R S E N I A ZLSZ&TI 
wą>. |KW. GLUTANIMOWY, 
W «>. |TYROZYNĘ. HISTYDYNC]ZNUCNIOJŁ « I R H 

kiś. A»AFTAGTM5«N 
przez |LIZY>C)(grupę m-amino-
Ckońcowe grupy karboksylo-

fifl fłi. Wymie-
nione grupy B222A ałV<Y< m&fl akceptory lub itóS d£QS!£X WaJfilLU « 
określonych zakresach pH. Możliwość tworzenia wiązań wodorowych 
przez raszty aminokwasowe zdolna do jonizacji zależy więc od pM. 
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PROTOWOWAKA POSTAĆ 
XV. ASPAKMIMVE60 
lub CLVTAtaNOWEGO 

ZJ0N1ZOWANA POSTAĆ 
KW. AS^ARAGIMOWEGO 
lub GLUTAMIMOWEGO 

7.13. S Ł Y VAN DER WAALSA 

Kiedy dwa atomy zbliżaj« się na odległość od 0.3 do 0.4 nni. pojawia 
si* miedzy nimi niespecyfijcgna aił a ̂ jMrzvciaqania. To oddziaływanie 
nazwane [wiązani«» van dor WaaJ saj jest słai>83C i inni oj specyficzpe fid 
wiązania e lektroetatycznegp j' wodorowego^ co nie umniejsza jednak jego 
znaczenia w biologii. Siła przyciąganie i>omisrdzy dwoma fttoroami rośnie, 
kaedy odległość miedzy nimi maJ^je. : do o-dległosici van der W&alsa. 
Energia wiązania van der Waalsa dla jednej pary atomów wynosi około 
4.16 KJ/mol^ilkcąl^iHiai? - Znęczenje gil \[m ¿ST WSSJsa w HiasąiUM fflifc 
dzyca^steczkowym pojawia się wtedy, gdy wiele atomów gubstratu wchodzi 
j ednoc?e;tnie w frl jsk^ fcttMftKŁ & iJLCSnyai atomami enzymu, £ ma £o mięjLz 
sgg wówcząg, fcie^ęnzm A gmbafcrat ga przestrzennie fegfig lęmenUrne . 

Woda. ze względu na polamość, ma zdolność jednoczesnego występo-
wania jako donor i jako akceptor wodoru, może ona zmniejszać siły wią-
zań elektrostatycznych' i wodorowych pomiędzy innymi cząsteczkami i jo-
nami. Po związaniu enzymu z substratem woda ulega w znacznym stopniu 
usunięciu, a to wzmacnia oddziaływania elektrostatyczne i wodorowe 
pomiędzy enzymem i substratem. 

' I 

72. BUDOWA ENZYMÓW 

Poza nielicznymi enzymami prostymi zbudowanymi tylko z aminokwasów 
pozostałe oprócz, łańcuchów polipeptydowych zawierają w swoim składzie 
związki nieajŁinokwasowe. Wyróżnia sie zasadniczo dwa typy składników 
nieaminokwafłowych. Jeśli białko <APOeKZ¥Kł związane jest ze skl.adnj-
iLŁeS nicamjn^kwftsowyg) trwa!? yiązaniamj kowalencyj n/mj nosi wówczas 

O * mocte %Ł*xzyc Jako 

O - H max» słuzyc 
Jako DONOR wodoru 

ntaz» słuaeyc jako 
AKCEPTOR wodoru 
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nazwę yr\ipy PROSTE TYC^^^ !- inp. ukł ad żelazoprotooorf irvnowv w katala-
zie i peroksydazie). 

Qjgggjggg3 AlK&t&yk • KPEHZYM ¿ U d z grupa Pfe6STŁtYca<Aj [ 
Drugi w typów składników ni «amin ok was owych holoenżymów są KOENZYMY, 

dające flJLł oddzielić od ąpoenzymu poprzez dializę (np. koenzymy niacy-
nowe; M C , KAOP) , 

Njęktśre ęp?ymz Sfila Efi iŁllkS SSniDŹM HataUWc?ny.C?>. co może wyni-
kać ze struktury czwartorzędowej (budowa podjednostkowa) ich , cząste-
czsk. Qpr£ęz centrów ?cqitftłitY?3nyęh «nzymy maja. tzw. CENTRA REGULACYJ-
NE^ które w zależności od swej lokalizacji noszą nazwę IZOSTERYCZNYCH 
(położonych w obrębie centrów katalitycznych) lub ALLOSTERYCZNYCH (le-
żących poza centrum aktywnym). 

Centra te BA miejscem wiązania związków chemicznych, zwanych EFEK-
TORAM; (aktywatorami lub inhibitorami), które wywoiLujAC zmiany konfor-
taacyjne w białku enzymu, powoduj A zmiany jego aktywności. Mechanizm 
procesów cktywacji jest mało znany. Wiele przemawia za tym, że działa-
nie aktywatora polega na ułatwianiu powstawania układu enzym-substrat. 
Możliwe też, te aktywator wiąże się z białkiem enzymu lub substratem. 
a zaktywowany substrat łatwiej poddaje się działaniu enzymu. Specyfi-
czność tego typu aktywatorów nie jest zbyt duża. Stwierdzono np. że w 
procesach transfosforylacji. przeprowadzanych z udziałem ATP. aktywa-

+2 +2 +2 tor M9 może być z powodzeniem zastąpiony przez jony Mn , Ca 
Co+2. Zn+2 czy Ni + 2. 

Aktywatorami mogą być również aniony, np. amylaza ślinowa jest ak-
tywowana jonem Cl~, który może być zastąpiony przez jon Br-, NOj lub 
inny anion (aktywujący jednak z mniejszym efektem). 

7.3. PREENZYMY 

Niektóre enzymy sa wytwarzane w postaciaęh nieczynnych. jako tzw. 
{ZYHOGENY lub PREEUZYKY~] Spośród preenzymów najlepiei poznana zostały 
enzymy proteolityczne. Np. fPEPriryijociEM~| w świet le żoł Adka po<j wj>^yw*m 
kwasu solnego jęst aktywowany do PEPSYNY, przez odszczepi- e pepty-
du o masie cząsteczkowej około 3100 - blokującego centrum aktywne. 

HC1 
PEPSYNOGEN • PEPSYNA • INHIBITOR 

t i 
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W ąpku trzustkowym stwierdzono także obecność nieczynnych enzymów 
proteolitycznych. Występuje tam:[TRYPSYNOGENj dwie odmiany [CHYMOtRY-
PSYNOGEWO^"DWir"~FRE)CARBOICSYPEPTYDA2Y^ Ustalono, że w trypsynogenie 
inhibitorem jest heksapeptyd, umieszczony na końcu łańcucha enzyma-
tycznego białka, który pod wpływem enzymu ^ENTEROPEPTYDAZY (dawniej 
zwanej enterokinazą) w słabo alkalicznym środowisku jelita (pH - 7-9) 
zostaje uwolniony. 

ENTEROPEPTYDAZA (entrok inaza) 
TRYPSYMOGEN > TRYPSYHA + HEKSAPEPTYD 

I I 

Uczynnianie trypsynogenu przez trypsy_na i pepsynogenu przez pepsy-
nę. jest przykładem tzw. AUTOKATALIzy. 

Uczynnianie chymotrypsynogenu zapoczątkowuje trypsyna, a rowstała 
chyrootrypsynił prowadzi ten proces dalej, usuwając kolejno kilka pepty-
dów. Dzięki temu powstaje kilka odmian chymotrypsyny oznaczonych grec-
kimi literami n , a , <5 . 

TRYPSYNA 
CHYNOTRypSYNOGEN • CHYHOTRYPSYHA + 15-PEPTYD 

t I 

7.4. HETEROENZYMY 

Wiei£ enzymów spełniających 1» funkcję katalityczną występuję 
w rótnygh »nftleky larnych fprpach. Różnice te mogą wynikać z odmiennej 
struktury Pierwszorzedowej lub z różnych kombinacji odmiennych podje-
dnostek. Wyróżniana jest grupa enzymówIztraTmrh HETEROENZYMAMI. SĄ to 
białka o t»| «*•»< funkcji katalitycznej, ale o rożnej budowie, wyni-
kającej z rożnie gatunkowych organizmów. Różnice te dotyczą 3truktury 
pierw3zorzędowej i wynikły w procesie ewolucji, s% one tyju większe im 
SLaltiBŁl SA feaxdzjel odległą f i logenetycznie . 

Na ogół różnice w strukturze I - rzędowej centrów katalitycznych są 
niewielkie, a znacznie większe w budowle innych odcinków łańcucna po-
llpaptydowego. 
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75. IZOENZYMY 

Izoenzymatnj nazywamy enzymy pochodzące z różnych tkanek, katalizu-
jących ta samą reakcję. w związku jednak z funkcją różnych narządów 
(WYKAZUJĄ ODMIENNA KINETYiqg}Cpowinowactwo. wrażliwość na działanie 
inhibitorowi i | WŁAŚCIWOŚCI FIZYKOCHEMICZNE BI ALKA |C ładunek 1 ruchli-
wość w polu elektrycznym, wielkość cząsteczki, wrażliwość na denatu-
racje cieplna itd. 

Klasycznym przykładem izoenzymów jest 1 dłhvpr(!XiŁ'ha2a HLEC?JlHaWA| 

(LDH) . Dehydrogeneza m.lecznowa występująca w surowicy Jest, mieszanin* 
5 izoenzymów. a wiec 5 białek różniących się miedzy sobą strukturą 
podjednostkową. tworzącą tetramery. Tetramery zbudowane SĄ Z podjedno-
stek H CKeart - s#rc»j i H Cmuscltf - mięśni»). 

TWorzą się następujące kombinacje podjednostek : H^. HgM, H 0Mg. HM^ 
i M ^ - oznaczone jako L D H r LDHg, LDH3, LDH^, LOH^. z k t ó r y c h w ę -
druje. w elektroforezie najszybciej a LDKc najwolniej . 

Monomery Btramery 1zoenzymy 
h «4 ldh, 

Monomery hgm ldh2 
m h ^ LDH3 

l d h 4 

h 4 

UDH|_2 występuję w mięśniu sercowym. w mięśniach i wątrobie, a 
LDHg_^ w innych narządach i tkankach nowotworowych. 

PRAWKM.OWA AKTYWNOŚĆ LDH W SUROWICY KRWI WYNOSI 7 0 - 3 0 0 U < » . 1 - 3 . O 
MKAT'1>. w tym LDRj stanowi 34-14*, LDHj - 30*14* I LDH^ - IO 1 % W 
CtWftfrpęh SSTSJi w^rftgtfl poziom LDH|, natomiast w 

7.6. JEDNOSTKA AKTYWNOŚĆ« ENZYMATYCZNE-» 

SsYfehrtć rgtthgj 1 shasklszaal definiuj ¡lx« U S * £ Ułfealaucju 
PrłłhKtftŁgflaŁLJt jfdngfflgf ZZASIU W obowiązującym obecni« międzyna-
rodowym układzie SI Jednostką czesu Jest sekunda, natomiast Jednostką 
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ilości substancji jest mol. Odpowiada temu jednostka aktywności enzy-
matycznej zwana KATALEM; 1 KAT AL C SKRÓT KAT) wywołuje w określopyęfr 
warunkach reakcyjnych przemianę 1 mola substancj i w ciągu 1 sęk. 

Jednostka ta jest za duża do celów praktycznych. W warunkach labo-
ratoryjnych aktywności mierzy sie w mikrokatalach (PKAT) lub nano-
katalach ( r * A T ) . 

Często jest jeszcze stosowana wprowadzona w 1960r przez Komisje 
Enzymową Międzynarodowej Unii Biochemicznej "JEDNOSTKA MIĘDZYNARODOWA" 
- odpowiadająca przemianie i mikromola substratu u ciągu lmin. (U). 

UJ - 16.67 h * A T ; V * A T - 0 . 0 6 U 

1 ¿4CAT - 6 0 U 

7.7.SZYBKOSC REAKCJI ENZYMATYCZNEJ. 

CZYNNIKI WPŁYWAJACE NA SZYBKOŚĆ REAKCJI ENZYMATYCZNYCH 

Na szybkość reakcji enzymatycznych wpływają: 
I 1. Stężenia substratu 
I 2. Stężania enzymu 

3. Obecność nadmiaru produktów lub substratow 
4. Teapermturm 
5. pH środowiska 
6. Obecność aktywatorów 
7. Obecność inhibitorów 

7.7.1 KfrCTYKA REAKCJI CMEI-»CZNYCH 

Reakcje chemiczne można klasyfikować na podstawie ich kinetyki tj. 
ustalenia charakteru reakcji i matematycznego uj+cia zależności pomię-
dzy szybkością reakcji a czasem jej trwania. 

r52V6kó5ć kEAkćTl ĆHEH3Ć2X£J\jest w każdej chwili propoi^Luuiftlnau-iiP 
stężenia substancji reagujących 1 oznacza ona stosunek przyrostu 
s\<rżerua. i lub ubytku st^żenił substratu) do czayu. V KtafyirTtfi przy-

^ii^gtUW nastawił. •' 
[WTARĄ g?VSRóaa ftEAKĆJI IW dany» momencie jest *r*yro«t__4uu*iuktu 
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Club ubytek stfżer)ia subatratul . jaki by nastąpił w jednostce czasu, 
gdyby szybkość reakcji w tym czasie była niezmienna. Szybkość? reakcji 
chemicznej jest pochodną stężenia względem czasu. 

dc substratu dc produktu 
v • - • 

dt dt 

GDY SUBSTRAT STANOM JEDEN RODZAJ SUBSTANCJI MAMY DO CZYNCMA Z RÓW-
NANIEM REAKCJI I RZĘDU. 

dc 
V • - « k * c 

dt 

RZEDEM REAKCJI NAZYWAMY SUME WYKŁADNIKÓW POTĘGOWYCH, W JAKICH WYSTĘ-
PUJĄ S TE ŻENIĄ W RÓWNANIU KINETYCZNYM 

Gdy stężenie początkowe substratu równa się a. a Btężenie substratu 
zmienionego równa się x to stężenie substratu w danej chwili równa »iv 
a - x. stężenie substratu po czasie t równe jest 

dx 
- k Ca - x> 

dt 

Aby obliczyć stalą szybkoscl r»akcji I rzędu należy równani® przed-
stawić w formie: 

i a 303 a 
k • In • log — — — 

i a—m t a-K 

ponieważ wyrażenie • • jest stosunkiem stężeń, wobec tego wartość 
stałej k nie zależy od jednostek stężenia, a tylk<ł^xłd-l^nosteK_*_^Ar 
kich Jest wyrażony czas («ek-l> względnie (min ) . 

Wykres zależności log -i- od 1 w reakcjach I rzędu Jest linią 
prostą. 
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Gdy w reakcji zmieniają się stężeiriJL-dwóch substratów zachę-dsi 
REAKCJA I I RZĘDU 

dc dc 
V - - - k £ C. ] i CQ1 

di dt A B 

Je2eli początkowe stężer.ie substratów A i B wynoszą a i b, zaś x wy-
raża ilość przekształconych substratów. wówczas 

dx • k <»-x)<b-x) 

log 
tCa-bJ aC b-x) tCa-b> *(b-x) 

gdy a • b wówczas 

d* E - k (a-x) 
dt 
1 

k -
t aC a-xi 

W reakcji II rzędu stała szybkości,raakr j„1 ..zalęźy od, jednostek atę-
-csna 1 czasu (mol 1 min 

Gdy szybkość reakcji nie zalety od stężenia aubetratu. a jest 
kre-ślana PJ -z jaki i inny^ czynnik mamy do czynienia z REAKCJA 

Zf-ROWEOO R Z E P U . Równanie różniczkowe wyrażające tę reakcję ma postać: 

dx 

dt 

w yadku reakcji enzymatyc. • • 

• k ICI 
dt 

EO£jtiktil2łiS re&kci 1 JLfifii. niezależna L&ŚSl raakci i. Po-
aaje ona przyrost produktów jaki uzyskano by w dowolnym czasie, gdyby 
Meienie subst tu nie ulegało zmianie i było równa stężeniu początko-
wemu 
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7.72. WPŁYW STĘŻENIA SUBSTRATU 

Przy stałym stężeniu enzymu. a FI zy zmieniającym się stężeniu 
(wzroście) substratu szybkość reakcji rośnie i o ; ; i w wortoitf maksy-
malną. 

•1 
E + S 

-1 
ES 7 - — - » E • P 

, • s t a ł e szybkości 

V1 " k+l t E H S J 

Y 2 - IES) 
Vs " k*2 I E S ' 
V 4 - k_ 2 I E)(P) 

Kompleks IES) tworzy się z szybkością • y^. a rozkłada z «¿vb-
kością V 2 • V3. 

V stanie równowagi: 
V1 * V 4 * V 2 * VJ 

Na początku reakcj 1 »tężenie produktu fPI jest tak mało. t*> możemy 
je pominąć. 

Szybkość reakcji zależy od stężenia koł«r lek a u IES) i e.~ytki>4<-ł 1 *><ju 
rozkładu. 
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Równanie to można napisać w postaci CV _ - V}- + CS1 - V max 
Przy niewielkich stężeniach substrata, kiedy CS) jest znacznie 

szybkość 

• S r 
mniej-

reakcji jest sze niż KJJ V • csi ^ ^ ^ sk^ ; oznacza to. że 
wprost proporcjonalna do stężenia substratu. 

Przy dużych stężeniach substratu, kiedy IS1 jest dużo większe od K^ 
V • V co oznacza, że szybkość jest maksymalna, niezależna od stę-
żenia substratu. Znaczenie K^ wynika z równania (7), kiedy ISJ • 

wtedy (8) 

Stąd K^ jest róyne steżeniu substratu Jw mol/l). dla którego szybkość 
reakcj i osiąga połowę szybkości maksymalnej (przy stałym steżeniu en-
zymu) • 

Podana metoda oznaczania K^ jest kłopotliwa i nie daje często odpo-
wiedzi czy została osiągnięta szybkość maksymalna (V ). Sporządza 
się więc zazwyczaj wykres wg. równan i a|LIMEWEAVERA-BURKA] które jest 
przekształceniem wzoru Michae1isa-Menten do postaci liniowej. 

Cl ) : V 
rsj 
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1 . . s 1 
V V V m x max IS1 (9) 

Wartość K ^ / y ^ (a) i 1 / V ^ (b) aa H i « a n ń stałymi, stąd na-
leżność 1/V od 1/IS1 jest LINIA PROSTA. 

W układzie współrzędnych wartość 1/V odkiada się na osi rzędnych, 
a wartość 1/[SJ na osi odciętych, wóuczas równanie (9) daje linię pro-
stą której nachylenie określa się jako stosunek Kjrj/^^. która przeci-
na oś rzędnych w punkcie wyznaczającym 1/V . a oś odciętych w pun-max 
kcie --1/KU. 
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7.73. WPŁYW STEŻEMA ENZYMU 

Szybkość reakcji zalety od ateifcenia enzymu tylko wtedy. gdy atefe^ 
nie substratu znajduje gie w nadmiarze. 1 

Szybkość reakcji jest wówczas proporcjonalna do stężenia erizymu 
[El i. stałej szybkości reakcji CIO; V • K [El. Wpływ stężenia enzymu max 
na szybkość reakcji przy 2 różnych stężeniach substratu: 

aj Enzym wysycony substratem 
bj Enzym nie wysycony substratęm 

7.7.4. WPŁYW NADMIARU PRODUKTÓW LUB SUBSTRATÓW 

m9? e gaffijSS^ J « s l i «tężenie 
enzymu jest stałe, to ze wzrostem stężenia substratu rośnie szybkość, 
aż do szybkości granicznej. Przy dalszym zwiększeniu-stężenia substra-
tu, 3zybkość jego prze'?.. any może się obniżać. Przy pewnym stężeniu 
substratu cała po*, ¿«rrzcnnia czynna enzymu jest nim wysycona i dalsze 
zwiększenie stężenia substratu nie wpływa na przyśpieszenie procesu, 
odwrotnie nadmierne i loś.ci substratu mogą utrudniać ę»dpjyw produktów 
reakcj i . 

Nadiiierne~nagromadzenie się produktów reakcji może być nie tylko 
czynnikiem hamującym. ale czynnikiem kontrolujący*» jej przebieg. 

Szczególnie ma to miejsce gdy probukt jednej reakcji jest 3ub3tratem 
dla następnej reakcji. Wówczas następuje satrooregulacja całego szeregu 
procesów, uzależniona zapotrzebowaniem na produkt końcowy, bądź któryż 
z pośrednich produkrów reakcji. 
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4. WPfcW TEMPERATURY 

Ze wzrostem temperatury zwiększa się szybkość reakcj i enzymatycz-
nej . Po osiągnięciu-pewnego optimum w danych warunkach szybkość reak-
cji zaczyna opadać w następstwie denaturacji cieplnej enzymu. 

Większość enzymów traci niodwracalnie aktywność po przekroczeniu 
temperatury 65°. * zakresie temperatur, w których denaturacja enzymu 
jest praktycznie nieistotna, a wiec do około 37*^0» podniesienie tem-
peratury o 10°£ zwiększa szybkość reakcj i około 2 - krotnie • 

Zależność pomiędzy szybkością reakcj i i. temperaturą określa |RÓWNA-
NI E ARRHENIUSA| Wyraża ono energię aktywacji określoną na podstawie 

różnych prędkości reakcji w różnych temperaturach. 

m A - - E a c W 

k 2 E . C W 2,303 . Ig — — - — 2 
R . Tt . T 2 

2,303 lg . R . Tj . T 2 

stąd E « -
T - T 2 'l 

stałe szybkosci reakcji w temp. T^ i T^ 
energia aktywacji w JSwoi 
stała gazowa - 8,319 J^CMOI * łO 
temperatura pomiarów w skali Kelvina 

Stężenie enzymu jest stałe podczas przebiegu reakcji w dwóch róż-
nych temperaturach, zmiany w szybkości reakcji zależą od zmian warto-
ści k. zamiast więc wartości stałych kĵ  i k 2 wyznacza się dwie szyb-
kości maksymalne dla dwóch różnych temperatur: V, i 

lmax 2max 
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7.7.6. WPŁYW pR 

Czynnikiem silnie wpływającym na aktywność enzymu jest stężenie jo-
nów wodorowych. Przebieg krzywej wyrażającej wpływ pH na działanie en-
zymu zależy od wielu czynników: 

1/ Zmiana pH Środowiska zmienia stan zjonizowania grup czynnych i ła-
dunek całej cząsteczki białka. 

2/ Je2eli substrat Jest obdarzony ładunkiem, to powinowactwo Jego roż-
nych form Jonowych do enzymu będzie inne. 

3/ Przekształcenie kompleksu enzym-substrat i kompleksu enzym-produkt 
może zachodzie tylko przy określonym stanie zjonizowania kompleksu. 

4-/ W niektórych reakcjach enzymatycznych jony wodorowe lub wodorotle-
nowe moga bezpośrednio uczestniczyć w reakcji - zwłaszcza w reak-
cjach oksydacyjno-redukcyjnych. 

5/ pH wywiera wpływ na stabilność enzymu; szybkosc denaturacji i i re-
aktywacji enzymu zależy od pH. 

Dla każdego enzymu istnieje optymalne dla jego działania pH np. dla 
PEPSYNY pH 2; BEKARBOKSYLAZY GLUT ANI NOWEJ pH 6; a a-AMYLAZY ŚLINO-
WEJ pH około 7. 

7.7.7. WPŁYW AKTYWATORÓW 

Różnego rodzaju aktywatory nie biorące udziału w reakcji katality-
cznej uczynniają enzymy lub zwiększają ich aktywność. MOŻNA JE UJAC W 
3 GRUPY: 
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A / JONY NIEKTÓRYCH METALI NAJCZEŚCIEJ DWUWARTOŚCIOWYCH 

Dla niektórych enzymów metale sa niezbędne dla wytworzenia wiąza-
ni a między enzymem a substratem lub między enzymem, koenzymem i sub-
stratem. W innych enzymach metal stanowi istotną część składową cen-
trum kata 1itycznego enzymu. który bez niego jest nieczynny. Jest to 
typowa funkcja metalu jako koenzymu np. w enzymach przenoszących ele-

+2 k trony. Enzymy są aktywne przez jony-. Mg Cfosforylazy, fosfatazy, 
+2 

fosfokinauzy, synletazy} ^¡£n_____Carihydraza u^glanoiiKi, dipeptydaza glic y-
Lo-l eucynowet, dehydrogenaza m.1 eczanowa, dehydrogenaza alkoholowa orcu? 

+2 +2 
protecLzy} , Mn ^¿^>eptydazy, argiruizaJ, -Ci* C lipazy, dehydr ogeixa.za 

+ 2 — 

bui sztyr.ianowa, niektóre pro teazy} , Cu (oksydazy} . 
[aKTOKY]maj ą mały wpływ na aktywność enzymów. Wy j ątkiem j est o«- AMY-

LAZA ŚLINOWA aktywowana Jonami chlorkowymi. 

B/ ZWIĄZKI WIELKOCZĄSTECZKOWE O CHARAKTERZE BIAŁKOWYM 

Działające przez odmaskowanie grup czynnych enzymu (patrz wyżej 
preenzymy). 

C / DROBNOCZASTECZKOWE POŁACZENiA ORGANICZNE 

Usuwaj ące wpływ zwij^zkćg i ąfci fruJ acyęh np . utlen.i,aalfi_gr.up —=SBL_ en-
zymu bardzo często prowadzą do utraty_jego aktywności. Odtwarza je do-
danie CYST E INY, ZREDUKOWANEGO OLUTATIONU CZY fgRKAPJOf JANOI U wskutek 
redukcji ugrupowania - S-S- do -SH. 

Podkreś1ić należy, że aktywaęj a enzymu poprzez odpowiedni aktywa-
tor j est procesem zupełnie różnym od aktywacj i substratu przez czynny 
enzym.która polega na jego połączeniu z centrum katal i tycznym enzymu . 

7.7.8 WPŁYW INHIBITORÓW 

INHIBITORAMI ENZYMÓW NAZYWAMY TAKIE SUBSTANCJE, KTÓRE OBNIŻAJĄ CZY 
TEZ CAŁKOWICIE ZNOSZĄ ICH AKTYWNOŚĆ. 
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Jednym z czynników regulacji reakcji enzymatycznych jest zjawisko 
hamowania enzymów pod wpływem swoistych składników komórkowych. 

Z uwagi na fakt. że pod względem odwracalności zjawisko to może 
mieć dwojaki charakter, wyróżnia sie odpowiednio dwa typy inhibicj i 
enzymów; tj. typ|NIEODWRACALNY]j|ODWRACALNY| 

11uhlblcja NiEODWRACALNA|po lega zazwyczaj na destrukcj i lub modyf i-
kacj i j ednej lub ki ̂ ku grup funkcyj nych enzymu. 

Natomiast¡inhibicje ODWRACALNA\motna i Iościowo ana1 izować zgodnie 
zzałojeniem Michae1isa - Menten. Znane są dwa główne typy inhibicj i 
odwracalnej : inhibicja|KOMPETYCYJNA11 }NIEKOMPETYCY JNA.~j 

Odwrócenie, czyli cofniecie inhibicji konpetycyjnej można osiągnąć 

kompetycyjnej stężenie sub3tratu nie wywiera wpływu na szybkość reak-

jlnhlbilory KÓMPETyćYJHgIwykazui ą analogie strukturalną do substratu 
i konkurują z nim o centrum kata 1ityczne enzymu. spowodowane brakiem 
absolutnej speęyf iczności grup czynnych tego centrum w stosunku do 
substratu. 

Innymi słowy, wiązanie substratu i inhibitora kompetycyjnego wzaje-
mnie sii? wykluczają. I nhifritor kompetycyj ny zmnlej sza szybkość_kata 1 i -
zy przez zmniejszanie liczby cząstek enzymu, wiążących, pubstrat. 

Przykładem jest hamowanie dehydrogenazy bursztynianowej przez kwas 
ma łonowy.Dehydrogenaza ta przekształca kwas bursztynówy w kwas fuma-
rowy w myśl reakcji: 

COOH COOH INHIBITORY DEHYDROGENAZY 

A/ INHBICJA KOMPETYCYJNA 

COOH BURSZTYN!ANOWEJ 

COOH 

Kw. bursztynowy Kw. f unarowy Kw. aa łonowy 

102-



E r a - ArnwATaRU i IIMTOITORY 

COOH COOH 

I00H ¿Hg 

i-o 
K*. szczawiowy 

COOH 

Kw. szczawiooctowy 

Poza malonianem. jako inhibitory kompetycyjne dehydrogenazy bur-
sztynianowej mogą również działać inne dwukarboksylowe kwasy, w któ-
rych istnieje odpowiednia odległość pomiędzy obydwiema grupami anio-
nowymi . 

Przykład fizjologicznie ważnej inhibicji kompetycyjnej występuje w 
reakcji tworzenia 2.3-difo3foglicerynianu ,3-DPG) z 1.3-difosfogli-
cerynianu. DIFOSFOGLICEROMUTAZA, enzym katalizujący te reakcje izo-
meryzacji. podlega inhibicji kompetycyjnej przez 2,3-DPG nawet przy 
małym jego steżeniu. 

Analizując wyżej przedstawione przykłady i wiele innych wywniosko-
wano. że inhibitor kompetycyjny (I) reaguje odwracalnie z enzymem (E3 
w miejscu właściwym dla wiązania substratu dając kompleks El. 

ki 
E + I < El 

k 2 
k 2 

i 

Ki -
(El 111 

(El I 

El • S « ES • I 

Gdzie I I I j - steżeniem inhibitora, a K stałą dysocjacji kom-
pleksu enzym-inhibitor. 

Kompetycyjny charakter inhibicji najłatwiej stwierdzić stosując 
wykres Lineweavera-Burka tj. odkładając wartości do j-ęy przy 
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zmiennych stężeniach inhibitora. Uzyskują si* wówczas n$ wykresie 
linie proste o różnym nachyleniu, które krzyżują się we wspólnym miej-
scu przecięcia osi 

Innymi słowy w obecności Inhibitora komp«tycyJnego ni« ul aga zala-
nie V m a x; bez względu bowiem na stężenie inhibitora, można zawsze do-
brać odpowiednio wysokie stężenie substratu. przy którym aktywność-
enzymu może być w pełni przywrócona. 

W obecności inhibitora kompetycyjnego kinetykę enzymu opisuje rów-
nanie: 

W obecności inhibitora kompetycyjnego nachylenie wykresu zwiększę 
się o czynnik (1 • I I J ^ ) 

B/ INHIBICJA NEKOMPETYCYJNA 

g inhibicji HIEKOKPETYCYJNEJ inhibitor i sub3trat mogą jednocześnie 
wiązać 3ię £ cząsteczką enzymu. Inhibitor moie wiązać 3ię z wolnyn 
ęnyyrąepi iu£ komplęksecp ES^ .bądź £eż s jednym i (jLrugim. 

E • I . El 

ES + I > ESI 

Oznacza t;o« że ich miejsca wiązania nie zachodzą na siebie. Zarówno 
forma El jak i ESI są nieaktywne. 

Niekompetycyjny charakter inhibicji można najłatwiej stwierdzić na 
podstawie wykresu Lineweavera-Burka dotyczącego zależności od 
przy różnych stężeniach inhibitora. W inhibicji niekompetycyjnej uzys-
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kane proste różnią się nachyleniem, lecz nie przecinają osi -y- we 

wspólnym punkcie. 

Dla reakcji hamowanych, odpowiednie odcinki na osi -y— stają się 
większe niż dla reakcji niehamowanej. Oznacza to, że w obecności inhi-
bitora niekoapetycyjnego wartość ulega zmniejszeniu, bez względu 
na wysokość stosowanego stężenia WubśtratuT fjatomiast wartość K^ nie 
ulega zmianie w obecności inhibitora niekoapetycyjnego. 

Najczęstszym przypadkiem inhibicji niekompetycyjnej jest odwracalne 
wiązanie się niektórych odczynników z grupami -SH reszt cysteinowych. 
które mają istotne znaczenie dla aktywności katalitycznej niektórych 
enzymów. Zatem jony metali ciężkich (Cu*^, powoduj* inhi-
bicję pewnych enzymów tworząc z ięfe gxupoiai ; w reakcji 
tej szybko ustala się.stan równowagi pomiędzy ilością enzymu w formie 
merkaptydowej i wolnymi jonami metalu. 

E - SH + Ag + E - S - Ag + H* 

W przypadku enzymów współdziałających z jonami metali, inhibicję 
niekompetycyjną mogą spowodować czynniki zdolne do wiązania się z tym 
niezbędnym dla enzymu metalem. Tak wiec cyj anki s^ inhibitorami 

+2 +3 
enzymów zależnych od Fe luft Fe ; tworzą nieaktywne kompleksy 

podobne do żelazi- lub że 1azocyjanków. Czynniki chalatujące takie jak 
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+2 
etylenodiaroinotetraoctan (EDTA) wiążą odwracalnie Mg i ir.ne kationy 
dwuwartościowe, hamując w ten sposób enzymy, dla których te jony są 
niezbedne. 

C/ INHIBICJA NIEODWRACALNA 

| INHIBICJE» kompetyćyjna 1 nlekompetycyjnaj podlegają zależności 
Michae 1 isa - Męntena, ponieważ przyjmuje sie. że inhibitor łączy sie 
odwracalnie z enzymem. 

Zależność MichaeI isa-Mentena nie moZę by? stosowana w odniesieniu" 
do inhibięji nieodwracalnej. . 

Działanie niektórych inhibitorów tego typu polega na "uszkodzeniu" 
cząsteczki enzymu w wyniku chemicznej modyfikacji jej struktury. Tak 
zmodyfikowany enzym jest jeszcze aktywny, ale szybkość jego działania 
ulega zmniejszeniu. 

Jednym z dobrze poznanych przykładów inhibicj i nieodwracalnej jest 
inhibicja powodowana przez czynniki alkilujące jak np. |JODOACETOAMIDj 
który może nieodwracalnie wiązać niezbędne dla aktywności enzymu 
grupy -SH. 

E - SH + JCHgCONHg » E - S - CHgCONH^ HJ 

Ipnym nieodwracalnie dzi aż aj ącym inhibi torem jest di izopropylof iu-
orofosföran, oznaczany w skrócie DFP. Inhibitor ten należy do grupy 
toksycznych związków fosforoorganicznych, zwanych często truciznami 
układu nerwowego, ponieważ łącząc sie z esterazą acetylocho 11nową ina-
ktywują ten enzym uczestniczący w funkcjonowaniu centralnego układu 
nerwowego. (Niektóre ze związków fosforoorganicznych stosowane są jako 
insektycydy) . DFP Jest Inhibitorem nie tylko esterazy cholinow>J, ale 
również innych enzymów zawierających w centrum aktywnym resztę seryno-
wą; inhibitor ten łączy sie z grupą hydroksylową geryny tworząc kowa-
lencyj ną pochodną enzymu. 
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Enzym - CHgOH + DFP 

? * ? + HF 

DFP 

Enzym - CHg - O - «j' 
C C H3 : >2 " C H ~ ° 

» O 

C kw. dii zopr opylof1uor-
fosforanowy ) 

ENZYMAMI UWIERAJĄCYMI w centrum aktywnym serynę i inhibowanymi 
przwz DFP są poza cholinoesterazą: trypsyna, chymotrypsyna. trombina, 

eatopeptydaza E, fosfoglukomutaza, fogfory1aza . Inhibicja powo-
; >'ana przez DFP jest nieodwracalna, gdyż powstająca pochodna trzecio-
• żelowego estru fosforanowego jest związkiem trwałym i nie ulega łatwo 
••erolizie. 

ENZYMY OLIGOMERYCZME|(zbudowane z podjednostek) oprócz centrum 
-a -j11 tycznego wiążącego substrat, mają także centra allosterycznę -
r.,.fr sra wiaźace efektory dodatnie-.lub ujęgne^. |Efektor ujemny[pó przy-
t a : -zeniu do centrum a 1 losterycznego wywołuje zmianę struktury cząste-
ci.:-. . . ograniczając dostęp substratu do centrum katalitycznego. Wyraża 

to w zmniejszeniu powinowactwa enzymu do substratu. 
-ektor dodatni) przyłączony do centrum regulacyjnego powoduje 

z::.', m y w strukturze cząsteczki enzymu ułatwiające dostęp substratu ci . 

cen-.ruiri katalitycznego, a manifestuje się to wzrostem powinowactwa 
enzymu do substratu. 

D/ INHIBICJA ALLOSTERYCZNA 

7.8. LOKALIZACJA ENZYMÓW W ORGANELLACH KOMÓRKOWYCH 

1 . i-JADRO KOMORKOWE I JĄDERKo] 
- Pol i mer aza DNA 
- Pol i meraza RNA , DMA zależna 
- Li gazy 
- Lrtdonukleazy 
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2. [[KTTOCHOMDRI A| 

- SynfceŁazy acylo-CoA 
- ICinaza a dony Iowa 
- Dehydrogenaza ct-ketokwasow 
-..Syntetaza cytrynianów« 
- Dehydrogenaza Jabłczanowa 
- Hydrataza cis-äkonitanowa 
- Dehydrogenaza glutaminianowa 

3. HLIZOSOMY 

- Fosfataza kwasna 
- /?-glukuroni daza 
- RNA-aza 
- DMA-aza 
- JCatepsyny 
- Sulfataza 

4. |cYTOPLA2WAl 

- Aninoiransferaza AspAT i AlAT 
- Dehydrogenaza mleczanowa 
- Aldolaza 1,6-difosfruktozowa 
- Dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego 
- Dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa 
- Transferaza maionylowa 
- Kar boks ylaza acetylo-CoA 
- Dezaminaza adenozyny 

5. 1APARAT GOLDIEGOI 
- Plrofosfataza tiaminowa 
- Enzymy syntetyzujące mukopolisacharydy i glikoproteiny 

E . ¡SIATECZKA EHDOPLAZMATYCZWAI 

- Ti ol aza 
- Kinaza me wal oni anowa 
- Syntetaza geranylopirofosforanowa 
- Syntetaza tarnezylopirofosforanowa 
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- Syntetaza skwalenowa 
- Acetylotransferaza monoacyloglicerynowa 
- Transferaza peptydylowa 
- Translokaza 

7. ¡jpEROKSYZOMY f 

- Oksydaza moczanowa 
- Oksydaza L i D aminokwasów 
- Katalaza 

Poszczególne enzymy są. ściśle związane z określonymi strukturami. z 
którymi tworzą morfo logiczno - furikcj ona Iną całość. Niektóre enzymy 
występują jednocześnie w różnych strukturach komórkowych. Wiele z nich 
wykrywa się w surowicy krwi, co jest spowodowane przepuszczalnością 
błon pewnych komórek dla enzymów lub ich uwalnianiem z komórek obumie-
rających. W pewnych chorobach aktywność enzymów surowicy zwiększa się 
z powodu uszkodzeni a lub martwi cy komórek, zwiększeni a stężenia bi ałka 
enzymatycznego w tkankach (nowotwory) lub upośledzonego wyda 1 ani a en-
zymów przez nerki albo wątrobę. 

7.9. ENZYMY SUROWICY KRWI 

7.9.1 ENZYMY SEKRECYJNE 

Enzymy sekrecyjne sa. syntetyzowane głównie w wątrobie. a następnie 
wydzielane do krwi. Normalnie obecne są w surowicy krwi. ich brak 
świadczy o zaburzeniach syntezy białka. Do tej grupy należą m.in.: 
|ESTERAZA CHOLINOWA](ChE),|CERULOPLAZNINA| (Crpl), |PLAZMINOGEN] (Pg), 
|CZYNNIKI KRZEPNIĘCIA)(CF). 

7.9.2. ENZYMY WSKAŹNIKOWE 

Enzymy wskaźnikowe (indykatorowe) nie występują w prawidłowej suro-
wicy krwi lub aktywność ich je3t nie wielka. Przy uszkodzeniu komórek 
dostają się do krwi, co wskazuje na zwiększenie przepuszczalności błon 
komórkowych lub martwicę komórek. Enzymy tej grupy mogą być : 
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a/ NARZADOWO SWOISTE np. dla wątroby enzymy cyklu mocznikowego: 
TRANSFERAZA ORNITYMO - KARBAMYLOWA (OCT). ARGINAZA (ARG), 
poza tym: DEHYDROGENAZA ALKOHOLOWA (ADH). DEHYDROGENAZA 
SORBITOLOWA (SDH). ALDOLAZA FRUKTOZO-1-FOSFORANOWA (FMPA) 
oraz ALDOLAZA FRUKTOZO-1, 6-DIFOSFORANOWA (FDPA) . 

b/|NARZADOWO NIESPECYFICZNE| 
np.enzymy cyklu glikolitycznego: HEKSOKINAZA (HK). FOSFO-
HEKSOIZOMERAZA (PHI). KINAZA PIROGRONIANOWA (PK) . DEHYDRO-
GENAZA MLECZANOWA (LDH) . Enzymy cyklu Krebsa: DEHYDROGENAZA 
IZOCYTRYNIANOWA (I CD) , DEHYDROGENAZA JABŁCZANOWA (MDH) . 
FUMARAZA - HYDRATAZA FUMARANOWA (FUM). 
Enzymy cyklu pentozo-fosforanowego: DEHYDROGENAZA GLUKO-
ZO-6-FOSFORANOWA (G-6-PDH); TRANSKETOLAZA (TK). Poza tym 
enzymy przemiany białkowej: AMINOTRANSFERAZA ASPARAGINIANOWA 
(AspAT), AMINOTRANSFERAZA ALANINOWA (A1AT). DEHYDROGENAZA 
GLUTAMINIANOWA (3LDH). AMINOPEPTYDAZA LEUCYNOWA (LAP), 
y-GLUTAMYLOTRANSPEPTYDAZA (GGTP). 
Enzymy przemiany purynowej: DEZAMINAZA ADENOZYNOWA (ADA) 
GUANAZA (GH). OKSYDAZA KSANTYNOWA (0X). 

7.9.3. ENZYMY EKSKRECYJNE 

Enzymy ekskrecyjne prawidłowo występują w niewielkich ilościach w 
surowicy krwi. Są to enzymy wydalane z ustroju w różnych wydzielinach 
(trzustki, gruczołu krokowego), a we krwi pojawiające sj.& w razie 
przeszkód w odpływie np. żółci, soku trzustkowego, wydzieliny gruczo 
łu krokowego. 

W enzymologicznej diagnostyce laboratoryjnej wykorzystuje się rów-
nież obraz izoenzymograficzny. Na podstawie zachowania się IZOENZYMOW 
można określić rodzaj uszkodzonego narządu lub wyk 1uczyć istnienie 
tego uszkodzenia. 
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7.9.4-. P R A W I D Ł O W E W A R T O Ś C I A K T Y W N O Ś C I N I E K T Ó R Y C H E N Z Y M Ó W O S O C Z A 

( S U R O W I C Y ) KRWI W U/L, NKAT/L 
(cyt. za Pawelski s.. May S.: "Normy i kliniczna interpretacja 
badań diagnostcznych w medycynie wewnętrznej " PZWL, Warszawa. 

1981r. str.169) 

NUMER 

E. C. 

NAZWA POTOCZNA 

enzymu CskrOtj 

WARTOŚCI PRAWI-
DŁOWE 

nkat/l; U/l 

WARTOŚCI NIEPRAWIDŁOWE 

P: podwyższone, 
Oj obni zone 

1.1.1.8. Dehydrogenaza 
gli ceryno-3-fos-
foranowa C GDH3 

2,7 Cl, 6-6, 6} 
45 C27-11 Oj 

P.-ostre zapalenie wą-
troby (wirusowe i tok-
syczne) 

1. 2. 1. 1 2 Dehydrogenaza 
gliceraldehy-
dof osf oranowa 

4, 3 CO, 2-4, 03 
70 C3-673 

P:ostre zapalenie wą-
troby 

1.1.1. 27 Dehydrogenaza 
ml eczanowaC LDH3 

140-20C70-3603 
2300-300C1 i OO-
-50003 

P:zawał mięśnia serco-
wego LDH-1,LDH-2, 
ostre zapalenie wą-
troby (LDH-4,LDH—5), 
przewlekłe zapalenie 
wątroby (LDH-1.LDH-5) 
marskość wątroby 
(LDH-3), zawał płuc 
(LDH-5), niedokrwis-
tość hemoli tyczna i 
mega1 ob 1astyczna. mo-
nonukleoza zakaźna, 
czerwienica prawdziwa 
osteomie)osk1eroza, 
dystrofia mięśniowa, 
nowotwory złośliwe 
(LDH-3), zapalenie 
kłębkowe nerek, za-
trucia alkoholowe 

Dehydrogenaza 
a-hydroksymaS1a-
nowa CHBDH3 

7 7 - 3 6 

1300-600 

P: zawał mięśnia serca, 
niedokrwistość megalo-
blastyczna.niedokrwis-
tości hemoli tyczne.os-
tre białaczki,nowotwo-
ry zł oś 1we, postępują-
ca dystrofia mięśniowa 
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1.1.1.14 Dehydrogenaza 
sorbitolowa 
CSDH) 

0,08 C 0-3,0) 
2 C 0—50) 

Prostre zapalenie wą-
troby (wirusowe, tok-
syczne) uszkodzenie 
wątroby 

1.1.1.49 Dehydr ogenaza 
glukozo-6-f os-
foranowa 
CG-6-PG) 

1,4 CO, 5-2, 5) 
23 C8-40) 

P:zawał mięśnia serca 
O.-schizof renia 

1.1. 1. 44 Dehydrogenaza 
6-fosfogluko-
nianowa C6-PGD) 

2, 5-1,O 
CO, 7 - 4 , O) 
40-20 

C 20-70) 

P:wirusowe zapalenie 
wątroby,przerzuty raka 
do wątroby,niedokrwis-
tości megaloblastyczne 

1.1.1. 42 Dehydrogenaza 
izocytrynłanowa 
CICDH) 

3, 5 Cl, 0-8, 0) 
60 C20-140) 

P:wirusowe zapalenie 
wątroby,marskość wą-
troby, przerzuty raka 
do wątroby, zatrucie 
ciążowe 

1 - 1 .1.37 Dehydrogenaza 
jabłczanowa 
CMDH) 

24, 0-4, 0 
400-60 

C 200-800) 
Przapalenie wątroby, 
nadczynność tarczycy, 
zawał serca, zapale-
nie mięśni 

1.2.1.12 Dehydrogenaza 
triozof osfora-
nowa CGAPDH) 

7, 1 C 1, 0-11 , 2) 
120 C20-200) 

P:ostre zapalenie wą-
troby , mononukleoza, 
nowotwory 

1. 2. 3. 2 Oksydaza ksanty-
nowa 

0, 0005 
0,2 pkat 

P.-uszkodzenie wątroby 

1.6. 4. 2 Redukt az<. rla-
1 łonowa C G b 

19-7 C 5-35) 
310-110 
C80-600) 

P:ostre zapalenie wą-
troby, nowotwory, 
białaczki, niedokrwi-
stość hemolityczna. 
marskość wątroby 

1. 4. 1. 3 Dehydrogenaza 
igl utaiionowa 
CGLDH) 

1,0 CO, 5-1,5) 
17 C 8-25) 

P:ostre wirusowe zapa-
lenie wątroby,tAltacz-
ka zastoinowa,marskość 
wątroby.dystrofi a mie 
śni 
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Ceruloplazmina 20-45 
330-750 

P:ciąża,praca fizyczna, 
ostre zapalenie wątro-
by marskość wątroby, 
nowotwory.choroby za-
kaźne ,białaczki.ziar-
nica złoś 1 iwa,choroba 
Parkinsona,cukrzyca, 
niedokrwistość z nie-
doboru żelaza,zawał 
serca,schizofrenia 

0;choroba Wilsona,zes- I 
pć>ł nerczycowy, sprue, ' 
kwashiorkor 

2. 1. 3. 3 Kar ba moi ło-
tr ans feraza 
ornitynowa 
C OCT) 

0-0, 4 
0-7 

P: wirueowe zapalenie 
wątroby,lóitaczka me-
chaniczna , rak wątroby, 
zawał serca,zabiegi 
operacyj ne,radi otera-
pia, ciąża, wysiłek 
f izyczny 

2. 2. 1 .1 Transie et olaza 0, 3 CO, 17-0, 63 
5 C 3-1 0) 

P: zapalenie wątroby 
ostre.mocznica,bi ała-
czki, zapalenie płuc 

Y -gł ut ainyi-o-
t r a ns pe t y d a za 
C GGTP3 

2, 55-1, 2 C2, 0-
-7,53 4^-SO 
C30-125) 

P:żółtaczka mechaniczna 
nowotwory pierwotne i 
przerzutowe wątroby, 
wirusowe zapalenie wą-
troby , przewlekłe zapa-
lenie wątroby.marskość 
wątroby,zawał sorca, 
a ikoho 11 ZED 
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2.6.1.1 Aminotransferaza 
asparagi nowa 

CAspAT5 

12,0 C 6,0-22,03 
200 C1OO—3505 

P:zawal serca.zapalenie 
wątroby.hemoliza,ostre 
zapalenie trzustki, 
dystrofia mięśniowa 

2. 6.1. Z Aminotransferaza 
alaninowa 
CALAT5 

9,5 C 3, 0-16,05 
160 C50-260) 

P:zapalenie wątroby, 
zawal serca 

2.7.1.40 ICinaza pirogro-
nianowa CPK5 

16,0+6,0 C4, 0-
50, 05 
260±110 C60-
8305 

P:nowotwory 
Ot ostre zapalenie 

wątroby 

2.7.3.2 Kinaza kreaty-
nowa CCPIO 

1, oio, 8 
17—13 

P:zawał serca,wysiłek 
f i zyczny,zapalenie 
mięśni.dystrofie mięś-
niowe 

2. 7. 2. 3 Kinaza fosfo-
gliceryniano-
wa C PGKD 

11, 2-3, 1 
180-50 

P:białaczki 

2. 7, 4. 3 Adenyloki naza 
mi okinaza CMK5 

8, 7—3, 1 
i 65-85 

P:zawał serca,choroby 
mięśni 

2. 7. 5.1 Fosfoglukomu-
taza CPGIK> 

9, 8-5, 2 
165-85 

P:nowotwory.niedokrwis-
tość megaloblastyczna. 
zatrucie tlenkiem weg-
1 a,choroby wątroby 

3.1.1.8 Esteraza cho-
1inowa CChE) 

3000-500 
C 2500-5500) 
50000-8300 
C 41509-91500) 

Oiostre zapalenie wą-
troby ,postępująca mar-
skość wątroby.przerzu-
ty raka do wątroby,za-
trucie owadobójczymi 
środkami organofoafo-
rowymi.niedożywienie. 
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zawał serca.schizofre-
nia.niedokrwistość. 
wrodzony niedobór ChE, 
ciała 

P* zespół nerczycowy, 
nadczynność tarczycy, 
cukrzyca z otyłością, 
myasthenia gravis.sta-
ny lękowe 

3.1.1.7 Esteraza acety 
lochctl i nowa 
CAchE) 

206 Cl30-310) 
3500 C 2100-5200} 

Lipaza lipopro-
teidowa CCFj 

10,1 
180 

O:wrodzony n i edobór CF, 
miażdżyca 

3.1.1. 3 Lipaza trzustko-
wa CLp) 

78-29 
1300-500 

P:Ostre zapalenie trzu-
stki, rak trzustki, 
wrzód żołądka,niedroż-
ność jelit, mocznica, 
krzywica, po podaniu 
morf iny 

3.1. 3. 2 Fosfataza zasa-
dowa C AP; FZ> 

29—8 C25-923 
500-150 C400-
lOOj 

P:ciąża,krzywica,oste-
oma lacj a, choroba Page-
ta,choroba Reckling-
haussna.mięsak kości, 
przerzuty nowotworów 
gruczołu krokowego do 
kości.ostre zapalenie 
wątroby, marskość wą-
troby ,żółtaczki zasto-
inowe.zapalenie dróg 
żółciowych 
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I 

( 

j O: niedoczynność tarczy-
cy ,nerczyca,przedawko-
wanie wit.D, choroba 
trzewna,niedobór wit.C 
wrodzony niedobór,cię-
żki e toksyczne uszko-
dzenie wątroby,dieta 
bogato białkowa 

3. 1. 2 Fosfataza kwai«srsa 
CAŁ P; FJO 
całkowita 

oporna na formal-
dehyd 

hamowana przez 
wi ni an 

5,5 CSK» 
2G C 70> 

1, 25 C 20) 

P:rak gruczołu krokowe-
go z przerzutami do 
kości, nowotwory, za-
wał serca, zakrzepowe 
zapalenie żył, zapale-
nie wątroby, marskość 
wątroby, choroba reu-
umatyczna,choroba 6au-
chera, choroba Pageta 

O: leczenie estrogenami, 
kastracj a 

3.1.3.5 5' —nukl eotydaza 7, O C2-l,5> 
I30 C30-250) 

P: zapalenie wątroby 
ostre i przewlekłe, 
żółtaczka zastoinowa, 
rak wątroby 

3.1 . 3. 9 <51 uk o7o -45 -f os -
fataza 

8 
133 

P:ostre zapalenie wą-
troby 

3. i.e. 1 Ar yl os ul f ataza A ©16 
10300 
B 122 
2000 

P:zapalenie trzustki, 
alkoholizm, kwashior-
kor, mukopolisachary-
doza I i III 

3. 2.1.1 a-awylaz* 
C a-AJO 

1500-615 
25000-1OOC 0 

P:ostre zapalenie 
trzustki, przyuoznic. 
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wątroby.wyrostka roba-
czkowego. pęcherzyka 
żół ci owego .niedrożność 
je lit.perforacja wrzo-
du trawiennego, po po-
daniu morfiny.sekrety-
ny, niewydolność nerek 

3. 2.i. 30 N-acetyl o-/?-gl u-
k ozami dynaza 

CNAGO 

4, 3-1 r, 2 
70-300 

P:marskość wątroby, 
ciąża 

3. 2.1. 31 (3—gl uk ur oni daza 
Cfl-Grl M: 0, 62-O, 15 

10-3 
6-Z 

Kt O, 46-0, 12 

P:ciąźa. ostre zapale-
nie wątroby, marskość 
wątroby 

O:niedokrwistość.biała-
czki, ciężkie postacie 
marskości wątroby 

3. 4- 1 . 1 Leucyl o a mi no-
peplydaza CLAPj 

1, 2-5, 4 
20-90 

P:żółtaczka zastcinowa, 
marskość wątroby,ostre 
zapalenie trzustki, 
ciąża zwłaszcza mnoga 

3. 4. 1 . 2 Aryloamidaza C AAp) 27,O Cl 6-40) 

450 C 250-700) 

P:zapalenie wątroby, 
nowotwory 

O: alkohol izm 

Angiotensynaza 8-18 
130-300 

Prwirusowe zapalenie 
wątroby.żółtaczka za-
zas to i nowa,marskość 
wątroby,zapalenie kłę-
bkowe nerek z nadciś-
nieniem tętniczym.zwę-
żenie tętnicy nerko-
wej, ciąż a. oporne na 
leczenie 
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3.4.1. 1 Pepsyna 1, 72-0,01 
30-15 

P:wrzód dwunastnicy 
O; resekcja żołądka, 
atrofia błony śluzowej 
źołądka 

4. 1 . 2.13 Al dolaza 1-6 
10-100 

P:postępująca aystrofia 
mięśniowa, ostre i 
przewlekłe zapalenie 
mięśni,zawał mięśnia 
serca,nowotwory.zapa-
lGnie trzustki.cukrzy-
ca , nadczynność tarczy-
cy , nici ok rw i stość r..e~ 
yalob iastyczna. ostre 
zapalenie wątroby 

4. a. oo. i 
3. 2. i . 
35/3G 

iii.̂  1 uroni daz-̂ C HE5 2, 05-0, 1 7C 
30-3 

P:przewlekłe jraralenie 
wątroby 

O:nowotwory, białaczki 

5. 3.1.9 Izorrać--, áz» hokso-
zofosf oranowa 

CPłlT) 

77—44 
1100-700 

P.-ostre zapalenie wą-
troby , białaczki SZP! 
kowe,nowotwory,dyst ro-
fia mięśniowa, norczy-
ca.niedokrwistości ne-
galoblastyczne,zatru-
ci e ciążowe.zapa lenir 
trzustki.zapalenie 
drć>g ić>ł ci owych 

5. 3.1.1 Izomeraza trlo-
zof osfora nowa 

C T'IM") 

42, 8-1 S 
700-2r.ł0 

P:białaczki.zawał nerca 
i płuc.zapalenie trzu 
etki. marskość wątro-
by, zapalemo wątroby, 
postępująca dyjtrofia 
mięś ruowa . nowotwor y 

121-



E l ^ m - ZHAHElilC DIA(M)SnaiC 

5. 3.1. 6 Izomeraza rybozo-
fosf oranowa 

58 
lOOO 

P:mięsak chłonny,zapa-
lenie kłębkowe nerek, 
zapalenie wątroby 

4. 2.1.11 Hydrataza fosfo-
p i r ogr oni anowa 

10, 5-3, 3 
250—60 

P:zawał serca.zapałenie 
wątroby.marskość wą-
troby ,nowotwory 

7.9.5. ZNACZENIE D I A G N O S T Y C Z N E P O S Z C Z E G Ó L N Y C H E N Z Y M Ó W 

Oznaczeni a enzymatyczne zna 1 azły zastosowanie w diagnostyce chorób. 

A / CHOROBY W Ą T R O B Y 

W ostrym zapaleniu wątroby dochodzi do wzrostu aktywności amino-
transferaz (do 1000 U/1). Z reguły aktywność A1AT jest wtedy większa 

AspAT 
niż AspAT. Wskaźnik de Ritisa M A T ' zmniejsza się do wartości 
poniżej jedności (najczęściej 0.6-0.2). 

W ZROST AKTYWNOŚCI A L A T ~ NAWET BEZ TOWARZYSZĄCEJ ŻÓŁTACZKI UPOWAŻNIA 
DO ROZPOZNANIA PROCESU CHOROBOWEGO TOCZĄCEGO SIE W WĄTROBIE. W przew-
1ekłym zapa l e n i u wątroby aktywność aminotransferaz nie jest taka duża 

3 
(do 200U/dm ) iak w ostrym zapaleniu. Równocześnie zmniejsza się akty-
wność esterazy cholinowej i stężenie białka całkowitego. W 26łt aczkach 
zastoi nowych aktywność aminotransferaz jest prawidłowa, natomiast 
stwierdza się WZROST AKTYWNOŚCI fosfatazy zasadowej C FZ>, and nopeptyda-
zy leucynowej CLAPJ, ^-glutamylotranspeptyazy CGGTPJ , dehydrogenazy 
glutami nienowej CGLDHJ. W źół taczkach hemo 11 t y c z n y c h zarówno amino-
transferazy, jak i fosfataza zasadowa są prawidłowe, WZRASTA natomiast 
LDH, 

We w r o d z o n y m z a p a leni u wątroby obserwuje się na j w y ż s z e a k t y w n o ś ć j 
d e h y d r o g e n a z y g l u t a m i n ł a n o w e j GLDH. P r z y j e d n o c z e s n y m o z n a c z a n i u a k t y -

w n o ś c i GLDH i t r a n s a n l n a z s t o s u j e się w s p ó ł c z y n n i k " ~ — • Im 

jj.st on mn i e j f r.y tym w i ę k s z y j e s t s t o p i e A z n i s z c z e n i a i. m a r t w i r y t k a n -

jo wątrobowej^ 
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8 / CHOROBY SERCA 

Czułym testem dla wykrycia zawału serca jest oznaczenie aktywności 
* kinazy kreatyninowej C CPIO - pewnym ograniczeniem tego testu jest to. 
źe jest on podwyższony tylko w 3 pierwszych dniach zawału. 

W osoczu ludzkim występują trzy izoenzyiny CPlCt [M>C) |MB{ i (BBj 
Przyjmuje się. że jedyną tkanką ludzką zawierającą izoenzym MB jest 

mięsień sercowy. W surowicy ludzkiej obecne są śladowe ilości izoenzy-
mu MB; pojawienie gig go w większej ilości uważane je3t za pewny do-
wód matrwicy mięśnia sercowego. 

jGamma-glutamylotranspeptydaza* CGGTPj |w początkowym okres i,e zawału 
nie wykazuje zmian, wzrost aktywności obserwuje się dopiero począwszy 
od 4 dnia choroby. Maksimum aktywności,przekraczającej średnio pięcio-
krotne górne wartości spotykane u zdrowych, stwierdza się w 2-3 tygo-
dniu choroby. Test ten jest czulszą próbą niż badanie aktywności 
|AspAT| której wzrost w zawale serca obserwuje się w 6-12 godz. od 
chwili dokonania się zawału, wartości szczytowe - przekraczające 2-15 
razy wartości prawidłowe w 24-48 godz.. a powraca do wartości prawi-
dłowych w 4-7 dniu zawału. Test ten mimo braku swoistości narządowej 
należy do najczęstrzych stosowanych w diagnostyce zawału serca. bo 
wraz z obserwacją kliniczną łatwo pozwala ustalić przyczyny wzrostu 
AspAT. 
r Oznaczanie aktywności}AlAT"|je3t mniej przydatne, gdyż aktywność 
wzrasta u mniejszego odsetka chorych. Szczyt aktywności obserwuje się 
w 3 dniu zawału, a do normy wraca po upływie 7 - 1 4 dni. 

Wskazówką może być współczynnik de Riti8'a. który-w przypadku zawa-
łów jest wyraźnie większy od 1.0. y 7 ) 

W niewydolności krążenia wskutek niedotlenienia wątroby może dojść 
do równoczesnego zwiększenia A3pAT i A1AT. 

Aktywność[LDH]wzrasta w pierwszych 12 - 14 godz. zawału serca; 
osiąga szczyt w 2 - 4 dniu zawału i stopniowo powraca do normy w 8 -
14 dniu choroby. Jednak mała swoistość tego badania ogranicza jego 
wartość diagnostyczną. Aktywność LDH w surowicy u legą podwyższeniu nio 
t y l k o w zawale s e r c a , iecz również w niewydolności krążenia, zapale-
n i u o s i e r d z a . w chorobach wątroby. mięśnji . nerek, w nowotworach, £hSL~ 

robach k r w i i £o z a b i egach kard i och i rurg i cznych. 
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C / CHOROBY TRZUSTKI 

W ZAPALENIACH i w MARTWICY TRZUSTKI obserwuje się WZROST aktywności 
FOT-AWYLAZY I w surowicy i moczu (ok.40 razy) .Wzrost ten można zaobserwo-
wać już w 3 do 6 godzin po wystąpieniu stanu zapalnego a maksimum 
osiąga po 20-30 godz. Stwierdza się również wzrost aktywności lipazy i 
proteaz. 

D/ NOWOTWORY 

Srak jest swoistego testu enzymatycznego, który pozwalałby na roz-
poznanie nowotworu. W RAKU GRUCZOŁU KROKOWEGO stwierdza się WZROST 

AKTYWNOŚĆ! FOSFATAZY KWAŚNEJ, hamowanej winianem tzw. frakcji ster-
czowej.Wartość i 3ą szczególnie duże przy przerzutach nowotworu do koś-
ci.. Przerzuty do wątroby wywołują niewielkiego stopnia wzrost A L A T . 

LDH i FOSFATAZY ZASADOWEJ- Współczynnik - — w przerzutach 
nowotworowych do wątroby jest szczególnie niski. Z kolei nowotwory 
wątroby charakteryzują się znacznym wzrostem aktywności AspAT, DE-
HYDROGENAZY GLUTAMI NI ANOWEJ CGLDK3, FOSFATAZY ZASADOWEJ i LDH, która 
osiąga wartości powyżej 500 U/drc". 

1 

E / CHOROBY KRWI 

3 
W NIEDOKRWISTOŚCI ZŁOŚLIWEJ AKTYWNOŚĆ LDH osiąga 8 0 0 - 8 0 0 0 U/dm W 

niedokrwistości ach hemoli tycznych wzroąt LDH J est umiarkowany (70-1000 
3 

U/dm ). Ze względu na małą swoistość tego testu, stwierdzając dużą ak-
tywność LDH należy wykluczyć obecność przerzutów nowotworowych (do 
3000U/dm3) zawału serca (od 1000U/dm3), chorób wątroby (do 2000U/dm3). 

F / CHOROBY MIĘŚNI SZKIELETOWYCH 

Szczególną wartość ma oznaczanie aktywności CPK i ALDOLAZY W DYS~ 

TROFIACH MIĘŚNIOWY CR, np. typu Duchenna i ZAPALENIACH MIĘŚNI. Najwię-
ksze zmiany stwierdza się zawsze na początku choroby w j ej ostrej f a-
zie i okresach progresj i. 
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G/ ENZYMY W TOKSYKOLOGU 

Różne fosforoorganiczne środki OWADO- i CHWASTOBÓJCZE siInymi 
truciznami także dla człowieka w związku z ich hamującym wpływem na 
esterazy, szczególnie esterazy cholinowe - CCHD- W przypadku zatruć 
na 1eży przede wszystkim oznaczyć aktywność CHE 

CZESC PRAKTYCZNA 

1. OZNACZANIE AKTYWNOŚCI HYDROLAZ 

I T « - A M Y L A Z A CEC 32.1.13 

| a-AMYLAZA ¡należy do hydro laz g ] ikozydowych CKARBOKSYLAZ). Występuj e 
w ślinie oraz w soku trzustkowym, stąd w czasie zastoju wydzieliny mo-
że resorbować się do krwi, a następnie przechodzić! łatwe do moczu. 
« - A M Y L A Z A występująca w świecie zwierzęcym posiada c.cz. 45000. Opti-
murr. dział ani a przypada na pH 6,0-7,0. Si lr.ymi aktywatorami są jony 
[CHLORKOWE"] natomiast inhibitorami ; orty : [TOPKOWY. CYTRYKI anoWyT^SZCZA-
WT ANOWY] oraz [EDTX"1 

WZROST aktywności amylazy we krwi wiąże się z ostrymi chorobami 
trzustki i ś1inianek. W tych przypadkach również w moczu stwierdza się 
wzrost aktywność i tego enzymu, zakres normy w surowi cy wynos? 100-310 

3 — - _ U/dm, , natomiast w moczu wartość i prawidłowe sięgaj ą i 30-1SOO U/dra . 
Często są też stosowane jednostki WOM OEMUTHA; je3t to n_OŚĆ «-AMYLA-
ZY. KTÓRA W PRZECIĄGU 30 MIN. W TEMP 37°C ROZKŁADA 1 MG SKROBIL War-
tości prawidłowe d 1 a surowicy wynoszą od 15-30 jed. WOHL.GEWUTWA a dla 
moczu do 40j.W., w soku trzustkowy® .ŁQD-1SQ0 j .W. 
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OZNACZANIE AKTYWNOŚCI « - A M Y L A Z Y W OSOCZU 
J METODA WOLGHEMUTHA. 

21 

ZASADA METODY: a-amylaza hydrolizuje skrobię do produktu nie dają-
cego reakcii barwne;j z jodem. StopieA nierozłożenia skrobi oznacza się 
kolorymetrycznie za pomocą reakcji barwnej z jodem. 

ODCZYNNIKI : 
1. SUBSTRAT SKROBIOWY 0.5% - 0.5g skrobi cz.d.a. + lg NaCl + 2g cytry-

3 
nianu sodu + 95cm Yî O dest. - mieszaninę 
należy ogrzewać do wrzenia (gotować 5 
min.). Po ochłodzeniu uzupełnić H_0 do 

3 
100 cm i przechowywać w lodówce (roztwór 
trwały przez dwa tygodnie). 2. 0,9X ROZTWÓR NaCl 

3. ODCZYNNIK GRAMA - 2g KI + lg jodu metalicznego rozpuścić w 
małej ilości H^O dest. i następnie dopeł-
nić H o0 dest. do 500 ml. (Bardzo trwały) 

WYKONANIE OZNACZENIA : 3 PRÓBA WŁAŚCIWA - do probówki odmierzyć 2,4 cm substratu skrobio\jego, a 
3 

następnie dodać 0,1 cm osocza i inkubować mieszaninę 
przez 30 min. w temperaturze 37°C. Po ink-ubacji prze-3 
nieść 0,25 cm roztrooru inkubowanego do probówki za-

3 ' 3 
wierającej 9,5 cm H^O dest. i O,i cm odczynnika Gra-
ma. Wymieszać dokładnie mteszaninę i dokonać pomiaru 
absorbaricji przy długości fali = 560 n/n.. 

PRÓBA ODCZYNNIKOWA - pctt lępujemy idenl yczriie pomijając jedynie doda-
3 3 nie 0,1 cm osocza, dodając w to miejsce 0,1 cm H^O. 

OSUCZANIE WYNIKÓW : 
Odczytu wartości absorbancji próby właściwej i odczynnikowej doko-

nujemy wobec wody 

CAprOby odczynnikowej - Aproby właściwej} x 200 <= aktywność amyl»::y 
W jedn. Wolghemut ha CJWJ 

WARTOŚCI prawi DŁOWE dla O S O « » wynoszą 15 -30 JW. 
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ODCZYNNIK! : 

a) O, 95C ROZTWOR NaCl 

b) 0,1 JC rOZTWOR SKROBI 
c) ROZTWOR I w KI 

WYKONANIE: serii i O małych, probówek. Cnumeiohxy.nycf~0 dodać odczynniki 

zgodnie a zamiesacsoaą tabelką. 
3 

Do wszystkich probówek wlać po 1 cm 0.9% roztworu NaCl- pierwsza 
3 

stanowi kontrolę. Do probówki nr 2 wlać 1 cm moczu, wymieszać i po~ 
3 

brać a niej pipeta, i cm. roztworu, przenieść do probówki nr 3 wymie-
3 

ssać, pobrać lem roztworu i prstenieść do probówki nr 4 i. t.d. , aż w 
3 

końcu z ostatniej probówki pobrać i cm i wylać do zlewu. W ten sposób 

każda probówka prócz probówki nr 1 CkontrolcO zawiera połowę ilości 
3 

rwzezu probówki poprzedniej. Teraz do każdej probówki dodać 2 cm O, ł % 

roztworu skrobi Cjak łatwo obliczyć u> każdej probówce znajduje się 2 

mg skrobiWstawić probówki do łaźni wodnej na 30 rriinut C temp. 37° O. 

Po tym. czasie do każdej probówki dodać t kroplę roztu>oru 1 w KI. Zabar-

wienie niebieskie po dodaniu jodu wskazuje ira obecność ni erozłoconej 

skrobi. Za podstawę obliczeń przyjmuje się tę najmniejszą ilość moczu, 

która, w warunkach doświadczenia nie spowodowała powstania, zabarwienia, 

niebieskiego. 

ODCZYNMIKI 
" ' "3 j 

Kolejne probówki i ilosc dodanych cm 
i 2 3 4 5 6 7 8 9 10, 

WaCl 0, 95i 1 1 1 1 1 1 i- 1 1 i I 

Skrobia 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 | 

Absolutna iloSC 
3 

moczu *f cm O O, 5 r 25 0, li :5 0, Oi 525 i tt 1. 

f 

j 

Rozc1enczenle 0 2 4 8 16 32 64 128 256 51 2 i 

30 mi nut w łaźni wodnoj o temj. 37°C 
j 

1 ! I T7 KI -^krop.1» 1 1 1 i • i 1 
-J 

j 

1 ! 
lioii jednostek 
o<~an>>-l£:zy O 4 8 16 

32 JL. 
28 56 I j 512 <1024 i 

- _ . L _ . - J 
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Obliczenia: Jednostki a-amylazy oblicza sie w dwojaki sposobi 
1. 2 ilości moczu w danej probówce, wtedy 

. 2 
a" 1 

ilosc użytych cm MOCZU 
2. 2 rozcieńczonego moczu - 2 » rozcieńczenie 

PRZYKŁAD: probówka nr 5 zawiera najmniejszą ilość moczu nie wywołu-
jąca zabarwienia niebieskiego. W probówce tej jest 0.0625 

3 cm moczu 
2 

— — — — — - 32 jednostki 
0.0625 

12. CHOUNOESTERAZY 

Cholinoesterazy s& to enzymy hydrol izuj ące estry CHOLINY. We krwi 
występują dwie cholinoesterazy. W SUROWICY jest PSEUDOCHOLINOESTERAZA 
(ChE; EC 3.1.1.8), zwana również cho1inoesterazą niespecyficzną; bu-
tyrylo - bąd2 propionylocholinoesterazą. W KRWINKACH CZERWONYCH wys-
tępuje acetyl ochol i nos ter aza (AChE: EC 3.1.1.7) - CHOUNOESTERAZA 
PRAWDZIWA^ która rozkłada przede wszystkim acetylocholinę. Inne estry 
choliny rozkłada znacznie wolniej, ponieważ ma do nich mniejsze powi-
nowactwo. |ACETYLOCHOLINOESTERAZA|występuje również w synapsach ner-
wowych; ruchowych i przywspołczulnych biorąc udział w prawidłowym 
przekazywaniu bodźców nerwowych. WZROST AKTYWNOŚC5 CHOLINOESTERAZY 
obserwuje sie w ostrym wirusowym zapaleniu wątroby, mniejszy w prze-
wlekłym oraz w schorzeniach nerek. SPADEK AKTYWNOŚCI stwierdza si«? w 
marskości wątroby oraz w zawałach mięśnia sercowego. Porównanie ak-
tywności cholinoesterazy i aminotransferaz w przebiegu zawału mięśnia 
sercowego jest wskaźnikiem prognostycznym. Wiele substancji - zwłasz-
cza leki np.|PROSTYGMINA, FIZOSTYGMIHA| - działają Jako inhibitory 
c holi noes ter azy. 
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^ ChE • HgO 
C H 3 ~ C H 2 " C H 2 ~ C - ° - C H 2 " ' H < r C H 3 

ButjTylo-cholina XIL 

CH3 - C ^ - O L , - C ^ - HOCHG - O L , - N - - CH3 

Kw. masłowy Cholina 
Ckwas butanowy) 

INHIBITORY ESTERAZ CHOL»^WYCH : 

nożna podział1e na trzy grupy • 

1. [Lfeia fegDĄĆfc ANALOGAMł ŚtfeUKtUftALWHi AĆfeTVLOCHÓLiWy]dz i ał aj ące 
jako odwracalne inhibitory kompetycyjne. Należ* tu takie parasym-
patykomimetyki jak PROSTYGMINA. EZERYNA. MIOTYNA . 

CH 3 - C - O -
I Y V S S + 

r r ^ * - c - ° t ° ) -

ACETYLOCHOLINA PROSTYGMIWA 

2- \2*1ĄZKT PÓSFOftOOfeGAKIĆŻNE \ stosowane jako środki ochrony roślin 
(pestycydy, insektycydy) jak PARATION, DIIZOPROPYLOFLUOROFOSFORAM 
CDFP. DEP) i TETRAETYLOPłROFOSFORAN (TEPP) . 

"3 CN V / C H 3 

r -° • r 0 * ^ 

F C 

W P 

H 3c F 
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3- 1 CHEMICZNE ZWIĄZKI "BOJOWEJ - TRUCIZNY UKŁADU NERWOWEGO typu tri.l.qnuL 
takie jak SOMAN, SARIN, TABUN 

O 

H 3C - O - P - O - C3IIy 
F 

SARIN (Trilon 46) 

1nhibitory 2 2 i 3 grupy należą do nieodwracalnych inhibitorów nie-
kompetycyjnych blokujących SERYNE w centrum katalitycznym enzymu, 
czym uniemożliwiają dostęp substratu. Po zablokowaniu dochodzi do 

zwiększenia stę-denia acetylocholiny w synapsach cholinergicznych i za-

kończeniach nerwowych. Nagromadzenie acetylocholiny działa paraliżują-

co i wywołuje śmierć. Odblokowu jajco może działać PAN Cjodek N-rr>jetylo~ 

pi rydynoa l doksymu}. 

OKRŁŚLANIE AKTYWNOŚCI PSEUDOCHOL I NOE STER AZY 
METODA TESTU BIBUŁOWEGO. 

WYKONANIE : bardzo czyste szkiełko podstawowe nanieść i krople nie-

zhemolizowanej surowicy krwi. CSurowica winna być szybko po pobraniu 

krwi ode iągnięta od krwinek, ponieważ zawarta w erytrocytach AChE może 

zawyżać wyniki}. Połówkę papierka testowego położyć na kropli surowicy 

1 szybko nakryć szkiełkiem nakrywhoiirym, następnie poprzez kilkakrotne 

naciskanie szkiełka rozprowadzić surowicę równomiernie po papierku 

t es t owym. 

Szkiełko nakrywkowe zmniejsza dopływ powietrza i jednocześnie zapo-
biega parowaniu. Moment kontaktu papierka testowego z surowicą jest 
początkiem testu. 

ZASADA: Suchy czerwono-żółty papierek testowy staje się przy zetknię-
ciu z surowicą ciemno zielony, a następnie przyjmuje zabarwienie zie-
. mo-żółte, szaro-żółte aż do żółtego.Przebieg zmiany zabarwienia w 

jest uzależniony od aktywncści enzymu. Papierek testowy nasy-
- -'y jest substritem j wskaźnikiem - błękitem bromofenolowym w ukła-

•.e buforowym. 
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Zmiana zabarwienia jest wynikiem zmiany pH środowiska pod wpływem 
uwalnianego kwasu. Czas zmiany zabarwienia a* do wyrównania się z bar-
wą papierka kontrolnego uważa sie za miernik aktywności ChE. Od momen-
tu kontaktu papierka testowego z surowicą, aż do uzyskania barwy pa-
pierka kontrolnego upływa przeciętnie 7 do 18 minut. Doświadczenia wy-
konuje się z surowicą osobnika zdrowego oraz z surowicą hamowaną pro-
stygminą. 

Zmierzony czas wskazuje na aktywność zgodnie z tabelą: 

poniżej 5 minut - aktywność podwyższona 
7 - 1 8 - aktywność normalna 
2 0 - 3 5 - aktywność Obniżona 
35 - 150 - aktywność silnie obniżona 

1.3. FOSFATAZY CEO 313.1 I FC 31.3.2) 

Fosfatazy hydroliżują estry KWASU FOSFOROWEGO. Swoietość tych enzy-
mów jest mała. W zależności od opt imurn pH dzie lą s_j.fi na ZASADOWE (pH 
8.5- - 9.5) j KWAŚNE (pH 5.0-6.0). Określanie aktywności opiera się na 
oznaczaniu ilości produktów w ściśle określonych warunkach. 

OZNACZANIE AKTYWNOŚCI FOSFATAZY ZASADOWEJ <EC 3 . 1 . 3 . 1 ) 

MET. BESSEY-LOWRYEOO 

Fosfataza zasadowa surowicy nie j est jedno 11 tym enzymem, składy JLW 
ona z kilku izoenzymów wykrywa lnych elektroforetycznie. Również pocho-
dzenie fosfatazy zasadowej surowicy jest różne; może być pochodzenia 
kostnego, wątrobowego lub jelitowego. 

[ZWIĘKSZENIE AKTYWNOŚCI¡fosfatazy zasadowej w surowicy powodują CHO-
ROBY KOŚCI przebiegające ze wzmożeniem aktywności o3teobla3tycznoj. 
CHOROBY WĄTROBY, żółtaczka mechaniczna, mąr.3koić. wątroby ora^ kr?Y ~ 
wi ca. W ciąży, między ó a 9 miesiącem również występuje wzroat aktyw-
ności tego enzymu w surowicy krwi. 

U mężczyzn aktywność fosfatazy zasadowej jest o 20 - 30*% wyżo/a niż 
u kobiet. U dzieci aktywność fosfatazy zasadowej w locie jast około 
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50% niższa _niż w zimie, zwiąłaaa.Ł.0. może być z niedoborem witaminy D w 
okresie zimowym. 

)0B»ttZEWE AKTYWNOŚCI"!fosfatazy zasadowej w surowicy obserwuje sie w 
niektórych C H O B O B A g l ( n g ^ b i a ł a c z k i ^ . 

ZASADA OZNACZANIA Fosfataza zasadowa surowicy w obecności chlorkuf ma-
gnezowego. jako aktywatora rozkłada p-nitrofenylofosföran na fosforan 
i_E^pitrofenol. Reakcjjft_EX^erywa sie wodorotlenkiem sodowym. Bezbarwny 
p-nitrofanol. w alkalicznym Środowisku daje zolta barwę. Para-nitrofe~ 
nol spełnia role wskaźnika. 1 ntenpywnosc zj^barw^nja ¿ęąt wprgst Prp" 
pprcjonplpa do pkt>ynos£i 

ODCZYNNIKI : 
1. BUFOR GLICYNOWY (pH - 10.4) 
2. ROZTWÓR MACIERZYSTY SUBSTRATU (0.4 g p-nitrifenylofosforanu 
. disodowego 100 cm3 0.001 N HC1) . 
3. ZA-^ADOWY ROZTWOR SUBSTRATU (zmieszać równe objętości buforu i 

substratu). 
4. 0,02 N Na OH 

KRZYWA WZORCOWA : 3 
Do kolby miarowej na 100 cm odważyć 139.1 mg p-nitrofenolu. roz-

puścić w wodzie destylowanej i uzupełnić woda do kreski. Roztwór ten 3 3 zawiera 10 ¿¿moli/dm . Przygotować 6 kolbe* miarowych po 100 cm . 
Odmierzyć kolejno po 0.5. 1. 2. 3, 4 i 5 cm3 roztworu p-nitrofenolu i 

3 
uzupełnić wodą do kreski. Do 1 cm każdego roztworu wzorcowego wlać 

3 3 
0.1 cm wody i 10 ca 0.02 N roztworu. MaOH. Zmierzyć pochłanianie przy 
410 nm wobec wody. Rozcieńczenia odpowiadają 1,2,4.6,8 i 10 jednostkom 
(Beasy-Lowry'ego). Wykreślać krzywa wzorcowa odkładając na osi Y ab-
agrbancje. natomiast na osi X ~ jednostki. 
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WYKONANIE ĆWCZENIA: 
3 

1. Wlać do probówek P~próba i O~proba ślepa po i cm alkalicznego 
rost t woiru subs t rat u. 

2. Ogrzać zawartość w ¿äśni wodnej o temp. 33°C. 
3 

3. bo probówek. P—próba \tlać O, i cm surowicy, a do O-próba ślepa 
3 

.O. i cm wody. Odnotować czas. 
4. Inkttbować dokładnie 3O minut *> temp. 37°C. 

3 
5. P-J 30 minutach wlać do kaśdej probówki po i O cm O. OS N NaOH i 

dokładnie zamieszać. 
6. Zmierzyć pochłanianie przy 410 nm wobec próby ślepej. 
7. Odczytać z krzyinej -wzorcowej ilość jednostek. 

W A R T O Ś Ć P R A W O Ł O W A : 

dorośli Ó, &-Z, 3 Jednostek Bes s,ey-Lowr y ego | 
dzieci - 2^8-6,7 Jednostek B»łs»y-Lowry'»tjoj 

UWAGA 
Bad 
wtłdy proporcjonalnie raiftlejszyc i lose wszystUch ©dczynni ko«. 

3 Badani« można wyionac uxywajac O, OS lub 0,0£ cm sur owicy. Ka!»2v 

2 OZNACZANIE AKTYWNOŚCI OKSVDAZ: 

21. Cc'RUL-OPT AZM * NA 

Ceru lop 1 azm i net j eat j MI ED27 OPfcótE* K'A] Q włpgnośi łach enzymatycznych 
oksyda^-^ ęhęj:ffk^ery?uj%ęft ŁIS ądo l,n PŚę.imi yUeruOT)?.» WIELOFEWOtl x 

DIAMIW^ Ceruioplazmina zawiera 0.34% miedzi (8 atomów miedzi w jedne.) 
cząsteczce). Zbudowana jest z B podjednostek o c.cząstecz. 18000. Pra-
widłowe stężenie w surowicy krwi wynosi 0. 2-0,43/djr"5 < 2,0-0, l/dm") . 
Cery}op 1 argona łifiłftjliiłłia eesfijncszeme 4 ¿lefctręrtśw iifi cząsteczkę 
przy czym powstaje bezpośrednio cząsteczko ^ O . 
Qptyma lme £H ¿is aktywności tego en?yr.nj wy-noo) pkoł ? S, S. Najlepszym 
substraterc w jego działaniu jest p-fenylod 1 amina (PPD) oraz jej mety-
lowe pochodne, np. n.n~dimetyło-p-ienylenodlamina (DPD) .SuBSTRATEM 
mogą być równie« HYDROCHINON. ADRENALINA. KWAS ASKOR81NOWY ORAZ JONY 
Fe*2 
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Podatność substralu na działami* caruloplazminy uwarunkowana j«si 
obecnością grup -OH i -MW^ w pozycji "ORTO" i "PARA". 

W początkowym etapie utlenianie p-fenyj^nodiaminy przez cerulo-
" •. +2 

plazmine powstaje kompleks enzym-substrat, dzięki połączeniu Cu en-
zymu z elektronami Vier*cienia aroaatycznesro substratu. Elektron zo-
staj e przeniesiony na enzym, przy czym jon miedziowy ,zostaje zredu-
kowany do miedziawego. a z substratu powstaje rodnik. 2^-edukowana 
mied± w ceruloplazminie jest utleniana przez tlen. a powstały z subs-tratu rodnik ulega dalszym przemianom, z nadmiarem nieutlenionej 
p-fenylodiaminy tworzy barwny fioletowy produkt. 

INHIBITORAMI CERULOPIAZMINY SĄ : 

1. ANIONY JEDNO- l WIELOWARTOŚCIOWE : azydki, cyjanki, cytrynian, 
wersenian i Jony chlorowców 

2 . JONY METALI : Fe 2 ,Fe3 „Cu2 .M?2 ,Co2 w Stężeniu lO2 

3. PROMIENIOWANIE NADFIOLETOWE 

4-. HYDRAZYNA, PRONIAZYD, KWASY DKARBOKSYLOWE . 

Jednym z najsilniejszych inhibitorów ceru 1 op 1 azrainy ia vivo jeę.t 
CVTRYNlA.fl Poza tym w osoczu występuj* niedializujące sie inhibitory o 
charakterze białkowym: .TRANSFERRYNA. APOTRANSFERYNA. Ceruloplazmina 
jest główną oksydazą osocza krwi. jjá f ę y f r g t r f t t U f f l ł w 
organizmie są: ADRENALINA, NORADRENALINA. OIHYDROKSYFENYLOALANINA. 
IQK. ASKORBINOWY. P r z y p ł W ? SJLSŁ ±S¿ w*,flję;iwoźę j feprpHgydazy, 
WÍZSS.i Mllsniaoit żelaza w organizmie. Kontroluje onaprzemiane mie-
dziowa. regulując wchłanianie miedzi z przewodu pokarmowego. ZwiEKSZE-
NIE ILOŚCIOWE cerulop 1 azminy we krwi występuje w ęjaży. w zawale 
m t n u ??ręow?g9. WftrgXPtW wątfrfrUftgjgPff zakaźnej. jtjynicY 

. I ŁLIALUTTKI«, OBNIŻENIE STEŹENIA cerulOPlazminy w oso-
czu krwi obserwuje sie w yfrorofeje Wj ¡soną i nefcyycy, w której docho-
dzi do wydalania tego białka przez nerki. 
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A OZNACZANIE AKTVWNOáCJ CERULOPLAZMINY Xi SUROWICY 
MET. RAVBMA 

(Ravin H.A.. Harvard M.D.. Lamcet 1. 726. 1956) 

ZASADA Csrtilopleznina katalizuje utleniania p-fenylenodiaminy (PPD) 
do bárwnego fioletowego produktu. 

Niara aktywności enzymatycznej jest wartość absorbancji uzyskana w 
warunkach metody, oznaczana przy długości fali 530 nm. 

ODCZYNNIK!: 
1. O,SSt ROZTWÓR CHLOROWODORKU p-fenylenodiaminy. 

Sporządzić nasycony roztwór p-f enylenodiaminy w acetonie. 
Przy stopniowym dodawaniu stulonego HC1 wytraca si* osad chlo-
rowodorku PPD nierozpuszczalny w acetonie, a rozpuszczalny w 
wodzie. Osad. po ^rzenyciu acetonem suszy sis każdorazowo 
przed seria analiz. 

2. O, i N BUFOR OCTANOWY o pH 5.5 
3. 0,1ÍS ROZTWÓR AZYDKU SODU 
4. 395 ROZTWOR NaCl 

WYKONANIE: Do O. i cm3 srurowicy lub osocza krwi. Cni o mośe być osocz» 
3 3 cytrynianów*} wprowadzić 1 cm O.SX roztworu chlorowodorku PPD. 2 cm. 

bu forxi oc Ł anowego. 
• a 

Do próby kontrolnej dodać ponadto 1 cm O. iX rostworu azydku. Po 
godzinnej inkubacji w temp. 37°C do próby badanej dodać i cmJ 0.1% 

azydku w celu zatrzymania reakcji. Do obu probowek dodać po 6 cm"5 3JC 

roztworu NaCl i po dokładnym wymieszaniu oznaczyć wartość absorban~ 
cji wobec próby kontrolnej przy długości fali 530 nm. 

Wartości fizjologiczne 0,15 - O,30 CJednostak g^stosci optycznej) 
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2.2. OKSYDAZA GLUKOZOWA 

OZNACZANE STEŹENIA OLUKOZY WE KRWI 
TESTEM BIBUŁOWYM DE *7 ROST«. 

ZASADA: Pasek testowy Dextrostix jest sztywnym celulozowym adsorben-
tena, którego jeden koniec nasycony jest buforowaną mieszaniną OKSYDAZY 
GLUKOZOWEJ, PER OKSYDAZY I CHROMOGENU (Ó-toluidyny) . pokryty pół prze-
puszczalną błoną. Glukoza w obecności (ofcsyd~^"glukozowej ) jest utie-

dzielaniem nadtlenku wodoru. Nadtlenek wodoru w obecności peroksydazy 
utlenia o-toluidynę z leukozwiązku w fórmę barwną o niebieskim zabar-
wieniu. Intensywność i odcień niebieskiej barwy na pasku testowym 
wskazuje na przybliżone stężenie glukozy we krwi. 

WYKONANK: Rozprowadzić kropi* krwi na części tee(öw»j paska po stro-
nie z nadr-ukiem.. Odczekać dokładnie i minutę. Szybko zmyć kreta z paska, 
cienkim strumieniem zimnej wody destylowanej. Porównać natychmiast ba-
rwę otrzymaną na pasku ze skalą barta na opakowaniu. Odczytać stężenie 
glukozy we krwi. 

niana (w atmosferze tlenu) do kwasu glukonowego z równoczesnym wy-

HO 

H 

H 

H 

O. '2 
F AD • iy>2 

Faroksydaza 
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3. BADANIE KINETYKI REAKCJI E N Z Y M A T Y C Z N Y C H 

IZOLOWANIE HM WER T A Z Y 

ZASADA Inwortaza należy do hydrolaz rozszczepiających wiązania gliko-
zydowi Rozkłada dwucukry posiadające wiązania fruktofuranozydowe. W 
wykonywanym doświadczeniu będzie katalizowała hydrolizę sacharozy we-
dług przedstawionego równania: 

SACHAROZA + HgO • GLUKOZA «• } RUKTOZA 

Bogatym żródl ©m tego enzymu są drożdże. Miarą aktywności enzymu 
jest ilość uwalnianej glukozy i fruktozy w określonych warunkach. 
Przedstawiona powyżej reakcja przy pominięciu stężenia wody uczestni-
czącej w hydrolizie enzymatycznej spełniała warunki reakcji I rzędu. 

WYKONANIE : tOg circrżdźy i Sg celitu utrzeć w tno-idaier 4EU « iO cm. eteru. 
^mmsrmim H N t » 

przerywając ucierania, dodawać stopniowo wodę w 

pięciu porcjach po 0,5 cm . Fo około t5 minutach ucierania roztarto 

drożdże przesączyć przez lejek Buchnera . Otrzymany ekstrakt eaiać 5 
3 o cm 1 M buforu octanowego o pH 4.5 i następnie oziębić do r.&mp. O C. 

Dodać 5 ci3% pikrynianu sodowego i odstawić do łaźni lodowej o temp. 

0°C na 30 minut. Powstały orsad odwirować przy 3000 obr/min przez tO 

minuj. i odrzuć ić. Hadsącz C super nat ant} oziębić w mieszaninie oziębia-

jącej Cutarty lód wmieszany z NaClS> do -tO°C i dodać i r eyS.ro t ną obję-

tość acetonu. Osad w większej części przyklejony do ścian. i\aczynta 

przemyć kilkoma porcjami zimnego acetonu i w k o ń c u z i m n y m e t e r e m . 

Przemyty i osuszony osad rozpuścić w iO cm3 wody i w tej postaci prze-

chowywać w lodówce do dalszych doświadczeń. 

28 
OKREŚLANIE WPŁYWU STEZENIA SUBSTRATU - SACHAROZY 

NA SZYBKOŚĆ REAKCJI KATALIZOWANEJ PRZEZ INWERTAZE. 

Jak wspomniano uprzednio pomiar aktywności inwertazy można wykonać 
oznaczeniom stężenia glukozy i fruktozy metodą redukcyjną. W miarę 
postępowania hydrolizy sacharozy wzrasta stężanie cukrów redukujących. 
Redukujące własności cukrów prostych jako produktów hydrolizy enzymn-
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tycznej można oznaczyć wykorzystując sprzytony układ oftnvdftcvino- re-
dukcyjny _(odczynnik miedziowy: odczynyjk argenomo}ihdannwy) . Końcowym 
produktem barwnym układu są piecio- i trójtlenki molibdenu, służące do 
ilościowego oznaczania kolorymetrycznego powstał ego inwertu. 

ODCZYNNIKI : 
1. ODCZYNNIK MIEDZIOWY A - roztwór węglanu rodowego i winianu sodowo-

-potasowego 
2. ODCZYNNIK MIEDZIOWY B - roztwór siarczanu miedziowego 
3. ODCZYNNIK MIEDZIOWY NELSONA (roboczy) - 25 cm3 odczynnika A + 1 cm3 

odczynnika B 
4. ODCZYNNIK ARSENOMOLIBDENOWY - roztwór molibdenianu amono-

wego + arsenianu sodowego 
(patrz oznaczanie hydrolizy 
glikogenu). 

5. O, i M BUFOR OCTANOWY o pH 4,7 
6 0,1 M , 0,05 M i O, 025 N ROZTWORY SACHAROZY w 0.1 M buforze octano-

wym o pH 4,7 
7. O, 1 N NaOH 
8. ROZTWÓR STANDARDOWY GLUKOZY o stężeniu 50 mg/100 cm3 H 20 (do krzy-

wej wzorcowej). 

PRZYGOTOWANIE KRZYWEJ WZORCOWEJ 

WVXONANIE: 5 probówek. dodać kolejno wzrostjące ilości roztworu glu-
kozy (standardowego roztworu glukozyJ>, od O do i , 6 cm . do każdej pro-
bówki dodać również 0.2 cm? O.i M buforu octanowego o pH 4,7 i po O.i 

3 
cm O, IN roztworu NaOH. Wszystkie probówki dopełnić wodą do objętości 

3 3 
2 cm (jak przedstawiono w tabelii. Następnie dodać po 2 cm odczyn-
nika miedziowego Nelsona i gotować we wrzącej łaźni wodnej prz&z 20 

3 
minut. Po ostudzeniu probówek dodać ostrożnie i powoli po 2 cm odczyn-
nika arseno-molibdenowego. Z uzyskanego w każdej probówce roziloru 
barwnego pobrać po i cm i przenieść_ do odpowiednio ponumerowanych 
probówek wypełnionych i O cm? wody. Po zmieszaniu dokonać odczytu absor-
bancji fali 520 wi (Spekol>. Na papierze milimetrowym wykreślić za-
leznożc absorbancji od stężenia glukozy. 
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ODCZYNNIKI 
C w cm3} 

KOLEJNE PROBOWKI ODCZYNNIKI 
C w cm3} O 1 e 3 4 

STANDARDOWY ROZTWOR 
GLUKOZY - 0,4 0,8 1,2 1,0 

BUFOR OCTANOWY pH 4,7 0,2 0,2 0,2 O, 2 0,2 

0,1 N NaOH 0,1 0,1 0,1 o, i 0,1 

HgO dest. i ,7 1,3 » 0,0 O, s 0,1 

ODCZYNNIK MIEDZIOWY 
NE1SONA 2, O 2,0 2, 0 2, O 2,0 

Ogrzewać przez 20 minut *re wrzącej łaźni wodnej 

(»CZYNNIK ARSENO-
MOLIBDENOWY 2,0 2,0 2, 0 2,0 2,0 

WYZNACZANIE KRZYWEJ I-IICMAELISA 

WYKONANIE: °° badania wpiywu jttgćenia substratu na szybkość rtrahcji 
enzymatycznej wybiercuny wstępnie wlaściwe stężenie enzymu - uprzeunio 
wyizolowanej inwertazy . Enzym przechowywany w lodówce rozcieńczamy 
przed przystąpieniem do doświadczenia 10 - BO krotnie. 

Przygotować po 4 profcduki dla każdej serii oznaczeń - wykorzystując 
trzy różne stężenia sacharozy: O,i M. O.OS M i 0.039 M w O.i fi bufo-
rze octanowym o pH 4,7. 

Przygotować 4 probówki, do każdej dodać po Z cn? odczynnika mie-
dniowego Nelsona, t ,5 cm wody i O,i N NaOH. Inkubacje enzymu z róż-
nymi stężeniami sacharozy wg tabeli przeprowadzić w temp 25 °C. 
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Skład mieszaniny 
inkubacyjnej C»nzym-
s«bstrat> 

fi 3CIB^ orctyau • 
3c»0,1 M roj. 
sacharozy 

6 3 
3cnu enzymu + 
3cnt 0, 05 M 
róż» sacha-
rozy 

- ¿ T 3 
3c»u wzywa * 
3cn O, 02S M • 
roz. »acharozy 

Czas inkubacji 
Cw alnutach) O—5-i0-13 0-5-10-1S O—6-10-i S 

IloSć powstającej 
glukozy i fruktozy 
w ag . 

3 
W czasie O, a następnie po S,łO i iS min-ut pobrać po O,4 cm mie-

szaniny inkubacyjnej Cenzym - substrat} do -uprzednio przy go t obtartych 
probówek z odczynnikiem miedziowym Cprzez dodanie mieszaniny en?ym -
substrat do odczynnika miedziowego powod-uje się zahamowanie reakcji 
enzymatycznej}. Próbkę w czasie O - Ckontrola} sporządzić można przez 

3 3 
oddzielrie dodanie 0,2 cm enzymu i 0,2 cm substraru t j. sacharozy 
do odczynnika mieaziowego. Uzyskane w powyższy sposób roztwory w 4 
probówkach do oznaczen stężenia glukoży i fruktozy, a pochodźcie z 
różnych czasów hydrolizy sacharozy: O, 5, iO, t5 min. oraz jedną pro-
bówkę z<- 'ierającą same odczynniki bez enzymu - tzw. ślepą próbę od-
czynnikową ogrzewa się przez 20 minut na wrzącej lażni wodnej. Wszy-
stkie dalsze czynności przeprowadza się analogicznie jak w przygo-
towaniu krzywej wzorcowej. 

Z krzywej wzorcowej odczytać ilosc mg glukozy 1 fruktozy powsta-
jących v poszczegolnych czasach hydrolizy. 

g M H M B M C j j g j g l O g j j g g E ) 

1. 2sna£sxś. z kr^yrej wsftrępwj pr^yr^nt Lkaśsś. produkty hydrolizy 
gęęharpgy; gjMKogy i tru*t9iCy łt £ZMX£ inkubfrcj i enzyyroatyęgnej : 
łaaiM Z§Sl9iLi< w tabslce. 

2. Spor?AdŁl4 wykresy ggyjaĵ ff}. ł. i.JL2i£l& 
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3® £25?5ial&£Z£il SA £ S M M ą 

3. 8ł3nfi£5Xi ftftCłfttfrW*?. ¿flfcft tayigfrrisy katów a jąkijąi <i«la 
pop^^oyyęh £3S&Si krzywych £ 2 1 m ł n u j a r h inkubaęjj 

i aałaź. is h bs slIhHpzy. /mJmtau. (pgtr? £E£&Ł«d<z»& KyHr^gy)., 

4-. $por?ftflSA<i yyKrep aaLatefel a?yftk<?3.9t PPę?*t;Kowyph od. gt^ż.ęnig 

5. S,t-oąujĄ£ BgSflhgZŁftl&gny HZŚ£ ŁŁOfiiiSaYeo 1 StitiSA vyznw*XŚ. 2ŁŁLLŁ?-
i wartość M2X2k5nSl 

W przypadku prawidłowo przeprowadzonego doświadczenia okazuje się, 
że przy tych samych stężeniach enŁday uzyskujesię coraz większą szyb-
kość reakcji w miarę wzrostu stężenia użytego substratu. Z otrzymanych 
w doświadczeniu, początkowych szybkości reakcji dla każdego stężenia 
substratu wykreślamy krzywą ilustrującą zależność wzrostu szybkości 
reakcji od wzrostu stężenia substratu. Otrzymane_J<.rzyw® ma kształt hi-
perboli, a zatem dla danego stężenia enzymu istnieje takie stężenie 
substratu, przy którym szybkość reakcji osiąga wartość praktycznie 
równą szybkości maksymalnej i dalsze zwiększenie stężenia substratu 
nie .powoduje już zmiany tempa reakcji. Stężenie substratu. przy którym 
szybkość osiąga połowę szybkości maksyma 1nej nazywamy~stałą Michaeli^ 
-JC^- W«rtaśś tfi* określ» pyw^pywac^w? enzymu do subsfcrat.u. Wyznacze-
nie stałej Michaelisa z krzywej mającej postać hiperboli jest obcią-
żone poważnym błędem, dlatego też w praktyce stosuje się graficzne 
wyznaczenie K^ z wzoru Lineweavera i Burkę podanego na stronie. 

Na osi x (odciętych) odkładamy wartość ^ y tj. odwrotności użytych 
w doświadczeniu 3tężeń substratu. zaś na osi y (rzędnych) odkładamy 
odwrotności szybkości początkowych reakcji dla danych stężeń -

1 1 
substratu. Wykreślić krzywą zależności od Otrzymuje się wy-
kres linii prostej, która w miejscu przecięcia z osi* x daje wartość -

1 . 

Wartość K wyrażany w aolowjra stężaniu substratu - «>l/da 

138-



E K T f l M V - G A D A N I E K I I O W I R E A K C J I 

Zastawienie prędkości początkowych w zależności od stozenla substrato 

Stężeni« 
sacharozy 

i 
IS1 

Prędkości początkowa 
V (tg «O 

Odwrotność prędkości 
początkowych 

ceta «a 

0, OS M 
0,025 N 

20 
40 
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7.10. KLASYFIKACJA SYSTEMOWA ENZYMÓW 

& ft łftfrrf i g y s t e ^ a t ^ c a n e i ensyjOSX E l i wefłŁua Kfii iu l i c z -

feswiafi ęsteregia arjaisMai. MteisOsiimi , 
Pierwsza cyfra wskazuje na przynależność enzymu do jednej z sześciu 

zasadniczych grup: 

L OKSYOOREOUKTAZY 
2. TRANSEERAZY 

3. MYDROLAZY 
4. LIAZY 
5. IZOMERAZY 
6. UOAZY CZYLI SYNTETAZY 

Kolejna druga liczka określa podklase w ramach danej grupy enzyma-
tycznej. Liczba trzecia oznacza przynależność danego enzymu do podpod-
klaey. Ostatnia czwarta liczba określa konkretnie dany enzym w ramach 
podpodk1asy. 

KLASA POOKLASA PRZYKŁAD KATALIZOWANEJ REAKCJI 

fi: «srooBCBOirrmi 
1.1 .Działające 

na grupę 
-CH-0H 

|Dehydrogenaza 
AI alkoholowa 

Oksydoreduktazy sa 
fgyaawl katallzu-
j«cyal reakcje ok-
sydoredukcJi miedzy 
2 subst retami S-Sj 
S zredukowany • Sj 
utleniony -——» S 
utleniony • Sj zr»-
dufcowany. 

1.1 .Działające 
na grupę 
-CH-0H 

CH3CH2-C« • NAD 
CH3C0H + NADH • H + 

Oksydoreduktazy sa 
fgyaawl katallzu-
j«cyal reakcje ok-
sydoredukcJi miedzy 
2 subst retami S-Sj 
S zredukowany • Sj 
utleniony -——» S 
utleniony • Sj zr»-
dufcowany. 

1.2.Dział ajAce 
na grupę 
-C-0 

Oksydoreduktazy sa 
fgyaawl katallzu-
j«cyal reakcje ok-
sydoredukcJi miedzy 
2 subst retami S-Sj 
S zredukowany • Sj 
utleniony -——» S 
utleniony • Sj zr»-
dufcowany. 

1.2.Dział ajAce 
na grupę 
-C-0 

Dehydrogenaza 
? mrówczanom 

Oksydoreduktazy sa 
fgyaawl katallzu-
j«cyal reakcje ok-
sydoredukcJi miedzy 
2 subst retami S-Sj 
S zredukowany • Sj 
utleniony -——» S 
utleniony • Sj zr»-
dufcowany. 

1.2.Dział ajAce 
na grupę 
-C-0 H-C-OH • NAD*- — • 

C02 + NADH • H + 
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1.3. Działające 
na grup« 
-HOCH-

0 
1 

• CH3-(CH2)4CH2-CH2~C „ PCoA 
acylo-CoA 

1.3. Działające 
na grup« 
-HOCH-

Dehydrogenaza acylo-CoA| 

1.3. Działające 
na grup« 
-HOCH-

FAD FADH2 

0 
CH3(CH2)4CH»CH-C ~ SCoA 
2,3~dehydroacy1o CoA 

1.4 . Dz i ał a j ące 
nu grup« 

—CH-NH 2 

Dehydrogenaza gJu-
tami nianows 

COOH NAD(P) NAD(P)H~ + H + 

H~C-NH2 — • 
(<pv 2 
COOH 

kw. g 1 ut aini nowy 
COOH + H 2O COOH 
C-.NH f <j>0 + NH 3 
(CH2)2 (CH 2) 2 

COOH COOH 
kw.2-imino- kw.2-oksy-
glutaminowy glutarowy 

1.5.Działające 
no grup« 

—CH-NH l 

Kw. 7.8 Dihydrofoliowy 
NADPH + H + NADP+ 

Kw.5,6.7.8 Tetrahydrofoliowy 

1.6.Działaj ące 
na zredukowany 
NADH + H+ lub 
NADPH + H + 

i inne 

Transhydrogenaza NAD(P) 
NAD+ NADH +• H + 

NADPH + H + 4 NADP* 
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4 J2.' TKWiyWiRJUW ] Adenozyl-S -CH_ 

s« enzymami 
pr zanoszącymi 
funkcjonalno 
grupy 

2.1.Przenoszą-
ce grupy jed-
now«?g 1 owe 

S-

f H2 + f 2 

F ? r m 

HC-NH2 W-CH2~COOH 
COOH H 

-adenozynometio- Kw.guanidyno-
nJna octowy 

Metylotransferaza guanidyno-
octanowa 

. COOH 

H 2 T H + p " 
K J - S H I - Ę ^ - C O O H 

Adenozy1 Kreatyna 

2.2.Przenoszą- CHJ-OH 
C - 0 ce grupy 0 

• • C—H 

CHJ-OH 
C - 0 Trans-ce grupy 0 

• • C—H HO-<J-H a Ido-
lub , H-C-OH li 1 «z«_ 

1 — O O H-C-OH + C - 0 
1 — O O H-C-OH + C - 0 

H-C-OH HC-OH 
H 2 - C - O P H 2 C-O P 

eedoheptu- aldehyd 
lozo-7-P -3-P-gli-

cerynowy 
CH2OH 
ę*o U 

HO-C-H + <>0 
H-C-OH H-C-OH 
H-<J-OH ; H-C-OH 

CH2OH H 2 - C - O P 

fruktozo- erytrozo-
6 - P 4- F 
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U 3 

2.3.Acetylo- 0 
1 

transf©razy CH3~C ~ SCoA + 
Acetylo-CoA 

Acetyło-
tr ansf eraza 

+ H0-CHo-CH_-+ H0-CHo-CH_-
Cholina 1cho1 i nowa 

1 
CH3-C-0-CH2-CH2-N^-CH3 + HSCoA 

T H 
Acety1ochołi na 

2.4.61ikozy1o— (« 1-4 glukozyl)_ + ortofosforan 
transerazy Fosforylaza 

g1ikogenowa 

+ <»-D—G1ukozo-1--fosforan 
-1 

2.5.Przeno- Adenozy1otransferaza 
szące grupy metioninowa 

• 

alkilowe 
lub 
pokrewne 

^OOH 
H-C-HHj 

k T P + E 2 ~ 

COOH 
H,0 H,N-C 

L. + P + PP 
' y~2 

ś-ch3 S- Adenozy1 

3 

2.6.Przenoszą- Ami notransf e-
ce grupy za- COOH raza aspar agi-
wierające azot HjMHj--H C-0 nianowa 

f > 2 
COOH 

2 * 
l2 

f > 2 
COOH 

2 * 
l2 

f > 2 
COOH 

COOH 
kw.aspara- kw.2-keto-
ginowy glutarowy 
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j"OOH <jOOH 
c-o + H-C-NH2 

r ^ <f ł2 )2 
COOH COOH 

kw.burszty- kw.glutami-
nowy nowy 

2.7.Przeno-
szące >grupy 
zawierające 
fosfor 
i inne 

IKinaza glukozo-6~P| 
ATP f Glukoza • 

Glukozo-6-P + ADP 

|3 HYNWLA7Y| 
enzymy kata-
lizujące rozbicia 
związków na drodze 
hydrol izy 

3.1 .Działają-
ce na wiąza-
nia estrowe 

Fosfataza 

»2° 
R-CH2-O-P • R-CH2~OH + 

H3 P 04 

|3 HYNWLA7Y| 
enzymy kata-
lizujące rozbicia 
związków na drodze 
hydrol izy 3.2.Działają-

ce na związki 
glikozylowe 

|3 HYNWLA7Y| 
enzymy kata-
lizujące rozbicia 
związków na drodze 
hydrol izy 3.2.Działają-

ce na związki 
glikozylowe 

4-Glukanohydro 1 aza a-l, 4-
glukanu (on-amylaza) 

|3 HYNWLA7Y| 
enzymy kata-
lizujące rozbicia 
związków na drodze 
hydrol izy 3.2.Działają-

ce na związki 
glikozylowe 

Hydrolizuje wiązania «-1,4 gli-
kozydowe. Działa na skrobie, 
glikogen. 

|3 HYNWLA7Y| 
enzymy kata-
lizujące rozbicia 
związków na drodze 
hydrol izy 

3.3.Działają-
ce na wiąza-
nia eterowe 

COC« 
H2N-C-H f°°H 

CH- H-0 H2 N"1 H +Adenozy-
CH CH2 na 

* l-H * 
Adenozy1 Homocyateina 

S-Ade nozy1ohomo-
eyeteina 
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3.4.Działają- Karboksy-
ce na wiąza- peptydaza 
nia peptydo- + H2Ó 

we Peptydylo-L-aminokwas — 
peptyd L-aminokwas 

3.3.Działają- :... Asparagi-
ce .na wiąza- naza 
nia C-N róż- h-c-nh2 HjO H-< r™2 
ne od wiązań t*2 + ««3 
peptydowych Ć-WL. 

0 < ) 
L-asparagina asparagi-

nowy 

3.6. Działają-
ce na wiąza- Pirofosfataza 
nia bezwod- nukleotydowa 
ników kwa- H,0 
sowych i sowych i 
inne Monofosfonukleotyd + Pi 

I4.LIA2* 1 4.1.Liazy Dekarboksy1aza 
enzymy rozbijając* wiązania (jOOH 

c-n 
p i rogroni anowa 

niehydrol i tyczni« C-C 
(jOOH 
c-n C-0 + CO, niehydrol i tyczni« C-C 
T C-0 + CO, 

wiazania C-O, C-M, ¿H-
C-S, C—Cl 1 usuwa- kw.p i rogronowy aldehyd 
jąc« z substratu (2-oksypropio- octowy 
lub dołączajäc« do nowy) 
niego pewne grupy. 4.2.Liazy 

wiązania Hydrataza * 

C-0 '•* COOH fumaranowa 
H-C-OH ¿H. u n 

h COOH 
HC ^ 

COOH 
kw.L-jabłkowy kw. fumarowy 
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5.3.Okeydo- tzoiaeraża 
reduktazy wew- H X 0 triozofosforanowa H2C-CH 

C-0 nątrzcząst ocz-
H X 0 H2C-CH 

C-0 
kowe (katali- H-Ç-OH H2C-O- P" kowe (katali- H-Ç-OH H2C-O- P" 
zujące wzajem- H2C-O-- P 
ne przekształ- aldehyd f08f0di-
canie aldoz 3-foafo-D- hydroksy 
i ketoz g1 i cerynowy aceton 

5.4.Transfe- Fosfomutaza 
razy wewnątrz- <POH f osf og1 i ceryn i anowa COOH 
cząsteczkowe H-C-OH H--C—O— P cząsteczkowe H-C-OH H--C—O— P 

H2C-O- P H2é-OH 

kw.3-foafo- kw. 2-fosfo-
g1 i ceryni anowy D--glicery-

nianowy 

LIGAW |c SYNTETA- C-0 H~V 0 -

TAZY) Enzymy kata- R-Ć-c-O-P-adenozyna + tRNA 
lizując« syntezę 
zwiazana z rozbl-
c i m wir ania piro-

H I Syntetazy 
1aminoacylo-tRNA 

lizując« syntezę 
zwiazana z rozbl-
c i m wir ania piro-
tosforano*ego w ATP f 2 R-CH-C-T-RNA • lub innych nukłeo-

f 2 R-CH-C-T-RNA • AMP 
tydach wysokoener-
getycznych 6.2.Wytwarza- Syntetaza 

jące wiązania 
R-Î-CW 

acylo-CoA 
C-S R-Î-CW ATP — R - è - C y- F -ade-

nożyna • p pi 

R-Ç-Î- P -adenozyna • HS-CoA » 

R-C-SCoA • AMP 
acylo CoA 
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6.3.Wytwarza- fŚyntetaza glutami nowal 
jące wiązania ATP ADP + P. 

C-N H2N-C-H + NH. » 

W 2 
COOH 

kw.L-glutaminowy 

H2N-C-H 
({Ił2)2 
C-0 
KHj 

L-glutamina 

6.4. Wytwarza- Karboksylaza piro-
jące wiązania gronianowa 

C-C COOH ATP ADP + P5 

(są to białka C-0 • co2 • H 2O • 
zawierające 3 
biotyn* kw.p irogronowy 

i-0 
CH2 

COOH 
kw.szczawio-

octowy 
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KOENZYM • '••' FUNKCJA WITAMI MA 

FOSFORAN ' :: 
PIRYDOKSALU 

Transaminacja 
Dekarboksylacja 
Racemizacja 

PIRYDOKSAL ' 
fłiT. l J " 

PIROFOSFORAN 
TIAMINY 
CDPTj TPP) 

Tlenowa dekarboksylacja 
Przenoszenie grup 
karboksy1owych 

Ttti&m 
C WIT. Bj) 

CoA 
Przenoszenie acyli 
Tlenowa degradacja 
i synteza kwasów 
tłuszczowych 

KW. PANTOTENOWY 

KW. TETRAHYDRO-
FOLIOWY 
C F H4? 

Przenoszenie grup 
j ednoweg1owych KW. FOLIOWY 

8IOTYMA Przenoszenie 
co2 

BIOTYNA 
C WIT. IO 

MAD* Przenoszenie 
H + + e~ 

ICW. MI KOTY NOWY 
C NI AC Y NA, WIT. PP> 

NADP* Przenoszenie 
H* • e~ 

KW. MIKOTYMOWY 
CNIACYMA, WIT. PP> 

FMM 
Przenoszenie 
H + • e~ 

RYBOFLAW1NA 
C WIT. B2> 

FAO 
Przenoszenie 
H+ • e~ 

RYBOFLAWINA 
C WIT» Bg> 
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& KOENZYMY 

». I. I KOEHZYMY OtCSYDOfeEPU*TAz| 

O R O H 

SLaujrteotjd a ü x ^ y n j ^ í d o a d « i x m o w j r N A D 1 

a H 

ł H ł 

K a u U t o ^ d nJD^ymauj<wi«iin<wy NADH+O ł 

Forma zredukowana 

C O 
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Fosforan dinuJdcc^vdu 

NADP + 

H H 

O - P - O - P - O 

• H + 

O H O - P - O H 

00 
Fosforan dwukteot^du mkc^maniidoftdeninovrego NADPB+H + 

Forma zredukowana 
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Ç H - O H ^ 

C L L G - O - P - O Í ! 

O H 

MoTK>iwIdec»(jd ftortnoay 
a w 

aio~o~p~oH 
~ I 

0« 

tófjoonuklftotyd fltwinowv 

F k M U 
w 

F « n m treáuktnrana 

i S f 

air¿- Q-F -0—P-o \ 

O H tiff 

..i-ŵ rtr navin-oöd^ ninovr KAD 

m 
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IXmúdectyá ÚBwinoadcoinoiwy FAD0£ 

Forma zrcdukwaan 

Amid kvaHu üpouowbgo 

I ! 
H Q 

Amid k w w m liponovwgo — 
- foams zrcdukcwraiia 
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H O — 
r-OH 

Kwas dehjdro - &nw wfairtóncw? 
ftoktea Ifwatai lkcto-Liuloaroc^û) 

Übichinoii Obili vdrvchiuoo 
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W KQWO»C0>it|- w których pierścienie pirolowe powiązane eą gru-
pami - CK Związki te zawierają atom Fe + 2 związany z .»tomami azotu 
pierścieni pirolowych oraz białko. Związki te przenoszą elektrony. 

CJTODTIRCTN C 
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jOLUtATi&K] 

Po usunięciu dwóch protonów powstaje utleniona postać giutationu. 

Glalatłoa GSEf 

i Z 1%»— CH ™ Cftp C—M—GH—-C 
H OBg 8 

Y 
s 

H^N—OH—a^-C^-C—ił—CH—Ć—W—€i 

ODOH 

SH 
K A W 4 

NADPH+tf* 

OOOB I \ r ^ 
fi m z u 

I lOOCMZYi^Iptei^W;! 
• » ••• II.* J' I> J|. IJUĄMLI''!' ' 

0 0 -

itoapnotpĄlfcrtiiiiB Xt? 

6-



K D O C P M Y 

f T ] Adenozyno trój fosforan atol« przenosić jedną resztę fosforanową w 

th- Glukoza * ATT O-
lit|ATP noże przenosić reszt* pirofosforanową ap 

wanej przez KINAZg FOSFOfeYBOZOPIROFOSFORAWOWA» 

W ? • ADpj 
. w reakcj i katalizo-

Ryboao-S-fołfor«!) • ATP O ^ M f c r y t e s y ł o w l ^ r o t c S f o r i a • 

iii 1ATP ffioźe przenieść resztę AKP w reakcji katalizowanej przez SYN-
TETAZE AMIMOACYLO - tRNA ' 

oraz w reakcji katalizowanej przez SYWTETA2E ACYLO~CoA 

R-CHg-CHg-C, 
\»t 

• ATP-

Acylo - AMP 

jIV]ATP możi przenieść resztę[ADENOZYNÓWĄ)np. w reakcji katalizowanej 
przez ADCNOZYNO-TRAKSEERAZE METJ ONI NOWA. 

COOH 
L. -CE ł 

CHg 

<»3 

OH 
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23 Tworzenie cyklicznego AMP (cAMP) z ATP w wyniku dział ani 
ADEN*ŁANOWEJ. ani a C¥JĆLA3Y 

CjJdlcaty «deno^uotmjfwfo?^ac Aitif 

Afctjnmj Binrc-aa f- PAPS 

6 8 



K O I W M F F 

CJTJ^TOOŁROJFOEFORAN C I P 

Związek ten uczestniczy w reakcji przenoszeni afAKTYWNEJ CHOEfHY^ 

G^3jj»t?^ra«Ari>j£o«£«fTifla C I P 
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¡ T J Koenzym [KASBÓKSYLKZy FO^OENOLOPTROGRONI ¿¡FIL) 

COOH 

H 
GTP CDP 

COOB 
+ CO3 

Cąj 

Ssczarwio— 
octan pirogronian 

GTP uczestniczy w reakcjach przenoszeni a g f m l T T ^ W W i 

GDP-maonoza 

? I ? B O — P — 0 — P O—P-

OH OH 011 

[câ rDcitrojftróoraii ITP 
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K O B N T I I ^ 

Koenzym ten pełni wymienni® z GTP funkcję reszty fosforanowej w 
reakcji katalizowanej przez|KAfefrÓKSYKłNAZĘ FÓiŚFOfcHOLOPlfeoGROttiAMU«! 
(patrz GTP). 
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K©ENZYM* 

Funkcją tego koenzymu Jest: 
l/fpfeZEN5s2ENl£ GRUPY AMINOWEJ]z aminokwasu na ketokwas - formą po-

średnią jest FOSFRORAN PIRYDOłCSAMINY. 

3/[DE^OLFURACJ X] 
4/|OKSYDACYJNA DŁ^AKINAC jAj (niektórych aminokwasów) 
5/ ) USIINIEĆTE Z AJCMOKWASOW RODZIKA' rRr"V~WYMTK\rrt>^tATE OLI C YMA I 

8. 2. 1 KOENZYMY PRZENOSZĄCE FRAtiMEMTY s 
S^eno^lomcUonina SAM 



K O E N F f l M * 

Związek ten powstaje w reakcji katalizowanej przez ADENOZYLOTRANS-
FERAZE METIOKINOWA Z 

ÍAt^ + Metionina" AdenozylometLonina ••• F~T~Pp^ 

ŚLUZY JAKO DONOR GRUPY 
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I C W A S Y N U K L E I N O W E 

9 . KWASY NUKLEINOWE 

• (kwaSY HUKLElNÓwEj&ą wielkocząsteczkowymi substancjami złożonymi, 
dającymi po całkowitej hydro! izie heterocykl iczne ZASAOY AZOTOWE., (pi-
rymidynowy i purynowe)> PENTOZE (ryboze bądź dezokayryboze) oraz KWAS 

FOSFOROWY. 

¡ZASAT>Y PTŁTTFOYMGWE:'"]posigda.i » A ôicy azotyi w pierścieniu w po-
zycji 1. 3 wg numeracji ustalonej na Konwencji Genewskiej. Do naj-
cWficiej spotykanych w kwasach nukleinowych zasad pirymidynowych na-
ieią: CYTOZYNA. TYMIMA, URACYL 

Z.asadY te mogą występować w trzech formach t automerycznych. 
H Ł i S Ą p y z b u d o w a r . e są z dwóch pierścienia pi r ymi dyno«*?go i 

iwdd*zolowego, posiadają cyt;ery atomy azotu w pozycjach oznaczonych 
1.3.7,9. Zasady puryr.owe występująca w kwasach -nukleinowych to: 
ADENINA l OUANINA. a wśród produktów rozpadu zneidujemy MWOKSANTYNL-

KSANTYNt » KWAS MOCZOWY. 

Adenin« C u M i i m 

purTwow» 6~«mwopuj-yxui 2 ~ m n uur-ft-oks/-
p u i / u 
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K W A S Y N U K L E i I 4 0 W E 

Zasady azotowe łącząc Si* z cukrem rybozą lub , deoksyrybosą tworzą 

Wiązanie łączące zasadę azotową z cukrem nosi nazwę H-gllkozyyiętwę? 
go 3 łączy ązot-l zasady pirymidynowej. bądź azot-9 zasady purynowej z 
CJ cukru (w odróżnień i u od numeracji w pierścieniu, atomy węgla cukru 
oznacza się cyframi od I' do 5'). 

fT&zw^rwkTt^oyyoiTtworzy sie od nazw~~zasa3"j- w przypadku zasad 
p i ryta: dy nowych dodaje sae końcówkę - dyna. np . cyty-dyna, ury-dyna. 
tymi-dyna, a w Frzypadku zasad purynowych ~ zyna. np. adeno-zyna, grua-
no-zyna. natomiast odpowiednia pochodna.hipoksąntyny nosi nazwę i no-
zyny. 

Kukleotydy powstają przez zestryfikgwanie w pozycji 5'~węg3a cukru 
reszt* kwasu fosforowego. 

E w w cjr̂ ydjrn 

W identyczny sposób może powstać kwa* tya:çiyr,-mor:ofosforowy (TKP). 

kwas u>~> dyr^pvôpof c&.f orowy (UKP) oraz kwas gugnozy norr.c.-jof os ? orowy 
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(GMP). Związki te można również, określić jako:' tymidynomonofoaiorah, 
urydynomonofosföran itd. v 

(Kwasy nukleinowe są wielkocząsteczkowymi poljnukleotydamij Nukleo-
tydy połączone są ze sobą w łańcuch przez resztę kwasu fosforowego 
wiązani ani diestrowywi w pioaypc^A-dłi-S*. 

rr-agmrat wacuru. icwasu rjtKwufcłeiiiewpgo ( struktura I-iTzędo^a ) 

Fragment kwasu rybonuk leinowego (struktura piejrwazorztidowa) . 
Wśród kwasów nukleinowych rozróżniamy dwa typy; 

•I] CRNA) I fKWASTSS^SYRYi^Bwi^łrCf UOtiN} (PNĄ) Podstawową cechą atrukUi- ' 
ralną odróżniającą łańcuchy polirybo- od polideoksyrybonuk teotydćw 
jest występowanie w tych ostatnich cukru - ęjeoksłjr£bó£X (brak t ienu w 
pozycji 2'). Poza tym w kwasi a d»7oksy« ybonuk le»nowym wystęfciAAA...-. lyr*--
NA, której miejsce «.kwasie rybt»iłVMci.iic»»rya ..fca: rr.yi; « URACYL. 1 
kwasu deoks yry bonuk 1 • i nowego zbudowane i-ą z dvrSch yVr ęconych śrybow© 
ł ańcucnów po 1 ir.uk leotydoa^ch . Łańcuchy te są wztj«..-. pol ączor;^ wią-
z •>i arrii wodorowymi . 

t?0 
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Sekwencja zasad w obydwu łańcuchach Jest konplementarna, w mysi 
[REGUŁY KOMPLEMENTARNoSCI CHARSaEFA, ¡tzn. istnieją warunki przeatrzen-
ne umożliwiające powstawanie mostków wodorowych miedzy zasadami: ADE-
NINA i TYMJNA oraz CYTOZYNA I GUANłNĄ 

Kwasy rybonuk1einowe występują w postaci jednołańęuchowych cząste-
czek. chociaż w obrębie tego samego łańcucha polirybonukleotydowego 
mogą występować pewne odcinki wzajemnie kconplementarne tworząc sple-
cione struktury. Podobnie jak w DNA sploty te se utrwalone wiązaniami 
wodorowymi miedzy resztami adeniny i uracylu oraz cytozyny i . guaniny. 
Miedzy splecionymi fragmentami łańcucha występują pętle, w których 
znajdują sie zasady purynowe i pirymidynowe nie powiązane wiązaniami 
wodorowymi. 

Funkcje biologiczne kwasów nukleinowych : kwasy deoksyrybonuklei-
nowe występują gi&wnie w jądrze komórkowym wchodząc w skład chromoso-
mów i są odpowiedzialne za przekazywanie informacji genetycznej z ko-
mórek macierzystych do potomnych. Donjesiegia ostatnich 1ąt wskazują 
na obecność DNA tgkźe w innych strukturach komórkowych - w roitochop-
driach i chloroplastąch. 

W komórce są trzy rodzaje kwasu rybonukleinowego. mianowicie: rybo-
somo 1 ny | (r-RMAT] inf ormacyjny | (W»-RMA) ) i transportujący (rozpuszczalny) 
- przenoszący aminokwasy(71-RNA lub s-RNA)| Podział ten jest związany 
z funkcją poszczególnych kwasów rybonukleinowych w biosyntezie białek. 
2 chemicznego punktu widzenia te trzy rodzaje RNA różnią sie przede 
wszystkir ciężarem cząsteczkowym i składem zasad. Rybosomalny RNA ma 
ciężar cząsteczkowy ok. 500.000 do miliona. Informacyjne kwasy rybonu-
kleinowe charakteryzują sie ciężarem cząsteczkowym w granicach kilku-
set tysięcy, a pod wzgledem składu zasad są komplementarne do odpo-
wiedniego odcinka nici DNA. na którym odbywa sie ich synteza. Przenoś-
nikowe kwasy rybonukleinowe mają znacznie niższe ciężary cząsteczkowe, 
w granicach 25.000_- 30.000. Są one rozpuszczalne w cytoplażmie i stąd 
nazwane są również rozpuszczalnymi RNA. 
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CZEŚĆ PRAKTYCZNA 

IZOLOWANIE RNA Z DROŻDŻY 

ODCZYNNIKI: 

1. 20X kwas trOjchlorooctowy 
2. Aceton 
3. Mieszanina acetonu i eteru Cl t 1} 
4. 9BSt alkohol etylowy 
5. lOSi NaCl 

V/YKOMANE: Odważyć 2 g świeżych drożdży piekarskich do probówki wirów-
3 '3 

niczej o pojemności ok. 12 cm * dodć 3 cm wody destylowanej i wynlie— 
snąć bagietką celem otrzymania zawiesiny. Probówkę wstawić do zlewki * 
Indem.. Po upływie kilku minut dodać & cm3 SCrSC CCI^COOH CTCA) oziębio-
nego do ok. O C. Zawartość probówki wymieszać starannie bagietką. po 
upływie 15 min. wirować w ciągu i O min. przy 3000 obr. /min. Płyn a nad 
osadu <super na t an tP. say"' ffg/T y kwa&orozpu&zcza l ne związki drobnoczą-
steczkowe odrzuca się, a probówkę z osadem ponownie umieszcza _SJL£ w 

zlewce z lodem. Celem odmycia CCl-COOH oraz związków lipidowych. do 
— i-—_ 3 y - • — " — o 

osadu dodaje się 8 cm acetonu, uprzednio oziębionego do O C. miesza 
się bagietką i po upływie 5 min. wiruje ok. 8 min. przy 2000 obr. /min. 
Suprnatant wylewa się, a osad ponownie przemywa Się 8 cm acetonu i 
wiruje. Po raz trzeci przemywa się osad 0 cm mieszaniny acetonu i 
eteru i odstawia na 15 min. w temp. pokojowej. Następnie wiruje się 
przez IO min. przy 3000 obr. /min. Supernatant odrzucą eię, a o*ad su-
szy w strumieniu ciepłego powietrza. l>o wysuszonego osadu dodaje się 3 

3 
cm tCtt NaCl i miesza starannie bagietką. Probówkę zamyka się korkiem 
z chłodniczką powietrzną i umieszcza we wrzącej ta^ai wodnej na 40 
min. Po zakończeniu ekstrakcji za*.<xirtość probówki nałorfy ochłodzić. a 
następnie odwirować. Supernatant zawierający kwasy nukleinowe przelać 
do suchej probówki i wstawić na 5 min. do zlewki z lodem. Nas tępme 
dodać 7 cmS oziębionego do 0° etanolu w celu wytrącenia PNA. dokładnie 
wymieszać zawartość probówki i pozostawić na t5 min. w temp. ok. 0°C. 
Po tym czasie wirować ok. iO min. przy 3000 obr. smin. Supernatant od-
rzucić. Osad RNA rozpuścić w tO ml H^O i przechować w lodów:* do nam -
tępnego ćwicmenia. 
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LOŚCIOWE OZNACZANE RNA DROŻDŻY 
NA PODSTAWĘ ZAWARTOŚCI RYBOZY 

ZASADA- DO oznaczania rybozy i dezoksyrybozy stosuje się_reakcje ba^F" 
ne. odpowiednio z orcyną i difenryloaminą. Na uwagę zasługuje fakt, że 
absorbancje roztwonŚW'" zawierających równoważne ilości Wolnej rybozy i 
RNA różnią się znaczni*. Wynika to z tego, ż e z orcyną reagująreszty 
rybozy, od których została odszczapiona zasada azotowa. W większości 
metod podczas wywoływania barwy ulegają hydrolizie jedyni* nukleotydy 
purynowe. natomiast pirymidynowe pozostają nietknięte. Stad absorban-
cje próbek zawierających RNA są niższe niż wynikałoby to z zawartości 
rybozy i zależą od składu nukleotjdpwego. ściślej od stosunku puryn do 
pirymidyn. Uwagi te dotyczą również oznaczania deoksyrybozy. 

Otrzymane wyniki oznaczeń RNA i DNA na podstawie fosforu bądź rybo-
zy i deoksyrybozy odnosi się do ilości materiału biologicznego w 
próbce i oblicza się zawartość tych związków w całej tkance. 

ODCZYNNIKI : 3 1. Standardowy roztwor RNA drożdży 300 ¿jgScm 
¡2. £»* alkoholowy roztwor oreyny 

' • 3 3. Roztwor chlorku zclazowe^o w kwasie solny« C2 cm 10X roztworu 
FeCl^. &HgO • 400 c*" stężonego kwasu solnego). 

WYKREŚLENIE KRZYWEJ WZORCOWEJ. 
Ponumerować probówki od 1 do 10. Do probówki I i 2 : 3 i 4 ; 5 i 6 ; 7 i o 
8 dodać odpowiednio 0.5, i 1.0. 2,0 i 3,0 cm roztworu standardowego 

3 
RNA. Do probówek 9 i 10 odmierzyć 3 cm wody destylowanej (próba śle-
pa) . Do probówek 1 - 6 dodać taką ilość wody. by sumaryczna objętość 3 3 wynosiła również 3 cm np. do probć«wki 1 i 2 dodać po 2,5 cm wody, 3 

3 3 i 4 po 2,0 cn. wody ltd. Do wszystkich probówek dodać po 6 cm roztwo-3 
ru chlorku żelazowego i 0,4 cm roztworu orcyny. Po wymieszaniu pro-
bówki wstawać do wrzucęj łaźni wodnej na 20 min. Po oziębieniu ozna-
czyć absorbancje przy długości fali 660 nm. Wykreślić krzywą wzorcową. 

WYKONANIE: OZNACZENIA zawartości RNA. DO dwóch probówek odmierzyć po i 
po 2 cm wody. Dolteze postępowanie jest identyczne 
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" j ' ] t ; v . i - I . ' I . - ; - F — 1 — — ; — — . " " ' ' ' " ' T ' -

jak przy przygotowaniu krzyw»j wzorcowej. Po pomiar*» absorbancji w 660 
nm odczytać z krzywej ilość RNA znajdującą mię w oznaczonych próbkach. 
$ręćtnta z dwóch wyników €r> odpowiada i l ode i RNA znajdującego mięw t'" 
cm9 roztworu KNA. Stąd ilość KNA C*^^ znajdująca mię w całości roz-
tworu Cu}, na podstawie oznaczenia rybozy wynosi : 

km 
WYKONANIE: DO £ probówek zabierających po 1 cm 0.1% roztworów RNA i 
DNA dodać równą objętość 6% roztworu orcyny i umieścić probówki u*? 
wrzącej łaźni wodnej na 15 min. W probówce zawierającej RNA powstaje 
zielone zabarwienie. DNA daj* około 10-krotnie słabszy odczyn z roz-
tworem orcyny. 

ZASADA: Pentozy wolna oraz związane w kwasach nukleinowych ogrzewane 
ze stężonym HC1 przechodzą w furfural, który z orcyną i Jonami 
tworzy trwały kompleks o zielonej barwie. 

REAKCJA z DIFCNYLOAMINA 

o 
WYKONANIE: Do probówek zawierających po 1 cm 0.1% roztworów rna i dna 

dodać podwójną objętość roztworu dwu/enyloaminy. Probówki, umieść ić we 
wrzącej łaźni wodnej na 10 min. W probówce zawierającej dna powstaje 
niebieskie zabarwienie. Barwny koaplek» z dwufenyloaaina daj* deok«y-
ryboza. RNA ni» wykazuje dodatniego odczynu w próbie dwufenylo*«rtno-
•ej. 

R . Y 

C r n a " 1000 

ODRÓŻNIANIE RNA OO DNA 

REAKCJA z ORCYNA 
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REAKCJA FEULGENA NA DEOKSYRYBOZE • 

WYKONANIE: DO t cm3 0.iX roztworu DNA dodać 5 - e kropli f N NCl i 
probówką umieścić we wrzącej tasini wodnej na okres 5 min. Po oziębię— 
niu doprowadzić pH roztworu do 5 za pomocą O.t N NaOH. Następnie do-

3 
dać 2 cm odczynnika Schiffa. Powstaje czerwone zabarwienie wskazujace 
na obecność deoksyrybozy. Powtórzyć powyzsz* reakcje z roztwor»» RNA. 

3 
ODCZYNNIK SCHIFFA (0.2 g fuksyny rozpuścić na gorąco w 120 cm wody. 

Po ostudzeniu dodać stopniowo 10* roztworu NaHSOg, ot do odbarwienia 
roztworu). 

ZASADA: Reakcja Feulgena z odczynnikiem Schiffa Jest szeroko stosowa-
na w Metodach histochemiczn/ch do wybiorczego wybarwiania jader i 
chroaosono«. Deoksyryboza uwolniona w kwasowy» środowisku z DMA (hy-
droliza wiązania N-glikozydowego i uwolnienie grupy aldehydowej pento-
zy) daje dodatni odczyn z odczynnikiea Schiffa. 

KWAŚNA HYDROLIZA KWASÓW NUKLEINOWYCH 

WYKONONANIE: i O cm3 0,ł% roztworu RNA ogrzewać we wrza/cej lażni wodnej 

3 
w cicifu 45 minut z tO cm. lOtC-H^SO^, Uzyskany hydrolizat służy do dal-
szych prób. 

ZASADA: Kwasy nukleinowe ogrzewane z mocnymi kwasami ni organicznymi 
ulegają hydrolizie do wolnych zasad purynowych i • nukleotydOw pirymi-
dynowych. W celu rozłożenia RN* Stosuje się ogrzewanie z I W HC1 lub 
10% H,S0A w 100°C. 

WYKRYWANIE PENTOZY 

K i hydrolizatu MA dodać t em* steranego HCl i kry- • 
sztalek floroglucyny Ko*twór ogrzać do wrzenia. Powstaje czerwone 
zabarwienie, św^dcmące o obecności pentomy. Mar heni »• reakcjiJ y>atrz 
cukry. 

Ara 

A 
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A WYKRYWANIE KWASU FOSFOROWEGO 

WYKONANIE: 0.5 en? hydrolizatu kwasu nukleinowego zobojętnić roztwo-a a-
rem. amoniaku. Następnie dodać 0.5 cm stężonego HNO^ i 2 cm roztworu 
mol ibdenianu amonowego. Zawartość probówki ogrzać do wrzenia. Wytraca 
się żółty osad fosforomolibdenianu amonowego. 

A WYKRYWANIE ZASAD AZOTOWYCH (PURYN) 

3 * 
WYKONANIE: (13 Do i cm hydrolizatu RNA ctodać roztworu anoniaku do sla-

• bo alkalicznego odczynu. Jeśli wystali zmętnienie - przesączyć, a na-
3 

stopnie dodać 3 cm. amoniakalnego roztworu wodorotlenku srebra. Wy-

trąca siq osad nierozpuszczalnych w amoniaku soli srebrowych puryn. 

WYKONANIE : (2) Do t cm. kwaśnego hydrolizatu RNA dodawać t N biaOH do 
słabo kwaśnego oddziaływania wobec papierka Kongo. Roztwór zagotować, 
dodać 4-6 kropli CuSO^ i ostrożnie, kroplami dodać nasycony 
roztwór NaHS04. 

ZASADA. Kwaśny siarczyn sodu redukuje jony Cu 2 + do Cu+. które z pury-
nami tworzą nierozpuszczalne sole miedziawe. 
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*>. LIPIDY 

jLipidy są zwlarŁami nlerogpuszczałnywi w'l»5d3tie1 Ta ich Charaktery-
styczna cecha wynika z apolarnei struktury SSAPJŁŜ jdfejBS&fel • Związki te 
rozpuszczają sie zatem dobrze w njepolarnych rozvuszc2a)nikach organi-
cznych - w sterse^ ękiamfsnais^ ^zŁenochiorHa m ~ 

benzen;e, t,c>lqenif, w nieznacznie mniejszym stopniu w ątanołu i 
metanolu. ^ : ' 

Apolar^ ^KaraTkter cząsteczek je^t przyczyna t^powSSi a "«» ̂ Tyriichl 
ustrojowych organizmu lipidów w postaci odrębnej fazy - EMULSJI, jVi 

organizmach znaczna czt?ść lipidów występuje jako materiał zapasowy, są 
to przede wszystkim tłuszcze zapaście służące główni® jako materiał 
energetyczny. fTiAjŚZfaCTT' odkładane są przeważnie w tkąpęe 
rodgkóynej. 1 w okolicach jaa?y (te służą również jako snateriał 
izolacyjiri)- Pewna część lipidów wchodzi w skład elementów struktural-
nych. aą to tzw. fi-fWt t>¥ lł£fe2X5oWir} W znacznych ilościach występują we 
yłćkngęfr oer»<?wyf]ł. y B&zswpJ , ^Ł^nMJ.m kŁ&n xsh 
suisi« sole ssiasaa z Mlektiosi^ Bi^aEBgsszaAa^sIa-
Ponadto są walnymi składnikami pożywienia, nie tylko ze wzgi*?du na ich 
dużą wartość energetyczną, al© również dlatego, iż Ł;>ajduj.ż sis w /¡ię}> 

"'UPidy dzieli si* n a [ T H r e ^ E r W ^ 1 f E)C11uszcze właściwe i woski), w 
skład których wchodzi alkpho] X kwasy tłuszczowe or6z|TLUł!jKSŁ' ""!ZL6iSS6~ 

E l 
które obok alkoholu i kwasón tłuszczowych zawierają jeszcze inne 

składniki r»p. kwa a fopf growy, ęj-.ol in« czy galaktoze. 

10.1. Tłuszcze PROSTE 

10.1.1 Ttuszczr wtAścwtc 
[ Wt SA EŚTFEAMI - CLTĆEGONJ] < trój wodor ot 1 e.iowy a lkoho 11 
ji WZSZYCH yWASg» TLUS^CZOWyCH 1 (jcdnokarboksy 1 c-we a 1 if»tyczne kwasy 
organiczne) . Najczęściej są mieszaniną trój glicerydów równych kwasów , 
tłuszczowych. «YgfP^Ągf J£ HiiSZS^Mh nąturaląyj^i 
•^awłeraja, z&cKLs. parzyętA Hali. stasia £2 żzsl aoUłŁifiSi ięji 

Jednym z nielicznych kwasów o nieparzystej łiczbiy ątomów 1 a. 



wyodrębnioirym Z Uuszczów jest -JŁipŁS^łZOWAt¿.ZIAMOWY f CH^gCHCH^COOH. 
Kwas ten w znacznych ilościach występuje w tranach. Ponadto kwasy 
tł usze z owe njsaa [ W A5YFCO»TFE | (bez wiązań podwójnych) (Tab. ). bądź 
[ŃTTHASYCOMŁ"] (zawierają jedno lub więcej wiązań podwójnych) (Tab. ). 
WkA^rsosci fizyczna» tłuszczo zalezą o«i rodzaju wchodzących w jego skła<J 
kwastur iiuszcjtowrch 1 stopnia Ich nienasyceni» tj« od liczby wi»zan 
podwo jrtych* 

<2fe££a3&Ł wiązań Eodw^jnycfe obryjŁS temperatur* topnjejnro np.d 1 a kwa-
sów 18 węglowych z +70°C dla kwasu staarynowego, do +13°C dla kwasu 
oleinowego- Tłuszczę £ dużej zawartości nienasyconych kwągów tłuszczo-
wych s^ ęieki e. oleiste. W-różnych tłuszczach występuj a kwasy tłusz-
czowe o łańcuchach zbudowanych z 4 do 26 atomów węgla. Pierwsze z nich 
mają konsystencję płynną, ia S.ań.cucft jęst d^u£|jzx tym Kyżsga staj¡9 
isii t£$ES£Si.yo Ła&oi.ggisu-

TASfcŁA 
NASYCONE' KWA3Y TŁUSZCZOWE 

(wg. H.A. Harpera "Z ¿rys Chemii Fizjologicznej" PZWL 1983 str. 15) 

NAZWA SOifASU WZOR ZWIĄZKU T«i*f>, 
top, C° 

WYSTEPOWAWif: 

MASŁOWY C ^ C O O H - 7 , 9 
W pewnych 14 U"Si*t >* 
rsiaiycłł ilościach Uwi«» 
S K T » w 
Prociukt i **mt.,ac jj i w 
żołądku prz«zu»»czy. 

„: • „ U, „ ..'I.. 

ICAPKOWOWY 
i hek senowy) 

'C K. „ COOK 5 U - 3, a 

W pewnych 14 U"Si*t >* 
rsiaiycłł ilościach Uwi«» 
S K T » w 
Prociukt i **mt.,ac jj i w 
żołądku prz«zu»»czy. 

„: • „ U, „ ..'I.. 
KAPRYLOWY 
(oktanowy) 

C„H. COOH 4 i 5 

, , . 
* 16,7 łf W i O Ś 11 h W 

<tal yc h i i oSt i itch 
(lacziti* ar (walera), 
z « tiu&zczach 
r osi i(aiyi h. KAPRYNOWY 

t de-fcanowyl» 
C0HjgCOOi! * 3|, 6 

łf W i O Ś 11 h W 
<tal yc h i i oSt i itch 
(lacziti* ar (walera), 
z « tiu&zczach 
r osi i(aiyi h. 

[ ILAURYNOWY C. . HL„._COOH % i ti3 * Z Ol brot, t oiu> 
p»:I ary, wi e j k 
o*t*: waw * yiiii 

KI RY STYKOWY C. _H__COOH i 3 «i/ * 53, » CsStłŁa te<)'./li uJ*-

iowy. «Vi rt. 
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PALMITYNOWY 
1 ' 

C ^ H ^ C O Ó H Po»fsx«t:hox«» we «ssryst-
kich tłuszczach zwie-
rzęcych £ rosHiwłych. 

.STEARYMOW> Ci7»^COOH +«is, e 

Po»fsx«t:hox«» we «ssryst-
kich tłuszczach zwie-
rzęcych £ rosHiwłych. 

ARACHIDOWY Ct +75, 3 O l e j z on-zaśzko* ziem-
nych 

PEMEKOWY C ^ H ^ C O O f i Nasiona 

LIGNOCERYNOWY Ć 2 3 H 4 7 G O O H * S i , 2 C«i ebrozydy, o lsj z orzi»-
s-2.kCfw ziemnych 

CEROTONOWY - C ^ C O O H -ł 8 7 , 7 
• . 

^ ł u s z c z wetr>y owczej 
— • • • ... 

Pierwsze z podanych w Ta.b. kwasów tłuszczowych nasyconych są roz-
puszczaIne lub częściowo rozpuszcza 1 ne w wódzje; są lotne z parą wodną 
i posiadają'charakterystyczny zapach. Kwasy zavier ając; w łańcuchu 
wij£££j. n ii '¿j atogiów wgaJLa ni e rozpuszcza Ine w wodzi». są nie 1 ot ne 
nijg posiadąją gpecyf icrneso zapachu . Grupa karbolcsyIowa kwasu tłusz-

cio»ego Jest polania i dzięki tc-uai wykazuj» d«2© powinowactwo do wody, 

natomiast al J J*at yczny łańcuch na cłarairter apol arny i J®ST hydrofo-

bowy. Dzięki temu właśnie kwasy tłuszczowe o krótkich łańcuchach. w 
których polarna grupa Karboksylową tna przewagę nad krótkim apolarnym 
łańcuchem węglowodorowym, są rozpuszczalne w wodzie. 
TA0EI A ' 

NKTNASYCOME KWASY TtlłSZCZOWE 
{wg. B. Filipowicza. "Biochemia t.I", PWN•197$ str. 320) 

NAZWA KWASU ILOŚĆ 
PODWOJ-
A C H 

WZÓR ZWIĄZKU T«ap. . 1 

t o p . c r 
VY STEPO-
WANIE 

Ot EOPALMI TY MOWY 1 
4 5 . 

CH^t CHg) ęCH-CH^CHg) 7-
—COOH 

0 tłuszcze 
ssako» 

OLEINOWY Colwjr-
WYJ 

* CH.(CH_ł_CH»CHC CMJ -3 2 7 2 7 
-COL)« 

4 rosł l nne- i 

179-



U F i W ' - I P I K J S I Ł 

EKWOWY .1 CH3Cats>7CH*CHf CHp> t i ~ ty •34, 7 Ol J«? 
r os 1 i iir>i? 

MEJiWONOWY 1 CH^COłgi rCH»CHC CHgJ J 3-
-COOH ^ ,, 

a ^ 

4-33, O cer cbi o-
stydy 

L i MOLOWY 2 CH^C CHgJ 4C CH»CH) 
-«.CHgJ^COOH |ć 

-5, O ołje. 
t r any, 
f osf rt) ytiy 

LI WOLF>łOWY 3 CH^CHgC CH-CHi 3C 
-COOJH 

-11,0 ole j 
1 niany 

AfcACHT DOMOWY 4. CĤ CCK..,} .< CH«CH> 3 si « 4 
- i CK_> _V"OOH • f>" _ 2 3 -

t..»lafyly ] 

Nienasycone kwasy tłuszcspwe dzięki ob?cno<.ct wiązań pt..<jw.jj nych 
występują w postaciach jT^W^YCŻWYCH] które ok rei 1 aj ą położenie łań-
cuchów w odniesieniu do płaszczyzny przeprowadzonej przez p«xiw'V 
wiązanie. 

Jeżeli oba fragmenty łańcucha mieszczą sie fco .tej SjMiigj st ::nie 
pł aszczyzny twórzv gj.it odmianąfęfjfj i przeciwnie - SA •. hy ...:_».... . 
n&cb pł aszczyzny tworzy odrryi ąna ffSjMMgTj Jako przykład ty. >, .łi „»-,« 
reoizcwfrńw jaogjs posłużyć ICWAS OLEI NOWY i ELAIDYNOWY. 

180-
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W TŁUSZCZACH NATURALNYCH występuje tylko odmiana O S . 2 kwasów 
nienasyconych składnikami tłuszczów są głównie kwasy: oleinowy, lino-
lowy i linolenowy. 

Spośród kwasów tłuszczowych na uwagę- zasługują także OKSYKWASY np. 
KWAS CEREBROWOWY CH3(CH2>21CHOHCOOH czy 

KWAS OKSYNERWONOWY CHgiOlj)?CHCH(CH2}12~CHOHCOOH. 

kióre SA gkłgdnikami g^jkylip^d^K 

Estrowa budowa estrowa nadaje tłuszczom odpowiedni charakter che-
miczny. Związki łatwo ulegaj* łmtŁ&li&ig X ŁS Z&L^BS ES*i ¿zl&Łsr 
Płea lipaz. przegrzanej pary woflfiej i ¿oqós wędprowych jak również eo£ 
działaniem wi Igoci, gowietrya. a nawet pr^Y yd^ia^e ¿r^bno-
ustrojów. W wyniku tych czynników zachodzi proces, który NOSI NAZWĘ 
[TEEaCTRTji polega na utlenianiu njenasyconycft kwasów tłuszczowych w 
wyniku czego tlen przyłącza sie do podwójnych wiązaft twprzac nadtlen-
ki • W dalszym etapie łańcuchy ulegają rozerwaniu i w przypadku niź-
ESX£ił fewagśa tł uszczowych govfft ̂J.ftfKETONy j z wy&szyęh kyasów tłusz-
czowych pows taj» [AI.PŁHYDY'] Zjełczały tłuszcz poza specyficznym. nie-
przyjemnym zapachensna obniżoną wartość odżywczą. 

1 0 . 1 . 2 . W O S K I 

rfoski yetepują zarówno w organizmach zwierzęcych jak i roślinnych 
pei ni AC si óvsT:ie jrobg. ochronną X budu Icową. Pokrywają cienką warstwą 
zewnętrzne powłoki organizmów zwierzęcych i roślinnych chroniąc je 
przed odparowywaniem wody. a wiec przed nadmierną jej utratą. To 

j^lsŁasit voshśs aalaaaafe issi z iete n3erozpuszc?»i no*c i ą w 
wódz3e i dużą oćpornośęią ¿ZjjfeL&nje czynników chemicznyęh. 

Pod względem budowy chemicznej l"wo*ki su* xłozcmymi Bii&szartinaad 

! t f O * wyższych jwlnowdaTot 1 «nowych, J*dnoni»nasyconych alkoholi o 16 -
j31 itoasch i )xłnciltarbotsylowych nasyconych 1 nienasyconych 

ik«axow t tusze ar owych. ̂  Charakterystyczną cechą ich budowy jest to. że 
często kwas i aIkoho 1 wchodzące w skłąd__.yogku. mają ffflffl^i Łlgfeś 
atomów w*s I a 



LIPIDY - TŁUSZCZE ZTCTONE 

10.2. TŁUSZCZE ZŁOŻONE 

zŁ£*oq& h snacsoYPh a )o$cjach z pralnigmaęh 
W p^ąęgępjy g frEatfraipi frlor?y P$ł prsepug?c?alf>9 łOr 

gtępyjftę lako , jądrowe ęat piifrecrhęndriftlnę. Ponadto 
wchodzą one w skład tkanki nerwowej i mózgu zwierząt, znajdują się w 
krwi. limfie, wątrobie, mięśniach i żółtku jaj. 

ZE W Z G L Ę D U N A R O D Z A J A L K O H O L U C O L I C E R O L , S F » N G 0 Z Y N A ) wchodzącego w 
skład cząsteczki i składnik dodatkowy, tłuszcze złożone, dzieli się na: 

|I. FOSFOLIPIDY GLICEROLOWE C FOSFOGLICERYDY) J 
1. KWASY FOSFATYDOWE 
2- LECYTYNY (fosfotydylocholiny) 
3. KEFALIMY X/ (fosfatydyloetanoloaminy) 

B/ (fosfatydyloseryny) 
4.. FOSFCTTNOZYTYDY 
5 . PLAZKALOGENY 
6 KARDIOLIPINY 
7. LIZOLECYTYNY 

JG SFINGOLIPIDYI 
'J. SFIWGOMIELINY 
2 - CEREBROZYDY 
3. SULFOLIPIDY 
4 . GANGU OZYDY 

10 .2 .1. FOSFOOL ICX RYDY 

Fo3foglicerydy zbudowane są z glicerolu, którego dwje grupy hydro-
ksylowe zestryfikowane są resztami, kwasów tłuszczowych, a trzecia kwa-
sem fosforowym. 
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l89pidf - tłuszcze ztdcic 

ffrosroiNOZYTYDY|znajduJ* w tkance mózgowej , stwierdzono także 
ich obecność w niektórych tkankach roślinnych. Jtf ̂ wiązkach tych rŁazt.ą_ 
kwasu fosforowego ^st^yf ikowana lest a n m ^ hyflroKPYlową IMOZYTOLU. 

[ PLĄZM A LÓGEMY | ĘRZ^ atomie wgg 1 a C^ 3 1 icet;o]u zamiast wiązani a ES-

trowego mają wiąjZftnię eterowa z focwa w m l n m aldelutdu Drugi atom w<? • 
gla glicerolu zestryfikowany j estnienasycony« kwasem tłuszczowym. 

Związki te w/stopują w tkancelmózgowej i roigśniowef>, 

OH 

| KARPI O L I PI WY 13Ą składnikami błon mitochor.drialr.ych . Powst <s.i 4 prze; 
połączenie dwóch cząsteczek kwasu fosfatydowego z grupami -CH^OH 3:1 
cerolu. 

OH 
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rmoCEferTY»» } potu adają tylko jeden rodnik 

1 0 . 2 . 2 . SFINOCH.IP5DY 

Sf ingolipidy zamiast GUCEROUTF zawierają diwodyrotlenowy asiRO-

* i 
CK^-C C H p f ̂ -CH-CH-CH-CH-łm^ 

AH CK OH * 

Gdy kwas tłuszczowy jest zwijany pęptydowo z grupa MliFiOwa 
c., sr . MGOZYWY a do Cj Przył * cza gis ea.trowo {FOSFOREM CHOLINY} -
powstają 1» ł rt<*JHJ£iiwVj| Związki .te w znacznych ilościach stwierdzono 
w w pst/jpŶ ci-i mieiinoyyc^ otaczających włókna nerwowe, o takie 
w Łłucach i v ¿lećzionye. 

5 



Llf»ri>0«r. Z t : i * z k i t e p©4 w z g l e d e m budowy podobne są. do g f j n s c a i e 1 l n y , 

r o d n i a . gi -g t y i k o p o d s t a w n i k i przy C j 3f"ŁN©02YMA z a m i a s t , i o s f o c h o -

i i s»y p o s i a d a <gliŁozjydowo z w ą x a n ą r « c x t e w^głowo«iai*n»a l u t . J e j s i a t -

C Z t U W W ^ gOChMltW. 
S k ł a g i f i ^ k i e a cukr- jwyai gcrefc-r^zr^dów j e s t najCT^JHŁC i e j 6ALAK.TOZ.-t l u b 

&Att&ZĄ. Sii.l£ę 1 IUJUŚŁSSŚSI 'M&j^fJJ^9"% '^MUczydach 
X £ 3 & £ g £ U « B ^ O f t i f ( g l u k o z a . i .f itaiałlŁi iza) . h w k s o -

» w n a i kwas n e w a n i nowy. S k ł a d n i k i e m w s z y s t k i c h n l i n s o ł i p i d ó w J e s t 

u g r u p o w a n i e zwane C E R A M I DEtt . P o w s t a j ą j. p p ł a c z e n j a s f i rogożyny 5 kwasem 

iŁUSS£S25axa ££2SS amES aminowy 
J 

10 3. STERYDY>KAROTENOWCE I WITAMINY ROZPUSZCZALNE W TŁUSZCZACH 

W tłuszczach naturalnych występuję takie pewna ilo^ć steryd-iw. Ty-
powy® |PfeZEbgTA*rtćIfeL£N S^kYOóW ^lEkZŁĆYcH" JEST cHOLEstERog 
Występuje on w estrowym popaczeniu z wyższymi kwasami tłuszczowymi. 
Jedynie w tkance nerwowej, kamieniach tóic^nch 1 c z ^ u a w , w osogzu 
fe^y IgafeŁjąą9 tyka.. jLiat tanls., 

ORGANIZM DOROSŁEGO CZŁOWIEKA ZAWIERA CWOTD^200 O^^NOLESTEROLU. 
Znaczna jogo ilość występuje w -ne-dner czach w tk anc/^n^T^Bl . W po-
łączeniu z fosfolipidami j egt SKFAAN^l^M'~S?ON* kc^rk^wy.ph . * os« « 
wyrtepuje okol« 3 0 0 C. i 3©—¿J80*ąj"i> f3,2 do «wk*! 
Itt, w uri ekszo^ći jest a l.ipid»«i Cgł^wsii* * kwa'»«.*« pa i «11 yr«-
«ya i ol ei nowym) i iipoprot«id«»i. 

yygtRpujĄcy w ozsanissle js&gifsyergl h ^gfKrtaiiacajk-. U U & A .. i*a> . 
gSSSgŻaSflAa JSa^aaaftBMflU. P ^ a jego dostarczana jest do orga-
nizmu z pokarmem, Dziennie okołoQ2 g^cholesterolu do staie •'•o if; j-
t.a wraz r źd>ł-.ia. okoł^C.^Tg) przedostaje do jelita .grubemu i. jLąfco 
rrc^gOŚTERcCl i i&> fCHoOS^TAHOL 1 : saę. ftfyĄĄ 1 ana ji. djU-ttiŁ*. * starcach patolo-

gicznych <cukrzycą. r,adę}Snieni,e> i przy gjh oizer.lu orgarvi awu st«xvni* 

choiffsUroli; żwose WZROSNĄĆ kilkakrotnie. NlSK.ll; Steieni« cholesterolu 
'i chorobach zakałnych wywołane jest zwykle «pjdki»ra iloici estr<łv cho-
lesterolu w wyrujyj. ggąfofiflyenift walro&t: £SX niedokrwistości MSSLlliZLŁ: 

CHOLESTEROL jeat pr ̂ K U R S O R E G ' ź & u T M f c i ^ ' c r < i Z . ^ Ć ^ ^ ^ W " ! ? ! ^ -
RYÓoyycH] W organizmie zwierzęcym, czczegćrJn:e w. wątrobie »>.<łrse 
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część cholesterolu ut leniemiu dc y-DEHyDBOCKOLESTE^fil.U. Związek 
ten uważany jest za prowitamin«?» gdyż pod wpływem promieni, ul traf-io~ 
letowych prisechodati esy i i. SflTAMliC ' 

Cbokjortcgrifem - ^ttamlruł 

Prowitamina jest także ERGOSTEJtOL przechodzący pod wpływem promie-
niowania UV wf ERGOt^ALCYpEROL czyli witaminę t>~ 

• I ' ' ' , ' . ' ..":'• I V. _••••,•.. 

fffŹtAMitłY l>]zwiększają wchłanianie wepnie i fosforanów z jelita, wpły-
wają tak** ńa procesy wąpnienia ko*ci i gospod ar owan i e fosforanami 
przez nerki. Witamina O^ jest silną witaminą przećiwkrzywiczą dla 
człowieka. Witaminy « grupy O nie są jednak sterydami. Obol: witamin A. 
E i r twórz* S2v a witarnin rfrłPMgZęałlnyrb H puszczach. Witamina * 
występuje łąrzr,:« z witaminą D najobficiej v ^t-TY-yy^r" * T * 

EcgotaiegOfoNi — «itasatafi Gg 
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fcroby rybiej ft«BO. Duża i ¿ość tej witaminy występuje także w wątro-
bie innych zwierząt, tu lek u, maśle, żółtku jaja kurzeffo. Prowitaminami 
są yęwiązki z gr^py Karotęąęwcćw. 1CAROTENOWCE obejmują liczną grup* 
związków. głównie MfWr^HŚK rę4.U)ffly?H i których wspólnym 
• l M w n t M budulcowy» Jest j tiZsOPKEffi lob produkty Jego uwodorowania. 
Charakterystycznymi ich barwami są żółte, pomarańczowe i czerwone,. 
Barwa uwarunkowana jest obecnością sprzężonych wiązań podwójnych. 

Najaktywniejszym z tej grupy prowitamin jest pfr-^lfotEtf] który w wą-
trobie u ludzi ulega przemianie w 

| «¿Tl MOL. {występuje tylko w św i ecie zwierząt (w wątrobie. nerkach, 
płucach i tkane* tłuszczowej), przede wszytkio w postaci estrdw z 
wyższymi kwasami tłuszczowymi. Znana jest tak Z* wa t aiŁi na pęj (3 -dehy-
droretinol); aktywność jej wynosi 40* aktywności retinolu. 

8-
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itfaimhm A j . 

jWtiAteiHf te i fcjobok ubichinonów należą do związków poliprenoidowych 
Aktywność witaminy E przypisuje sie głównie |at-TCSCOfB̂ atLOWÎ  Pozostałe 
tokofercie </* i y). oraz tokotrienole wykazuj* dużo mniejsze aktywności 
biologiczne wynoszące 1-50% aktywności «-toJcoferolu. 

IWITAMIęmwykazuj« ochronne działanie pr-zed utlenieniem, głownie 
nienasyconych kwasów tłuszczowych- Istnieje seissła zależność zapo-
trzebowania ©rgamzjjou na witaminę E od spożycia wielonienasyconyeh 
kwiisOw tłuszczowych. 

Najlepiej poznaną funkcją[WtfAfCIMy lej jest katalizowanie syntezy 
P R O T * c » l b i e r z e także udział w wielu miejscach .me-
tabolizmu wapnia. Rozróżni a«ty{WTSRTiCTClczy 1 i FILLOCHiMON lub FITO-
#*M<M, oraz 1 WlfaMIME fc^ jeżyli KEMACHIMOM. Znane są także syntetyczne 
swiązki np. JCSUJST?»! wykazując« aktywność witaminy K. 
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iritamina K* 

10 * . RE AKCUE CHARAKTERYSTYCZNE 

3 7 f ROZPUSZCZALNOŚĆ TŁUSZCZÓW 

WYKONANE: 3 pr&bóweh zawierających po i cm etanolu, eteru i chlo-
roformu dodajemy odrobin*? tłuszczu np. «walcu. łoju. oliwy. Stwierdza-
my różnice u> rozpnusaczalnośct. 
Tłuszcz® łatwo rozpuszczają sł« w at er za i chloroformie, trudno w *ta-
noltt. 

O T R Z Y W W A N ? f AKWX £ i M¥ 

WYKONANIE; kropli ole-Ju >»• pr o£>«5 we dodaj«¡-my &*CMypi<t krynialic*-
n»go t>:uxx-sn*-$o »iarczanu poiaso^o - Kh'SC'4 . Pij ogixanivi próbai 
wytwarza po pewnym c«asi* aJtroleina, którą poifio iwy po przykrym 
zapach-u. lub t&ć. rozpct&^<2£ za p-^m&c* nkrawka bibuły umeczowego 
v az&ntakalnym rozl ux>r?& A#OH - p M * k bibuły cswrni irje. 

890 
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cofnięci« dysocjacji grupy karboksylowej i powstanie niezdysocjcwane-
go, nierozpuszczalnego w wodzie kwasu tłuszczowego. 

. WYKAZANE OBECNOŚCI NCNASYCONVCH KWASÓW TŁUSZCZOWYCH 

E3 3 

WvKQNAMi: proMwhi dać 2 krtxple ol iwy i 5 cm i H rostworu Na^CO^ 
Po wymieszaniu probó*^ l«Mo ogrmać t wtmffljae.. . J a ^ g a ^ dodaw«? 
O ,Oi H roztwór KMnOaż do utrzymującego mię około 2 minut różowego 
zabarwienia. 

ZASADA- Pod wływem JCtoO^jlochodzi do rozerwania podwójnego wiązania z 
równoczesnym utlenieniem sąsiednich ato«iWMi»ęgla. Kwas rozpada się na 
dwa lub więcej fragmenty. 

O ' 
WYKONNE. ^ dwóch probówek, odmierzamy po 2 cm 15ł roatworu masła i 
oleju lnianego w CCI. Następnie dodajemy z bixirety C.STi roztwór 
brcHn&^w.. czterochlorku węgla cal do otrzyr>ccnta rwaiego brunatnego za-
barwienia. Porównujemy ilość cm roztworu, bromu zużytych do każdej 
próby. 

Zawartość nienasyconych kwasów tłuszczowych określa si«? za pomocą, 
LICZBY JODOWEJ- • J®st to J Ijjfci..BTHUBCtM. Jffdu» któr ą wiąz* i ©O g badanego 
tłuSZCZU. ' 

Przy bidar.iu tym wykorzystuje się zdolność podwójne&o wiązania, 
obecnego w r>itnasyconych kwasach tłuszczowych, do przyłączenia dwóch 
atomów chlorowca. Na,} ¿2 oz^pęzama I ięzfry j^dQwej u££wa 
BfeoKU, gdy? "rtiUiHPjft £ JQOEM feSE&ES wę Ing. 

Pf^ÓBA NA JEŁCZENE ALOtMYDOWt 

o WVKONANfe. cyltnderka z dcatzl i fowanyr.*. korkiem wlewamy 2 c* zjęi-
czałego oleju. cm3 mtężornego HC.l i n>ocho wstrmaatfmy przez riąCłwrtę. " 3 
Następnie dodajemy 2 c«t O.TSX roztwóru rezorcyny w benzenie, wytrzą-

Ara 
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sauny i po&os t aw i amy cło czasu rozdzielenia sitr warstw. Czerwone zabar-
wienie warstwy kwasowej wskaz-uje na j&lczenie aldehydowe. 

ZASADA: Proces psucia sie tłuszczów nazywamy Jełczeniom. Zjawisko to 
polega na rozpadzie tłuszczów na glicerynę i kwasy tłuszczowe oraz ich 
dalszą przemianę pod wpływem tlenu atmosferycznego. światła słoneczne-
go, ciepła, wilgoci oraz bakterii i pleśni. Tłuszcz zjełczały posia-
da niemiłą woń i przykry smak. Oleje psują się szybciej pod wpływem 
tlenu atmosferycznego, gdyż atomy tlenu przyłączają się do podwójnych 
wiązań. Powstał® tą drogą nadtlenki ulegają rozkładowi do aldehydów. 

OZNACZANE AKTYWNOŚCI LIPAZY TRZUSTKOWEJ 

Tłuszcze spożyte w pokarmach rozkładane są przez jLIPAZĘ TRZUSTKOWĄ"] 
jjiara. &txym9Ź£l tęgo feaaarou j«9% Kwasów tłuszczowych ędszcze-
Pięnych podczas inkubac.j i trójg1jcęrydów 2 enzymem. Warunkiem zabez-
pieczającym eiektyvme działanie enzymu jest obecność żółci. Zawarte_w 
żółci kwasy żółciowe działają ernulgująco na tłuszcz, rozbijają go na 
mał^g kuleczki i tym ramym zwiększają powierzchnię ¿otknięcia enzymu z 
substratem. Upośleczenie trafienia tluszęąów mo££ byt gppwoflpwane nie-
dostateczną zawartością lipazy w soku trzustkowym lub brakiem (niedo-
borem) kwasów zółca owych. V7 stanach zapalnych trzustki na skutek ak-
tywacji enzymów proteolitycznych, zawarte w eoku trzustkowym składniki 
ulegają resorbcji do krwi, wówczas może dochodzić do zwiększenia akty-
wności lipazy w surowicy. Lipaza trzustkowa j e 3 t . enzymem bardzo nie-
trwałym i dlatego w celu wykazania jej działania należy posługiwać się 
świeżym preparatem trzustki. 

Odszczępioge fcM w£ł£węm kwasy tłyp^czową żnnonłają 
środowisk^ aa lekko kwaśny..,. ięh iloii o ^ n E O « 5 ffli^e^gw&ajjt 

ODCZYNNttCfc - OLI WA 
- ZOfcC rozcieńczona 100 razy 
- 0,05 H BUFOR FOSFORANOWY o pH - 7.0 
- SOK TRZUSTKOWY - przygotowany ze świeżej trzustki 
- 0 , 1 N MAOŁI 

- IX AIJCOHOLOWY ROZTWOR FEWOtOTTALO WY 

m 
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WYKONANIE OZNACZENIA: 
Kolejność Wykonywanych czynności i dodawanych odczynników zastawio-

na jest w tablicy: 

• ODCZYNNIKI 
1 r ńóoema '•:.'. 

• ODCZYNNIKI 
1 ' z a rlcOBA 

ODCĆŚMaiOOlfĄ 
OLIWA 
ROZCIEWCZONA zote 
O. OS « BUFOR FOSFORANOWY 
H 2o 

O, 5 c« 3 

5,0 cm 3 

5,0 cm3 

0,5 C» 3 

5,0 c» 3 

5, O c»3 

"• "3 " 
O* S ca 
3, O c»"* 
S, O CM3 

wymieszać probownfci prw 
wstrząsania 

•z «»«rgiczne 

| SWIEZY SOK TRZUSTKOWY 
ZAGOTOWANY SOK TRZUSTKOWY 

2, 0 cm3 2* O car . ••• 
2,0 ca3 

Po dodaniu wszystkich odczynników zawartaść probówek dokładnie wymie-
szać i inkuóować przez 20 minut w temp. tO°C mieszająp co pewien czas. 

Po inkubac ji zawartość probówek przelać do kolbek Erlenx*zyera, po 
płukująp je 3 razy woda .Popłuczyny zlać do kolbek. Zagotować probówki 
zawierające aktywny enzym Cpróbka i i 22. Zawartość kaćdej kolbki 
miareczkować O,: N hiaOH, używaiąc jako wskaźnika fenoloff.aleiny. 
Podczas miaseczkouiania zawartość kolbek energicttnie mieszać, zwła-
szcza pod koniec miareczkowania. 

WYKONANIE OBLICZE*: . 
Wyniki miareczkowania przedstawić jako ilośd mi ligrramorówno^a£n1-

kd»w <*dll#k«a,atalstti«eO kw.tłuszczowych ódśzęzspionych przez 100 ¡cm3 
soku trzustkowego. 

195 
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3 
WYKONANIE: suchej probówki wlewamy 1 cm roztworu cKol»» terolu w 
chloroformie, dodajemy około 5 kropi i bezwodnika ©c'lowefo i wlewamy 
ostrożnie po ściarikach probówki - S krogjjL mteżonego W^SO^. Poztwór w 
probówce staje się kolejno czetwony, fioł kowy. ni et, t i . c tmio-

zielony. Obecność wocty przesnkadza w zajściu reakcji. 

196-



OOS2VM WIRR^WCEA. WYKRYWANE WS7AMNY A 

Wy^Otwe ' odWtmyć O.B cm . Chloroformowego r OB tworu wi~ 
taniny Jk. Ct> pgrotowki dodać Kilka kropli nasyconego roztworu trój-
chlorku antymonu v chloroformie. V obecności witaminy A występuje 
niet>iemhte zabarwienie. ' ';• . 
O p i M m F*mbeja panala M kol OT ymtr y c z m oznaczani» karotanowcow. 

WYKRYWANK VWTAI"«NY D 

WYKONANE: NA muchę szkiełko zegarkowe nanieść t kroplę wi laminy D i 2 
- krople-roztworu bromu w chloroformie (_i:Soy. Krople dobrze zmieszać ze 
sobą. Po pewnym czasie pojawia się niebieskawe zabarwienie. 

» 7 
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