SKRYPT DO CWICZEN

Biochemiao
dla Studentdw
Analityki Medyczne]

AAAAAAAAAAAAAA



MEDYCZNY
WARSZAWSKI
UNIWERSYTET

MEDYCZNY

WYDZIAL
FARMACEUTYCZNY

§ﬁ£§ * W o
%_%ﬁﬁf % WARSZAWSKI
Y\yw M,/ UNIWERSYTET
YA
-
%
A=

WARSZAWSKI UNIWERSYTET MEDYCZNY

Katedra 1 Zaktad Biochemii 1 Farmakogenomiki

Agnieszka Dominiak 1 Marta Wtodarczyk

Biochemia

dla studentow kierunku Analityka Medyczna

Wydanie I

Warszawa 2026



Autorzy skryptu:

dr n. farm. Agnieszka Dominiak
dr n. med i n. o zdr. Marta Wiodarczyk

Recenzenci:

dr n. chem. Jolanta Szymanska-Majchrzak
dr n. chem. Oliwia Zegrocka-Stendel

Wydano za zgoda Uczelnianej Rady ds. Ksztalcenia WUM

ISBN 978-83-7637-681-3

Wydano w Sekcji Drukéw Uczelnianych
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego
tel. (22) 57 20 329
e-mail: wydawnictwo@wum.edu.pl
www.drukiuczelniane.wum.edu.pl



Spis tresci

Od AULOTEK et e 5
Zasady Bezpieczenstwa i Higieny Pracy w Pracowni Biochemiczne;................ 7

Cwiczenie 1. Oznaczanie biatka catkowitego w surowicy krwi

Metoda DIUTETOWE ....eeeeeeviieiiiieeiie e e 10
Cwiczenie 2. Weglowodany o wiasciwosciach biologicznych....................... 27
Cwiczenie 3. Lipidy o wlasciwosciach biologicznych ...........ccovveeuvveueeeee. 58

Cwiczenie 4. Analiza kinetyki reakcji enzymatycznej katalizowanej
Przez fosfataze ........ccevveviieiiiieee e 89

Cwiczenie 5. Oznaczanie aktywnosci acetylocholinoesterazy
w surowicy krwi oraz badanie efektow inhibitorow ............... 113

Cwiczenie 6. Badanie potencjatu antyoksydacyjnego
ProduktOw SPOZYWCZYCh .......vvvieiiiiieiiieeceee e 135

Podsumowanie realizacji ¢wiczen laboratoryjnych..........ccccoveeeeciieiniieeennen. 159






Od Autorek

Drodzy Studenci Analityki Medycznej!

Z radoscia oddajemy w Wasze rece skrypt 1 wierzymy, ze bedzie
on niezastgpionym towarzyszem Waszej codziennosci w laboratorium
biochemicznym. OpracowalySmy go z duzg starannos$cig, zgodnie z programem
nauczania biochemii na kierunku Analityka Medyczna na Wydziale
Farmaceutycznym Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego.

Znajdziecie w nim wprowadzenia teoretyczne do ¢wiczen, jak 1 szczegdlowe
instrukcje ich wykonania — tak, by praca z pipeta stala si¢ intuicyjna,
a spektrofotometr — zrozumiatym 1 przyjaznym narz¢dziem analitycznym.
Kazde ¢wiczenie poprzedza krotki przeglad zagadnien, bo tatwiej pracowac,
gdy rozumie si¢, co si¢ robi 1 w jakim celu. W ramach zaje¢ zajmiecie
si¢ m.in. oznaczaniem biatek metodg biuretowa, wykrywaniem weglowodanow
1 lipidow w oparciu o reakcje barwne charakterystyczne dla poszczegolnych grup
zwigzkéw oraz oceng ich wlasciwosci, analizg aktywnosci enzymow, a takze
badaniem potencjalu antyoksydacyjnego wybranych produktow spozywczych.
Dodatkowo, na koniec kazdego ¢wiczenia dolaczylySmy panel dyskusyjny,
stwarzajacy mozliwo$¢ wymiany opinii i refleksji w oparciu o przyswojong wiedzg
biochemiczng oraz jej zastosowanie w praktyce 1 Zyciu codziennym.

Mamy nadzieje¢, ze opanujecie nie tylko podstawy biochemii, ale przede
wszystkim zdobedziecie praktyczne umiejetnosci niezbedne do dalszej nauki
— m.in. w zakresie biochemii klinicznej 1 diagnostyki laboratoryjne;j.

Ten skrypt nie zastgpi podrecznikow, ale z pewnoscig pomoze Wam lepiej
zrozumie¢ poruszane zagadnienia, nabra¢ pewnosci siebie w pracy laboratoryjne;
1 przekonac sie, ze biochemia to nie tylko teoria, ale wiedza potrzebna 1 uzyteczna.
A jesli przy okazji uda si¢ obudzi¢ w Was cho¢ odrobing naukowej pasji — uznamy

to za Nasz wspolny sukces!



Zyczymy Wam wytrwato$ci oraz satysfakcji z odkrywania zaréwno tego,

co widoczne, jak 1 tego, co ukryte w biochemicznych reakcjach.

Powodzenia,

Autorki



Zasady Bezpieczenstwa i Higieny Pracy
w Pracowni Biochemicznej

1. Kazdy Student zobowigzany jest do zapoznania si¢ z Zasadami
Bezpieczenstwa 1 Higieny Pracy obowigzujacymi w pracowni biochemiczne;j
oraz do ich przestrzegania podczas zaje¢ laboratoryjnych.

2. W czasie pracy laboratoryjnej Student zobowigzany jest do stosowania
odpowiedniej odziezy ochronnej, obejmujacej: zapiety, czysty fartuch
laboratoryjny, rekawiczki jednorazowe oraz pelne obuwie z ptaska, stabilng
podeszwa. Dhlugie wlosy powinny by¢ zwigzane, a luzne elementy odziezy
1 bizuteria zabezpieczone w sposob uniemozliwiajacy kontakt z odczynnikami
lub aparaturg laboratoryjng. Zabrania si¢ posiadania dlugich paznokcei, w tym
sztucznych, przedtuzanych oraz ozdobionych elementami mogacymi
uszkodzi¢ rgkawiczki ochronne.

3. Student zobowigzany jest do dbatosci o sprze¢t oraz szkto laboratoryjne
wykorzystywane podczas zaje¢ oraz do korzystania z nich zgodnie
z przeznaczeniem i instrukcjami prowadzacego.

4. Student moze wykonywa¢ wylgcznie czynno$ci przewidziane programem
¢wiczenia 1 zgodnie z poleceniami prowadzacego. Zabrania si¢ wykonywania
nieautoryzowanych doswiadczen.

5. Przed rozpoczeciem ¢wiczenia student powinien zapoznac si¢ z instrukcja
wykonywanego doswiadczenia oraz zasadami bezpieczne] pracy
z wykorzystywanymi odczynnikami i materiatem biologicznym.

6. Nalezy zachowal szczegdlng ostrozno$¢ podczas pracy z materiatem
biologicznym. Zuzyty sprzet jednorazowego uzytku (np. koncéwki do pipet)
nalezy umieszcza¢ wylacznie w specjalnie do tego przeznaczonych

1 odpowiednio oznakowanych pojemnikach.



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Stezone roztwory kwasow 1 zasad nalezy odmierzaé przy uzyciu
odpowiednich pipet lub pipetoréw, wykonujac te czynnosci pod sprawnie
dziatajacym wyciagiem laboratoryjnym.

Do pobierania kazdego rodzaju roztworu z butelki nalezy stosowac oddzielne
jednorazowe koncowki do pipet.

Ze wzgledu na ryzyko zanieczyszczenia nigdy nie nalezy wlewac
z powrotem do butelki roztworu uprzednio z niej pobranego.

Nalezy zachowaé szczegdlng ostrozno$¢ podczas pracy z wirdwkami.
Nieprawidlowe wywazenie probowek lub proba zatrzymania wirdwki
podczas jej pracy moze spowodowaé powazne obrazenia.

Wszelkie rozlania odczynnikow, stluczenia szkta laboratoryjnego, uszkodzenia
sprzetu oraz inne sytuacje mogace stwarza¢ zagrozenie nalezy niezwtocznie
zglosi¢ prowadzacemu zajecia.

W przypadku oparzenia, skaleczenia, kontaktu odczynnikow chemicznych
lub materialu biologicznego ze skoérg, oczami lub odzieza, a takze kazdego
innego wypadku lub narazenia na dzialanie czynnikoOw niebezpiecznych,
nalezy niezwlocznie poinformowac prowadzacego zajecia 1 postepowac
zgodnie z jego zaleceniami.

W trakcie zaje¢ laboratoryjnych student powinien utrzymywac czystos¢
1 porzadek w miejscu pracy. Na stotach laboratoryjnych mogg znajdowac si¢
wylacznie materialy 1 sprzgt niezbedne do wykonywania ¢wiczen.

Torby, plecaki oraz odziez wierzchnig (kurtki, plaszcze) nalezy pozostawiac
wylacznie w miejscach do tego przeznaczonych.

W laboratorium biochemicznym obowigzuje bezwzgledny zakaz spozywania
positkdw, picia napojow, zucia gumy, palenia wyrobow tytoniowych oraz
uzywania papierosow elektronicznych.

Po zakonczeniu zaje¢ student zobowigzany jest do starannego uporzadkowania
stanowiska pracy, umycia i odlozenia szkta laboratoryjnego na wyznaczone

miejsce, przetarcia blatu stolu wodg lub $rodkiem dezynfekujacym zgodnie



z poleceniem prowadzacego, osuszenia powierzchni, zdjecia rekawiczek
1 fartucha laboratoryjnego oraz doktadnego umycia ragk. Klucze do szafek
po zakonczeniu kazdych zaje¢ nalezy pozostawi¢ w pracowni,

W wWyznaczonym miejscu.



Cwiczenie 1.
Oznaczanie bialka calkowitego w surowicy
krwi metoda biuretowa

Celem ¢wiczenia jest poznanie zasad.

— doboru pomiarowej diugosci fali do oznaczania badanego zwigzku
na podstawie uprzednio zarejestrowanego widma absorpcyjnego
produktu reakcji
—  wykonywania i wykorzystywania krzywych kalibracyjnych (wzorcowych)
— wyznaczania rownania kierunkowego funkcji liniowej A = f(c)
(tzw. rownania kierunkowego krzywej wzorcowej): y = ax+b
oraz wspoélczynnika regresji liniowej R’ dla tej funkcji
—  wykorzystywania rownania kierunkowego y = ax+b do obliczania

stezenia i zawartosci biatka w probce.
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I. Wstep merytoryczny

1. Bialka osocza

Krew to ptynna tkanka taczna, ktora sktada si¢ z dwoch glownych frakcji:
pltynnego osocza oraz zawieszonych w nim komorek 1 fragmentow
komorkowych. Surowica (serum) jest pozbawiona fibrynogenu oraz innych
czynnikéw krzepnigcia 1 uzyskuje sie ja po catkowitym skrzepnigciu krwi,
pobranej ,,na skrzep”, bez antykoagulantu. Osocze (ang. plasma) stanowi pehy,
ptynny skladnik krwi; uzyskuje sie je poprzez odwirowanie krwi pobrane]
do probdéwki z dodatkiem antykoagulantu. Osocze krwi ludzkiej stanowi okoto
55% jej calkowitej objetosci 1 sktada si¢ z wody, biatek (gtownie glikoprotein)
oraz organicznych 1 nieorganicznych zwigzkow niskoczgsteczkowych.
Pod wzgledem diagnostycznym najwazniejsza frakcja biatkowa jest albumina
stanowigca ok 55-65% wszystkich biatek osocza. Pelni ona funkcje
transportowe, wigze 1 przenosi wolne kwasy tluszczowe, bilirubing, hormony
steroidowe, leki oraz jony. Albumina odpowiada za utrzymanie odpowiedniego
cisnienia onkotycznego. Pozostate biatka obecne w osoczu to a, B, y globuliny
oraz fibrynogen. Ponadto w osoczu znajdujg si¢ enzymy, prekursory enzymow
a takze inhibitory enzyméw. Oznaczenie biatka catkowitego w osoczu (gtownie
albumin 1 globulin) wykonuje si¢, aby oceni¢ homeostaz¢ organizmu.
Do precyzyjnej oceny konkretnych frakcji (albuminy, al, a2, B, v) stuzy metoda

elektroforezy biatek (proteinogram).

2. Oznaczanie bialka calkowitego

Wspotczesna analityka medyczna 1 proteomika wykorzystuja réznorodne
techniki spektrometryczne do ilosciowego oznaczania biatka catkowitego,
dostosowujac czutos¢ 1 swoistos¢ metody do analizowanej probki biologiczne;.

Klasyczna metoda biuretowa, oparta na tworzeniu barwnych komplekséw jonow
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miedzi z wigzaniami peptydowymi w S$rodowisku alkalicznym, pozostaje
standardem w rutynowej diagnostyce laboratoryjnej. W badaniach proteomicznych
1 analizie prébek o niskim st¢zeniu stosowana jest znacznie bardziej czuta metoda
Lowry'ego, taczaca reakcje biuretowa z redukcja odczynnika Folina-Ciocalteu.
Rownie popularny jest test BCA z uzyciem kwasu bicynchoninowego, ktory
wykazuje odpornos$¢ na interferencje ze strony detergentéw stosowanych do lizy
komorek. Wsrod alternatywnych metod wykorzystuje si¢ metode Bradforda
z wykorzystaniem barwnika Coomassie Brilliant Blue oraz pomiar w zakresie
dalekiego promieniowania UV (180-230 nm), gdzie mierzy si¢ naturalng
absorbancj¢ wigzan peptydowych, a takze przy 280 nm, charakterystycznym dla
aminokwasOw aromatycznych (tryptofan, tyrozyna). Wybor techniki (Ryc. 1.1.)
zalezy od rodzaju 1 iloSci probki, obecnosci substancji interferujgcych oraz

wymagan dotyczacych precyzji analizy.

Metoda Dumasa Metoda Bradforda
Metoda Kjeldahla Spalanie i oznaczenie Wiazanie barwnika Coomassie Brilliant Blue z

Oznaczenie catkowitego zawartosci azotu biatkiem
azotu i przeliczenie na .| Szybka, doktadna. Bardzo szybka i czuta; stosowana do oznaczania
zawartosc¢ biatka B matych ilosci biatka.

Doktadna, czasochtonna.

Reakcja kompleksowania Cu®*
przez wigzania peptydowe i
redukcja odczynnika Folina-
Ciocalteu.

Bardzo czuta, podatna na
interferencje.

Metody fluorescencyjne
Absorpcja UV przez
wigzania peptydowe
Bardzo czuta i podatna na
interferencje.

OZNACZANIE
STEZENIA BIALKA

Metoda Biuretowa

Reakcja wigzan peptydowych z jonami
Cu*"w $rodowisku zasadowym.
Szybka, prosta, o zadowalajacej

Absorpcja UV przez Trp i Tyr Metoda BCA czutosci.
Bardzo szybka i zalezna od : 24 e ;
; Redukcja Cu® do Cu” i utworzenie -
sktadu biatka. kompleksu Cu* z BCA Metoda Turbidymetryczna
Czuta, prosta i stosunkowo Wytracanie biatek i pomiar
odporna na interferencje. zmetnienia
Prosta, szybka, mniej doktadna.

Rycina 1.1. Zestawienie metod oznaczania stezenia biatka z uwzglednieniem ich podstaw

analitycznych oraz wybranych cech charakterystycznych
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2.1. Oznaczanie bialka calkowitego metodq biuretowa

Zwiazki chemiczne zawierajace co najmniej dwa wigzania peptydowe
(amidowe) reaguja z solami miedzi w $rodowisku zasadowym. W wyniku
utworzenia koordynacyjnego polaczenia miedzi z sgsiadujagcymi ze sobg
wigzaniami -CO-NH-, powstaje sol kompleksowa o barwie fioletowe;.
Intensywno$¢ zabarwienia roztworu jest wprost proporcjonalna do liczby wigzan
peptydowych (Ryc. 1.2.). W $rodowisku zasadowym reakcji, jon Cu?" tworzy

4 wigzania koordynacyjne z atomami azotu grup —NH wigzan peptydowych.

.. R O R
H O /N\\I)J\J-\j)\ﬂ/
Cu(OH),* + /{N\r/[L‘\ - = e o + 4H,0
R Cu

light blue

— —

Rycina 1.2. Reakcja jonow Cu(ll) z peptydem prowadzqgca do powstania barwnego
kompleksu. Zrédlo: Spiaggia F: Fast ratiometric colorimetric sensing of total protein
content in human serum based on classic biuret method. Anal Bioanal Chem. 2026 Apr 2

Zgodnie z prawem Lamberta-Beera absorbancja jest wprost proporcjonalna
do iloczynu stezenia badanej substancji (¢), grubo$ci warstwy roztworu (drogi
jaka pokonuje s$wiatto) (1) oraz wspdlczynnika proporcjonalnosci zwanego
absorpcjg wlasciwa (a).

A=a Xl Xc

Po przeksztatceniu rownania Lamberta-Beera mozna wyliczy¢ stezenie

badanego roztworu.
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W celu okreslenia maksimum absorbancji dla barwnego kompleksu
powstajacego w reakcji biatka z odczynnikiem biuretowym rejestruje si¢ widmo
absorpcyjne, w tym przypadku kompleksu z odczynnikiem biuretowym.
Widmo wykorzystuje si¢ do doboru pomiarowej dtugosci fali.

Widmo absorpcyjne to graficzny zapis zmian absorbancji substancji
analizowanej w zaleznosci od dtugosci fali przechodzacej przez jej roztwor.
Do wykonania widma absorpcyjnego nalezy uzy¢ roztworu o jak najnizszym
stezeniu, ktore umozliwia doktadng rejestracje zmian. Maksimum absorbancji
dla fioletowego kompleksu wystepuje w zakresie 540—-550 nm. Dla peptydow
jest ono przesunigte w kierunku §wiatta o krotszej dtugosci fali. R6zne rodzaje
bialek niewiele r6znig si¢ migedzy sobg wartoSciami maksimum absorbancji,
takze wartoscig wspolczynnika absorpcji molowej, czyli miarg pochtaniania
Swiatta o okreslonej dlugosci przez dang czasteczke. Z tego powodu metoda
biuretowa daje dos¢ dokladne wyniki réwniez w przypadku oznaczania biatka
w surowicach wybitnie patologicznych.

Kompleks peptydowo-miedziowy posiada do$¢ rozlegle maksimum
absorbancji w zakresie $wiatla nadfioletowego (330-340 nm). Przedzial ten
mozna takze wykorzystywa¢ do oznaczania zawarto$ci peptydow. W tym
zakresie moze jednak doj$¢ do interferencji ze strony glukozy lub niektorych

aminokwasow (treoniny, histydyny) oraz sktadnikow buforow (np. buforu Tris).

2.2. Czulos¢ metody

Czulo$¢ metody analitycznej okresla zmiang sygnatu analitycznego przypadajaca
na jednostkowa zmiang¢ stezenia oznaczanej substancji 1 odpowiada nachyleniu
krzywej kalibracyjnej. Metoda biuretowa charakteryzuje si¢ umiarkowang

czulo$cig. Granica oznaczalno$ci metody wynosi okoto 0,1 mg/ml.

2.3. Swoistos¢ metody

Swoistos¢, inaczej specyficzno$¢ metody analitycznej, oznacza jej zdolno$¢

do oznaczania badanej substancji w obecnosci innych sktadnikow probki,

14



ktore moglyby wplywaé¢ na wynik oznaczenia. Metoda biuretowa cechuje si¢
wysoka swoistos$cig wzgledem wigzan peptydowych. Metoda ta zostata opisana
w podreczniku ,,Standard Methods of Clinical Chemistry” wydanym przez
Amerykanskie Towarzystwo Chemii Klinicznej (Reinhold J.G., 1953) 1 do dzi$
stanowi jedng z podstawowych metod oznaczania bialka calkowitego

w laboratoriach klinicznych.

2.4. Zwiazki dajace pozytywny wynik reakcji biuretowej
» bialka 1 peptydy (zawierajace co najmniej 3 aminokwasy),
* inne zwigzki zawierajace w swej czgsteczce co najmniej 2 grupy
— CO-NH- potaczone ze soba:
— bezposrednio: np. diamid kwasu szczawiowego H,N-CO-CO-NH,,
— poprzez atom azotu: np. biuret, czyli dimocznik,
— poprzez atom wegla (diamid kwasu malonowego lub bursztynowego).
Dodatniego odczynu w reakcji biuretowej nie daja: wolne aminokwasy,
dipeptydy ani mocznik.
Intensywnos¢ barwy kompleksu miedziowo-peptydowego (proporcjonalna
do liczby wigzan peptydowych) nie jest zupehie stata 1 jeszcze po uplywie
30 minut powoli narasta (Ryc. 1.3.). Wzrost ten w ciggu 1 godziny nie przekracza

5%, jest wigc bez wigkszego znaczenia z punktu widzenia klinicznego.
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Rycina 1.3. Zmiana intensywnosci barwy kompleksu miedziowo-peptydowego w czasie

2.5. Liniowos$¢ metody

Liniowo$¢ okresla zdolno$¢ metody do uzyskiwania wynikéw pomiaru
analitycznego wprost proporcjonalnych do stgzenia analitu (substancji
oznaczanej), tzn. odpowiedz przyrzadu pomiarowego (np. absorbancja) powinna
by¢ proporcjonalna do st¢zenia analitu. W tym c¢wiczeniu absorbancja (A)
powinna by¢ proporcjonalna do stezenia biatka (c). Liniowos¢ wykazuje si¢
poprzez analize¢ zaleznosci A =f(c) dla probek o stezeniach analitu,
obejmujacych deklarowany zakres stezen (np. 2—6 mg/ml).

Wedlug zalecen obowigzujacych przy walidacji metod analitycznych
nalezy wykona¢ badanie minimum 5-ciu serii wzorcéw (3—6 powtorzen),
ktorych stezenia obeymujg 80—120% stezenia analitu spodziewanego w probee.

Liniowo$¢ metody w niniejszym ¢wiczeniu mozna wstepnie ocenic
na podstawie przebiegu wielopunktowego wykresu zaleznoSci absorbancji
od st¢zenia analitu A = f(c) w probce badanej, ktory powinien by¢ linig prosta,
poniewaz wykresem funkcji liniowej jest linia prosta. Liniowo$¢ metody
mozna potwierdzi¢ na podstawie wartosci wspoOfczynnika regresji R?
dla badanej zaleznosci A = f(c). Wspotczynnik regresji liniowej, zwany takze

wspodtczynnikiem determinacji (R?), jest miarg dopasowania funkcji regresji
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liniowej do danych doswiadczalnych.

* jego warto$¢ miesci si¢ w przedziale (0; 1);

» dopasowanie funkcji regresji do danych empirycznych jest tym lepsze,
im warto$¢ R? jest blizsza 1. R? bliska 1 oznacza dobrg liniowo$¢
metody w badanym zakresie stezen analitu;

» w przypadku gidwnej lub jedynej substancji oznaczanej, warto$¢
wspodtczynnika R? powinna by¢ wigksza niz 0,995;

» jezeli metoda wykazuje dobrg liniowos¢, to do sporzadzenia krzywe;j
kalibracyjnej, zwanej krzywa wzorcowa, wystarczy 5—6 roztworow
wzorcowych o réznych st¢zeniach;

» jezeli liniowos¢ nie jest zachowana, potrzebna jest wigksza liczba
WZOrcoOw.

Czesto blednie utozsamia si¢ wspotczynnik regresji liniowej ze wspotczynnikiem
korelacji liniowej. Wspotczynnik korelacji liniowej (ang. r) takze okresla
zalezno$¢ pomiedzy dwoma cechami, lecz przyjmuje wartosci z przedziatu
<-1, 1>. Gdy r =0, to cechy nie sg skorelowane, gdy r przyjmuje wartos¢ ,,-1”
(korelacja doskonata ujemna), r = ,,1” (korelacja doskonata dodatnia).

Posta¢ kierunkowa funkcji liniowej (réwnanie kierunkowe funkcji liniowej)

y=ax+ b

» wspoOtczynnik kierunkowy ,,a” decyduje o kacie nachylenia wykresu
funkcji liniowej w stosunku do osi X.

* wspotczynnik ,,b” decyduje o punkcie przecigcia wykresu funkcji
liniowej z osig Y, punkt przecigcia si¢ funkcji liniowej z osig Y

posiada wspotrzedne: (0, b).
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I1.Cz¢S$¢ praktyczna

Odczynniki, material biologiczny oraz aparatura:

— gotowy odczynnik biuretowy o sktadzie:
» siarczan(VI) miedzi(Il) — 60 mmol/l;

* winian sodowo-potasowy — 167 mmol/I;

* wodorotlenek sodu — 1000 mmol/l

spektrofotometr

woda dejonizowana

pipety automatyczne

wytrzgsarka Vortex

— plastikowe kuwety spektrofotometryczne

— probowki plastikowe o pojemnosci 10 ml

Instrukcja wykonania ¢wiczenia

1. Wykonanie krzywej wzorcowej dla bialka

metoda biuretowa

roztwory wzorcowe albuminy ludzkiej: 1, 2, 4, 6 1 8 mg biatka w 1 ml.

rozcienczony serostandard o roznych stezeniach biatka (analizy nr 1-10)

Do krotkich plastikowych probéwek dodaj odczynniki wedtug ponizszej tabelki:

Numer probowki

(wzorzec)

1 2 3 4 5 6 7
blank |1 mg/ml |2 mg/ml |4mg/ml |6 mg/ml|8 mg/ml |10 mg/ml
Odezynnik 25ml | 25ml | 2,5ml | 2,5ml | 25ml | 25ml | 2,5ml
biuretowy
Woda 0,5 ml — - — — - -
Roztwor albuminy |1 o s 1 osmi | 05ml | 0.5ml | 05ml | 0,5ml
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Probki zamiesza¢ przez 3-krotne, delikatne przechylanie do gory dnem
probowki przykrytej folig 1 zatkanej doktadnie palcem. Inkubowaé¢ 30 minut,
a nastepnie dokona¢ pomiaru absorbancji wzorcow (2—7) wzgledem proby $lepe;j
(blank; 1) zgodnie z instrukcja przy spektrofotometrze, przy dtugosci fali 540 nm
(uzywajac jednej czystej kuwety) (Ryc. 1.4.). Uwaga! Zbyt intensywne
mieszanie moze spowodowac spienienie si¢ roztworu biatka. Cze$¢ spieniona
(biatko zdenaturowane) nie ma kontaktu z odczynnikiem i nie bierze udziatu
w reakcji biuretowe] (wynik oznaczenia bedzie zanizony). Kuwety nalezy

wypeti¢ roztworem do ok. 3/4 wysokosci!

FRAGMENT BIALKA ODCZYNNIK BIURETOWY
pewtrioms

KOMPLEKSOWANIE W
SRODOWISKU ZASADOWYM

ugrupowanie
peptydowe

Winian sodowo-potasowy
(stabilizator)

Absorbancja rosnie
liniowo wraz ze
wzrostem steZenia bialtka.

=2

Absorbancja

P
i Stezenie biatka

Prawo Lamberta-Beera

Rycina 1.4. Schemat obrazujgcy oznaczanie stezenia biatka za pomocq metody biuretowej

Na podstawie danych absorbancji dla probek 2—7 wykonaj wykres
zaleznos$ci absorbancji (A) od zawarto$ci biatka w roztworze (c). Dla uzyskane;j
krzywej wzorcowej wyznacz roéwnanie kierunkowe: y = ax + b oraz wspotczynnik
determinacji R? (wspoOlczynnik regresji liniowej), postugujac sie programem
Excel. Krzywa wzorcowa dotacz do dokumentacji. Na podstawie uzyskanej
krzywej wzorcowej okresl zakres stezen, w ktorym zaleznos¢ A =f{(c)

ma charakter prostoliniowy.
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Stezenie bialka wzorcowego (mg/ml) Absorbancja

N B~

10

Roéwnanie krzywej wzorcowej

Wspdlczynnik regresji liniowej (R?)

2. Usredniona krzywa kalibracyjna
Wykonaj krzywa usredniong oraz wklej ja ponizej, bazujac na wynikach
absorbancji (A) innych grup. Dokonaj obliczen statystycznych dla kolejnych
punktow, uzyskanych z 4-5 niezaleznie wykonanych krzywych wzorcowych
(przez 4-5 zespotow): Srednia arytmetyczna 1 odchylenie standardowe

od $redniej arytmetycznej. Wklej wykres usrednionej krzywe;.
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Odchylenie

Stezenie ) .
bialka Al A2 A3 Ad A5 Srednia stanflard(fvsie
arytmetyczna od Sredniej
(mg/ml) -
arytmetycznej
1
2
4
6
8

Roéwnanie usrednionej krzywej wzorcowej

Wspbtezynnik regresji liniowej (R?)
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3.

Oznaczenie zawartoSci bialka w analizie indywidualnej

Kazda osoba przygotowuje wydang przez asystenta probke indywidualna,

do pomiaru w trzech powtdrzeniach dla dwéch roznych rozcienczen (zgodnie

Z ponizsza tabela):
Numer probowki

1 (blank) | 2a 2b 2 2d 2e 2f
gﬁ‘r’zzl;k 25m [25ml [25ml [25ml [25ml |25ml  |2,5ml
Woda 0,5ml [049ml |049ml |0,49ml [0,475ml 0,475 ml |0,475 ml
Roztwor
?;f:l?za - 0,00ml [0,01 ml 0,01 ml |0,025ml |0,025ml |0,025 ml
nr........

Probki zamieszaé przez 3-krotne delikatne przechylanie do géry dnem probowki uprzednio
przykrytej folig i zatkanej doktadnie palcem. Inkubowa¢ 30 minut, a nast¢gpnie dokonaé
pomiaru absorbancji wzorcow wzgledem proby slepej (blank) zgodnie z instrukcja
przy spektrofotometrze, przy dtugosci fali A = 540 nm (uzywajac jednej czystej kuwety).

Aby obliczy¢ stezenie bialka w indywidualnej analizie w mg/ml nalezy

skorzysta¢ z rownania kierunkowego krzywej: za y podstaw warto$¢ absorbancji

1 wyznacz X. Obliczen dokonaj dla kazdego z 3 niezaleznych pomiaréw.

Oblicz $rednig arytmetyczng. Na koniec uwzglednij rozcienczenie analiz!

Nr
probki

Stezenie
bialka
w probdéwce
¢ (mg/ml)

Rozcienczenie

Stezenie bialka
w probce
¢ (mg/ml)

Srednie
stezenie bialka
w probce
¢ (mg/ml)

Odchylenie
standardowe
z trzech
pomiarow
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Jakie jest stezenie biatka w tej analizie w mg/ml oraz w g/1?

Oblicz zawarto$¢ biatka w 10 pl oraz 25 pl analizy indywidualnej np. z proporcji,

wykorzystujac wyliczone wezesniej Srednie stezenie.
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4. Wykonanie widma spektrofotometrycznego

Widmo spektrofotometryczne jest graficznym zapisem zmian absorbancji
w zalezno$ci od dlugosci fali promieniowania elektromagnetycznego
przechodzacego przez badany roztwor.

Widmo spektrofotometryczne w zakresie promieniowania UV-Vis
(340-750 nm) nalezy wykona¢ dla probki o numerze 2 przygotowanej
do sporzadzenia krzywej wzorcowej. Probka ta odpowiada stgzeniu 1 mg
biatka/ml. Postepuj zgodnie z instrukcja przy spektrofotometrze. Wydrukuyj
1 dolacz do sprawozdania wykres widma oraz tabele wynikow.

Analizujgc wartosci absorbancji w tabeli, zaznacz wszystkie maksima
absorbancji dla produktu reakcji biuretowej oraz dlugosci fali, przy ktorych
one wystepuja. Okresl, ktore jest optymalne dla oznaczenia produktu reakc;i
biuretowej. Nastepnie nalezy poréwnac¢ dtugos¢ fali, przy ktorej doswiadczalnie
wyznaczono maksimum absorbancji, z dlugoscig fali stosowana standardowo
do oznaczania zawartosci biatka. Zastanow sie, czy standardowo wykorzystywana
do oznaczania biatka metodg biuretowg pomiarowa dtugos¢ fali wynoszaca
540 nm r6zni si¢ od dlugosci fali wyznaczonej podczas niniejszego ¢wiczenia?

Jesli obserwujesz roznice, podaj ich potencjalne przyczyny.

Wydruk wykresu widma 1 tabeli wynikow:
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5. Podsumowanie i wniosKi:

Ktoéry z wyznaczonych parametréw swiadczy o dobrej liniowosci metody
biuretowej w badanym zakresie stezen biatka? Podaj warto$¢ tego parametru.
Ocen celowos¢ wykonania oraz wiarygodnos¢ krzywej wzorcowej

uzyskanej z 5-6 niezaleznych serii pomiaréw.
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Panel dyskusyjny

Dlaczego metode biuretowq rutynowo stosujemy do oznaczania biatka
w surowicy krwi, ale nie nadaje sie ona do oznaczania biatka w moczu
lub plynie mozgowo-rdzeniowym?

Do laboratorium dostarczono probke surowicy od pacjenta z ostrg
hemolizg. Jak wplynie to na wynik oznaczania biatka catkowitego
metodq biuretowq i jak nowoczesny analizator eliminuje ten biqd?
Kiedy rozpoznajemy hipoproteinemie, a kiedy hiperproteinemie
oraz jakie sq ich konsekwencje dla funkcjonowania organizmu?

Czy hiperproteinemia zawsze oznacza chorobe?
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Cwiczenie 2.
Weglowodany o wlasciwosciach biologicznych

Celem ¢wiczenia jest zapoznanie si¢ z reakcjami
charakterystycznymi dla cukrow prostych, disacharydow
i polisacharydow na przykladzie ponizszych reakcji:

—  proby Molischa i proby z tymolem
—  reakcji Fehlinga

— reakcji Barfoeda

— proby Biala

—  proby Seliwanowa

—  proby z odczynnikiem Lugola

— rekcji hydrolizy kwasnej.
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I. Wstep merytoryczny

Weglowodany (cukrowce, sacharydy) sa przewaznie zwigzkami pochodzenia
ros$linnego, obficie wystepujacymi w przyrodzie. W organizmach zywych petnig
fundamentalng funkcj¢ podstawowego, tatwo dostgpnego zrodia energii
niezbednej do prawidtlowego funkcjonowania procesOw metabolicznych
(Ryc. 2.1.). Ponadto stanowig materiat zapasowy (glikogen), a takze peinig
funkcje strukturalne, budujac Sciany komorkowe (rosliny 1 bakterie) 1 sktadniki
macierzy zewnatrzkomorkowej. Aktywnie uczestniczg w procesach rozpoznawania
komorkowego jako sktadniki glikoprotein 1 glikolipidow. Ze wzgledu
na strukture chemiczng 1 obecno$¢ specyficznej grupy funkcyjnej, cukry proste
dzielg si¢ na aldozy, ktore zawieraja grupg aldehydowa, oraz ketozy, ktore
zawieraja grupe ketonowa. Ze wzgledu na zlozono$¢ czasteczki 1 liczbe
jednostek cukrowych, weglowodany dzielg si¢ na monosacharydy, czyli cukry
proste; oligosacharydy (w tym najpopularniejsze disacharydy) oraz polisacharydy.

1. FUNKCJA ENERGETYCZNA
Weglowodany s podstawowym i najszybszym
Zrédtem energii dla komérek.
Ny
kO X -
Q el — X
s o0 =~ L AP ¢
/\V.\["*'
+ szybkie dostarczenie energii
+ niezbedne do pracy mézgu, miesni i innych
| narzgdow

p
3. FUNKCJA BUDULCOWA (STRUKTURALNA)

Weglowodany wchodza w skiad struktur komdrkowych
i tkanek, zapewniajac ich wytrzymatos¢ i integralnosc.

i

atrzkomérkowej

nukl y

-4

2. FUNKCJA ZAPASOWA

Weglowodany s3 magazynowane w organizmie
i stanowig rezerwe energii.

|y =

MIESNIE:
/ gromadzenie energii zapas energii
/ na potrzeby organizmu podczas wysilku
f;{ . miedzy p i | w czasie
4 wysitku fizycznego

)

-
4. FUNKCJA OCHRONNA | NAWILZAJACA

Weglowodany tworza zele i blony éluzowe, a takie
plyn stawowy, chronigc tkanki przed urazami i wysychaniem.

* ochrona powierzchni komérek i tkanek
* nawilzanie, zmniejszenie tarcia

b

5. FUNKCJA ROZPOZNAWANIA | SYGNALIZACYJNA

Weglowodany na powierzchni komoérek uczestnicza w rozpoznawaniu komérkowym,
adhezji, komunikacji i odpowiedzi immunologicznej.
* udziatw odp izi immunologi j
° : 0 L * udziat wrozpoznawaniu swéj-obcy
. * udziat w komunikacji migdzykomérkowej

Rycina 2.1. Funkcje weglowodanow
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1. Cukry proste

Monosacharydy — cukry proste, sg to zwiazki, ktorych nie da si¢ przeksztalci¢
w procesie hydrolizy na mniejsze czasteczki. Monosacharydy majg ogolny wzor
CoH200, 1 zawierajg od 3 do 10 atomow wegla w czasteczce. Cukry proste
klasyfikuje si¢ w zaleznosci od liczby atomdéw wegla w czasteczce (Ryc. 2.2,
Tab. 2.1.). Wyr6zniamy wigc triozy (n =3), tetrozy (n=4), pentozy (n=>5),
heksozy (n = 6), heptozy (n =7), etc. Najczesciej wystepujace cukry to triozy
(aldehyd glicerynowy, dihydroksyaceton), pentozy (ryboza, deoksyryboza,
arabinoza) 1 heksozy (glukoza, fruktoza, galaktoza, mannoza). Ze wzgledu
na rodzaj grupy karbonylowej monosacharydy dzielimy na ketozy
(np. dihydroksyaceton) i1 aldozy (np. aldehyd glicerynowy) (Tab. 2.2.).
Monosacharydy w roztworach wodnych wystepuja gloéwnie w formie
pierscieniowej, ktora jest efektem wewnatrzczasteczkowej cyklizacji aldozy
lub ketozy odpowiednio do hemiacetalu lub hemiketalu. Utworzony w wyniku
cyklizacji pierscien szesciocztonowy nazywa si¢ pierscieniem piranozowym,
za$ pieciocztonowy — pierscieniem furanozowym, analogicznie do organiczych

zwigzkdéw chemicznych: piranu i furanu (Ryc. 2.2.).

O o)
_ \_/
piran furan

Rycina 2.2. Wzory czgsteczki piranu i furanu

Monosacharydy (Ryc. 3) moga posiada¢ jeden lub wigcej asymetrycznych
atoméw wegla 1 dlatego moga naleze¢ do szeregu konfiguracyjnego D lub L.

Do szeregu D =zalicza si¢ te cukry, ktore w formie otwartolancuchowe;
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(przedstawionej wzorami Fischera) przy weglu asymetrycznym o najwyzszej
numeracji (przy przedostatnim liczac od grupy aldehydowej lub ketonowej) maja
po prawej stronie grup¢ hydroksylowa. Jesli grupa ta znajduje si¢ po lewej

stronie, zwigzek taki nalezy do szeregu L (Ryc. 2.3.).

H OH HO H
HO——H H——OH
H——OH HO——H
H——OH HO——H

CH,OH CH,OH
D-glukoza L-glukoza

Rycina 2.3. Przyktad enancjomerow glukozy

Monosacharydy zawierajace cztery lub wigcej atoméw wegla
W czgsteczce, wystepuja w postaci pierscieniowych form tautomerycznych
tworzacych sie w wyniku powstawania wewnatrzczasteczkowych wigzan
potacetalowych (hemiacetalowych). Zjawisko istnienia dwoch odmian tej same;j
cyklicznej postact monosacharydu, roznigcych si¢ tylko orientacja przestrzenng
pierwszego atomu wegla (tzw. wegla anomerycznego) w czasteczce aldoz lub
drugiego atomu wegla w czasteczce ketoz, nosi nazwe anomerii. Formy o 13
ro6znig si¢ miedzy sobg konfiguracja na atomie wegla anomerycznego (nowego
centrum asymetrii), co jest zwigzane z r6zng wartoscig skrecalnosci optycznej
dla tych anomeréw. W roztworze wodnym, w danych warunkach temperatury
1 ci$nienia mi¢dzy obiema formami anomerycznymi danego monosacharydu
wytwarza si¢ rOownowaga dynamiczna. Zmiana konfiguracji na anomerycznym

atomie wegla monocukru w roztworze wodnym 1 przechodzenie formy o
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w form¢ [ nazywane jest mutarotacja (zmiana kata skrgcalnosci $wiatta
spolaryzowanego na skutek zmiany konfiguracji na anomerycznym atomie
wegla). Epimery to rodzaj izomerdéw przestrzennych (diastereoizomerow),
ktére rdznig si¢ miedzy sobg potozeniem grupy hydroksylowej przy jednym
z asymetrycznych atomow wegla, np. epimerami D-glukozy s3 D-galaktoza

oraz D-mannoza.

1.1. Glukoza

Monosacharyd z grupy aldoheksoz. Glukoza wchodzi w sktad disacharydow
(laktozy, maltozy, sacharozy) 1 polisacharydow: glikogenu, skrobi oraz celulozy.
Jest bialym, drobnokrystalicznym ciatem stalym, z roztworéw wodnych tatwo
krystalizuje jako monohydrat. Jest bardzo dobrze rozpuszczalna w wodzie
(nie zmienia pH roztworu). D-glukoza jest prawoskretna, co oznacza, ze grupa
hydroksylowa (-OH) przy weglu C-5 znajduje si¢ po prawej stronie w projekcji
Fischera. Enancjomerem D-glukozy jest L-glukoza, niewystepujaca
w organizmach wyzszych. Glukoza, jak wszystkie pentozy 1 heksozy, tworzy
formy pierscieniowe. W roztworze wodnym istnieje gldéwnie w postaci
szeSciocztonowej formy piranozowej. Jest magazynowana w postaci
polisacharydow (skrobia, glikogen). Do najwazniejszych przemian metabolicznych
glukozy nalezg: glikoliza, glukoneogeneza, glikogenogeneza, glikogenoliza,

cykl pentozofosforanowy oraz procesy glikozylacji biatek.

1.2. Galaktoza

Jest aldoheksoza, ro6zni si¢ od glukozy jedynie konfiguracja przy czwartym
atomie wegla (C-4). Posiada wolng grupe karbonylowa (aldehydows),
co pozwala jej uczestniczy¢ w reakcjach chemicznych (np. proba Fehlinga).
U zwierzat wystepuje w postaci sktadnika laktozy (cukru mlekowego),
glikolipidéw 1 glikoprotein oraz antygendw zgodnosci grupowych erytrocytow
(uktadu ABO). Jest wykorzystywana jako substrat energetyczny
po przeksztatceniu w UDP-glukoze.
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2.3. Mannoza

Nalezy do grupy aldoheksoz, ro6zni si¢ od glukozy konfiguracja przy drugim
atomie wegla (C-2). Jej gltéwna funkcja to udzial w syntezie glikoprotein.
Nadmiar mannozy moze by¢ kierowany do glikolizy poprzez jej fosforylacje
przez heksokinaze do mannozo-6-fosforanu, ktéry nastepnie jest przeksztatcany

przez izomeraz¢ mannozo-6-fosforanowa do fruktozo-6-fosforanu.

2.4. Fruktoza

Fruktoza nalezy do ketoheksoz. Posiada grupg ketonowa przy drugim atomie
wegla (C-2). Jest izomerem strukturalnym glukozy. W roztworach najczesciej
tworzy piecioczlonowy pierscien (furanoze). Wchodzi w sktad dwucukru
sacharozy (glukoza + fruktoza), a takze rafinozy 1 inuliny. Fruktoza w temperaturze
pokojowej jest bialg substancja krystaliczng, w wodzie rozpuszcza si¢ lepiej
niz glukoza. Fruktoza charakteryzuje si¢ stodkim smakiem (jest nieco stodsza
od sacharozy i1 znacznie stodsza od glukozy). Wystepuje w stanie wolnym
w owocach, nektarze kwiatowym, miodzie oraz spermie ssakow (materiat
energetyczny wykorzystywany przez plemniki). U ssakow fruktoza jest
metabolizowana gléwnie w watrobie, a czgSciowo takze w migs$niach 1 tkance
tluszczowej, gdzie moze by¢ przeksztalcana do fruktozo-6-fosforanu

lub fruktozo-1-fosforanu, a nastepnie witaczana do glikolizy.

2. Cukry zlozone

Oligosacharydy to zwigzki, ktore powstaja przez polaczenie od dwoch
do dziewigciu reszt monosacharydow (glukozy, fruktozy, galaktozy) wigzaniem
O-glikozydowym. Najistotniejsze dla fizjologii cztowieka sg disacharydy

takie jak: sacharoza 1 laktoza.
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2.1. Disacharydy

Najpowszechniej wystepujacymi cukrami ztozonymi sg disacharydy (Ryc. 2.4.),
czyli dwa cukry potaczone wigzaniem glikozydowym, w ktdérym uczestniczy
anomeryczny atom wegla jednej czasteczki cukru oraz dowolny atom wegla
drugiej czasteczki. W zaleznos$ci od sposobu powstania wigzania glikozydowego
disacharydy dzielg si¢ na dwie grupy:

— disacharydy utworzone przez polaczenie monosacharydéw grupami
hydroksylowymi, znajdujacymi si¢ przy weglach anomerycznych.
Powstate w ten sposob disacharydy zaliczane sg do grupy trehalozy
(do tej grupy nalezy sacharoza)

— disacharydy powstale przez potaczenie grupy hydroksylowej jednego
monosacharydu z grupa hydroksylowg drugiego monosacharydu
w pozycji 3, 4 lub 6. Ta grupa sacharydéw nosi nazwg grupy maltozy
(maltoza, laktoza, celobioza, izomaltoza, gencjobioza, wicjanoza).

Jesli w jednym z cukrow znajduje si¢ wolna grupa -OH przy
anomerycznym atomie wegla, to disacharyd zachowuje si¢ pod wieloma
wzgledami jak monosacharyd. Wykazuje m.in. wlasciwosci redukujace.
Do takich cukrow nalezg laktoza 1 maltoza. Cukry nieredukujgce to disacharydy,
w ktorych grupy —OH przy anomerycznym atomie wegla obu monosacharydow

biorg udziat w wigzaniu glikozydowym (np. sacharoza, trehaloza).

2.1.1. Sacharoza

Sacharoza zbudowana jest z a-D-glukozy oraz B-D-fruktozy potaczonych
wigzaniem o,B-1,2-glikozydowym. W  wigkszych ilosciach wystepuje
w burakach cukrowych i trzcinie cukrowej. Nie ulega mutarotacji i nie posiada
wlasciwosci  redukujacych. Pod wplywem  kwaséw lub  enzymu
(sacharazy/inwertazy), sacharoza rozpada si¢ na glukozg 1 fruktoze, mieszaning
nazywang cukrem inwertowanym. Jest to reakcja inwersji, poniewaz zmienia si¢

kierunek skrecania plaszczyzny S$wiatta spolaryzowanego przez roztwor
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z prawoskretnego na lewoskretny. Cukier inwertowany jest stodszy od same;j
sacharozy 1 trudniej krystalizuje (czesto spotykana w sztucznym miodzie

1 nadzieniach pralin).

2.1.2. Trehaloza

Trehaloza jest disacharydem ztozonym z dwoch czasteczek glukozy
potaczonych wigzaniem a,a-1,1-glikozydowym. Cukier ten nazywano dawnie]
mykoza (cukier grzybowy). Wystepuje w organizmach nizszych takich
jak glony, grzyby, owady, niektére rosliny pustynne. Nie ulega mutarotacji

1 nie posiada wiasciwosci redukujacych.

2.1.3. Maltoza

Maltoza jest disacharydem zbudowanym z dwdch reszt D-glukozy potaczonych
wigzaniem o-1,4-glikozydowym. Ma wiasciwosci redukujace, tworzy dwa
anomery: o 1 3, ktore w roztworach wodnych ulegaja mutarotacji. Nazywana
jest cukrem stodowym. Powstaje na drodze hydrolizy skrobi katalizowane;j
przez B-amylaze. Wigksze ilosci maltozy stwierdza si¢ w kietkujacym ziarnie
zb0z (stod), batatach 1 kukurydzy. Jest stodsza od sacharozy. Wykorzystywana
jest w przemysle farmaceutycznym jako sktadnik lekow.

Izomaltoza jest izomerem maltozy, gdzie reszty glukozy sa potaczone
wigzaniem al,6glikozydowym. Maltoza rzadko wystepuje w przyrodzie jako
samodzielny cukier; w niewielkich iloSciach wystepuje w miodzie.
W organizmie cztowieka pojawia si¢ w wyniku trawienia skrobi, a konkretnie

rozgatezien amylopektyny.

2.1.4. Laktoza
Laktoza, nazywana cukrem mlekowym, jest disacharydem powstaltym
z potaczenia D-glukozy 1 D-galaktozy wigzaniem f1,4-glikozydowym.
Wystepuje przede wszystkim w mleku ssakow. Ze wzgledu na mozliwosé

wystepowania w dwoch formach anomerycznych, ma wiasciwosci redukujace,
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jak rowniez ulega mutarotacji. Do jej strawienia niezbedny jest enzym laktaza.

Niedobor tego enzymu prowadzi do nietolerancji laktozy.

2.2. Polisacharydy
Polisacharydy (wielocukry) (Ryc. 2.4.) sa liniowymi lub rozgatezionymi
polimerami o duzej masie czasteczkowej. Sg produktem kondensacji od kilkuset
do kilku tysigcy czasteczek cukréw prostych. Nie posiadajg wlasciwosci
redukujacych. Strukture liniowa wykazuje amyloza wchodzaca w sktad skrobi
(wigzania o-1,4-glikozydowe) 1 celuloza (wigzania [-1,4-glikozydowe),
a strukture rozgaleziong amylopektyna, rowniez wchodzaca w sktad skrobi
oraz glikogen (wigzania a-1,4 1 a-1,6-glikozydowe). W glikogenie wigzania
a-1,6-glikozydowe wystepuja co 6-10 reszt glukozowych, a w skrobi co 25 reszt
glukozowych, powodujac, ze glikogen jest polisacharydem o strukturze bardzie;j
rozgaltezionej w poréwnaniu ze skrobig. Polisacharydy w odr6znieniu od mono-
1 oligosacharydéw sa praktycznie nierozpuszczalne w wodzie. Niektore
wykazuja zjawisko pecznienia 1 tworzenia uktadéw koloidalnych (kleik
skrobiowy). Polisacharydy sa pozbawione stodkiego smaku, petlnig funkcje
zapasowe 1 budulcowe.
Ze wzgledu na budowe chemiczng, polisacharydy mozna podzieli¢
na dwie grupy:
* Homopolisacharydy sktadajace si¢ z reszt jednego rodzaju dowolnego
monosacharydu:

— z reszt glukozy: skrobia, glikogen, celuloza

— z reszt fruktozy: inulina 1 inne

— z reszt arabinozy, ksylozy, mannozy: arabany, ksylany, mannany

— z reszt kwasu galaktouronowego: substancje pektynowe

— z reszt glukozoaminy: chityna owadow 1 grzybow.
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» Heteropolisacharydy sktadajace si¢ z reszt r6znych monosacharydow
1 ich pochodnych:
— zreszt glukozy 1 mannozy: glukomannany
— z reszt mannozy i galaktozy:galaktomannany

— z pentoz 1 heksoz réznego rodzaju: hemicelulozy.

2.2.1. Skrobia

Skrobia jest to polisacharydem zbudowanym z czasteczek amylozy (20—-35%)
oraz amylopektyny (65-80%). Cukier ten wystgpuje w roslinach jako materiat
zapasowy np. w bulwach ziemniaczanych 1 ziarnach zb6z. Amyloza
ma strukture liniowa, jest polimerem zbudowanym z ok. 300 czasteczek glukozy
potaczonych wigzaniem a-1-4 glikozydowym. Amylopektyna ma budowe
rozgalgziong, czasem spiralng, ktorg warunkujg polaczenia a-1-4 glikozydowe
oraz a-1-6 glikozydowe (wystepujace co 30 wigzan). Amyloza rozpuszcza
si¢ w wodzie zimnej 1 goracej, natomiast amylopektyna rozpuszcza si¢ w wodzie
zimnej, a po podgrzaniu tworzy kleik — Zeluje. Skrobia pod wptywem kwasow
lub enzymow ulega hydrolizie czgsciowej lub catkowitej. Przy udziale a-amylazy
Slinowej 1 trzustkowe] przeksztalcana jest do mieszaniny dekstryn, glukozy,
maltozy 1 izomaltozy. Pod wplywem wodnego roztworu jodu w jodku potasu
(pltynu Lugola) skrobia barwi si¢ na ciemnoniebiesko/fioletowo, co znajduje
zastosowanie w wykrywaniu tego polisacharydu.

Skrobia oporna to forma skrobi, ktora nie ulega strawieniu w jelicie
cienkim, lecz trafia do jelita grubego, gdzie staje si¢ pozywka dla korzystnych
bakterii jelitowych. Bakterie jelitowe fermentuja skrobi¢ oporng, wytwarzajac
krotkotancuchowe kwasy tluszczowe. Ten rodzaj skrobi wystepuje naturalnie

w niektorych produktach lub powstaje w wyniku odpowiedniej obrobki kulinarne;.

2.2.2. Glikogen

Glikogen to gtéwny materiat zapasowy zwierzat (watroba, mig¢snie) 1 grzybow,

zbudowany z czasteczek D-glukozy potaczonych w proste tancuchy wigzaniami
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a-1,4-glikozydowymi, w ktorych co 8—12 monomerdow wystgpuje rozgalezienie
tworzone przez wigzanie o-1,6-glikozydowe. Glikogen w przewodzie pokarmowym
podlega hydrolizie przy udziale a-amylaz: §linowej 1 trzustkowej, za§ w watrobie
1 migs$niach podlega reakcjom fosforolizy 1 hydrolizy odpowiednio przy udziale
fosforylazy glikogenowej (wigzania 1,4-glikozydowe) 1 enzymu usuwajacego

rozgalezienia (wigzania 1,6-glikozydowe) do glukozo-1-fosforanu i glukozy.

2.2.3. Heparyna

Heparyna jest polimerem nalezacym do glikozaminoglikanow (GAG). Sktada
si¢ z powtarzajacych si¢ jednostek dwucukrowych (kwasu L-iduronowego
lub D-glukuronowego oraz D-glukozaminy), potaczonych wigzaniem
a-1,4-glikozydowym. Jej cecha charakterystyczng jest duza liczba grup
siarczanowych 1 karboksylowych nadajacych czasteczce heparyny silny tadunek
ujemny. Produkowana i magazynowana w komorkach tucznych (mastocytach)
oraz granulocytach zasadochtonnych, gtownie w plucach, watrobie 1 jelitach.
Jest takze stosowana w farmakoterapii ze wzgledu na jej gldéwna funkcje
zapobiegania tworzenia si¢ zakrzepow. Probéwki z heparyng shuza do pozyskiwania

osocza do badan biochemicznych.

2.2.4. Celuloza

Celuloza to polisacharyd powszechnie wystepujacy w roslinach. Pod wzgledem
chemicznym jest polimerem czgsteczek D-glukozy powigzanych wigzaniami
B-1,4 glikozydowymi. Lancuchy sg proste 1 sztywne, a nie spiralne jak w skrobi.
Celuloza zawiera okoto 14 000 reszt glukozowych, ktore sg stabilizowane
za pomocg wigzan wodorowych. Celuloza nie rozpuszcza si¢ w wodzie
ani w wigkszosci typowych rozpuszczalnikow organicznych, a takze jest odporna
na dzialanie wigkszosci enzymow. Nie rozkladajg jej organizmy zwierzgce,
dlatego stanowi tzw. btonnik pokarmowy nierozpuszczalny. Niektore
mikroorganizmy w ukladzie pokarmowym przezuwaczy produkuja enzym

rozktadajacy ja do celobiozy i glukozy. W przemysle spozywczym stosuje
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si¢ dodatek E460 (celuloza mikrokrystaliczna), ktory zapobiega zbrylaniu
sie produktow sypkich i zageszcza sosy, lody, jogurty.

2.2.5. Chityna

Chityna jest polisacharydem wchodzagcym w sklad $cian komodrkowych
grzyboéw oraz szkieletow zewnetrznych skorupiakdéw, owadoéw. Zbudowana
jest z N-acetyloglukozaminy. Jest niezwykle odporna na czynniki chemiczne
1 mechaniczne. Stosowana w suplementach wspomagajacych odchudzanie,
w systemach dostarczania lekéw oraz opatrunkach przyspieszajacych gojenie

si¢ ran.

2.2.6. Agar

Agar to polisacharyd kwasny, na skal¢ przemystowg izolowany z wodorostow,
gtéwnie krasnorostow (Rhodophyta). Wykorzystuje si¢ go w mikrobiologii,
genetyce, ponadto stuzy jako Srodek zelujacy w piekarstwie i1 cukiernictwie.
Sktada si¢ z dwoch frakcji: agarozy (ok. 70%) 1 agaropektyny (ok. 30%).
Czasteczki sg potaczone wigzaniami glikozydowymi, tworzac dlugie tancuchy,
ktore po ochtodzeniu splatajg si¢ w trojwymiarowa sie¢ zatrzymujgca wodg.
Agaroza jest lintowym polimerem zlozonym 2z czasteczek agarobiozy.
Agaropektyna to polisacharyd kwasny ztozony z czasteczek D-galaktozy,
zestryfikowany kwasem pirogronowym i kwasami uronowymi. Agar rozpuszcza

sie na goraco a po ostygnieciu tworzy twardy zel.

Tabela 2.1. Klasyfikacja weglowodanow wraz z przyktadami

Monosacharydy Disacharydy Polisacharydy
Glukoza Sacharoza Glikogen
Fruktoza Laktoza Skrobia

Galaktoza Trehaloza Celuloza
Aldehyd glicerynowy Maltoza Chityna
Ryboza/deoksyryboza [zomaltoza Agar
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Tabela 2.2. Podzial weglowodanow wraz z przyktadami

Aldopentozy Ketopentozy Aldoheksozy Ketoheksozy

Ryboza Rybuloza Glukoza Fruktoza

Arabinoza Ksyluloza Galaktoza
0
|
CH0H 0—P—0—CH; CH.0H
HOCH
0 clm' 0 " o.M HO 0
OH OH HO OH
OH OH OH OH CH.OH OH
OH OH OH OH
glukoza glukozo-6-fosforan fruktoza galaktoza
CH,OH
o 9 CH,OH CH,OH CH,OH
HOCH
CH,OH OH o o OH o H o OH
HO 0 0 OH >\ OH j OH o
OH 0 0
o OH I I OH CH,0H
OH OH OH OH
OH
laktoza maltoza sacharoza
CH;0H CHOH
() (1]
OH OH
CH.OH CH:0H CH,OH 0 2] 0

a-1,4-glikozydowe

OH HO |

_CH:

a-1,6-glikozydowe

o 0
< OH OH P
’ b o’

OH [ OH

a-1,4-glikozydowe

amyloza amylopektyna

Rycina 2.4. Przyktady weglowodanéw. Zrédto: BioRender.com
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II. Cze¢s¢ praktyczna

Odczynniki, material biologiczny oraz aparatura:
probowki szklane
pipety Pasteura
pipety automatyczne
wytrzasarka Vortex
termoblok
taZznia wodna
2% alkoholowy roztwor a-naftolu
stezony H2SO4
stezony HCl
3% etanolowy roztwor tymolu
1% roztwor FeCls
odczynnik Barfoeda (roztwor octanu miedzi)
odczynnik Biala (roztwor orcyny w HCI)
odczynnik Seliwanowa (roztwor rezorcyny w HCI)
ptyn Lugola (roztwor jodu w KI)
roztwor Fehlinga I (wodny roztwor CuSQOy)
roztwor Fehlinga II (roztwor winianu sodowo-potasowego w NaOH)

materiat: 1% roztwory cukrow, roztwdr nieznanego cukru.
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Instrukcja wykonania ¢wiczenia

1. Odroznianie weglowodanow od innych zwigzkow
organicznych — proba Molischa (reakcja z a-naftolem)

Monosacharydy zawierajace wigcej niz 4 atomy wegla, a takze cukry ztozone,
w reakcji z mocnymi kwasami nieorganicznymi, np. HCl, H,SO,, ulegaja
odwodnieniu i cyklizacji, wskutek czego tworzg pochodne furanu, odpowiednio:
pentozy — furfural, heksozy — hydroksymetylofurfural. Powstate pochodne
furfuralowe w $rodowisku alkoholu tworzg z a-naftolem barwne kompleksy
(Ryc. 2.5.). Ujemny wynik proby wyklucza obecnos¢ sacharydow w badanym
materiale, za§ pozytywny nie jest wystarczajgcym dowodem na obecno$¢
cukrow, gdyz reakcja zachodzi takze przy udziale innych zwiagzkéw takich
jak aldehydy, ketony (np. aceton) 1 niektore kwasy organiczne (np. kwas

Cytrynowy, szczawiooctowy).

CH,OH OH  +MocNE kwasy
O NIEORGANICZNE OH O
(np. HCI, H,S0,) i
'HZ OH
FURFURAL BARWNY FIOLETOWY
OH OH KOMPLEKS
CH,OH
MOCNE KWASY
NIEORGANICZNE
(@) (np. HCI, H,50,)
OH l / \ / © FIOLE'I'DWY
0 PIERSCIEN
OH OH HYDROKSYMETYLOFURFURAL WYNIK WYNIK
- POZYTYWNY NEGATYWNY

Rycina 2.5. Schemat reakcji weglowodanow z a-naftolem w probie Molischa
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Do krotkich szklanych probéwek doda¢ odczynniki wedtug ponizszej tabelki:

Roztwor Numer probowki

wodny: 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Glukozy 0,5 ml

Fruktozy 0,5 ml

Arabinozy 0,5 ml

Sacharozy 0,5 ml

Maltozy 0,5 ml

Trehalozy 0,5 ml

Skrobi 0,5 ml

Nieznany 0,5 ml

H>O dest. 0,5 ml

Do wszystkich probéwek dodaé po 2 krople 2% roztworu a-naftolu i wymiesza¢ na mieszadle
Vortex. Zawartos¢ kazdej probowki podwarstwi¢ stezonym H>SOs (2-3 krople) — ostroznie
wlewajac po Sciance przechylonej probowki, nie wstrzasac.

Obserwacje 1 wnioski:
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2. Odroznianie weglowodanow od innych zwigzkow

organicznych — proba z tymolem

Pod wplywem dziatania silnych kwaséw na weglowodany nastgpuje ich

odwodnienie i cyklizacja, w wyniku ktorej tworzg si¢ furfural 1 jego pochodne.

Powstajacy barwny czerwony produkt jest wynikiem reakcji kondensacji

pochodnych furfuralowych z tymolem. Reakcja wykazuje specyficznos¢

podobng do préby Molischa.

Do dhugich szklanych probdéwek doda¢ odczynniki wedhug ponizszej tabelki:

Roztwor Numer probowki
wodny: 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Glukozy 0,5 ml
Fruktozy 0,5 ml
Arabinozy 0,5 ml
Sacharozy 0,5 ml
Maltozy 0,5 ml
Trehalozy 0,5 ml
Skrobi 0,5 ml
Nieznany 0,5 ml
H>O dest. 0,5 ml
Do wszystkich probéwek doda¢ po 4 krople 3% roztworu tymolu i wymiesza¢ na mieszadle
Vortex. Zawartos¢ kazdej probowki podwarstwi¢ ok. 0,5 ml stezonego HCI (3—4 krople)
— ostroznie wlewajac po $ciance przechylonej probowki, nie wstrzagsac. Probowki wstawic¢
do wrzacej tazni wodnej na ok. 5 min.
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Obserwacje 1 wnioski:

3. Wykrywanie cukrow redukujgcych — proba Fehlinga

Wystepowanie w czgsteczce cukru wolnej grupy aldehydowej lub ketonowe;j
nadaje mu wilasciwosci redukujace. W s$rodowisku kwasnym wolna grupa
aldehydowa (R-CHO) jest zablokowana, uczestniczagc w tworzeniu formy
pierscieniowej. Obecnos$¢ zasady powoduje otwarcie pierscienia i uwolnienie
grupy aldehydowej, ktéra moze ulega¢ utlenieniu do grupy karboksylowe;,
czemu towarzyszy redukcja utleniacza.

W probie Fehlinga, po zmieszaniu roztworu Fehlinga I (niebieskiego,
wodnego roztworu CuSQO4) 1 Fehlinga II (bezbarwnego roztworu winianu
sodowo-potasowego, KNaCsH4O4-4H,0, zwanego rowniez solg Rochelle’a,

oraz NaOH) powstaje zasadowy roztwor kompleksu jonow miedzi(Il)
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z winianem. Dodany cukier redukujacy ulega utlenieniu, oddajac elektrony,

ktorych akceptorem sg jony miedzi(Il). Kompleks jonéw miedzi z winianem

po ogrzaniu rozpada si¢ 1 powstaje ceglastoczerwony osad tlenku miedzi(I).

Powstajace zabarwienie roztworu wynika z redukcji jonow Cu?" do Cu*. Kolor

mieszaniny poreakcyjne] moze zmienia¢ si¢ od czerwono-pomaranczowego

do zielonego. Zielone zabarwienie jest wynikiem naktadania si¢ pomaranczowe;j

barwy zawiesiny Cu,O z niebieskim zabarwieniem odczynnika Fehlinga (Ryc. 2.6.).

CHO
|
(CHOH),

|
CH,OH

+2Cu? + SOH-

COO-

|
(CHOH), + Cu,0Y + 3H,0

I

CH.OH

OH

OH OH

odczynnik
Fehlinga
|

+ Cukier redukujacy
+ Ogrzewanie

odczynnik
Fehlinga
I

Pomaranczowe
zabarwienie
roztworu

= &
Czerwony osad A
Tlenku Miedzi Ig
(Cuy

WYNIK
POZYTYWNY

Rycina 2.6. Schemat reakcji cukrow redukujgcych w probie Fehlinga
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Do diugich szklanych probéwek doda¢ odczynniki wedtug ponizszej tabelki:

Numer probowki

Roztwér
wodny:

4

5

6

Glukozy

0,5 ml

Fruktozy

0,5 ml

Arabinozy

0,5 ml

Sacharozy

0,5 ml

Maltozy

0,5 ml

Trehalozy

0,5 ml

Skrobi

0,5 ml

Nieznany

0,5 ml

H>O dest.

0,5 ml

Do probdéwek dodac po 0,5 ml roztworu Fehlinga I (roztwor CuSOs4), a nastgpnie po 0,5 ml
roztworu Fehlinga II (roztw6r winianu sodowo-potasowego w NaOH) 1 wymieszaé
na mieszadle Vortex. Probéwki wstawi¢ do tazni wodnej na ok. 10 min.

Obserwacje 1 wnioski:
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4. Odroznianie monosacharydow od disacharydow
redukujacych — reakcja Barfoeda

Reakcja z octanem miedzi (II) zachodzaca w srodowisku kwasu mlekowego
pozwala odrézni¢ monosacharydy redukujace od disacharydéw redukujacych
na podstawie réznic w szybkosci redukcji jonéw miedzi (Ryc. 2.7.).
Monosacharydy szybko utleniajg si¢ do kwasu karboksylowego, redukujac jony
Cu?" do tlenku miedzi(I), ktory wytrgca sie w postaci ceglastoczerwonego osadu.
Dhugotrwate ogrzewanie powoduje, ze disacharydy ulegajg hydrolizie kwasowe;j

do monosacharydow, ktore rowniez daja pozytywny wynik reakcji.
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CHO

I
(CHOH), + 2 CuO

CH,0OH
CH,OH
O, OH
OH
HO
e ey OH
GLUKOZA
CH,0H  CHOH
Odczynnik Barfoeda T =
zawierajacy HO 0"
Cu(CH,C00),
DISACHARYDY
(Cukry redukujace)

COOH

I
(CHOH), + Cu,04

|

a
xE OH
= nmuum Smin
S » HO 0
=z MO Pocz lko
g g OH nlel?lesl:‘y
=9 roztwor
Ehe cmummwom
0SAD (Cu,0)
WYNIK
POZYTYWNY
ANALIZA SZYBKOSCI REDUKCJi
SE omon MM powoina
I o o REDU
5 g (<5 min) A P A
NEGATYWNY A I‘
as £ (Brak zmian) MEBIESKIZIELONY
ROZNICA W SZYBKOSCI JEST KLUCZEM 00 Aaony)
WYNIK
NEGATYWNY

Rycina 2.7. Schemat reakcji mono- i disacharydow redukujgcych w probie Barfoeda

Do dhugich szklanych probéwek dodaj odczynniki wedtug ponizszej tabelki:

Numer probowki

Roztwor
wodny:

4 5 6 7 8 9

Glukozy 0,5 ml

Fruktozy 0,5 ml

Arabinozy 0,5 ml

Sacharozy

0,5 ml

Maltozy

0,5 ml

Trehalozy

0,5 ml

Skrobi

0,5 ml

Nieznany

0,5 ml

H>O dest.

0,5 ml

Do probéwek dodac po 2,5 ml odczynnika Barfoeda i wymieszaj na mieszadle Vortex.
Proboéwki wstawi¢ do tazni wodnej (ponad 85°C) na ok. 10 min.
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Obserwacje 1 wnioski:

5. Odroznienie pentoz od heksoz — proba Biala

Pentozy pod wptywem stezonego kwasu chlorowodorowego ulegaja odwodnieniu
do furfuralu, ktory w obecnosci jonow zelaza (III) tworzy z orcyng kompleks
o barwie zielonej/zielono-niebieskiej (pentozofuranozy — zielony roztwor,
heksozofuranozy — oliwkowo-bragzowy roztwoér) (Ryc. 2.8.). Préba Biala
jest wykorzystywana w diagnostyce pentozurii poprzez wykrywanie L-ksylulozy

W mocCzu.
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0 "
2% orcyna w HCL + jony zelaza (llI)
— 9] @]
)~
H
= 4 furfural

- HO\/ﬂ\40

roztwor cukru O

5-hydroksy
metylofurfural

Rycina 2.8. Schemat reakcji weglowodanow — pentoz i heksoz — w probie Biala.
Zrédlo: opracowanie wlasne

Do dhtugich szklanych probéwek doda¢ odczynniki wedlug ponizszej tabelki:

Numer probowki

Roztwor

1 2 3 4 5 6 7 8 9
wodny:

Glukozy 0,5 ml

Fruktozy 0,5 ml

Arabinozy 0,5 ml

Sacharozy 0,5 ml

Maltozy 0,5 ml

Trehalozy 0,5 ml

Skrobi 0,5 ml

Nieznany 0,5 ml

H>O dest 0,5 ml

Do probdéwek dodaé po 2 ml odczynnika Biala (2% roztwor orcyny w HCI) oraz po 1 kropli
wodnego roztworu FeCls 1 wymiesza¢ na mieszadle Vortex. Probowki wstawi¢ do wrzace;j
taZzni wodnej na ok. 10 min.
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Obserwacje 1 wnioski:

6. Odroznienie ketoz od aldoz — proba Seliwanowa

W wyniku dziatania stezonego kwasu solnego weglowodany przeksztalcaja
si¢ w pochodne furfuralowe, ktore kondensujg z rezorcyng, tworzac produkt
o barwie od r6zowej do czerwonej (Ryc. 2.9.). Dodatni wynik proby Seliwanowa
daja wszystkie ketopentozy, ketoheksozy 1 oligosacharydy zawierajace ketozy
po ich hydrolizie w Srodowisku kwasnym. Ketozy ulegaja tej reakcji bardzo
szybko, tworzac furfural (ketopentozy) Ilub 5-hydroksymetylofurfural
(ketoheksozy) — juz po okoto 30 sekundach. Pozytywny wynik proby
Seliwanowa daje réwniez sacharoza, ktéra w wyniku hydrolizy rozpada

si¢ na glukoze 1 fruktozg. Powstajaca fruktoza, jako ketoheksoza, ulega
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odwodnieniu do 5-hydroksymetylofurfuralu, ktory reaguje z rezorcyna, tworzac
barwny produkt kondensacji. Aldozy moga w tych warunkach tworzy¢
5-hydroksymetylofurfural po okoto 10 minutach, powodujac powstanie lekko
rozowego zabarwienia (disacharydy zawierajace fruktozg reaguja posrednio

miedzy samg fruktoza a jedng z aldoz).

HCl

ketoheksoza S-hydroksymetylo furfural ——

rezorcyna

Rycina 2.9. Schemat reakcji weglowodanow — ketoz — w probie Seliwanowa.
Zrédlo: opracowanie wlasne

Do diugich szklanych proboéwek doda¢ sktadniki wedtug ponizszej tabelki:

Numer probowki

Roztwor

1 2 3 4 5 6 7 8 9
wodny:

Glukozy 0,5 ml

Fruktozy 0,5 ml

Arabinozy 0,5 ml

Sacharozy 0,5 ml

Maltozy 0,5 ml

Trehalozy 0,5 ml

Skrobi 0,5 ml

Nieznany 0,5 ml

H>O dest. 0,5 ml

Do probéwek dodac po 0,5 ml odczynnika Seliwanowa i wymiesza¢ na mieszadle Vortex.
Probéwki wstawi¢ do wrzacej tazni wodnej na ok. 2—4 min.
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Obserwacje 1 wnioski:

7. Wykrywanie polisacharydow
— proba z odczynnikiem Lugola

Reakcja ta pozwala na odrdznienie polisacharydow od innych weglowodanow,
poniewaz kompleksy z jodem mogg tworzy¢ tylko duze czasteczki

o uporzgdkowanej strukturze.
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Rycina 2.10. Schemat reakcji polisacharydow z odczynnikiem Lugola

Efekt barwny jest zwigzany z wielkos$cig czasteczki — im wigksza czasteczka
polisacharydu, tym wigcej czasteczek jodu jest zwigzanych w kompleksie.
Amyloza barwi si¢ intensywnie na kolor ciemnoniebieski. Kompleksy jodu
z polisacharydami o krotszych tancuchach maja barwe fioletowo-czerwong

(amylopektyna), a z glikogenem majg barwe czerwong (Ryc. 2.10.).

Do dtugich szklanych probéwek doda¢ odczynniki wedtug ponizszej tabelki:

Roztwor Numer probowki

wodny: 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Glukozy 0,5 ml
Fruktozy 0,5 ml

Arabinozy 0,5 ml

Sacharozy 0,5 ml
Maltozy 0,5 ml

Trehalozy 0,5 ml

Skrobi 0,5 ml

Nieznany 0,5 ml

H>O dest. 0,5 ml
Do probéwek dodac¢ po 3 krople ptynu Lugola (wodny roztwoér 1> w KI).
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Obserwacje 1 wnioski:

8. Kwasna hydroliza polisacharydow

Polisacharydy w roztworach kwasnych oraz pod wplywem enzymow ulegaja
hydrolizie. W wyniku hydrolizy wigzanie glikozydowe ulega rozerwaniu
1 powstaja kolejno najpierw mniejsze makroczasteczki, oligosacharydy,
nastepnie disacharydy, a w koncu monosacharydy. W warunkach przemystowych,
hydroliza skrobi (z kukurydzy lub ziemniakéw) przy uzyciu kwasdéw pozwala
uzyska¢ syropy glukozowe, glukozowo-fruktozowe oraz maltodekstryny
powszechnie stosowane jako zamienniki cukru. W miare postepu hydrolizy

zanikajg wiec wilasnos$ci polisacharydow, a pojawiajg si¢ cechy monosacharydow.
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W czasie przebiegu hydrolizy, polisacharydy tracg zdolno$¢ do tworzenia

kompleksoéw z jodem, natomiast pojawiajg si¢ wlasciwosci redukujace cukrow.

Do dhugich szklanych probéwek doda¢ odczynniki wedtug ponizszej tabelki:

Numer probowki
Roztwoér wodny:
1 2 3 4 5 6
Glukozy 0,5 ml
Sacharozy 0,5 ml
Maltozy 0,5 ml
Skrobi 0,5 ml
Nieznany 0,5 ml
H>O dest. 0,5 ml
Do probéwek dodaé¢ po 1 ml 2 M roztworu HCl i podgrzewaé przez 5—7 min we wrzacej
tazni wodnej. Po ochtodzeniu delikatnie pod chtodng wodg z kranu, wykona¢ probe
z plynem Lugola (do$wiadczenie nr 7).

Obserwacje 1 wnioski:
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9. Podsumowanie:

Nalezy dokona¢ identyfikacji nieznanego roztworu cukru na podstawie

wykonanych reakcji charakterystycznych.

Wynik reakcji (+/-)

Reakcja Molischa

Reakcja z tymolem

Reakcja Fehlinga

Rekcja Barfoeda

Reakcja Biala

Reakcja Seliwanowa

Reakcja z ptynem Lugola

Rekcja hydrolizy kwasnej

Whiosek:

W probee nr ... stwierdzono obecnos¢:

.................................................

Panel dyskusyjny

o Jakie substancje mogq dawac wyniki falszywie ujemne lub dodatnie
w klasycznych probach redukcyjnych wykrywajgcych weglowodany?

e Dlaczego nadmiar fruktozy (np. z syropu glukozowo-fruktozowego)
prowadzi do sttuszczenia waqtroby szybciej niz glukoza?

e Dlaczego po zjedzeniu owocow nie czujemy si¢ tak syci, jak
po spozyciu ziemniakow?

o Czy produkty ,,zero cukru” sq rzeczywiscie korzystniejsze dla zdrowia

niz produkty z cukrem?
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Cwiczenie 3.
Lipidy o wlasciwosciach biologicznych

Celem ¢wiczenia jest zapoznanie sie z wltasciwosciami
chemicznymi kwasow tluszczowych, tuszczow wlasciwych
i ztoZonych na podstawie nastepujgcych doswiadczen:

— badanie rozpuszczalnosci lipidow

—  wykrywanie kwasow Zotciowych

— badanie wlasciwosci emulgujgcych kwasow zotciowych
—  wykrywanie glicerolu

—  wykrywanie nienasyconych kwasow ttuszczowych

— oznaczanie stezenia cholesterolu w surowicy krwi

—  wykrywanie witamin rozpuszczalnych w tHuszczach.
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I. Wstep merytoryczny

Lipidy, inaczej tluszcze, to naturalne zwiazki chemiczne o rdéznorodnej
strukturze chemicznej. Lipidy sa definiowane jako grupa zwigzkéw dobrze
rozpuszczalnych w niepolarnych rozpuszczalnikach organicznych, takich jak:
chloroform, aceton, eter, a nierozpuszczalnych w wodzie. Lipidy proste dzieli
si¢ na dwa podstawowe typy: thuszcze 1 woski, ktore zawierajg wigzania estrowe
1 moga ulec hydrolizie, oraz cholesterol i inne steroidy, ktore nie majg wigzan
estrowych 1 nie ulegaja hydrolizie.

Thuszcze zwierzgce 1 oleje roslinne to najczesciej spotykane lipidy. Mimo,
ze fizycznie r6znig si¢ od siebie — tluszcze zwierzgce, jak masto czy smalec,
sg ciatami stalymi, podczas gdy oleje roslinne, jak olej kukurydziany
czy arachidowy sa cieczami — ich struktury sg bardzo podobne. Pod wzgledem
chemicznym tluszcze zwierzece 1 oleje roslinne sg triacyloglicerolami
(TAG; triglicerydami), triestrami glicerolu (gliceryny) z czasteczkami
dtugotancuchowymi kwasow karboksylowych. Odmiennos¢ struktur zwigzkow
lipidowych odzwierciedla r6znorodnos¢ ich funkcji w zywych organizmach.
Lipidy, o charakterze czg$ciowo polarnym, gtéwnie fosfolipidy, sg podstawowymi
sktadnikami bton komorkowych. Lipidy pelnig takze funkcje materiatu
zapasowego, szczegolnie w komorkach zwierzecych, gdzie triacyloglicerole
— lipidy niepolarne — s3 magazynowane w postaci kropli lipidowych.
W komorkach roslinnych i bakteryjnych roéwniez moga wystepowac lipidy
zapasowe, cho¢ materialem energetycznym mogg by¢ takze inne zwigzki,

takie jak skrobia czy glikogen.

1. Podzial lipidow:

Lipidy proste — estry kwasow ttuszczowych 1 alkoholi:
» Thuszcze whasciwe — triacyloglicerole (TAG; triglicerydy, TG)

— estry glicerolu 1 nasyconych lub nienasyconych wyzszych kwasow
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thuszczowych (1224 C). Do pochodnych triacylogliceroli naleza
m.in. diacyloglicerole (DAQG)
*  Woski — estry wyzszych monowodorotlenowych alkoholi 1 wyzszych
kwasow thuszczowych (2642 C).
Lipidy zlozone — estry kwaséw ttuszczowych 1 alkoholi zawierajace dodatkowe
grupy:
* Fosfolipidy:
— glicerofosfolipidy np. lecytyna (fosfatydylocholina), kefalina
(np. fosfatydyloseryna), fosfatydyloetanolamina, kardiolipina,
fosfatydyloinozytol
— sfingofosfolipidy — pochodne sfingozyny np. sfingomieliny
* QGlikolipidy (glikosfingolipidy) — cerebrozydy, gangliozydy
* Inne lipidy ztozone: sulfolipidy, aminolipidy, lipoproteiny.
Do prekursoréw i1 pochodnych lipidow zalicza si¢ kwasy tluszczowe,
steroidy, eikozanoidy, aldehydy tluszczowe oraz niektore witaminy

rozpuszczalne w thuszczach.

2. Lipidy o znaczeniu biologicznym:

Triacyloglicerole (TAG), zwane rowniez triglicerydami (Ryc. 3.1.), to estry
glicerolu (gliceryny) 1 trzech reszt wyzszych kwaséw thuszczowych.
Obok wolnych kwaséw tluszczowych, nalezag one do glownych materiatow
energetycznych organizmu. Mogg by¢ wykorzystywane bezposrednio
lub magazynowane w tkance tluszczowej. Stanowia podstawowa forme zapasowa
kwasow tluszczowych. Ich stezenie w surowicy krwi ma istotne znaczenie
diagnostyczne w ocenie zaburzen lipidowych.

W wyniku hydrolizy triacylogliceroli (Ryc. 3.2.) powstaja wolne kwasy

tluszczowe oraz glicerol.
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Rycina 3.1. Struktura triacyloglicerolu zawierajgcego reszty kwasow: palmitynowego,
oleinowego i linolenowego, o wzorze sumarycznym: CssHosOs

|C|J 0
I

H,C 0 C R R——C——OH H,C——OH
0 0
I H0 |

HC 0] Cc R’ _ - R — HC——OH
I ]

H,C 0 c R" R'——C——OH H,C——OH

Rycina 3.2. Hydroliza triacyloglicerolu do glicerolu i wolnych kwasow ttuszczowych.
Reakcja katalizowana jest przez lipazy i zachodzi z udziatem czgsteczek wody.
Zrédlo: Zintegrowany Portal Edukacyjny

2.1. Kwasy thuszczowe to monokarboksylowe, alifatyczne kwasy karboksylowe
o prostym tancuchu weglowym. Najczesciej zawieraja od 4 do 30 atomow
wegla. Naturalnie wystepujace kwasy tluszczowe majg zwykle parzysta
liczbe atomow wegla w czasteczce. Majg charakter amfipatyczny: tancuch
weglowodorowy jest hydrofobowy, natomiast grupa karboksylowa jest polarna
1 hydrofilowa.
Ze wzgledu na liczbg atomoéw wegla, kwasy thuszczowe dzielimy na:
— kroétkotancuchowe (<6 atomow C)
— $redniotancuchowe (8—14 atomow C)

— dhugotancuchowe (>16 atomow C).
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Ze wzgledu na charakter wigzania pomi¢dzy atomami wegla dzielimy je na:
— Nasycone (>10 C, brak wigzania podwdjnego) (np. kwas palmitynowy,
kwas arachidowy)
— Nienasycone (przynajmniej jedno wigzanie podwojne):
» Jednonienasycone (np. kwas oleinowy)
* Wielonienasycone (np. kwas linolowy, kwas a-linolenowy,
kwas arachidonowy)

* Eikozanoidy (ikozanoidy) (np. prostaglandyny, tromboksany).

2.1.1. Nasycone kwasy tluszczowe

Kwasy tluszczowe nasycone majg sktad chemiczny wyrazony og6élnym wzorem:
CuH 20,11 COOH lub inaczej: C,H2,0:.

Kwasy tluszczowe nasycone (Tab. 1) zawierajagce mniej niz 10 atomoéw
wegla sg cieczami, natomiast te z fancuchem dluzszym niz 10 atomow wegla
wystepujg w stanie statym (kwas kaprynowy zwany dekanowym, jest potstaty
w temperaturze pokojowej). Temperatura topnienia kwasOw o parzystej liczbie
atomow wegla rosnie wraz z dlugoscig tancucha weglowego. Nizsze kwasy
tluszczowe, az do kwasu kaprynowego, charakteryzuja si¢ nieprzyjemnym
zapachem 1 sg odpowiedzialne za nieprzyjemny aromat zjetczatych thuszczow.
Nasycone kwasy tluszczowe w warunkach laboratoryjnych sg mato reaktywne
1 odporne na dziatanie czynnikow utleniajacych, jednak w procesach

metabolicznych organizmow zywych ulegaja tatwej degradacji 1 utlenieniu.
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Tabela. 3.1. Zestawienie nasyconych kwasow tluszczowych

Nazwa Nazwa Liczba .,
) , Wzor polstrukturalny
ZWYycCZajowa systematyczna atomow wegla
Mastowy butanowy 4 CH3(CH2).COOH
Kapronowy heksanowy 6 CH3(CH2)s«COOH
Kaprylowy oktanowy 8 CH;(CH2)sCOOH
Kaprynowy dekanowy 10 CH;(CH2)sCOOH
Laurynowy dodekanowy 12 CH3(CH2)10COOH
Mirystynowy tetradekanowy 14 CH;(CH)1.COOH
Palmitynowy heksadekanowy 16 CH;(CH)1.COOH
Stearynowy oktadekanowy 18 CH3(CH2)1sCOOH
Arachidowy eikozanowy 20 CH3(CH2)1sCOOH
Behemowy dokozanowy 22 CH;(CH2)20COOH
Lignocerynowy tetrakozanowy 24 CH;(CH)..COOH

2.1.2. Nienasycone kwasy tluszczowe

Nienasycone kwasy tluszczowe zawierajag w czasteczce jedno lub wigce] wigzan
podwojnych typu etylenowego -CH = CH-. Temperatury topnienia kwasow
nienasyconych s3 nizsze niz temperatury topnienia kwaséw nasyconych
o tej samej liczbie atomow wegla, 1 to tym nizsze, im wigcej w ich czasteczkach
znajduje si¢ wigzan podwojnych. Tluszcze zawierajace duza ilos¢ kwasow
thuszczowych nienasyconych majg ptynng konsystencje¢ i nazywa si¢ je olejami.
Nienasycone kwasy tluszczowe wchodzace w sklad tluszczow majg
od 1 do 6 wigzan podwodjnych. Obecno$¢ wigzania podwojnego w czasteczce
stwarza mozliwo$¢ izomerii cis 1 trans oraz izomerii potozenia wigzania.
Naturalne lipidy zawieraja kwasy tluszczowe gltownie w konfiguracji cis
(Rys. 3.3.), tzn. reszty kwaséw tluszczowych sg rozmieszczone po tej samej
stronie wigzania podwojnego. Powoduje to zgiecie tancucha w miejscu tego

wigzania. W izomerach trans (Ryc. 3.4.) reszty te znajdujg si¢ po przeciwnych

stronach wigzania nienasyconego.
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Rycina. 3.3. Wzor strukturalny kwasu oleinowego o konfiguracji trans

O
HO -

Rycina 3.4. Wzor strukturalny kwasu oleinowego o konfiguracji cis

[zomery trans powstaja pod wptywem roéznych czynnikow fizycznych
lub chemicznych, m.in. podczas przemyslowej modyfikacji thuszczow.
Przyktadem jest reakcja katalitycznego uwodornienia olejow roslinnych,
podczas ktorej moze dochodzi¢ do konwersji izomerdw cis w trans. Spozycie
1izomerdw trans jest szczegolnie szkodliwe dla zdrowia, poniewaz wbudowujac
si¢ w btony komoérkowe, zmieniajg ich ptynnos$¢ i1 zaburzajg funkcjonowanie
lipoprotein, prowadzac do podwyzszenia st¢zenia cholesterolu LDL, obnizenia
HDL oraz zwigkszajac ryzyko rozwoju miazdzycy i1 chordb sercowo-
naczyniowych. W warunkach naturalnych izomery trans powstajg w zotadku
przezuwaczy w wyniku reakcji enzymatyczne;.

Wiasciwosci chemiczne kwaséw nienasyconych wynikaja z obecnos$ci
wigzania podwoéjnego. Zwigzki te mogg przytacza¢ m.in. chlorowce lub wodor
(reakcje addycji), prowadzac do powstania odpowiednich kwas6w nasyconych

lub ich pochodnych chlorowcowych.
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Reakcje addycji, polegajace na przytaczaniu chlorowcéw lub innych
podstawnikow do wigzan podwdjnych w kwasach nienasyconych, wykorzystuje

si¢ w analizie thuszczow, m.in. do oznaczania liczby jodowej czy liczby rodanowe;.

2.1.2.1. Jednonienasycone kwasy tluszczowe

Zawieraja w czasteczce jedno wigzanie podwojne (Tab. 3.2) — niekiedy
nazywane sg kwasami monoenowymi. Ich sktad odpowiada wzorowi ogélnemu:
C.H2,-1COOH, czyli inaczej: CyH2n20x.

Najwazniejszym 1 najczgscie] wystepujacym w naturalnych thuszczach
kwasem monoenowym jest kwas oleinowy. W tluszczach obecny jest takze
jego izomer geometryczny — kwas elaidynowy, bedacy odmiang frans
1izomerem kwasu oleinowego (ktory wystepuje w formie cis). Oprdcz tego znane
sg rOwniez izomery potozeniowe kwasu oleinowego, réznigce si¢ polozeniem
wigzania podwdjnego w czasteczce, m.in.: kwas petroselinowy oraz kwas
wakcenowy. W przeciwienstwie do izomeroéw trans, izomery potozeniowe maja

korzystny lub neutralny wptyw na profil lipidowy.

Tabela 3.2. Zestawienie przykladowych jednonienasyconych kwasow ttuszczowych

Lokalizacj
Nazwa Nazwa ° . a 1za.c 12 Wzor skrocony .
. wiazania i Wystepowanie
ZWYycZajowa systematyczna . polstrukturalny
podwojnego
K kwas trans-oktadec- th
vs{as was trans-oktadec A9 C1H:COOH uszcze
elaidynowy 9-enowy utwardzane
k s- oktadec-9- lej z oliwek, olej
Kwas oleinowy was cis- oktadec A9 C17H:COOH 0 ?J'z oliwek, oleje
enowy roslinne
Kwas: ' kwas cis- heksadec- A9 C1sHawCOOH ﬂus'zcze, mierze;ce,
palmitooleinowy |9-enowy oleje roslinne
K kwas trans-oktadec-
was was frans-oxtadee Al C17H3COOH | tluszeze mleczne
wakcenowy 11-enowy
k is-dokoz-13- .
Kwas erukowy er\lasw;*zs okoz A C2:Hs#iCOOH | olej rzepakowy

65



2.1.2.2. Wielonienasycone kwasy tluszczowe

Kwasy wielonienasycone (polienowe) (Tab. 3.3.) moga zawiera¢ w czasteczce
od 2 do 6 wigzan podwdjnych. Ogdlny wzoér tych kwaséw mozna przedstawic
nastepujaco: CoH2n2:02, gdzie x oznacza liczbe wigzan podwdjnych. Wigzania
podwojne rozmieszczone sg w charakterystyczny sposob, tworzgc ukiad
izolowany, tzn. sg one oddzielone przynajmniej jedng grupa metylenowa -CH,-.
Ma to duze znaczenie w procesie utleniania kwasoéw tluszczowych, poniewaz
atomy wodoru grupy metylenowej znajdujacej si¢ pomigdzy wigzaniami
podwojnymi wykazuja szczegolng reaktywnos¢ wobec tlenu. Kwasy tluszczowe
zawierajagce wigzania podwojne w ukladzie sprzezonym wystepuja znacznie
rzadziej w naturalnych tluszczach. Natomiast kwasy wielonienasycone
o wigzaniach izolowanych wystepuja w wigkszosci thuszczow naturalnych.
Najbardziej rozpowszechnione sg kwasy dienowe (zawierajagce dwa wigzania
podwoine), szczegdlnie kwas linolowy (C18:2, A>!?), ktdrego bogatym zrodlem

sg oleje roslinne.

Tabela. 3.3. Zestawienie przyktadowych nienasyconych kwasow ttuszczowych

Lokalizaci .
Nazwa Nazwa o.a 1za.c 1a W zor ; . |Rodzina
) wigzania |skrocony pol- | Wystepowanie
Zwyczajowa systematyczna .. omega
podwojnego | strukturalny
oleje roslinne
k s, cis-oktadeka-
Kwas linolowy Was €, c1so tadeka A2 C17H51COOH | (stonecznikowy, | ®-6
9,12-dienowy .
kukurydziany)
Kwas a kwas cis,cis,cis- siemie Iniane
, oktadeka-9,12,15- A%1215 | CyHyCOOH | e THae 1, 3
linolenowy : olej rzepakowy
trienowy
Kwas kwas all-cis- tkanki
w. . .
, eikozatetra-5,8,11,14- | AS®IL4 1 C1oH; i COOH | zwierzece, -6
arachidonowy .
enowy fosfolipidy
Kwas kwas all-cis- by morskie
eikozapentaenowy eikozapenta- ASBILIAT 4 C19H,0COOH (}2};0}; makrela) -3
(EPA) 5,8,11,14,17-enowy ’
Kwas kwas all-cis- thuste rvb
dokozaheksaenowy dokozaheksa- AP0 1619 0 Cy H3 COOH morslyiey ©-3
(DHA) 4,7,10,13,16,19-enowy
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Wyro6zniamy, najczesciej wystepujace, trzy rodziny kwasow omega: omega-3,
omega-6 1 omega-9. Cyfry 3, 6 1 9 okreslajg, przy ktorym atomie wegla
(poczawszy od skrajnej grupy metylowej), znajduje si¢ pierwsze wigzanie
podwdjne. Organizm czlowieka potrafi syntetyzowaé podwodjne wigzanie tylko
w pozycji dziewiatej liczac od grupy metylowej (czyli omega-9). Prekursory
kwasow omega z wigzaniem w pozycji 3 (omega-3: kwas a-linolenowy)
1 6 (omega-6: kwas linolowy) musza by¢ dostarczone do organizmu wraz z dieta.
Ich Zzrodtem sg m.in. oleje roslinne, takie jak: olej kukurydziany, sojowy, Iniany,
a takze oleje z ryb.

Kwasy omega-3 1 omega-6 s3g niezbgdnymi nienasyconymi kwasami
thuszczowymi (NNKT) 1 muszg by¢ dostarczane wraz z pozywieniem,
za§ omega-9 sg korzystne dla zdrowia, ale nie sg niezbedne. Rownowaga
spozycia omega-3 1 omega-6 jest kluczowa dla profilaktyki choréb sercowo-
naczyniowych. Zalecana proporcja kwasow ttuszczowych w-6 do -3, wynosi
optymalnie od 4:1 do 1:1 i jest uznawana za istotny element wspierajacy

swiadome wybory zywieniowe.

2.2. Fosfolipidy

Fosfolipidy (Tabela 3.4.) to liczna grupa polarnych lipidow zawierajacych
estrowo zwigzang reszt¢ kwasu fosforowego. Zalicza si¢ do niej kilka klas
zwigzkow, znacznie roznigcych si¢ budowa. Najwazniejszymi fosfolipidami
sg estry glicerolu, w ktérych dwie grupy hydroksylowe sg zestryfikowane
kwasami thuszczowymi, a trzecia grupa hydroksylowa — kwasem fosforowym.
Ten z kolei moze by¢ zestryfikowany aminoalkoholem (AA). Fosfolipidy
wystepuja we wszystkich organizmach zywych, zwierzecych 1 roslinnych.
Wystepuja w wigkszych ilosciach w niektdrych organach, np. w mozgu, a takze

w nasionach ros$lin.
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Tabela. 3.4. Zestawienie przyktadowych fosfolipidow

Nazwa fosfolipidu

Budowa

Funkcje

Fosfatydyloglicerol

glicerol + 2 cz. kwasu
thuszczowego + reszta
fosforanowa + glicerol

prekursor kardiolipiny

fosforowy + cholina

Difosfatydyloglicerol 2 cz. fostatydyloglicerolu glowny sktadnik blon
(kardiolipina) polaczone reszta fosforanowsa mitochondrialnych
Fosfatydylocholina glicerol + 2 cz. kwasu gléwny sktadnik bton
(lecytyna) thuszczowego + kwas komoérkowych zwierzat,

magazyn choliny, wazny
lipid roslinny

Fosfatydyloetanoloamina

glicerol + 2 cz. kwasu

sktadnik bton komorkowych,

(wigzanie amidowe) + fosforan
+ cholina

(kefalina) thuszczowego + fosforan + mozgu i ostonek
kolamina (etanoloamina) mielinowych
Fosfatydyloinozytol glicerol + 2 cz. kwasu sktadnik bton komérkowych,
thuszczowego + fosforan + udziat w przekazywaniu
inozytol sygnatow
Fosfatydyloseryna glicerol + 2 cz. kwasu wystepuje w wigkszosci
thuszczowego + fosforan + | tkanek, wazna w sygnalizacji
seryna komorkowej
Sfingomielina sfingozyna + kwas thuszczowy | ostonki mielinowe, tkanka

nerwowa, izolacja impulsow

cz. — czasteczka

2.3. Sterole

Sterole sg pochodnymi homologoéw cyklopentanoperhydrofenantrenu (Ryc. 3.5.)

(szkieletu weglowego w formie czterech skondensowanych pierscieni).

12

17

Rycina. 3.5. Szkielet cyklopentanoperhydrofenantrenu — podstawowy szkielet steroidowy
zbudowany z czterech skondensowanych pierscieni weglowych: trzech szesciocztonowych

(4, B, C) i jednego pieciocztonowego (D)
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» sterole zwierzece (Tab. 3.5.) — zoosterole — cholesterol,

dehydrocholesterol, dihydrocholesterol

» sterole roslinne (Tab. 3.5.) — fitosterole — sitosterol, sigmasterol

» sterole grzybow i plesni — fungisterole lub mykosterole, ergosterol

(z drozdzy, wykorzystywany do produkcji witaminy D)

» steroidy — witaminy D, kwasy zétciowe, hormony ptciowe

oraz hormony kory nadnercza.

Tabela. 3.5. Zestawienie przyktadowych steroli zwierzecych i roslinnych

T ,
P Nazwa zwigzku Zrodlo Charakterystyka
sterolu
kanki zwierzat glowny st’erol zwierzecy, sktadnik
, bton komoérkowych, prekursor
Cholesterol (np. watroba, mozg), , .
. hormonoéw steroidowych
produkty zwierzece |. . .
7wi 1 witaminy Ds
wierzecy
7-dehydrocholesterol |skora zwierzat i ludzi |prekursor witaminy D3
. Sredni produkt w bi tezi
Desmosterol tkanki zwierzece posretni produict w biosynlezie
cholesterolu
‘ oleje roslinne, najczqéciej.wystqpujqcy fitosterol,
[-sitosterol . strukturalnie podobny
orzechy, nasiona
do cholesterolu
leje rosli ) .
Oeje Tostnae obniza wchtanianie cholesterolu
Roélinny Kampesterol (np. rzepakowy), w jelitach
warzywa
. i
Stigmasterol Soja, rostny sktadnik bton komérkowych roslin
stragczkowe
Brassikasterol rosliny kapustne sktadnik bton komorkowych roslin

Cholesterol (Ryc. 3.6.) jest wykorzystywany do wytwarzania kwasow

zotciowych, ktore petnig funkcje detergentdéw 1 aktywatorow lipaz trzustkowych,

uczestniczg w procesie trawienia 1 wchtaniania lipidow egzogennych w jelicie

cienkim. Z 7-dehydrocholesterolu (prowitaminy D) w skoérze, pod wplywem

promieniowania UV-B, syntetyzowana jest witamina Ds (cholekalcyferol).
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Do steroidow zalicza si¢ takze hormony steroidowe — zwigzki, ktore
sa hormonami biorgcymi udzial w regulacji wielu procesOw biochemicznych,
do nich zalicza si¢: estrogeny, glukokortykosteroidy, mineralokortykosteroidy,

progestageny i androgeny.

2. KWASY ZOLCIOWE
(watroba)

* Kwas cholowy
* Kwas chenodeoksycholowy

Funkcje:
trawienie ttuszczow,
emulgacja lipidéw,
wchtanianie witamin
A D, EK

1. HORMONY STEROIDOWE

(steroidogeneza)
C19 - androgeny

¢ Androstendion
e Testosteron
* DHEA

C21 - pregnany
* Progestageny
(np. progesteron)
¢ Glukokortykoidy
(np. kortyzol)
¢ Mineralokortykoidy
(np. aldosteron)
C18 - estrogeny
* Estradiol (E5)
e Estron (E4)
* Estriol (E3)

{—————A( Cholesterol (C27) J—>

4. ESTRY CHOLESTEROLU
| CHOLESTEROL BLONOWY

3. WITAMINA D;
(szlak skérno-watrobowo-nerkowy)

7-dehydrocholesterol (skéra)
{4 uve

Witamina D3 (cholekalcyferol)
Woatroba: 25(0H)D3

Nerka: 1,25(0OH);D5

(kalcytriol = forma aktywna)
* Estry cholesterolu - forma magazynowa
i transportowa (w lipoproteinach)
* Cholesterol btonowy — sktadnik
bton komérkowych

PODSUMOWANIE
Z cholesterolu powstaja:

Hormony steroidowe (C21, C19, C18) Kwasy zétciowe Witamina D3 Estry cholesterolu i cholesterol btonowy

Rycina 3.6. Wykorzystanie cholesterolu w organizmie czlowieka

2.4. Kwasy zolciowe

Kwasy zblciowe s3 to organiczne kwasy, syntetyzowane w watrobie
z cholesterolu. Nalezg do steroidow, ktore zawierajg od 1 do 3 grup hydroksylowych
oraz grupe¢ karboksylowa w tancuchu bocznym. Najczesciej spotykane naturalne
kwasy zotciowe to:
— kwas cholowy (3a,7a,12a-trihydroksycholowy) kwas pierwotny; stanowi
40-60% ogoétu kwasow zotciowych u ludzi
— kwas chenodeoksycholowy (3a,7a-dihydroksycholowy) kwas pierwotny;

stanow1 okoto 30—40% ogotu kwasoéw zotciowych u ludzi
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— kwas deoksycholowy (3a,12a-dihydroksycholowy) kwas wtdérny; okoto
20-30%, powstaje z kwasu cholowego w jelicie
— kwas litocholowy (3a-hydroksycholowy), kwas wtorny; okoto 5—-10%,
powstaje w jelicie z kwasu chenodeoksycholowego.
Kwasy zolciowe wystepuja w zotci gldwnie w postaci sprzezonej
z aminokwasem glicyng (kwas glikocholowy i glikochenodeoksycholowy)
lub tauryng (kwas taurocholowy i taurochenodeoksycholowy). W takiej postaci
okresla si¢ je jako sprzezone kwasy zolciowe lub ich sole. W jelicie, pod
wpltywem aktywnos$ci bakterii jelitowych, dochodzi do ich odsprzeggania,
a nastgpnie czeS¢ pierwotnych kwasdéw zolciowych ulega przemianom
do wtoérnych kwasow  zolciowych, gltownie kwasu deoksycholowego
1 litocholowego. Zadaniem kwasow zotciowych jest utatwienie wchilaniania
nierozpuszczalnych w wodzie sktadnikow pokarmu takich jak thluszcze,
karotenoidy 1 niektore witaminy (A, D, E, K). Emulguja substancje hydrofobowe
tworzac z nimi kompleksy zwane kwasami choleinowymi, ktore posiadaja
zdolnos$¢ przenikania przez blong jelita. Ponadto kwasy zotciowe wspomagaja
usuwanie nadmiaru cholesterolu z organizmu oraz wydalanie niektorych toksyn
1 metabolitow lekow. W diagnostyce laboratoryjnej kwasy zoélciowe oznacza
si¢ w surowicy w celu oceny funkcji watroby 1 przeptywu zodlci, szczegolnie

w diagnostyce cholestazy.

3. Chemiczne wlasciwosci tluszczow

Niektore chemiczne wiasciwosci thuszczow zaleza od ich skladu. Dotyczy
to przede wszystkim reakcji zachodzacych w obecno$ci wigzan podwojnych,
takich jak uwodornianie czy utlenianie. Pozostate reakcje wynikajg z obecnosci

wigzania estrowego w czasteczkach thuszczow.
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3.1. Reakcja hydrolizy thuszczow

Obecnos¢ wigzania estrowego stanowi charakterystyczng ceche tluszczow
wlasciwych. Wigzanie to moze ulega¢ hydrolizie — zaré6wno w warunkach
kwasowych 1 zasadowych, jak 1 enzymatycznie, z udzialem lipaz.
Rozszczepienie wigzania estrowego pod wplywem hydrolizy zasadowej
prowadzi do powstania glicerolu oraz soli kwaséw tluszczowych, zwanych
mydlami — proces ten nosi nazwe¢ zmydlania. Ze wzgledu na iloSciowy
charakter reakcji, zmydlanie moze by¢ wykorzystywane w analizie ilo§ciowe;j
kwasow tluszczowych — stanowi podstawe oznaczania tzw. liczby zmydlenia.
Mydla mozna otrzyma¢ nie tylko w wyniku zmydlania estrow, ale takze
bezposrednio z wolnych kwasow thuszczowych.

Mydta sodowe 1 potasowe sg rozpuszczalne w wodzie 1 tworza roztwory
koloidowe o strukturze micelarnej. Z kolei mydta wapniowe, magnezowe
1 barowe sg nierozpuszczalne — wytracajg si¢ w postaci osadu. W srodowisku
wodnym kwasy tluszczowe tworza micele, w ktorych hydrofobowe tancuchy
weglowodorowe skierowane sg do wnetrza, a grupy hydrofilowe na zewnatrz.
W rozpuszczalnikach organicznych zachowanie to si¢ odwraca — powstaja
micele odwrocone, z hydrofobowymi fragmentami skierowanymi na zewnatrz.
Takie zachowanie na granicy faz skutkuje obnizeniem napigcia
powierzchniowego. Dzigki temu mydla petlnig role emulgatorow, utatwiajac
tworzenie trwatych emulsji tluszczu z wodga — podobnie jak detergenty
syntetyczne 1 kwasy zotciowe w przewodzie pokarmowym.

Zmydlanie thuszczow w srodowisku zasadowym polega na ogrzewaniu
ich z roztworem wodorotlenku sodowego lub potasowego. W wyniku reakcji
powstaja sole sodowe lub potasowe kwasow tluszczowych (czyli mydia)
oraz glicerol. Powstajace mydio emulguje tluszcz w wodzie, zwigkszajac
powierzchni¢ kontaktu migdzy fazami i tym samym przyspieszajac przebieg
procesu zmydlania. Zmydlanie tlhuszczow w Srodowisku kwasnym polega

na katalitycznym dziataniu jonéw wodorowych, ktore inicjuja proces hydrolizy
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wigzan estrowych. Reakcje przeprowadza si¢ poprzez ogrzewanie tluszczu
z rozcienczonym kwasem siarkowym w temperaturze powyzej 100°C, w naczyniu

zamknigtym. Produktami reakcji sg wolne kwasy tluszczowe oraz glicerol.

3.2. Tworzenie emulsji

Emulsja jest to uktad koloidalny dwoéch mieszajacych si¢ ze sobie cieczy
(o$rodek rozpraszajacy 1 substancja rozproszona). Tego typu uktady
sg termodynamicznie niestabilne, co oznacza, ze z czasem dochodzi do rozdziatu
faz. Gdy faza rozpraszajaca jest woda, a rozproszong olej, uklad oznacza
si¢ jako O/W (olej w wodzie). Odwrotnie, gdy woda jest rozproszona w oleju
— oznaczenie to W/O (woda w oleju).

W  emulsjach powierzchnia styku dwoch faz (niemieszajacych
si¢ sktadnikow) jest bardzo duza, wigc uktad moze by¢ trwaly tylko w przypadku,
gdy sity napiecia powierzchniowego migdzy fazami bedg bliskie zeru.
W przypadku przeciwnym faza rozproszona w bardzo krotkim czasie taczy
si¢ w faze ciagla 1 emulsja rozdziela si¢ na dwie fazy ciagle (zjawisko zwane
koalescencjg). Emulsje tatwo ulegaja koalescencji, czyli taczeniu si¢ kropelek
cieczy rozproszonej] w wigksze krople. Aby temu zapobiec, dodaje si¢
emulgatory. Typ utworzonej emulsji zalezy od emulgatora. Dziatanie emulgatoréw
polega na zmniejszaniu mi¢dzyfazowego napigcia powierzchniowego pomiedzy
kropelkami substancji rozproszonej a cieczy rozpraszajacej. Emulgatory
sg srodkami powierzchniowo-czynnymi, ktére posiadajg grupy zaréwno
hydrofilne, jak i lipofilne. Taka budowa powoduje, ze umieszczajg si¢ one
na granicy faz, jedng czes$cig "zanurzone" w fazie hydrofilowej a druga
w hydrofobowej. Tworzac monomolekularng warstwe, przyjmuja na siebie
funkcje¢ granicy faz. Poniewaz ich powinowactwo do obu faz jest podobne,
powoduja praktycznie zanik napigcia powierzchniowego lub przynajmniej jego
znaczne obnizenie, dzigki czemu stabilizujg emulsje. Emulgatory pochodzenia

naturalnego to np. lecytyna, a syntetycznego — estry glicerolu. Z61¢ jest naturalnym
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emulgatorem, substancjg zmniejszajagcg napigcie powierzchniowe thuszczow.
Thuszcze pod wptywem zo6kci ulegaja rozbiciu na drobne kropelki, co zwigksza

powierzchnie ich kontaktu z lipazami 1 utatwia ich trawienie.

3.3. Utlenianie nienasyconych kwasow tluszczowych

Utlenianie kwaséw thuszczowych zawierajacych wigzania podwojne to ztozone
przemiany prowadzace do rozerwania tych wigzan. Utlenianie moze
by¢ katalizowane przez enzym lipooksygenaze lub by¢ inicjowane przez wysoce

reaktywne czynniki chemiczne 1 fizyczne.

3.4. Wysycanie wigzan podwojnych w kwasach tluszczowych
Obecnos¢ wigzania podwdjnego, zawierajgcego procz wigzania 6 rowniez dos¢
stabe wigzanie m powoduje, ze nienasycone kwasy tluszczowe tatwo wchodza
w reakcje prowadzace do wysycenia podwdjnego wigzania. Reakcje
charakterystyczne sluzace do przerywania wigzan podwojnych to reakcje
z chlorowcami, takimi jak Br, lub I, oraz reakcja z nadmanganianem potasu.
W reakcji z chlorowcami nastgpuje przylaczenie do podwdjnego wigzania

atomow chlorowca, na przyktad w reakcji Hiibla.

3.5. Reakcja uwodorniania thuszczow

Podczas uwodorniania thuszczéw zawierajacych nienasycone kwasy thuszczowe
nastepuje przylaczenie wodoru do wigzan podwodjnych, a reszty nienasyconych
kwasow tluszczowych ulegaja przemianie w reszty kwaséw nasyconych.
W wyniku wysycenia wigzan podwojnych ttuszcze potstale 1 oleje przeksztatcaja
si¢ w tluszcze stale. Proces uwodorniania olejow jest stosowany w przemysle

do tzw. utwardzania thuszczow.
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I1. Cze¢s¢ praktyczna

Odczynniki, material biologiczny oraz aparatura:

etanol

chloroform

aceton

roztwor deoksycholanu sodowego
detergent

wzorzec cholesterolu

7% wodny roztwor CuSOy

10% wodny roztwér NaOH

siarka sublimowana

stezony roztwor NaOH (12 M)
wodny roztwor KMnO4

0,2% roztwoér FeCl; w etanolu
0,5% roztwor a, o’-bipirydyny w etanolu
glicerol

olej roslinny

smalec

margaryna

masto

roztwor zotci

witamina E

probowki plastikowe oraz szklane
pipety Pasteura

pipety nastawne

wytrzasarka Vortex

termoblok

— }aznia wodna
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Instrukcja wykonania ¢wiczenia

1. Badanie rozpuszczalnosci lipidow

Wykonanie:

Do 4 dlugich szklanych probéwek dodaj badane lipidy oraz rozpuszczalniki

wedhug ponizszej tabelki:

Numer probowki

1 2 3 4
Woda destylowana 1 ml — - _
Etanol — 1 ml — _
Chloroform — — 1 ml —
Aceton - — - 1 ml
Olej ro$linny 4 krople 4 krople 4 krople 4 krople

Wytrzagsa¢ zawarto$¢ probowek na mieszadle Vortex przez 20 sek.

Obserwacje 1 wnioski:
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2. Badanie wlasciwosci kwasow thuszczowych
jako emulgatorow

Emulgatory to §rodki powierzchniowo czynne, ktore zawierajg zarOwno grupy
hydrofilowe (przyciagajace wodg), jak 1 lipofilowe (przyciagajace tluszcze).
Obnizaja one napigcie powierzchniowe na granicy faz, umozliwiajac tworzenie
stabilnych emulsji. Thuszcze ulegaja emulgacji w obecnosci detergentow,
ktére zmniejszaja napigcie powierzchniowe. Deoksycholan sodu to sol sodowa
kwasu deoksycholowego; dziala jako detergent jonowy, utatwiajacy

rozproszenie tluszczoéw w srodowisku wodnym.

Wykonanie:
Do 3 dhugich szklanych probowek dodaj odpowiednie sktadniki wedtug

ponizszej tabelki:

Numer probowki

1 2 3
Woda destylowana 5,5ml 5,5ml 5,5ml
Olej roslinny 1 ml 1 ml 1 ml

Wymiesza¢ zawartos¢ probéwek na Vorteksie, nastepnie dodac:

Roztwoér deoksycholanu — Sml —
sodowego

Detergent - - Sml

Wytrzasa¢ zawarto$¢ probowek na Vorteksie przez 10 sek.

Obserwacje 1 wnioski
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3. Wykrywanie kwasow zolciowych za pomoca testu Hay’a

Emulgatory pochodzenia naturalnego, takie jak lecytyna, wystepuja
m.in. w jajach 1 soi. Substancja zmniejszajacg napigcie powierzchniowe
thuszczoOw jest rowniez z60I¢, ktéra emulguje thuszcze 1 ulatwia dziatanie

enzymoOw trawiennych, takich jak lipaza.

Wykonanie:
Do 2 dhlugich szklanych probowek dodaj odpowiednie odczynniki wedtug

ponizszej tabelki:

Numer probowki

1 2

Woda destylowana 5 ml —

Roztwor zolci — 5 ml

Doda¢ do kazdej probowki po kilka ziaren siarki sublimowane;.
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Obserwacje 1 wnioski

4. Wykrywanie glicerolu

Glicerol jest produktem hydrolizy triglicerydéw. Jest to alkohol trihydroksylowy,
ktory tworzy z wodorotlenkiem miedzi(II) (Cu(OH):) kompleksy o intensywnie

niebieskim zabarwieniu (Ryc. 3.7.).

H
— /
H,C—OH HzC—\O/\; /OH
| _ | /\/rCu
HC—OH + Cu(OH), ————» HC—O\ \OH

I

H,C—OH H,C—OH

niebieskie zabarwienie

Rycina. 3.7. Schemat reakcji glicerolu z wodorotlenkiem miedzi(Il) w srodowisku
zasadowym — powstanie kompleksu miedzi(Il). Zrédto: GroMar Sp. z o.0.,
licencja: CC BY-SA 3.0.
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Wykonanie:
Do 2 szklanych probowek dodaj odpowiednie odczynniki wedlug

ponizszej tabelki:

Numer probowki

1 2
7% wodny roztwor CuSO4 1 ml 1 ml
10% wodny roztwor NaOH 1 ml 1 ml

Wymiesza¢ zawarto$¢ proboéwek na Vorteksie, nastepnie dodac:

Woda destylowana 1 ml —

Glicerol — 1 ml

Obserwacje 1 wnioski:
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5. Oznaczanie st¢zenia cholesterolu w surowicy krwi

Do rutynowego oznaczania stezenia cholesterolu catkowitego w surowicy krwi
stosuje si¢ metode enzymatyczno-kolorymetryczng, ktora umozliwia ilo§ciowe
okreslenie zawarto$ci cholesterolu na podstawie pomiaru absorbancji barwnego
produktu reakcji. W pierwszym etapie (Ryc. 3.8.) estry cholesterolu ulegaja
hydrolizie pod wplywem hydrolazy estrow cholesterolu (EC 3.1.1.13),
co prowadzi do uwolnienia wolnego cholesterolu. Nastgpnie cholesterol
jest utleniany przez oksydazg cholesterolowa (EC 1.1.3.6) do cholest-4-en-3-onu,
czemu towarzyszy powstawanie nadtlenku wodoru. W obecnos$ci peroksydazy
nadtlenek wodoru reaguje z 4-aminoantypiryng oraz fenolem, prowadzac
do powstania barwnego zwigzku — chinoiminy o czerwonym zabarwieniu.
Produkt ten charakteryzuje si¢ maksymalng absorpcja $wiatla przy dlugosci fali
500 nm, co umozliwia jego iloSciowe oznaczenie. Otrzymany wynik stanowi
istotny parametr oceny gospodarki lipidowej organizmu 1 jest wykorzystywany

m.in. w diagnostyce oraz monitorowaniu zaburzen lipidowych.

esteraza cholesterolu
estry cholesterolu — > cholesterol + kwasy ttuszczowe
+
0,
+
H,O

oksydaza cholesterolowa

cholest-4-en-3-on

+ peroksydaza

H,0, +4-aminoantypiryna+fenol ————— chinocimina

czerwone

zabarwienie

Rycina 3.8. Przebieg reakcji enzymatycznych podczas oznaczania
stezenia cholesterolu catkowitego
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Wykonanie:
Do 3 dhugich szklanych probowek dodaj odpowiednie odczynniki wedtug

ponizszej tabelki:

Numer probowki
proba badana WZorzec proba Slepa
Surowica 0,01 ml
Wzorzec cholesterolu 0,01
Woda destylowana — 0,01
Odczynnik roboczy 1 ml 1 ml 1 ml

Wymiesza¢ zawarto$¢ kuwet 1 inkubowacé przez 5 minut w temperaturze 37°C

Zmierzy¢ absorbancje proby badanej oraz wzorca wzgledem proby Slepej przy dtugosci
fali 500 nm.

Policz stezenie cholesterolu stosujac wzor:

mg__ Aproby badanej

stezenie cholesterolu (

mg
= X —_—
dl ) A préby wzorcowej ¢ wzorea (ml)

A préby badanej — absorbancja probki,
A wzorca — absorbancja wzorca,

C wzorca — stezenie wzorca (200 mg/dl; 5,17 mmol/L)

Obliczenia 1 wnioski:
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6. Utlenianie nienasyconych kwasow tluszczowych

Wigzania podwojne w nienasyconych kwasach tluszczowych latwo ulegaja
utlenieniu pod wpltywem utleniaczy, np. KMnO4 (Ryc. 3.9.). W wyniku
ogrzewania w $srodowisku obojetnym moze doj$¢ do utlenienia 1 rozerwania
tancucha weglowego w  miejscu  podwdjnych wigzan, prowadzacego
do powstania produktéw zawierajacych grupy karbonylowe. Jednoczes$nie

KMnOy, ulega redukcji do MnO», ktory jest brunatnym, ktaczkowatym osadem.

w

3
CHs3 kwas oleinowy

O KMnO,
CHs;(CH,); COOH HOOC—(CH,),-COOH
Kwas pelargonowy kwas azelainowy

Rycina. 3.9. Schemat oksydacyjnego rozszczepienia wigzania C = C w czgsteczce kwasu
oleinowego pod wplywem KMnQO;
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Do szklanych probowek doda;:

Numer probowki

1 2
Olej roslinny 3—4 krople —
Woda destylowana 2 ml 3 ml

Ogrzewac roztwor w termobloku kilka sekund, nastepnie dodacé:

Wodny roztwor KMnO4 2 krople 2 krople

Po kazdej kropli doktadnie wymiesza¢ zawarto$¢ probowki.

Obserwacje 1 wnioski

7. Wykrywanie nienasyconych steroli
— reakcja Salkowskiego

Do wykrywania steroli, takich jak cholesterol, wykorzystuje si¢ reakcje
ich odwadniania, np. reakcj¢ Salkowskiego. Obecnos$¢ nawet sladowych ilosci
wody uniemozliwia prawidtowy przebieg reakcji, dlatego préba musi by¢é

prowadzona w warunkach bezwodnych.
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Cholesterol, ktory zawiera wigzanie podwdjne w pierscieniu steroidowym,
wreakcji ze stezonym kwasem siarkowym(VI) (H2SOs) ulega odwodnieniu.
W wyniku tego procesu powstaje zwigzek o sprzezonych wigzaniach podwojnych
— tzw. kwas disulfonowy bicholestadienu, charakteryzujacy si¢ intensywna

czerwong barwg.

Do szklanych suchych (!) proboéwek doda;j:

Numer probowki

1 2 3 4 5

Olej roslinny 3—4 krople — - _ _

Stopione masto - 5 kropli — _ _

Stopiony smalec - — 5 kropli _ _

2% roztwor cholesterolu w chloroformie — — — 1 ml —
Chloroform 1 ml 1 ml Iml — 1 ml
Podwarstwic¢ (ostroznie po $ciankach przechylonej probéwki) 2—4 kroplami stezonego HoSOa.

Obserwacje 1 wnioski:
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8. Wykrywanie witamin rozpuszczalnych w tlhuszczach

Do witamin rozpuszczalnych w thuszczach nalezg witaminy A, D, E 1 K,
Witaminy A, E i K s3 zwigzkami izoprenoidowymi, natomiast witamina D
jest pochodna steroli. Witamina E zaliczana jest do tokoferoli — grupy zwigzkow
naturalnie wystepujacych w olejach roslinnych. Wsp6lng cecha tych zwigzkow
jest  obecno$¢  dwupierscieniowego  szkieletu = 6-hydroksychromanu
oraz bocznego tancucha zbudowanego z trzech jednostek izoprenowych.
Zwigzki te naleza do najwazniejszych naturalnych przeciwutleniaczy,
a ich wlasciwos$ci antyoksydacyjne (redukujace) wynikaja przede wszystkim
z obecnosci grupy hydroksylowej w pozycji 6 pierscienia 6-chromanolu.
Zawarto$¢ witaminy E oznacza si¢ na podstawie tworzenia barwnego
kompleksu jonu Fe** (powstajacego w wyniku redukcji Fe** przez tokoferole)
z a,a’-bipirydyng w Srodowisku alkoholowym; powstajacy kompleks

ma intensywna barwe réozowoczerwong (Ryc. 3.10.).

‘Y
Fe (lll) =
) L
tokoferoll, 3 | X N
N 5
Fe (Il) > y | P
2.2 - |
S

Rycina 3.10. Schemat redukcji jonow zZelaza(lll) do zZelaza(ll) przez tokoferol i tworzenia
barwnego kompleksu z bipirydyng. Tokoferol redukuje jony Fe*" do Fe?', ulegajgc
Jjednoczesnie utlenieniu do rodnika tokoferylowego. Powstale jony Fe’ tworzq z trzema
czgsteczkami 2,2"-bipirydyny trwaly kompleks [Fe(bipirydyna)s[** o charakterystycznym
rozowo-czerwonym zabarwieniu, ktorego intensywnosc jest proporcjonalna do steZenia
tokoferolu. Zrédlo: Naji KM: Ferric-bipyridine assay: A novel spectrophotometric method
for measurement of antioxidant capacity, Heliyon, 2020 Jan 6,;6(1):e03162
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Wykonanie:
Do 3 krotkich szklanych probdéwek doda¢ odpowiednie odczynniki wedlug

ponizszej tabelki:

Numer proboéwki
1 2 3
Witamina E 4 krople — —
Olej roslinny — 4 krople —
Woda destylowana — — 4 krople
Etanol 0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml
0,2% roztwor FeCl; w etanolu 0,25 ml 0,25 ml 0,25 ml
0,5% roztwor a, o’-bipirydyny 0.5 ml 0.5 ml 0.5 ml
w etanolu
Pozostawi¢ probéwki w temperaturze pokojowej na czas 5 minut.

Obserwacje 1 wnioski:
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Panel dyskusyjny

Czy produkty bogate w Huszcze sq bardziej kaloryczne niz produkty bogate
w weglowodany lub biatka?

Czy produkty ,,0% tluszczu” sq zawsze zdrowsze i co tracimy, eliminujgc

Huszcze z diety?

Na czym polega proces jelczenia masta i innych tuszczow oraz jakie sq metody

jego ograniczania?
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Cwiczenie 4.

Analiza Kkinetyki reakcji enzymatycznej katalizowanej
przez fosfataze

Celem ¢wiczenia jest:

— poznanie fizjologicznej roli fosfataz

— poznanie metody kinetycznej pomiaru aktywnosci enzymu

— wyznaczenie parametrow kinetycznych (Vi oraz Ky dla reakcji
z udziatem fosfatazy

— poznanie metody przeliczania zmiany absorbancji dla reakcji
enzymatycznej na ilos¢ moli uwalnianego produktu reakcji bez uzycia
krzywej wzorcowej

— poznanie definicji i wykorzystania parametru molowego wspotczynnika
absorpcji

— wyznaczanie statej Michaelisa (Kyy) oraz szybkosci maksymalnej (Vyax)
na podstawie wykresu Lineweavera-Burka

— wykazanie, Ze stala Michaelisa jest wyznacznikiem powinowactwa

enzymu do substratu.
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I. Wstep merytoryczny

1. Informacje ogolne

Fosfatazy to enzymy nalezace do klasy hydrolaz. Zgodnie z nomenklaturg
Miedzynarodowej Unii Biochemii 1 Biologii Molekularnej (International Union
of Biochemistry and Molecular Biology — [IUBMB), fosfatazy sg klasyfikowane
w grupie EC 3.1.3, gdzie:

3 —hydrolazy (enzymy katalizujace reakcje hydrolizy z udziatem czasteczki wody),
3.1 — hydrolazy dziatajace na wigzania estrowe (enzymy katalizujgce rozktad
estrow kwasu fosforowego oraz innych estréw),

3.1.3 — fosfatazy fosfomonoestrowe (enzymy katalizujace hydroliz¢ monoestroéw
kwasu fosforowego),

3.1.3.1 — fosfataza zasadowa (alkaline phosphatase),

3.1.3.2 — fosfataza kwasna (acid phosphatase).

Fosfatazy maja szerokie powinowactwo substratowe. Substratami
dla fosfataz sg estry fosforanowe biatek, weglowodandéw, tluszczow
1 nukleotydéw. Donorem grup fosforanowych moze by¢ np. glukozo-1-fosforan
lub p-nitrofenylofosforan, a akceptorem np. cukry lub alkohole. Niektore
fosfatazy nie wykazujg specyficznosci substratowej lub hydrolizuja tylko
okreslone reszty fosforanowe. Wiele fosfataz petni takze funkcje transportujace
reszty fosforanowe. Oznaczanie aktywnos$ci fosfataz ma znaczenie
diagnostyczne. Zmiany chorobowe w okreslonych narzadach prowadza
do wzrostu aktywnos$ci odpowiednich fosfataz w surowicy.

Najczesciej badana jest aktywnos¢ fosfatazy zasadowej (EC 3.1.3.1.)
lub kwasnej (EC 3.1.3.2) (Tab. 4.1.). Fosfataza zasadowa oznaczana w surowicy
pochodzi gltownie z watroby (ok. 50%) 1 kosci (ok. 48%). W przypadku
fosfatazy kwasnej ok. 30% stanowi forma pochodzaca z gruczolu sterczowego.
Inhibitorem fosfataz jest miedzy innymi fosforan sodu. Przy ocenie

aktywnos$ci fosfataz wykorzystuje si¢ najcze$ciej substraty syntetyczne,
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np. p-nitrofenylofosforan, glicerolofosforan, fenylofosforan. Miarg aktywnosci
enzymu jest ilo§¢ uwolnionego nieorganicznego fosforanu lub reszty organiczne;j
estru fosforanowego. Enzym wykazuje maksymalng aktywno$¢ w odpowiedniej
temperaturze oraz pH. Najpopularniejszym syntetycznym substratem
stosowanym w analityce jest p-nitrofenylofosforan, ktory w wyniku
defosforylacji przeksztalca si¢ w p-nitrofenol (Ryc. 4.1.). W S$rodowisku
alkalicznym zwigzek ten przybiera z6lte zabarwienie, a intensywnos$¢

powstajacego koloru mierzy si¢ spektrofotometrycznie.

HO //
HO/ ‘“‘0
y odpowiednie OH !

- pH AR — YR
|+ P ? 11
=N + é ; I'L F‘ 'L/“'L}i‘l

7 L [ Zotty
N
o= o NO; kompleks
pNPP p-nitrofenol A
Fosfataza (p-nitrofenylofosforan)

Rycina 4.1. Uproszczony schemat reakcji katalizowanej przez fosfataze.
Zrédlo: BioRender.com

Tabela 4.1. Porownanie wlasciwosci fosfatazy zasadowej i kwasnej

Fosfataza zasadowa Fosfataza kwasna
angielska nazwa alkaline phosphatase (ALP) acid phosphatase (ACP)
optimum pH pH 9-11 pH 4-6
optimum dzialania wymaga jonow Mg>", nie wymaga obecno$ci Mg>*,
moze by¢ aktywowana przez inne | moze by¢ aktywowana przez jony
kationy: Mn?**, Co?" dwuwartosciowe: Mg?", Ca*" Mn?*
hamowana przez: anion fosforanowy winiany, fluorki, fosforany
lokalizacja na zewnetrznej stronie blony w lizosomach, siateczce
komorkowa plazmatycznej srddplazmatycznej, aparacie

Golgiego, w cytoplazmie
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Fosfataza zasadowa

Fosfataza kwasna

wystepowanie gléwnie w kosciach, nerkach, gléwnie w watrobie, nerkach,
tkankowe $cianie jelit, watrobie, tozysku, sledzionie, tozysku, erytrocytach
mleku, z6ici, moczu
funkcja bierze udziat w procesie bierze udziat w trawieniu

kalcyfikacji, biomineralizacji
kosci i1 chrzastek, transporcie
lipidéw 1 wapnia w jelitach

wewnatrzkomorkowym
w lizosomach, resorpcji kosci
oraz jest wydzielana przez gruczot
krokowy

wysoka aktywnos¢
obserwowana w:

chorobach kosci (krzywica,
zapalenie kosci, osteoporoza,
osteomalacja, nowotwory
kosci, choroba Pageta)
nadczynno$ci tarczycy
niedoborze witaminy D
chorobach watroby i drog
z6kciowych (zo6ttaczka
mechaniczna, nowotwory)

ostrym zapaleniu trzustki

— raku gruczotu krokowego

— przerzutach do kosci

— szpiczaku mnogim

— zawale mig$nia sercowego

— zakrzepowym zapaleniu zyt
— zapaleniu 1 marsko$ci watroby

fizjologiczny
wzrost aktywnosci
obserwuje si¢:

u wczesniakow, u dzieci w okresie
dojrzewania, u kobiet w trzecim
trymestrze cigzy oraz w fazie
gojenia si¢ zkaman ko$ci

u dzieci w okresie dojrzewania

spadek aktywnosci
obserwuje

si¢ przy:

— bardzo wysokim/ toksycznym
poziomie witaminy D

— niedoczynnosci tarczycy

— zespole nerczycowym

— niedokrwistosci ztosliwej

— niedozywieniu

— odkladaniu si¢ pierwiastkow
radioaktywnych w ko$ciach

— terapii estrogenami
— po kastracji
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2. Zalozenia teoretyczne kinetyki reakcji enzymatycznych

Dla wigkszosci enzymow szybko$¢ reakcji zmienia si¢ wraz ze zmiang
stezenia substratu (S). Ich wlasciwosci kinetyczne opisuje model Michaelisa-
Menten ujety w rOwnaniu:

_ Vnax XS
S+ Ky

Kiedy stezenie substratu (S) jest niskie, to przy stalym stgzeniu enzymu,
szybkos¢ reakcji (V) jest wprost proporcjonalna do stezenia substratu
(V wykazuje zalezno$¢ liniowg od S). Przy wysokich stezeniach substratu

V praktycznie nie zalezy od (S).

Maksymalna szybko$¢ reakeiji (Vmax) uzyskuje si¢ wtedy, kiedy wszystkie
centra aktywne enzymu sg wysycone substratem (szybko$¢ reakcji nie zalezy
wowczas od stezenia substratu).

Stata Michaelisa (K.,) oznacza takie stezenie substratu, dla ktérego potowa

miejsc aktywnych w enzymie jest wysycona substratem, a szybkos¢ reakcji jest
rowna potowie szybkosci maksymalnej. Warto$¢ Ky, jest miarg powinowactwa
enzymu do substratu 1 jej warto$¢ okreslona jest w jednostkach st¢zenia.

Jezeli enzym dziata zgodnie z kinetyka Michaelisa-Menten, to z pomiarow
szybkosci reakcji przy réznych stezeniach substratu mozna tatwo wyznaczy¢
warto$¢ statej Michaelisa 1 maksymalng szybkos¢ reakcji (Ryc. 4.2.).

W tym celu nalezy przeksztatci¢ rownanie Michaelisa w rOwnanie proste;j

poprzez jego konwersje w forme odwrotnosci:

Wartosci Kyas 1 Vimax 53 wielko§ciami charakteryzujacymi dany enzym.
Przy statej ilosci enzymu na szybko$¢ reakcji enzymatycznej wpltywa

zmiana temperatury, pH, obecnos$ci/zmiana stezenia soli, stezenie substratu.
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Vmax 55—

Vo
(predkosc
reakcji)

Yo Vinax ===~

v

0 Km [S]

(stezenie substratu)

Rycina 4.2. Kinetyka reakcji enzymatycznej w uktadzie Michaelisa-Menten

Wykres zaleznosci 1/V od 1/S jest linig prosta o nachyleniu rownym
Km/Vmax, ktora przecina o§ y w punkcie 1/ Ve 1 nazywa si¢ wykresem

Lineweavera-Burka (Ryc. 4.3.). Punkt przecigcia z osig X wyznacza —1/ Ky.

2
L] \ | Km
3 | Vmax
ey
T I—
O 1
s

Rycina 4.3. Kinetyka reakcji enzymatycznej w uktadzie Lineweavera-Burka
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2.1. Praktyczne znaczenie parametrow kinetycznych
reakcji enzymatycznej

2.1.1. Znaczenie praktyczne wartosci Kv
Warto$¢ Ky posiada wymiar stezenia (mol/l) 1 wykorzystuje si¢ ja do ustalenia
stezenia substratu przy oznaczaniu aktywno$ci enzymu w materiale
biologicznym. Do oznaczenia aktywno$ci enzymu w materiale biologicznym
na ogot stosuje si¢ stezenie substratu 100 x wyzsze od wartosci Ky. Enzym
dziata wowczas z szybko$cig maksymalng. Znajomo$¢ wartosci Ky umozliwia
takze obliczenie utamka obsadzonych substratem miejsc aktywnych dla kazdego
stezenia substratu. Kiedy stata szybkosci dysocjacji kompleksu enzym-substrat
do wolnego enzymu 1 produktu jest wielokrotnie mniejsza niz stata dysocjacji
tego kompleksu do wolnego enzymu 1 substratu, to Ky informuje nas takze

0 wzajemnym powinowactwie enzymu do substratu.

2.1.2. Znaczenie praktyczne warto$Sci Vmax

Przy stalej ilosci enzymu V. wyrazone jest w molach/Ixmin™! (dawnej
mol/min), na ogét jest to mikromol/Ixmin ') Przy znanej ilo$ci miejsc aktywnych
znajomos¢ Vi pozwala okresli¢ liczbe obrotéw danego enzymu. Liczba
obrotow oznacza liczbe czasteczek substratu, ktore w ciggu 1 sekundy moga
zosta¢ przeksztalcone w produkt reakcji, przez 1 czagsteczke enzymu w pehni
wysyconego substratem. Liczba obrotow §wiadczy o aktywnosci metabolicznej
enzymu. Jezeli stg¢zenie substratu jest wyzsze od Ky to szybkos¢ katalizy

jest praktycznie roéwna liczbie obrotow.

2.2. Jak inhibitory mogg wplywa¢ na warto$¢ Ky i Vimax?

W reakcjach odwracalnych, podlegajacych kinetyce Michaelisa-Menten, zmiana
lub zachowanie warto$ci Ky 1 Vimax W obecnos$ci inhibitora pomaga okresli¢
typ inhibicji. W obecnosci inhibitora krzywa zaleznosci 1/V od 1/S jest mniej

nachylona niz w uktadzie kontrolnym.
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Inhibitor kompetycyjny (Ryec. 4.4., Ryc. 4.5.) wspoélzawodniczy

z substratem o centrum aktywne enzymu, ten typ inhibicji mozna wi¢c odwrocié
przez zastosowanie dostatecznie wysokich stezen substratu. W przypadku
inhibicji kompetycyjnej Vmax nie ulega zmianie, natomiast warto§¢ Ky wzrasta.

W inhibicji niekompetycyjnej (Ryc. 4.4., Ryc. 4.5.) miejsce wigzania

substratu 1 inhibitora sg rdzne. Inhibitor niekompetycyjny wigze si¢ zarowno
z wolnym enzymem, jak 1 kompleksem enzym—substrat. Powinowactwo inhibitora
do wolnego enzymu i kompleksu enzym—substrat jest takie samo. W wyniku
zwigzania inhibitora zmniejsza si¢ zdolno$¢ enzymu do przeksztatcania substratu
w produkt reakcji. W tym typie inhibicji zmniejsza si¢ liczba obrotow enzymu
(kcat), a nie liczba czgsteczek enzymu zdolnych do wigzania substratu,
jak ma to miejsce w inhibicji kompetycyjnej. W konsekwencji obniza si¢ Vpax,
natomiast Ky nie ulega zmianie.

Typ mieszany inhibicji (Ryc. 4.4., Ryc. 4.5.) wystepuje, gdy inhibitor

wigze si¢ zarOwno z wolnym enzymem, jak i kompleksem enzym-—substrat,
ale zr6znym powinowactwem. W rezultacie inhibitor wptywa zaréwno
na wigzanie substratu przez enzym, jak i na jego zdolnos¢ do przeksztatcania
substratu w produkt. W tym typie inhibicji zmieniajg si¢ zarowno warto$¢ Ky,
jak 1 Vimax. Warto$¢ Ky moze ulec zwigkszeniu lub zmniejszeniu, w zaleznosci
od tego, czy inhibitor wykazuje wigksze powinowactwo do wolnego enzymu,

czy do kompleksu enzym—substrat.
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Typ inhibicji Mechanizm Parametry kinetyki
enzymatycznej
S
‘/,.k I'b\ Ky
KOMPETYCYJNA E N ‘
V max stata
§ N
o
NIEKOMPETY CYJINA B pram— . Ky stata
powinowactwo k V max
S
MIESZANA ‘/k k
E —
. K lub
- V max
powinowactwo k
' o

Rycina 4.4. Glowne typy ihibicji: kompetycyjna, niekompetycyjna; mieszana

a) Kompetycyjna b) Niekompetycyjna c) Mieszana (Km T)
Michaelis-Menten Michaelis-Menten Michaelis-Menten

104 Vmax 104 Vmax 104 Vmax

15

v

’ ’ ’
Pid 6 e e
6 ,/ ,I 10 //
e JRe e
4 , 41 P ’
’ ’ 54 ’
2 z z - z ’
e aliling o2 . - j_'uma/
7 PR i
0 THAT b max o Jer
- P """
= _—/:j 0 /“ﬁ /'
g i -5 e
2l e ’
- -2 g
T T T T 1 T T T T 1 T T T T 1
-1.0 -05 0.0 05 1.0 1.5 -1.0 =05 0.0 0.5 1.0 1.5 -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 15
14181 1/[S] 1/[S]

Rycina 4.5. Wykresy w uktadzie Michaelisa—Mentena i Lineweavera-Burka dla inhibicji:
a. kompetycyjnej, b. niekompetycyjnej i c. mieszanej (wariant ze zwigkszong wartoscig Ky).
linia ciggla — bez dadatku inhibitora, linia przerywana — z inhibitorem. Zrédlo: A Review
of CYP-Mediated Drug Interactions: Lee J: Mechanisms and In Vitro Drug-Drug
Interaction Assessment. Biomolecules, 2024 Jan 12,14(1):99
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3. Molowy wspolczynnik absorpcji

Molowy wspotczynnik absorpcji €, zwany takze absorpcja molowa, to parametr,
ktory okresla jak silnie roztwor danej substancji o stezeniu 1 mol/l, w kuwecie
o dhugosci drogi §wietlnej rownej 1 cm pochtania $wiatto o okreslonej dtugosci
fali. Posiada on wartos$¢ stata dla danej substancji, niezaleznie od jej st¢zenia.
Molowy wspotczynnik absorpcji stosuje si¢ do przeliczenia zmiany
absorbancji na mole substratu lub produktu, woéwczas, gdy znana jest masa
molowa w/w substancji. Dla stezenia wyrazonego w molach/l, jednostka
molowego wspolczynnika absorpcji jest (L x mol! x cm™), rownoznaczne

z litr X mol! x ¢cm™,

I1. Cze¢s¢ praktyczna

Odczynniki, material biologiczny oraz aparatura:

— bufor glicynowy (0,05 M, pH = 10,3) zawierajacy 23 mM roztwor
p-nitrofenylofosforanu

— bufor cytrynianowy (0,05 M, pH = 4,8) zawierajacy 23 mM roztwor
p-nitrofenylofosforanu

— 0,05 M wodny roztwér MgCl,

— surowice kontrolne przygotowane na bazie surowicy krwi owczej,
wzbogacane 1 standaryzowane na warto$ci prawidtowe surowicy
ludzkiej — serostandard N lub warto$ci patologiczne — serostandard P

— spektrofotometr

— plastikowe kuwety spektrofotometryczne przeznaczone do pomiardw

w Swietle widzialnym
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Instrukcja wykonania ¢wiczenia

1. Porownanie aktywnosSci fosfatazy zasadowej i kwasnej
w surowicy krwi oraz ocena wplywu jonow magnezu
na ich aktywnos$¢

Fosfatazy w odpowiednio dobranym do ich optimum pH (dla fosfatazy
zasadowej pH=10,3; dla fosfatazy kwasnej pH =4,8), hydrolizuja
p-nitrofenylofosforan do p-nitrofenolu i anionu fosforanowego (V). Powstajacy
w trakcie reakcji produkt — p-nitrofenol, po dodaniu 1mol/l roztworu NaOH
tworzy sol (p-nitrofenolan sodu) o zabarwieniu zottym. Zwigzek ten wykazuje
maksimum absorpcji przy dlugosci fali 405 nm. Oznaczanie aktywnos$ci opiera
si¢ na pomiarze ilosci uwolnionego p-nitrofenolu, ktéry w srodowisku

zasadowym ma zo6tte zabarwienie (Ryc. 4.6.).

fosfataza + NaOH
p-nitrofenylofosforan p-nitrofenol p-nitrofenolan sodu
26tty
kompleks

Rycina 4.6. Uproszczony schemat reakcji katalizowanej przez fosfataze
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2. Oznaczanie aktywnosci fosfatazy zasadowej
w surowicy krwi

Przygotowa¢ mieszaniny do oznaczania aktywnosci fosfatazy zasadowe;j

zgodnie z ponizszg tabela (w kuwetach).

23 mM roztwor 0,05 M
Nr p-nitrofenylofosforanu | Woda | wodny Surowica Surowica
kuwety w 0,05 M buforze dest. | roztwor | prawidlowa | patologiczna
glicynowym (pH = 10,3) MgClL:
1 (blank) 1,7 ml 0,2 ml - - -
2 1,7 ml 0,1 ml - 0,1 ml -
3 1,7 ml 0,1 ml - - 0,1 ml
4 1,7 ml - 0,1 ml 0,1 ml -
5 1,7 ml - 0,1 ml 0,1 ml

Zmierzy¢ absorbancje (dlugo$¢ fali 405 nm) probek 2, 3, 4, 5 wzgledem probki 1
(proba slepa/blank/zero): Ao

Inkubowa¢ kuwety w temperaturze 37 °C przez 30 min.
Po tym czasie natychmiast doda¢ (z zachowaniem takiego samego dostepu czasowego)
do wszystkich kuwet 0,1 ml NaOH (1M)

Zmierzy¢ absorbancje (dtugos¢ fali 405 nm) probek 2, 3, 4, 5
wzgledem probki 1 (proba slepa/blank/zero): A4

Zapisz odczytane wyniki absorbancji:

Nr kuwety Ao A1 A1—Ao

1
(proba $lepa)

2

3
4
5
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Oblicz aktywno$¢ fosfatazy zasadowej w 1 ml surowicy krwi prawidlowe;j
1 patologicznej w warunkach kontrolnych (bez MgCl,) oraz w obecnosci

roztworu MgCl, zgodnie ze wzorem:

:(A1—Ao) X Vi
txXeXx1XV;

gdzie:
Ao — absorbancja poczatkowa probki
A — absorbancja koncowa probki
1 — grubo$¢ warstwy roztworu w kuwecie wyrazona w cm =1 cm
Vi — koncowa objetos¢ probki w kuwecie = 2 ml
t — czas prowadzenia reakcji enzymatycznej = 30 min.
& — wspOlczynnik absorbancji molowej p-nitrofenolu = 18,5x10° (M'xcm™)
V; — objetos$¢ surowicy w probece = 0,1 ml

Obliczenia:

101



Gdzie obserwujesz wyzsza aktywno$¢ fosfatazy zasadowej? W surowicy

prawidlowej czy patologicznej? Jak jony Mg?" wplywaja na aktywnos$¢ fosfatazy?
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3. Oznaczanie aktywnosci fosfatazy kwasnej

w surowicy krwi

Przygotowa¢ mieszaniny do oznaczania aktywnosci fosfatazy kwasnej zgodnie

z ponizsza tabelg (w kuwetach).

niztiol;lelzl/l f;)fZ::;((::anu 0,05M
Nr P Y Woda | wodny Surowica Surowica
w 0,05 M buforze : . .
kuwety . dest. roztwor | prawidlowa | patologiczna
cytrynianowym MeCl
(PH = 4,8) i
1 (blank) 1,7 ml 0,2 ml - - -
2 1,7 ml 0,1 ml - 0,1 ml -
1,7 ml 0,1 ml - - 0,1 ml
4 1,7 ml - 0,1 ml 0,1 ml -
5 1,7 ml - 0,1 ml 0,1 ml

Zmierzy¢ absorbancje (dtugo$¢ fali 405 nm) probek 2, 3, 4, 5 wzgledem probki 1
(préba slepa/blank/zero): Ao

Inkubowa¢ kuwety w temperaturze 37 °C przez 30 min.

Po tym czasie natychmiast doda¢ (z zachowaniem takiego samego dostepu czasowego)
do wszystkich kuwet 0,1 ml NaOH (1M)

Zmierzy¢ absorbancje (dtugos¢ fali 405 nm) probek 2, 3, 4, 5
wzgledem probki 1 (préba slepa/blank/zero): Ay

Zapisz odczytane wyniki absorbancji:

Nr kuwety

Ao

A1— Ao

1 (préba $lepa)

2

3
4
5
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Oblicz aktywno$¢ fosfatazy kwasnej w 1 ml surowicy krwi prawidlowe;j
1 patologicznej w warunkach kontrolnych (bez MgCl,) oraz w obecno$ci

roztworu MgCl, zgodnie ze wzorem:

:(A1_A0) X Vi
txex1XxV;

gdzie:

Ao — absorbancja poczatkowa probki

A — absorbancja koncowa probki

1 — grubo$¢ warstwy roztworu w kuwecie wyrazona w cm =1 cm

Vi — koncowa objetos¢ probki w kuwecie = 2 ml

t — czas prowadzenia reakcji enzymatycznej = 30 min.

& — wspOtczynnik absorbancji molowej p-nitrofenolu = 18,5x10° (M xcm')
V; — objetos¢ surowicy w probee = 0,1 ml

Obliczenia:
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Gdzie obserwujesz wyzszg aktywno$¢ fosfatazy kwasnej? W surowicy prawidtowe]

czy patologicznej? Jak jony Mg?" wplywajg na aktywno$¢ fosfatazy?

4. Porownanie aktywnosci fosfatazy zasadowej i kwasnej

Na podstawie uzyskanych wynikow z czesci 2 1 3 nalezy poréwnac aktywnos¢
fosfatazy zasadowej 1 kwasnej] w uktadzie prawidlowym oraz w surowicy

patologiczne;.
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Whioski:

5. Okreslenie stalej Michealisa (Kwm) i szybkosci
maksymalnej reakcji (Vmax) katalizowanej
przez fosfataze¢ zasadowg

Przygotuj sklad mieszaniny do oznaczania szybkosci maksymalnej reakcji

katalizowanej przez fosfataze zgodnie z ponizsza tabelg.
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Roztwor
p-nitrofenylo
fosforanu w 0,05 M
buforze
glicynowym
(pH=10,3)

Numer kuwety

Stezenie
mmol/l

(ml) | (ml) | (ml) | (ml) | (ml) | (ml) | (ml)

(ml)

(ml)

10
(ml)

0

1,9

0,36

1,8

0,72

1,8

1,44

1,8

2,88

1,8

5,75

1,8

11,50

1,8

23,00

1,8

34,50

1,8

46,00

1,8

Wyzerowaé spektrofotometr przy dtugosci fali 405 nm na probke nr 10 ($lepa/blank)
Nastepnie dodawac surowice do kolejnych kuwet (stosujac za kazdym razem opo6znienie
1 min w stosunku do poprzedniej kuwety) i po wymieszaniu dokona¢ pomiaru

absorbancjizAo

Surowica

0,1

0,1 (0,1 {o0,1 j|o,1 (0,1 0,1

0,1

0,1

Inkubowac¢ prébki 30 min w temperaturze 37°C.
Po tym czasie doda¢ po 0,1ml roztworu NaOH (1M) do kolejnych kuwet (stosujac
za kazdym razem opdznienie 1 min w stosunku do poprzedniej kuwety),

a nastgpnie wymieszac.

Po wyzerowaniu spektrofotometru przy A = 405 nm wzgledem kuwety nr 10 (blank)

dokona¢ kolejno pomiaru absorbancji A

1 M NaOH

0,1

0,1 10,0 (0,1 (0,1 |0,1 0,1

0,1

0,1

0,1
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Zapisz odczytane wyniki absorbancji:

Nr kuwety Ao A1 A1—- Ao

Oblicz aktywnos¢ fosfatazy zasadowej (K = V) zgodnie ze wzorem:

:(A1—Ao) X Vi

K
tXex1xV;

gdzie:
Ap— absorbancja poczatkowa probki
A — absorbancja koncowa probki
| — grubos¢ warstwy roztworu w kuwecie wyrazona w cm = 1 cm
Vi — koncowa objetos¢ probki w kuwecie =2 ml
t — czas prowadzenia reakcji enzymatycznej = 30 min.
& — wspOlczynnik absorbancji molowej p-nitrofenolu = 18,5 x 10% (M x cm)
V; — objetos¢ surowicy w probee = 0,1 ml
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Obliczenia

Uzyskane wyniki nalezy opracowa¢ w ukladzie Michaelisa-Menten

oraz Lineweavera-Burka z wykorzystaniem danych z tabeli ponize;.
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Zestawienie danych do wykonania wykresu Michaelisa-Menten
oraz Lineweavera-Burka:

Stezenie
roztworu p-nitro
fenylofosforanu

Szybkos¢
poczatkowa
reakcji

Stezenie wzorcowego
roztworu p-nitro
fenylofosforanu .
. .. w kuwecie
uzytego w reakcji V)

(mmol/l) (mr(:())l my (mol/min)

1/S 1/V
(I/mmol) | (min/mol)

Nr
probki

[a—

0,36

0,72

1,44

2,88

5,75

11,50

23,00

34,50

O | 0| I || | ] W]

46,00

Stata Michealisa (Ky) 1 szybko$¢ maksymalng reakcji (Vimax) katalizowanej przez
fosfataze zasadowa mozna wyznaczyc¢:
* matematycznie: na podstawie rownania Michaelisa-Menten lub
roOwnania Lineweavera-Burka 1/V = Ky /V max X 1/(S) + 1/Viax;
» graficznie: na podstawie krzywej Michaelisa-Menten (wykres
zalezno$ci szybkosci reakcji od st¢zenia substratu) 1/lub wykresu
Lineweavera-Burka (wykres zalezno$ci odwrotnosci szybkosci reakcji

do odwrotnosci stezenia substratu).
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Sporzadz wykres obrazujacy kinetyke reakcji katalizowanej przez fosfataze

zasadowg w uktadzie Michaelisa-Menten.

Sporzadz wykres obrazujacy kinetyke reakcji katalizowanej przez fosfataze

zasadowg w uktadzie Lineaweavera-Burka.
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6. Podsumowanie i wnioski

1. Na podstawie rownania wykresu w uktadzie Lineweavera-Burka nalezy
obliczy¢ wartos$ci: Kv 1 V max 1 zamie$¢ je w ponizszej tabeli, podajac

jednostki obu parametrow kinetycznych.

Parametr Wartos$¢ parametru (Jednostka)

Km

Vmax

2. Napisz, jak zmienia si¢ szybko$¢ reakcji w miar¢ wzrostu stezenia substratu.
Jaki ksztalt przyjmuje krzywa zaleznosSci szybkosSci reakcji od stezenia
substratu — o czym to swiadczy?

3. Ktoéra forma graficznego przedstawienia wynikow pozwala na precyzyjne

wyznaczenie warto$ci Ky 1 Vipax?

Panel dyskusyjny

o Jakie znacznie diagnostyczne ma ocena aktywnosci fosfatazy?

o Jak mozna wykorzysta¢ wartosci Ky w doborze stezenia substratu

do oznaczen aktywnosci enzymu w materiale biologicznym?

o Jakie mogqg by¢ konsekwencje zastosowania zbyt malego stezenia

substratu podczas oznaczania aktywnosci fosfatazy?
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Cwiczenie 5.
Oznaczanie aktywnosci acetylocholinoesterazy
w surowicy krwi oraz badanie efektow inhibitorow

Celem ¢wiczenia jest:

—  poznanie znaczenia fizjologicznego i diagnostycznego esterazy
acetylocholinowej (acetylocholinoesterazy; AchE) oraz jej inhibitorow

— ocena sity dziatania i skutkow biologicznych inhibitorow AchE

— zapoznanie si¢ z metodq pomiaru aktywnosci enzymu oraz
metodq Ellmana

—  pomiar aktywnosci AchE z wykorzystaniem substratu zastepczego

— analiza efektow hamowania lub stymulacji enzymu przez potencjalne
inhibitory

—  poznanie sposobow wyrazania aktywnosci wlasciwej enzymu.
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I. Wstep merytoryczny

1. Funkcja biologiczna acetylocholiny
i esterazy acetylocholinowej

1.1. Acetylocholina (ACh) pelni funkcje neuroprzekaznika zarowno
w osrodkowym, jak 1 obwodowym uktadzie nerwowym, a jej dziatanie zalezy
od lokalizacji oraz typu receptora, z ktorym si¢ wigze. Acetylocholina (ACh)
uczestniczy w regulacji czynno$ci wielu narzagdéw i uktadow organizmu:

— Uklad sercowo-naczyniowy: powoduje rozszerzenie naczyn
krwiono$nych, obnizenie cz¢stosci akcji serca oraz zmniejszenie sily
skurczu mig$nia sercowego.

— Uklad pokarmowy: zwigksza perystaltyke przewodu pokarmowego oraz
nasila amplitude skurczéw miesni gtadkich.

— Uktad moczowy: powoduje skurcz migsnia wypieracza pgcherza
moczowego, zmniejszajac pojemnos¢ pecherza 1 utatwiajac mikcje.

— Uklad oddechowy: stymuluje wydzielanie sluzu w drogach
oddechowych oraz sprzyja skurczowi oskrzeli.

— Oésrodkowy uktad nerwowy: odgrywa istotng role w procesach

poznawczych, takich jak koncentracja, uczenie si¢ oraz pamig¢.
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2. Funkcja esteraz acetylocholinowych

CH
OH ?

HaC
\I+/CH3
H,e”
— HBC‘< +
o
H3C—<
o)

H3C_N+_CH3

OH
acetylocholina kwas octowy cholina

Rycina 5.1. Schemat reakcji katalizowanej przez esteraze acetylocholinowg (AchE)

Czas trwania pobudzenia receptorow cholinergicznych przez ACh jest
bardzo krotki, poniewaz czasteczka ta ulega szybkiej hydrolizie enzymatyczne;.
ACh jest inaktywowana przez acetylocholinoesteraze (AChE), ktora katalizuje
jej rozpad do choliny i kwasu octowego (Ryc. 5.1.). Mechanizm ten zapewnia,
ze pobudzenie receptorow jest krotkotrwate, precyzyjnie kontrolowane
1 ograniczone przestrzennie do synapsy. AChE pelni w organizmie ssakow
zarowno funkcje katalityczne, jak 1 niekatalityczne. Jej podstawowa rola
w synapsach cholinergicznych jest szybkie zakonczenie neurotransmisji poprzez
hydroliz¢ ACh, co umozliwia repolaryzacj¢ blony postsynaptycznej
1 przygotowanie synapsy do kolejnego pobudzenia. Enzym ten wystgpuje
rowniez w postaci zwigzanej z btong komorkowa oraz w przestrzeni
zewnatrzkomorkowej. Oprocz funkcji enzymatycznej AChE uczestniczy
w procesach rozwojowych ukladu nerwowego, szczegolnie w synaptogenezie.
W tym okresie moze tworzy¢ kompleksy z biatkami strukturalnymi
1 adhezyjnymi, wplywajac na rozpoznawanie komorek, migracje neuronalng
oraz stabilizacj¢ nowo powstajacych potaczen synaptycznych.

Zaburzenia rownowagi cholinergicznej, w tym znaczne obnizZenie

poziomu acetylocholiny, wigza si¢ z rozwojem chorob neurodegeneracyjnych,
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w ktorych dochodzi do postepujacego obumierania neurondw. W chorobie
Alzheimera obserwuje si¢ deficyt transmisji cholinergicznej, co koreluje
z zaburzeniami pamigci i funkcji poznawczych. W terapii tej choroby stosuje si¢
inhibitory AChE, ktore zwigkszaja dostepnos¢ acetylocholiny w synapsach
poprzez hamowanie jej degradacji. Leki te dzialajg gtownie poprzez wigzanie si¢
z centrum aktywnym enzymu, w tym z miejscem anionowym, co prowadzi
do odwracalnego zahamowania jego aktywnos$ci. Niektore inhibitory moga
rowniez wykazywac dziatanie allosteryczne, modyfikujac konformacje enzymu
1 jego zdolnos$¢ katalityczng. Dodatkowo wybrane zwigzki z tej grupy moga
wplywa¢ posrednio na procesy synaptogenezy, oddziatujac z biatkami
uczestniczagcymi w tworzeniu i stabilizacji synaps, co moze sprzyja¢ odbudowie

1 funkcjonalnej poprawie potaczen neuronalnych.

2.1. Rodzaje esteraz acetylocholinowych

Esterazy acetylocholinowe nalezg do klasy hydrolaz (EC 3). Zgodnie
z nomenklaturg Miedzynarodowej Unii Biochemii i1 Biologii Molekularne;j
(IUBMB) EC 3.1.1.7, gdzie:
3 — hydrolazy (enzymy katalizujgce reakcje hydrolizy),
3.1 — hydrolazy dzialajace na wigzania estrowe,
3.1.1 — esterazy karboksylowe,
3.1.1.7 — acetylocholinoesteraza
Optimum pH aktywnosci acetylocholinoesterazy miesci si¢ w zakresie 7,2—8,5.
Wyrdznia si¢ dwa gléwne typy esteraz acetylocholinowych (Tab. 5.1):
* Acetylocholinoesteraza (AChE, EC 3.1.1.7) — enzym specyficzny,
wystepujacy gtéwnie w blonach presynaptycznych 1 postsynaptycznych
synaps cholinergicznych oraz w erytrocytach. Odpowiada za szybki

rozktad acetylocholiny w szczelinie synaptyczne;.
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» Cholinoesteraza (pseudocholinoesteraza, butyrylocholinoesteraza;

EC 3.1.1.8) — obecna przede wszystkim w osoczu krwi oraz w plynie

srodmigzszowym, charakteryzuje si¢ szerszg swoistoscig substratow3.

Tabela 5.1. Porownanie typow esteraz acetylocholinowych

Butyrylocholinoesteraza (BChE,

Cech Acetylocholi t AChE
echa cetylocholinoesteraza ( ) pseudocholinesteraza)
numer EC 3.1.1.7 3.1.1.8
holi i . .
gléwna Synapsy CROUnCIgiczne osocze krwi, watroba (miejsce
.. (presynaptyczne
lokalizacja ) syntezy)
1 postsynaptyczne), erytrocyty
funkcia szybka hydroliza acetylocholiny  |hydroliza szerokiego zakresu
] w szczelinie synaptycznej estrow cholinowych
. .. . ) ka/mniej ist
swoistos¢ waska/bardziej swoista (gtownie SZETORATIIIE] SW.OIS a
) (np. butyrylocholina,
substratowa acetylocholina)

acetylocholina, inne estry)

rola fizjologiczna

zakonczenie neurotransmisji
cholinergicznej

detoksykacyjna

wazna w anestezjologii

znaczenie cel dzialania inhibitoréw . .
.. ) : (metabolizm sukcynylocholiny,
kliniczne (np. w chorobie Alzheimera) . .
miwakurium)
wrazliwos$¢ duze znaczenie kliniczne
na warianty rzadziej klinicznie istotna (przedtuzona blokada nerwowo-
genetyczne migsniowa)

Prawidlowa aktywno$¢ pseudocholinoesterazy w osoczu wynosi
zazwyczaj 8—18 j.m./ml. Warto$¢ ta wykazuje istotng zmiennos¢ osobnicza 1 jest
w duzym stopniu uwarunkowana genetycznie. Istotne obnizenie aktywnoS$ci
enzymu moze mie¢ znaczenie kliniczne, jednak objawy pojawiajg si¢ zazwyczaj
dopiero przy spadku aktywnos$ci ponizej okoto 75% wartosci referencyjnych,

co moze skutkowa¢ wydtuzong reakcja na leki metabolizowane przez ten enzym.
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2.2. Przelom cholinergiczny

Przetom cholinergiczny moze wystapi¢ w wyniku przedawkowania
inhibitorow acetylocholinoesterazy lub ekspozycji na silne toksyny cholinergiczne,
takie jak fosforoorganiczne $rodki bojowe (np. sarin, soman, tabun). Dochodzi
wowczas do niekontrolowanego wzrostu st¢zenia acetylocholiny w synapsach
1 nadmiernej stymulacji receptoréw cholinergicznych.

Obraz kliniczny obejmuje:

* objawy wczesne: ostabienie sity migsniowej, zimne poty, parcie
na mocz, zaburzenia widzenia (np. zamazany obraz)

* objawy narastajace: drzenia wiokienkowe, mioza (zwezenie Zrenic),
postepujace ostabienie migsni

* objawy zaawansowane: porazenie migsni, w tym oddechowych,
zaburzenia krazeniowe (wahania ci$§nienia tgtniczego i czgstosci
akcji serca)

* objawy subiektywne: uczucie niepokoju, wewnetrzne drzenie oraz
silne pobudzenie psychoruchowe.

Stan ten wynika bezposrednio z blokady AChE i kumulacji acetylocholiny
w synapsach, prowadzacej do ciaglej aktywacji receptorow cholinergicznych

1 zaburzenia homeostazy uktadu autonomicznego oraz nerwowo-mi¢sniowego.

2.3. Przyczyny obnizonej aktywnosci pseudocholinesterazy

Obnizona aktywno$¢ pseudocholinesterazy (butyrylocholinoesterazy) wystepuje
w nastgpujacych sytuacjach:
* Uwarunkowania wrodzone:
— wrodzony niedobor pseudocholinesterazy uwarunkowany genetycznie,
wystepujacy rzadko (ok. 1:100 000 osdb), czesciej w populacjach

europejskich niz azjatyckich.
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* Czynniki toksyczne:

— zatrucia zwigzkami fosforoorganicznymi, ktore hamujg aktywnos¢
esteraz cholinowych

— ekspozycja na kokaing, moggca zaburza¢ metabolizm cholinesteraz.

* Choroby:

— niewydolno$¢ watroby (ostre 1 przewlekte uszkodzenia hepatocytow);

— choroby nowotworowe z przerzutami

— zawal mig$nia sercowego

— cholestaza (z6ttaczka zastoinowa)

— stany zapalne 1 infekcje ogdlnoustrojowe

— przewlekle niedozywienie 1 wyniszczenie organizmu.

* Leki 1 substancje:

— inhibitory cholinoesterazy (np. neostygmina, fizostygmina)

— leki psychotropowe (np. chloropromazyna)

— leki cytostatyczne (np. cyklofosfamid)

— glikokortykosteroidy

— metoklopramid

— inhibitory MAO (np. fenelzyna)

— leki zwiotczajace migs$nie (np. pankuronium)

— doustne $rodki antykoncepcyjne i estrogeny.

2.3.1. Warunki fizjologiczne z towarzyszacym niewielkim obnizeniem
aktywnosci pseudocholinesterazy

Fizjologiczne, przej$ciowe obnizenie aktywnos$ci enzymu moze wystepowac w:
* cl3zy
* okresie noworodkowym

» wieku podesztym.
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2.3.2. Komplikacje zdrowotne zwigzane z niska aktywnoscia
pseudocholinesterazy

Obnizona aktywno$¢ pseudocholinesterazy prowadzi do spowolnionego
metabolizmu niektorych lekdéw, co moze skutkowaé ich przedluzonym
dziataniem 1 powiktaniami klinicznymi:
» sukcynylocholina — ryzyko przedtuzonej blokady nerwowo-
miesniowej 1 zaburzen oddychania po intubacji dotchawicze;j
* leki zwiotczajgce migsnie o dziataniu kuraropodobnym
(np. mivakurium, dekametonium) — mozliwo$¢ wydtuzonego
porazenia migsni szkieletowych
* kokaina — zwigkszone ryzyko toksycznosci kardiologiczne;,

w tym groznych zaburzen rytmu serca i nagtej Smierci sercowe;.

2.4. Znaczenie diagnostyczne pseudocholinesterazy

Oznaczanie aktywnosci pseudocholinesterazy ma istotne znaczenie diagnostyczne.
Ze wzgledu na fakt, Zze enzym ten jest syntetyzowany glownie w watrobie,
jego aktywno$¢ moze by¢ wykorzystywana nie tylko do oceny ekspozycji
na inhibitory cholinesteraz (np. zwiazki fosforoorganiczne), ale rowniez

jako nieswoisty marker funkcji syntetycznej watroby.

2.5. Inhibitory acetylocholinoesteraz
2.5.1. Mechanizm dzialania inhibitorow acetylocholinoesterazy (AChE I i IT)

Centrum aktywne acetylocholinoesterazy (AChE) u ssakow zawiera katalityczng
triad¢ aminokwasowg Ser203—Glu334—His447, zlokalizowang w gtebi struktury
enzymu 1 tworzaca tzw. miejsce katalityczne odpowiedzialne za hydrolize
substratu. W obrebie centrum aktywnego wyrdznia si¢ rOwniez miejsce
anionowe, zlokalizowane w jego czeSci wejSciowej, ktore uczestniczy
w wigzaniu dodatnio naladowanej grupy cholinowej acetylocholiny.

Wiele inhibitorow AChE oddziatuje z peryferyjnym miejscem anionowym
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(PAS, peripheral anionic site), ktoére znajduje si¢ na powierzchni enzymu
1 odgrywa rol¢ w rozpoznawaniu substratu oraz regulacji aktywnos$ci enzymu.

Inhibitory AChE mozna podzieli¢ na:

Inhibitory nieselektywne hamujace aktywno$¢ enzymu poprzez blokade
centrum katalitycznego oraz indukcje zmian konformacyjnych (allosterycznych),
ktére zaburzajg prawidtowe utozenie triady katalitycznej. Do tej grupy naleza
m.in. dodatnio natadowane leki zwiotczajace miesnie o dziataniu
kuraropodobnym.

Inhibitory selektywne PAS wigzace si¢ wylacznie z peryferyjnym
miejscem anionowym, nie blokujac bezposrednio centrum katalitycznego.
Przyktadami sg jodek propidyny (barwnik fluorescencyjny stosowany w badaniach

biologicznych) oraz fascykulina (toksyna pochodzaca z jadu mamby).

2.5.2. Najczesciej spotykane inhibitory acetylocholinoesterazy (AChE)

» Zwiazki fosforoorganiczne — obejmujace pestycydy oraz bojowe
srodki paralityczno-drgawkowe (np. sarin, soman, tabun).
Sa to nieodwracalne inhibitory AChE 1 BChE, prowadzace do trwalej
fosforylacji centrum aktywnego enzymu.

« Karbaminiany o dziataniu odwracalnym:

— pirydostygmina — odwracalny inhibitor AChE stosowany
m.in. profilaktycznie w zatruciach bojowymi srodkami
fosforoorganicznymi, poprzez przejsciowe zablokowanie enzymu
1 ograniczenie jego dostepnosci dla toksyny

— neostygmina (czwartorzedowy karbaminian) — stosowana w leczeniu
miastenii (tac. myasthenia gravis), pooperacyjnej atonii jelit 1 pecherza
moczowego oraz w odwracaniu blokady nerwowo-mig$niowe;j
wywotanej lekami kuraropodobnymi

— fizostygmina (trzeciorzedowy karbaminian) — przenika do osrodkowego

uktadu nerwowego, w zwigzku z czym stosowana jest jako antidotum
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w zatruciach lekami o dziataniu antycholinergicznym (np. atropina,
trojpierscieniowe leki przeciwdepresyjne).
* Substancje o niespecyficznym lub posrednim wpltywie na AChE:
— leki neuroleptyczne (np. pochodne fenotiazyny)
— barbiturany i niektére anestetyki
— opioidy (np. morfina)
— leki przeciwhistaminowe 1 przeciwmalaryczne
— §rodki znieczulenia miejscowego
— hormony steroidowe (estrogeny, glikokortykosteroidy) oraz inne
czynniki metaboliczne (np. kwasy zoélciowe, witaminy z grupy B 1 K),
ktore moga przejsciowo modulowac aktywnos¢ enzymu, jednak
ich wpltyw ma charakter posredni 1 nieswoisty.
* Leki stosowane w chorobie Alzheimera — odwracalne inhibitory AChE,
takie jak donepezil, rywastygmina i galantamina.
* Echotiofat (organofosforan) — trwaty inhibitor AChE stosowany

miejscowo w leczeniu jaskry.

3. Metoda oznaczania AchE

Do oznaczania aktywnosci acetylocholinoesterazy (AChE) stosuje si¢ syntetyczny
substrat — acetylotiocholing, zamiast naturalnej acetylocholiny. Wynika to z wigkszej
trwatosci tego zwigzku, odpowiedniego podobienstwa strukturalnego do naturalnego
substratu oraz tatwosci oznaczania produktow hydrolizy.

W wyniku rozpadu acetylotiocholiny katalizowanej przez AChE powstaje
tiocholina, ktora nastepnie jest oznaczana metodg Ellmana. Metoda ta polega
na reakcji z odczynnikiem Ellmana (DTNB — kwas 5,5'-ditiobis(2-nitrobenzoesowy)),
w wyniku ktorej powstaje z6tto zabarwiony anion TNB (5-tio-2-nitrobenzoesan)
(Ryc. 5.2.). Intensywno$¢ barwy mierzona spektrofotometrycznie, jest

proporcjonalna do aktywnos$ci enzymu.
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odczynnik Ellmana

HOOC | COOH
N+
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WL N |
mieszany disiarczek TNB (zolte zabarwienie)

Rycina 5.2. Schemat reakcji oznaczania aktywnosci AChE metodq Ellmana: (1) hydroliza
acetylotiocholiny do tiocholiny, (2) reakcja tiocholiny z DTNB. Zrédto: Pohanka M:

Assessment of acetylcholinesterase activity using indoxylacetate and comparison with
the standard Ellman's method, Int. J. Mol. Sci. 2011, 12, 2631-2640

3.1. Oznaczanie st¢zenia grup —SH metoda Ellmana

Metoda Ellmana (Ryc. 5.2) polega na kolorymetrycznym oznaczaniu stezenia
wolnych, zredukowanych grup tiolowych (—SH) z wykorzystaniem odczynnika
DTNB (kwas 5,5'-ditiobis(2-nitrobenzoesowy)). W reakcji tej grupy —SH redukuja
wigzanie disiarczkowe DTNB, prowadzac do powstania dwoch produktow:
mieszanych disiarczkdéw oraz anionu 2-nitro-5-tiobenzoesanu (TNB").

Powstajacy TNB™ ma intensywng zo6tta barwe 1 wykazuje maksimum
absorpcji przy dilugosci fali okoto 412417 nm (w zaleznosci od warunkéw
reakcji). To wlasnie 1los¢ tego barwnego produktu jest mierzona
spektrofotometrycznie 1 stanowi podstawe do oznaczenia st¢zenia grup
tiolowych.

Metoda Ellmana jest selektywna wzgledem grup —SH, jednak na warto$¢

absorbancji wptywa réwniez pH srodowiska reakcji.
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Warto zauwazy¢, ze odczynnik Ellmana charakteryzuje si¢ ograniczong
stabilno$cig w roztworze wodnym, szczegdlnie w warunkach podwyzszonego
pH oraz w obecnosci czynnikow redukujacych lub zanieczyszczen zawierajacych
grupy tiolowe. Z tego wzgledu roztwory DTNB przygotowuje si¢ najczesciej
bezposrednio przed wykonaniem oznaczenia, sam zwigzek przechowuje

w postaci stalej, chronigc przed swiattem 1 wilgocia.

I1. Cze¢s¢ praktyczna

Odczynniki, material biologiczny oraz aparatura:
— bufor fosforanowy o pH 7,4 1 stezeniu 0,1 mol/l
— odczynnik Ellmana: roztwér DTNB (kwasu 5,5’ ditio-bis-2
nitrobenzoesowego) o stezeniu 4 mmol/l. Nawazke 1,59 mg DTNB nalezy
rozpusci¢ w 1 ml buforu fosforanowego o pH 7,4 1 stezeniu 0,1 mol/l
— roztwor jodku acetylotiocholiny o stezeniu 0,2 mol/l. Nawazke 86,7 mg
jodku acetylotiocholiny nalezy rozpusci¢ w 1,5 ml buforu
fosforanowego o pH 7,4 1 stezeniu 0,1 mol/l
— odczynnik biuretowy
— roztwory inhibitoréw AchE:
¢ 5 x 10*mol/l roztwor fizostygminy
¢ 5 x 10* mol/l roztwor neostygminy
* 5% 10* mol/l roztwor fenazoliny
— roztwor zredukowanego glutationu (GSH) o stezeniu 1 mmol/I.
Nawazke 1,54 mg GSH rozpusci¢ w 1 ml 0,1 mol/l buforu
fosforanowego o pH 7,4

— spektrofotometr
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— kuwety pomiarowe: plastikowe kuwety spektrofotometryczne
przeznaczone do oznaczania w §wietle widzialnym
— probowki do przygotowania rozcienczenia fizostygminy

— surowica.

Instrukcja wykonania ¢wiczenia

1. Oznaczanie aktywnosci pseudocholinoesterazy
w surowicy krwi

Do pomiaru aktywnosci enzymu wykorzystuje si¢ metode kinetyczng. Pomiaru
spektrofotometrycznego nalezy dokona¢ przy ditugosci fali 417 nm, poprzez
rejestracje wzrostu intensywnosci zottego zabarwienia w czasie 2 minut. Zmiang
absorbancji, odpowiadajaca powstawaniu barwnego produktu (TNB), nalezy
przeliczy¢ na 1los¢ nmoli grup tiolowych uwolnionych w reakcji, na podstawie
krzywej wzorcowej wykonanej dla glutationu. Ilo§¢ uwolnionych grup
tiolowych (tiocholiny powstajacej z acetylotiocholiny) oznaczana w reakcji
z DTNB stanowi miarg¢ aktywnosci pseudocholinoesterazy w surowicy krwi.
Oznaczenie aktywnosci enzymu nalezy wykona¢ w ukladzie kontrolnym
oraz w obecnoS$ci inhibitorOw: neostygminy, fenazyny oraz dwoch stezen
fizostygminy. Sktad mieszanin inkubacyjnych przedstawiono w ponizszej tabeli.
Przed przystgpieniem do wlasciwych oznaczeh nalezy dobraé ilos¢
enzymu tak, aby po jego dodaniu do uktadu kontrolnego przebieg reakc;i
byt liniowy w czasie 2 minut od rozpoczgcia pomiaru. W tym celu, stosujac
mieszaning inkubacyjng dla uktadu kontrolnego, w trzech kolejnych probach,
rejestruje si¢ przebieg reakcji po dodaniu odpowiednio: 10 ul, 20 pl lub 30 ul

surowicy.
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Jezeli wykres przebiegu reakcji traci liniowo$¢ przed upltywem 2 minut,

nalezy zmniejszy¢ ilo$¢ enzymu dodawang do kuwety.

Sktad mieszanin inkubacyjnych do oznaczania aktywnos$ci pseudocholinoesterazy

w surowicy krwi w uktadzie kontrolnym oraz w obecnos$ci inhibitorow:

ki
Uklad z Uklad Uklad Uklad
Uklad ] ] . z fenazoling
Sklad fizostygming | z fizostygming | z neostygming . .
kontrolny e v "o 0 stezeniu
ukladu (ml) 0 stezeniu o0 stezeniu o stezeniu 5 x 104
5x10°mol/1| 5x10*mol/l | 5% 10* mol/l
mol/l
Bufor
fosforanowy 1,7 1,5 1,5 1,5 1,5
pH 7.4
Jodek
) ) 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
acetylotiocholiny
DTNB 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Inhibitor - 0,2 0,2 0,2 0,2
90 ul, gdy dodajesz 10 ul serostandardu
Woda 80 ul, gdy dodajesz 20 ul serostandardu

70 pl, gdy dodajesz 30 pul serostandardu

Mieszaning inkubacyjng zamiesza¢ przez 3-krotne niezbyt szybkie przechylenie kuwety

,»do gory dnem”, wstawi¢ do gniazda pomiarowego i wyzerowac spektrofotometr

serostandard

Dobrac¢ ilos¢
w 3 kolejnych
probach:
10 pl,

20 pl,

30 pl

dodac¢ uprzednio dobrang ilo$¢ serostandardu, mieszaning
inkubacyjng w kuwecie szybko, 3-krotnie zamieszac
1 wstawi€ jg do gniazda pomiarowego,

przez 2 minuty prowadzi€ rejestracj¢ zmian absorbancji przy
dlugosci fali A =417 nm,
wydrukowac krzywa przebiegu reakcji.

126




1.1. Przygotowanie rozcienczonego roztworu fizostygminy
o stezeniu 5 x 10°mol/l

Nalezy zastosowa¢ dwa etapy rozcienczenia:

1. WyjSciowy roztwor fizostygminy o stezeniu 5 x 10* mol/l nalezy
rozcienczy¢ 1000-krotnie woda destylowang i1 dokladnie wymieszac.
W wyniku tego otrzymuje si¢ roztwor o stezeniu 5 x 1077 mol/l.

2.  Nastepnie przygotowany roztwor 5 x 1077 mol/l nalezy ponownie
rozcienczy¢ 100-krotnie wodg destylowana, uzyskujac koncowe stezenie

fizostygminy wynoszace 5 x 10~ mol/l.

1.2. Krzywa wzorcowa do oznaczania zawartosci grup tiolowych
w mieszaninie inkubacyjnej metoda Ellmana

Celem serii pomiarow jest sporzadzenie krzywej wzorcowej do oznaczania
zawartosci grup tiolowych (-SH) w buforowane; mieszaninie inkubacyjnej
o znanej objetosci (2 ml). Zastosowany uktad (ponizsza tabela) odzwierciedla
warunki panujagce w mieszaninie inkubacyjnej stosowanej do oznaczania
aktywnosci pseudocholinoesterazy.

Ze wzgledu na nietrwatos¢ oraz brak dostepnosci wzorca produktu reakcji
(tiocholiny), do sporzadzenia krzywej wzorcowej wykorzystuje si¢
zredukowany glutation — zwigzek zawierajacy jedng grupe tiolowa, ktory
reaguje stechiometrycznie z DTNB 1 stanowi jego analog.

Uzyskana krzywa wzorcowa sluzy do przeliczania zmian absorbancji
na 1los¢ nmoli tiocholiny uwalnianej przez pseudocholinoesteraz¢ obecng
w roztworze serostandardu. Pomiary absorbancji wykonuje si¢ przy dhugosci

fali =417 nm z uzyciem spektrofotometru.
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Sktad mieszaniny reakcyjnej do oznaczania zawartosci grup —SH w mieszaninie

inkubacyjne;j:

Zawartos¢ GSH (nmole Woda Ilo$¢ mikrolitrow Roztwoér
w 2 ml mieszaniny dejonizowana roztworu GSH DTNB
reakcyjnej) (ml) o stezeniu 1 mmol/l (ml)

1 0 2,00 - 100

2 20 1,98 20 100

3 40 1,96 40 100

4 60 1,94 60 100

5 80 1,92 80 100

6 100 1,9 100 100

Wyniki pomiaréw nalezy wpisa¢ do ponizszej tabeli. Na podstawie
uzyskanych danych nalezy wykona¢ wykres zaleznosci absorbancji roztworu
od zawartosci grup tiolowych. Na osi X nalezy umie$ci¢ podpis: zawarto$¢

grup -SH (nmole/2 ml).
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1.3. Oznaczenie bialka w surowicy krwi metoda biuretowa

Proba §lepa: 500 pl wody + 2,5 ml odczynnika biuretowego.

Proba badana: (10/20/30) ul serostandardu + (490/480/470) ul wody
+ 2,5 ml odczynnika biuretowego.

Zmienna objetos¢ serostandardu i wody wynika z doboru objetosci
podczas pomiaru aktywnosci enzymu, zapewniajqcej najlepszq liniowos¢
pomiaru. Odczytu na spektrofotometrze nalezy dokona¢ przy dhlugosci fali
A =540 nm po 30 min inkubacji.

Do obliczenia zawarto$ci biatka w surowicy, nalezy wykorzystac
rownanie krzywej wzorcowej do oznaczania biatka metoda biuretowa,
wykonanej w ramach ¢wiczenia 1. W obliczeniach nalezy uwzglednié

rozcienczenie serostandardu.
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2. Opracowanie wynikow

2.1. Krzywa wzorcowa do oznaczania grup -SH

Dane do wykonania krzywej wzorcowej do oznaczania grup -SH metoda Ellmana:

Zawarto$¢ GSH (nmole w 2 ml

mieszaniny reakcyjnej) Absorbancja
1 0
2 20
3 40
4 60
> 80
6 100

Roéwnanie krzywej wzorcowej

Wspélczynnik regresji liniowej R?

Sporzadz krzywa wzorcowa do oznaczania zawartosci grup -SH metoda Ellmana.
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2.2. Obliczanie aktywnosci AchE

Na podstawie ponizszego réwnania policz aktywno$¢ wlasciwa enzymu 1 wpisz

uzyskane warto$ci w tabele ponize;j.

1los¢ nmoli tiocholiny uwolnionej w ciggu 2 minut w 2 ml mieszaniny

A=

zawarto$¢ biatka w kuwecie (mg) X czas reakcji (min)

A — aktywno$¢ wlasciwa enzymu (nmol x mg”! x min™)

[los¢ uwolnionych grup -SH pochodzacych od tiocholiny, nalezy wyliczy¢
z rOwnania uprzednio przygotowanej krzywej wzorcowej do oznaczania
zawartosci grup -SH metoda Ellmana. W pierwszej kolumnie ponizszej
tabeli, w wykropkowanych miejscach, nalezy wpisa¢ obliczone stgzenia

koncowe zastosowanych inhibitorow AchE.
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Zestawienie wynikow:

Parametr

Uktad/
C koncowe
inhibitora

Zmiana
absorbancji
(AE)

W ciagu
2 min

[lo$¢ nmoli
tiocholiny
uwolnio-
nych
W ciagu
2 minut

Zawartos¢
biatka w
kuwecie
pomiaro-
wej (mg)

Aktyw-
nos¢
enzymu

%
Aktywnosci
kontrolnej

%
Inhibicji

%
Aktywacji

Uktad
kontrolny

Fizostygmina
stezenie
koncowe

Fizostygmina
stezenie
koncowe

Neostygmina
stezenie
koncowe

Fenazolina
stezenie
koncowe

2.3. Porownanie aktywnos$ci AchE w ukladzie kontrolnym
oraz w obecnosci inhibitorow

Nalezy wykona¢ wykres stlupkowy aktywnosci AChE w poszczegolnych

badanych uktadach. Prosz¢ dolaczy¢ legende — krétki tekst objasniajacy

wystepujace na wykresie grupy, a takze stezenia badanych inhibitorow

cholinoesterazy. Na osi Y nalezy przestawi¢ aktywnos$¢ AchE.
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3. Podsumowanie i wnioski

Przy jakiej zawartosci biatka w kuwecie oraz przy jakim st¢zeniu substratu,
zalezno$¢ absorbancji od czasu reakcji wykazuje charakter prostoliniowy
przez 2 minuty?

W jaki sposob dodanie fizostygminy, neostygminy lub fenazoliny

w stezeniach rzedu: ... X 10~ wptywa na aktywnos¢ AChE, a jak wptywa
zastosowanie fizostygminy w nizszym stezeniu rzedu: ... x 1072

Co to oznacza? (nalezy uogdlnié, jak mogg dziata¢ inhibitory w wysokich,

a jak w niskich stezeniach).
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3. Zastanow sig, ktory z badanych zwigzkow bedzie najsilniej pobudzat
uktad cholinergiczny. Okresl to na podstawie uzyskanych wynikow

1 uzasadnij odpowiedz.

Panel dyskusyjny

o (zy poziom butyrylocholinoesterazy w organizmie moze by¢ zwigzany
ze stylem zZycia, dietq lub chorobami metabolicznymi?
o (zy w przypadku genetycznych wariantow pseudocholinesterazy

nalezy zachowac szczegolng ostroznosc podczas znieczulenia ogolnego?
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Cwiczenie 6.

Badanie potencjalu antyoksydacyjnego
produktow spozywczych

Celem ¢wiczenia jest:

—  poznanie mechanizmow antyoksydacyjnych, ktore przeciwdziatajg
zjawisku stresu oksydacyjnego

— przyblizenie aktualnego podejscia nauki do roli antyoksydantow
zawartych w produktach spozywczych w mechanizmach obrony
antyoksydacyjnej organizmu

—  zapoznanie z podstawowymi metodami wykrywania antyoksydantow

oraz pomiaru wlasciwosci przeciwutleniajgcych.
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I. Stres oksydacyjny i mechanizmy antyoksydacyjne

1.1. Wolne rodniki

Wolne rodniki sg to atomy lub czgsteczki zdolne do samodzielnego istnienia,
posiadajace co najmniej jeden niesparowany elektron. Charakteryzuje je wysoka
aktywno$¢ chemiczna, szybko wchodzg w reakcje z innymi czgsteczkami dazac
do przylaczenia lub oddania elektronu, oraz maja krotki okres poéitrwania,
typowo od nanosekund (10 s dla rodnika hydroksylowego) do kilku sekund

dla np. rodnikéw azotowych.

1.2. Reaktywne formy tlenu (ROS — Reactive Oxygen Spieces;
RFT — Reaktywne Formy Tlenu)

Reaktywne formy tlenu s to zwigzki tlenu wykazujace wigkszg reaktywnos$¢ niz
tlen czasteczkowy w stanie trypletowym. Do ROS zaliczamy zwigzki
rodnikowe, jak i utleniacze niebgdace wolnymi rodnikami (Ryc. 6.1.).
Endogennym zrodlem RFT jest tancuch oddechowy oraz procesy
utleniania zachodzace z udziatem oksydaz, lipooksygenaz, cyklooksygenaz
1 cytochromu P450. Do powstawania RFT przyczyniajg si¢ takze autooksydacja
hemoglobiny, przemiany puryn do kwasu moczowego oraz tzw. ,,wybuch
oddechowy” komérek fagocytujacych. Reaktywne formy tlenu mogg réwniez
powstawa¢ na skutek dziatania czynnikéw fizycznych, takich jak
promieniowanie jonizujace, promieniowanie ultrafioletowe oraz ultradzwieki

oddziatlujace na roztwory wodne.
1.3. Antyoksydanty (przeciwutleniacze) sg donorami atoméw wodoru

lub elektronéw 1 neutralizujag wolne rodniki przeksztalcajac je w nieaktywne

pochodne.
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Reaktywne Formy Tlenu

o charakterze wolnych rodnikow utleniacze inne niz wolne rodniki
O, anionorodnik ponadtlenkowy H,0, nadtlenek wodoru
OH' rodnik hydroksylowy O; ozon _

HO,’ rodnik wodoronadtlenkowy 0, flen singlefowy

RO, rodnik nadtlenkowy ROOH nadtlenki organiczne
: HOBr kwas podbromawy

RO’ rodnik alkoksylowy BrO- podbromin

CO;™ anionorodnik weglanowy HOC]I kwas podchlorawy

CO," anionorodnik dwutlenku wegla ClO podchloryn

RCOO' rodnik acyloksylowy HOI kwas podjodawy

RCO;" rodnik acylonadtlenkowy IO" podjodyn

\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\ O=N-O0- nadtlenoazotvn

Ch’- anionorodnik semichinonowy
NO" tlenek azotu
NO," rodnik dwutlenku azotu

Rycina 6.1. Reaktywne formy tlenu i ich rodzaje (modyfikacja wltasna na podstawie:
Koss-Mikotajczyk i wsp. Metody oznaczania wlasciwosci przeciwutleniajgcych fitozwigzkow
w systemach komorkowych z wykorzystaniem zjawiska fluorescencji/luminescencji.

Postepy Hig Med Dosw (online). 2017, 71: 1-16)

1.4. Stres oksydacyjny i jego nastepstwa

Reaktywne formy tlenu uwalniane w ilo$ciach bezpiecznych dla komorki mogag
odgrywaé pozytywna role. Zwiazki rodnikowe 1 utleniacze inne niz wolne
rodniki uczestnicza w ,wybuchu tlenowym” chronigc komorki przed
patogenami, biorg udzial w neuromodulacji, neurotransmisji 1 regulacji
plastycznos$ci synaps, wplywaja na ekspresje gendw 1 roznicowanie si¢ komorek
oraz wewngtrzng homeostazg jondw wapnia.

W warunkach fizjologicznych w organizmie utrzymywana jest
rOwnowaga mi¢dzy procesami prooksydacyjnymi i antyoksydacyjnymi. Stres

oksydacyjny jest stanem zaburzania tej rdéwnowagi, na korzys$¢ procesow
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utleniania. Jego przyczyng upatruje si¢ w nadmiernej produkcji RFT lub/oraz
niewydolnosci obrony antyoksydacyjnej, na przyktad w wyniku obnizenia
stezenia antyoksydantow. Nastepstwa wptywu RFT na komorki w duzym
stopniu zaleza od ich stgzenia i czasu dziatania. Niewielki i1 krotkotrwaly wzrost
RFT jest z reguly dobrze tolerowany 1 aktywuje dzialania obronne.
Przeciwdziatanie zagrozeniom wywotanym przez RFT odbywa si¢ na trzech
poziomach, w ktore zaangazowane s3 uzupeltniajace si¢ antyoksydacyjne uktady
enzymatyczne 1 nieenzymatyczne. Pierwszy poziom obrony antyoksydacyjnej
polega na niedopuszczeniu do powstawania wolnych rodnikéw tlenowych,
drugi etap koncentruje si¢ na przerwaniu tancuchowych reakcji wolnorodnikowych
1 w koncu trzeci etap odpowiada za odtwarzanie prawidlowej struktury
uszkodzonych czasteczek.
Wyro6zniamy (Ryc. 6.2.):

1. antyoksydanty prewencyjne: dysmutaza ponadtlenkowa (SOD;
EC 1.15.1.1), katalaza (CAT; EC 1.11.1.6), peroksydaza glutationowa
(GPx; EC 1.11.1.9), a takze biatka wigzace jony metali przejsciowych
jak albuminy, transferryna, laktoferryna, ceruloplazmina, haptoglobina.

2. antyoksydanty interwencyjne: glutation, askorbinian, tokoferole, kwas
moczowy, kreatynina, bilirubina, fenole, karotenoidy.

3. enzymy reparacyjne 1 regeneracyjne: ligazy, glikozylazy, tioredoksyna,
reduktaza tioredoksyny (TrxR) oraz reduktaza glutationowa (GR),
ktora wykorzystujac NADPH regeneruje zredukowany glutation (GSH)
z jego formy utlenionej (GSSG).
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ﬁ)OH/HZOZ ROH+HZO/2HZO\
\GPx_f

2GSH > GSSG
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NADP NADPH+H
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¥ TR\
\\\\‘ NADP™  NADPH+H' 4////

Rycina 6.2. Schemat dziatania systemu antyoksydacyjnego z udziatem GPx, GR i TrxR.
Enzymy te utrzymujq homeostaze redoks komorki poprzez neutralizacje reaktywnych form
tlenu (RFT) i regeneracje zwigzkow redukcyjnych. SOD przeksztatca anionorodnik

ponadtlenkowy (O:+7) w H:0:, ktory jest usuwany przez katalaze (CAT) lub peroksydaze
glutationowg (GPx). GPx redukuje H:O: i nadtlenki organiczne (ROOH) z udziatem
zredukowanego glutationu (GSH), tworzgc utleniony glutation (GSSG). Reduktaza
glutationowa (GR), wykorzystujgc NADPH, regeneruje GSH z GSSG, natomiast reduktaza
tioredoksynowa (TrxR) odnawia zredukowang tioredoksyne (Trx), wspierajgc ochrone
komorek przed stresem oksydacyjnym

Pomimo, ze organizm ludzki posiada zlozony system obronny przed
destrukcyjnym dziataniem wolnych rodnikéw, to w wielu wypadkach
jest on niewystarczajacy. W zwiazku z powyzszym coraz wigkszg uwage zwraca
si¢ na mozliwosci wspomagania obrony antyoksydacyjnej organizmu.
W zywnosci znajduje si¢ znaczna ilo$¢ antyoksydantow, ktére mogg przyczyniaé
si¢ do neutralizacji RFT 1 prewencji wielu patologicznych procesow. Waznym
zrodtem egzogennych przeciwutleniaczy sa $§wieze owoce 1 warzywa, soki,

kawa, herbata, napary 1 wywary ziolowe.
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Antyoksydanty naturalne mozna podzieli¢ ze wzgledu na rozpuszczalno$¢
w wodzie na:
1. antyoksydanty hydrofilowe: glutation 1 witamina C
2. antyoksydanty hydrofobowe: witamina E, karotenoidy, ksantofile,

zredukowany koenzym Q10 oraz antocyjaniny, flawonoidy 1 fitoestrogeny.

Antyoksydanty fenolowe zawieraja grupe hydroksylowg zwigzana
z pierScieniem aromatycznym o bardzo stabych wiasciwosciach kwasowych.
Dzieki temu mogg szybko reagowac z rodnikami nadtlenkowymi, prowadzac
do powstania wzglednie stabilnego rodnika fenoksylowego. Biorac pod uwage
budowe, fenolowe antyoksydanty wystepujace naturalnie w owocach
1 warzywach podzielono na monofenole (np. a-tokoferol) 1 polifenole (przynajmniej
dwie grupy hydroksylowe przylaczone do pierscienia aromatycznego).
Do ro$linnych zwigzkéw fenolowych zaliczamy np.: flawonoidy, taniny, kwasy
fenolowe, stilbenoidy, lignany (Tabela 6.1.). Zwiazki fenolowe w warzywach
gtownie lokalizuja si¢ w naziemnych cz¢$ciach (liscie, skorki owocoOw, nasiona).

Wyjatek stanowi cebula, ktora jest bogata w polifenole, gtéwnie kwercetyne.

Tabela 6.1. Przykiady wystepowania poszczegolnych grup zwigzkow fenolowych

Zwiazek fenolowy Wystepowanie
Np. w cebuli (kwercetyna), jabtkach (kwercetyna, katechiny), cytrusach
Flawonoidy (hesperydyna, naryngenina), jagodach, herbacie (katechiny) oraz kakao
(flawanole)

Np. herbata (galotaniny), czerwone wino i winogrona (proantocyjanidyny),

Tani
anny granaty (elagotaniny), owoce jagodowe, orzechy oraz kora niektorych drzew

Np. w kawie (kwas chlorogenowy), zbozach (kwas ferulowy), jabtkach,

K fenol
wasy Ienolowe gruszkach, ziemniakach i pomidorach

Np. w winogronach 1 winie czerwonym (resweratrol), a takze

Stilbenoid
1ibenoldy w orzeszkach ziemnych i boréwkach.

Np. w siemieniu Inianym (sekoizolaricirezynol), nasionach sezamu,

Li
‘enany petoziarnistych produktach zbozowych oraz w roslinach straczkowych.
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W sytuacji zaburzenia obrony antyoksydacyjnej, komoérki naszego
organizmu s3 narazone na dziatanie tlenu czgsteczkowego 1 jego chemicznych
pochodnych w nadmiernie wysokich stezeniach. Nasilony stres oksydacyjny
trwajacy dtuzszy czas prowadzi do licznych, niekorzystnych dla komorki zmian,
w tym do zaburzen metabolizmu komorkowego oraz uposledzenia sygnatow
proceséw apoptozy 1 nekrozy. RFT mogg oksydacyjnie modyfikowa¢ biatka,
weglowodany, lipidy oraz uszkadza¢ materiat genetyczny komorki. Uktadami
szczegolnie wrazliwymi na dziatanie stresu oksydacyjnego jest uktad
oddechowy, uktad krazenia, uktad nerwowy oraz narzad wzroku. Stres
oksydacyjny jest istotnym czynnikiem etiopatologicznym procesu starzenia si¢
oraz wielu chordb ogolnoustrojowych (szacuje si¢, ze kilkudziesigciu), w tym
chorob sercowo-naczyniowych, wiekszosci nowotworoOw (m.in. raka ptuca,
piersi, jelita grubego, prostaty, watroby 1 skéry), choréb neurodegeneracyjnych
jak choroby Alzheimera oraz przewlektych chorob zapalnych, astmy,
nadczynno$ci tarczycy, otylosci czy talasemii.

2. Catkowity potencjal antyoksydacyjny okresla zdolno$¢ badanego materiatu
biologicznego do neutralizacji RFT. Chemiczne metody oznaczania
zdolnos$ci przeciwutleniajacej (Ryc. 6.2.) sg oparte na:

1. pomiarze wptywu przeciwutleniaczy na szybkos$¢ proceséw utlenienia
zachodzacych w probce. Metody te oceniajg, jak skutecznie
antyoksydanty moga spowalnia¢ lub hamowac reakcje utleniania,
ktore prowadza do uszkodzen komorek:

— metoda ORAC-ang. oxygen radical absorbance capacity — mierzy
zdolnos¢ antyoksydantow do neutralizowania rodnikow tlenowych
generowanych w warunkach laboratoryjnych. Wynik wyrazany jest
w ekwiwalentach standardowego przeciwutleniacza (np. troloxu)

— metoda TRAP — ang. total reactive antioxidant potential — okresla
calkowity potencjat antyoksydacyjny probki, mierzac zdolnosé

do wytapywania r6znych reaktywnych form tlenu.
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2. redukcji jonéw metali. Ta grupa metod opiera si¢ na zdolnosci
antyoksydantow do redukcji jondw metali z wyzszych stanow utlenienia
do nizszych:

— metoda FRAP — ang. ferric ion reducing antioxidant parameter — mierzy
zdolno$¢ przeciwutleniaczy do redukcji zelaza(IIl) do zelaza(I1)
w obecnosci TPTZ (2,4,6-tris(2-pirydylo)-1,3,5-triazyny), co skutkuje
powstaniem intensywnie niebieskiego kompleksu mierzonego
spektrofotometrycznie

— metoda CUPRAC ang. (cupric ion reducing antioxidant capacity)
— opiera si¢ na redukcji jondw miedzi(Il) (Cu?*) do miedzi(I) (Cu*)
w obecnosci chelatujgcego liganda, co prowadzi do powstania barwnego
kompleksu absorbujacego.

3. zdolnos$ci wytapywania syntetycznego rodnika. Antyoksydanty redukuja
rodniki 1 tym samym powodujg zmian¢ barwy roztworu, ktorg oznacza
si¢ spektrofotometrycznie. Pomiar zmiany intensywnosci barwy pozwala
oceni¢ zdolno$¢ neutralizacji rodnika przez badany zwigzek:

— metoda ABTS — skrét od zwigzku 2,2°-azyno-bis(3-etylo-
benzotiazolin-6-sulfonian)
— metoda DPPH — skrot od 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl.

4. pomiarze ilosci produktow utlenienia lipidow. Metoda ta ocenia stopien
uszkodzen lipidow przez wolne rodniki poprzez oznaczenie powstajacych
produktow utlenienia, ktore sg markerami stresu oksydacyjnego.

— najczescie] oznaczanym zwigzkiem jest dialdehyd malonowy (MDA
— ang. malondialdehyde). Wysoki poziom MDA $wiadczy o nasilonym
stresie oksydacyjnym 1 uszkodzeniach lipidowych.
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Rycina 6.2. Schemat najczesciej stosowanych metod oznaczania catkowitej zdolnosci

antyoksydacyjnej. Zrédlo: opracowanie wlasne z wykorzystaniem BioRender.com

I1. Czes¢ praktyczna

Odczynniki, material biologiczny oraz aparatura:
— odczynnik Folina-Ciocalteu'a
— 20% roztwor weglanu wapnia
— woda destylowana
— etanolowy roztwor DPPH (100 uM)
— roztwor FeCls
— ptyn Lugola
— 1% kleik skrobiowy
— 3% roztwor nadtlenku wodoru (H20-)
— roztwor kwasu askorbinowego (1%, 2%)
— etanol

— kwas galusowy ¢ = 1 mg/ml
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(przygotowanie: odwazy¢ 5 mg kwasu galusowego, rozpuscic¢ w kolbie
miarowej o pojemnosci 5 mL w 0,5 mL etanolu, a nastepnie uzupetnic

wodgq destylowang do kreski i dokladnie wymieszac)

— wybrane produkty spozywcze

— spektrofotometr

— kuwety pomiarowe: plastikowe kuwety spektrofotometryczne
przeznaczone do oznaczania w $wietle widzialnym,;

— termoblok

— wytrzasarka Vortex

— zestaw probowek szklanych o pojemnosci 10 ml

— probowki eppendorf

— pipety automatyczne

— pipety Pasteura

Instrukcja wykonania ¢wiczenia

1. Oznaczanie aktywnosci antyrodnikowej

W badaniach nad wilasciwosciami antyoksydacyjnymi zwigzkéw wykorzystuje
si¢ ich zdolno$¢ do neutralizowania wolnych rodnikéw. Jedng z popularnych
metod oznaczania aktywnosci antyoksydacyjnej jest metoda oparta na reakcji
z rodnikiem 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazylowym (DPPHe).

Odczynnik DPPH jest organicznym zwigzkiem chemicznym,
wystepujacym w postaci krystalicznego proszku, zawierajagcego stabilne
czasteczki wolnorodnikowe. W roztworze alkoholowym ma charakterystyczne
fioletowe zabarwienie, z maksimum absorbancji przy dlugos$ci fali 517 nm.

W obecnosci substancji o wlasciwosciach przeciwutleniajgcych rodnik

DPPHe ulega redukcji (zgodnie z ponizszym réwnaniem reakcji). W wyniku
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tej reakcji fioletowa barwa (forma rodnikowa) stopniowo zanika, a roztwor

przyjmuje barwe z6itg (forma zredukowana) (Ryc. 6.3.).

Zmian¢ zabarwienia mierzy si¢ spektrofotometrycznie. Spadek absorbancji
roztworu jest wskaznikiem aktywnosci antyoksydacyjnej badanego zwiazku

lub ekstraktu.
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Rycina 6.3. Schemat redukcji rodnika DPPH* do DPPH-H. 1 — rodnik DPPH*
(forma utleniona, barwa fioletowa), 2 — dodanie przeciwutleniacza (antyoksydantu, AH)
i rozpoczecie reakcji redukcji rodnika, 3 — przekazanie atomu wodoru lub elektronu
przez antyoksydant i zmiana barwy roztworu na Zottq, 4 — pomiar absorbancji metodq
spektrofotometryczng przy diugosci fali 517 nm, 5 — rejestrowanie spadku absorbancji
bedqgcego miarq aktywnosci antyoksydacyjnej badanej substancji

Rozciencz 10-krotnie badane ptynne produkty spozywcze, uzywajac wody
destylowanej jako rozpuszczalnika.

Oznacz dhugie szklane probowki wedtug tabeli:

Probka Kontrolna (K) Badana (B)
Sok z cytryny (R) Ky Bi
Herbata zielona (R) K> B>
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Probka Kontrolna (K) Badana (B)
Herbata czarna (R) Ks B3
Wino biale (R) K4 B4
Wino czerwone (R) Ks Bs
Kwas askorbinowy 2% Ks Bs

R —rozcienczony

Dodaj do kazdej oznaczonej szklanej probowki odpowiednie roztwory

zgodnie ze schematem:

Etanolowy roztwor
Oznaczenie Prébka (ml) Etanol (ml) DPPH (1 OzuM) (ml)

KO 1,5
K1 0,25 1,5

B1 0,25 1,5
K2 0,25 1,5

B3 0,25 1,5
K3 0,25 1,5

B3 0,25 1,5
K4 0,25 1,5

B4 0,25 1,5
K5 0,25 1,5

BS5 0,25 1,5
K6 0,25 1,5

B6 0,25 1,5

Zawartos¢ probowek doktadnie wymiesza¢ na wytrzasarce Vortex
Inkubowac¢ przez 10 min w temperaturze pokojowej, w ciemnosci
Zmierzy¢ absorbancje etanolowego roztworu DPPH (Ky), prob kontrolnych (K) oraz prob
badanych (B) wzgledem etanolu przy A = 517 nm. Aby prawidtowo dokona¢ pomiaru
absorbancji nalezy napetni¢ kuwety pomiarowe roztworem do % ich objetosci (ok. 1,5 ml).
Otrzymane wyniki nalezy umie$ci¢ w ponizszej tabeli.

Ko — etanolowy roztwér DPPH; K — préba kontrolna; B — proba badana
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Nr pl’(’)bki Ak — kontrolna| As— badana Askorygowana= AB-Ak AA (%)
1

2
3
4
5

6

Ax — absorbancja proby kontrolnej; Ag — absorbancja proby badanej;

AA — aktywnos$¢ antyoksydacyjna

Absorbancja etanolowego roztworu DPPH (Ky); AO :

Obliczy¢ aktywno$¢ antyoksydacyjng badanych roztwordéw postugujac
si¢ wzorem:

0-— Askorygowana

A0

AA(%) = 4 x 100

Gdzie:

AA — aktywnos¢ antyoksydacyjna

Ao — absorbancja etanolowego roztworu DPPH (Kj)

Askorygowana — absorbancja skorygowana, obliczona jako roznica absorbancji
proby badanej i odpowiadajacej jej proby kontrolnej

Obserwacje 1 wnioski:
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2. Identyfikacja jakosciowa grup fenolowych

Fenole to zwiazki organiczne, w ktorych jedna lub wiecej grup hydroksylowych
(-OH) jest bezposrednio potaczona z pier§cieniem aromatycznym. W roztworach
wodnych fenole ulegaja dysocjacji w niewielkim stopniu i wykazujg wlasciwosci
bardzo stabych kwasow.

Zwiazki zawierajace grupe hydroksylowa zwigzang bezposrednio
z pierScieniem aromatycznym moga tworzy¢ kompleksy z jonami zelaza (III)
(Fe**), zgodnie z ponizszym schematem reakcji (Ryc. 6.4.). Kompleksy te maja
charakterystyczne zabarwienie, ktorego barwa zalezy od rodzaju zwigzku
fenolowego oraz warunkdw reakcji 1 moze przyjmowac odcienie m.in. fioletowe,

niebieskie, zielone lub czerwone.
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Rycina 6.4. Schemat reakcji fenolu z chlorkiem zelaza(Ill), prowadzgcej do powstania

barwnego kompleksu o purpurowo-fioletowym zabarwieniu

Przygotuj 6 probowek i dodaj do kazdej z nich odpowiednie odczynniki

zgodnie ze schematem przedstawionym w tabeli ponize;j.

Numer probowki
odczynniki
1 2 3 4 5 6
sok (R) Iml
zielona herbata
1 ml

(R)
czarna herbata | ml

(R)
wino biate (R) 1 ml
wino czerwone | ml

(R)

woda 1 ml
Dodaj 23 krople 5% FeCls
Wymiesza¢ zawarto$¢ probowek na wytrzasarce Vortex.

R —rozcienczony
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Obserwacje:

Whnioski:
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3. IloSciowe oznaczanie zwigzkow polifenolowych

Polifenole to zwigzki chemiczne zawierajace co najmniej dwie grupy
hydroksylowe (-OH) przytaczone do pierscienia aromatycznego. Stanowig one
grupe substancji o roznorodnej strukturze chemicznej 1 wlasciwosciach.
Wystepuja powszechnie w tkankach roslinnych. Wysoka zawarto$¢ tych
zwigzkéw wystepuje w lisciach, kwiatach, zdrewniatych czgsciach roslin
czy skorkach owocow.

W $rodowisku zasadowym zwigzki fenolowe redukuja kationy
molibdenowe (VI) do kationu molibdenu (V), obecne w odczynniku Folina-
Ciocalteu’a, tworzac kompleks o intensywnym niebieskim zabarwieniu.
Kompleks ten wykazuje maksimum absorpcji przy dtugosci fali A =765 nm.
Intensywnos¢ absorpcji jest proporcjonalna do stezenia obecnych w probce
polifenoli, co umozliwia ich iloSciowe oznaczenie.

Nalezy podkresli¢, ze odczynnik Folina—Ciocalteu’a nie jest catkowicie
specyficzna dla polifenoli, poniewaz reaguje réwniez z innymi zwigzkami
o wlasciwosciach redukujacych, takimi jak kwas askorbinowy, cukry redukujace
oraz niektére aminokwasy 1 biatka. Moze to prowadzi¢ do zawyzenia wyniku
oznaczenia.

Do obliczenia zawarto$ci zwigzkow polifenolowych wykorzystuje
si¢ krzywa kalibracyjng sporzadzong dla kwasu galusowego (kwasu
3,4,5-trihydroksybenzoesowego; ryc. 6.5.), ktory pelni role standardu.

W ¢wiczeniu wykorzystuje sie gotowy roztwdr kwasu galusowego

o stezeniu ¢ = 1 mg/mL.
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Rycina. 6.5. Wzor strukturalny kwasu galusowego

Korzystajac z proboéwek typu Eppendorf przygotuj wodne roztwory kwasu
galusowego o nastepujacych stezeniach: 0,1 mg/ml; 0,2 mg/ml; 0,3 mg/ml;
0,4 mg/ml; 0,5 mg/ml w objgtosci koncowej 0,2 ml.

Nr probéwki Vrﬁ;)tti)vvsflglo V rozpuszczalnika C Koncowe
0 ¢ = Img/ml (ml) (ml) (mg/ml)
: 0,5
2 0,4
> 0,3
: 0,2
> 0,1
° 0,05
! 0,025
Obliczenia:
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Nanies$ po 10 ul substancji na ptytke 96-dotkowa zgodnie ze schematem:

Rodzaj probki

Objetos¢ i rodzaj odczynnika

Proba kontrolna — 3 dotki

10 ul wody dejonizowane;j

Krzywa wzorcowa kwasu galusowego
(5 rozcienczen, 3 powtorzenia)

10 pl roztworu odpowiedniego
rozcienczenia kwasu galusowego

Wiasciwa analiza polifenoli w badanych
rozcienczonych produktach (kazdy produkt
w 3 powtorzeniach)

10 pl roztworu odpowiedniego preparatu

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A kontrola Sok(R)
B 0,025 zielona herbata(R)
C 0,05 czarna herbata(R)
D 0,1 wino biate(R)
E 0,2 wino czerwone(R)
F 0,3
G 0,4
H 0,5

Do kazdego dotka doda¢ 105

pl odczynnika Folina—Ciocalteu’a

Do kazdego dotka doda¢ 5

ul 20% roztworu weglanu sodu

Wymiesza¢ zawarto$¢ plytki i inkubowacé przez 45 minut w temperaturze pokojowej
w warunkach zaciemnienia

Dokona¢ odczytu absorbancji przy dhugosci fali A = 765 nm.

R —rozcienczony
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Wykresl krzywa kalibracyjng przedstawiajgcg zalezno$¢ absorbancji (A)
od st¢zenia kwasu galusowego (mg/ml), przeprowadz regresj¢ liniowa,
a nastepnie wyznacz rOwnanie prostej w postaci:

A=ax+b

oraz wspolczynnik determinacji R?.

Oblicz na podstawie rownania krzywej kalibracyjnej zawartos¢ zwigzkow
fenolowych wyrazong jako ekwiwalent kwasu galusowego na ml roztworu.

W obliczeniach nalezy uwzgledni¢ rozcienczenie roztworu badanego.
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Obliczenia:

Whnioski:
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4. Badanie wlasciwosci redukujacych kwasu askorbinowego
metodq zegara jodowego

Kwas askorbinowy redukuje wolny jod (Iz) do bezbarwnych jondéw
jodkowych (I"), co powoduje odbarwienie roztworu. Proces redukcji jodu
zachodzi stosunkowo powoli.

Nadtlenek wodoru (H20.) dziala odwrotnie — szybko utlenia jodki (I7)
do wolnego jodu (I2). Reakcja ta zachodzi dopiero po catkowitym wyczerpaniu
kwasu askorbinowego, co skutkuje gwattownym pojawieniem si¢ wolnego jodu
W roztworze.

Wolny jod tworzy z kleikiem skrobiowym intensywnie ciemnogranatowy
kompleks, co powoduje nagla zmian¢ zabarwienia roztworu.

Zegar jodowy (Ryc. 6.6.) nalezy do tzw. reakcji zegarowych, w ktorych
obserwuje si¢ nagly efekt wizualny (np. zmian¢ barwy), bedacy wynikiem

wspoélhistnienia dwodch reakcji: jednej powolnej 1 jednej szybkie;.
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Etap Poczatkowy Wyczerpywanie Nagta zmiana koloru
kwasu askorbinowego

N

p

=R
powolna Szybkie
redukcja utlenianie
przez kwas przez H,0, g
askorbinowy i
(po catkowitym

wyczerpaniu kwasu
askorbinowego)

} ® reakcapowoma @ . 4%1 Slybka reakcja % m'@,@ _pg

lkwas askorbinowy 2| H,0, 2 skrobia niebieski kompleks
skrobia—jod

Rycina 6.6. Illustracja wspotdziatania dwoch reakcji — wolnej i szybkiej — w klasycznym
jodowym zegarze

Przygotuj 3 dtugie szklane probdwki i dodaj do kazdej z nich odpowiednie

odczynniki zgodnie ze schematem zamieszczonym w ponizszej tabeli:

Numer probowki

odczynniki 1 2 3

dodaj 0,15 ml pltynu Lugola

sok z cytryny 3 ml

1% kwas askorbinowy 3 ml

2% kwas askorbinowy 3 ml

Wymiesza¢ zawarto$¢ probowek na wytrzasarce Vortex

Doda¢ 0,5 ml kleiku skrobiowego 1 wymieszaj

Doda¢ 5 ml wody destylowane;j

Doda¢ 5 ml nadtlenku wodoru

Wymiesza¢ zawarto$¢ probowek

Obserwowac zmiany 1 czas reakcji.
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Obserwacje:

Whnioski:

-Panel dyskusyjny

o Jakie nawyki zywieniowe majq najwiekszy wphw na rownowage
oksydacyjng?
o (Czy okreslenie ,,bogaty w antyoksydanty” zawsze oznacza korzysci

zdrowotne?

e Dlaczego rownowaga miedzy prooksydantami a antyoksydantami jest

wazniejsza niz maksymalne ,, eliminowanie wolnych rodnikow”?
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    R 2


  A = a x + b


  A A ( % ) =   A 0 −   A skorygowana  A 0 × 100


  0


  ×


  K =   (   A   1 −    A 0   )   ×     V  k  t × ε × 1 ×  V  s


  ×


  ×


  K =   (   A   1 −    A 0   )   ×     V  k  t × ε × 1 ×  V  s


  ×


  ×


  K =   (   A   1 −    A 0   )   ×     V  k  t × ε × 1 ×  V  s


   1  V =  1    V  m a x +     K  M    V  m a x ×  1  S


  V =     V  m a x   × S  S +   K  M


  s t ę ż e n i e   c h o l e s t e r o l u   (   m g  d l ) =   A   p r ó b y   b a d a n e j  A   p r ó b y   w z o r c o w e j ×   c   w z o r c a   (   m g  m l )


  y = a x +   b


  A = a   × l   × c

