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  ТЕМА 1. БЕЛКИ.

● Белки — это природные высокомолекулярные соединения (биополимеры), структурную основу которых составляют полипептидные цепи, построенные из  остатков  α- аминокислот.  

                                 Пептидная  
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Каждую аминокислоту, входящую в состав белка, называют аминокислотным остатком. Аминокислотные остатки в молекуле белка соединены пептидными связями. Длина пептидной связи со​ставляет 0,1325 нм, представляя собой среднюю величину между длинами одинарной С—N связи (0,146 нм) и двойной  С = N связи (0,127 нм), т. е. пептидная связь частично имеет характер двойной связи.   Полипептидная цепь состоит из регулярно повторяющихся участ​ков, образующих остов молекулы, и вариабельных участков — бо​ковых радикалов аминокислотных остатков. Полипептидная цепь имеет определенное направление, поскольку каждый из ее строи​тельных блоков имеет разные концы: амино- и карбоксильную группы. Началом полипептидной цепи считают конец, несущий сво​бодную аминогруппу (N-конец), а заканчивается полипептидная цепь свободной карбоксильной группой (С-конец). Эти свойства пептидной группировки определяют структуру по​липептидной цепи, фрагмент которой представлен ниже:
H2N- СН - СО - (NН - СН - СО) n - NН - СН - СООН
          │                          │                             │

          R                          R                             R
  (N-конец)                                                (С-конец)

Классификация белков
Ввиду огромного числа белков, функционирующих в живых организмах, не существует единой их классификации. В настоящий момент действует несколько классификаций; в основу каждой из них положен какой-либо признак, по которому белки объединяют в узкие или широкие группы.
По степени сложности строения белки делят на простые и сложные.

 Простые или однокомпонентные белки состоят только из белковой части и при гидролизе дают аминокислоты. К сложным или двухкомпонентным относят белки, в состав которых входит протеин и добавочная группа небелковой природы, называемая простетической. В качестве простетической группы могут высту​пать липиды, углеводы, нуклеиновые кислоты; соответственно сложные белки называют липопротеинами, гликопротеинами, нуклеопротеинами.

По форме белковой молекулы белки разделяют на две группы: фибриллярные (волокнистые) и глобулярные (корпускулярные). Фибриллярные белки характеризуются высоким отношением их длины к диаметру (несколько десятков единиц). Их молекулы ни​тевидны и обычно собраны в пучки, которые образуют волокна. Фибриллярные белки являются главными компонентами наруж​ного слоя кожи, образуя защитные покровы тела человека. Они также участвуют в образовании соединительной ткани, включая хрящи и сухожилия. Подавляющее количество природных белков относится к глобу​лярным. Для глобулярных белков характерно небольшое отношение длины к диаметру молекулы (несколько единиц). Имея более слож​ную конформацию, глобулярные белки выполняют и более раз​нообразные, по сравнению с фибриллярными белками, функции. Простые белки (протеины), подразделяются на следующие подгруппы: протамины, гистоны, альбумины, глобулины, проламины, глютелины, склеропротеины. Протамины — группа белков с очень высоким содержанием диаминомонокарбоновых кислот (до 80%). В составе протаминов от​сутствуют триптофан и содержащие серу аминокислоты; в большин​стве протаминов также нет тирозина и фенилаланина. Протамины имеются в большом количестве в сперме, в икре рыб (сальмин, скумб​рии, клупеин). Гистоны — группа белков, в составе которых до 30% диами​номонокарбоновых кислот В настоящее время изолировано несколько фракций гистонов, различающихся по содержанию лизина и аргинина, изучена их первичная структура. Эти белки обладают свойствами слабых оснований. Изоэлектрнческие точки их лежат в щелочной среде (рН 10—11). В клетках гистоны, как правило, связаны с нуклеиновыми кислотами. Считают, что эти белки играют определенную роль в структуре хромосом и регуляции синтеза нуклеиновых кислот. Альбумины — широко распространенная группа белков, растворимых в воде и солевых растворах, но не растворимых в насыщенном растворе (МН4)2SО4. В альбуминах обнаружены 19 различных аминокислот; в больших количествах в них содержатся лейцин, глютаминовая кислота, аспарагиновая кислота, лизин и другие аминокислоты. Молекулярный вес альбуминов колеблется в пределах от 35 000 до 70 000. Основные представители альбуминов: яичный альбумин, альбумин сыворотки крови, альбумин молока, миоальбумин и др. Глобулины — белки, не растворимые в воде, но растворимые в водных растворах нейтральных солей, щелочей и кислот. В составе глобулинов встречаются практически все аминокислоты. Молекулярный  вес   глобулинов   колеблется   от 90 000 до 150 000. Эти белки легко взаимодействуют с различными органическими соединениями, образуя сложные комплексы Глобулины встречаются во всех животных и растительных тканях (белки плазмы крови, сыворотки молока, белки мышц — миозин, актин и др.). Проламины — группа растительных белков, не растворимых в воде, но растворимых в 60—80-процентном спирте. Особенностью их является относительно высокое содержание пролина и почти полное отсутствие лизина. Главные представители этих белков: глиадин — белок эндосперма пшеничного зерна; гордеин — белок ячменя; зеин—белок кукурузы.  Глютелины — растительные белки, не растворимые в нейт​ральных растворителях и растворимые в разбавленных щелочах. Основные представители: глютенин — основная масса клейковины пшеницы; оризенин — белок риса. Склеропротеины — белки, нерастворимые или ограни​ченно растворимые в воде, водных растворах нейтральных солей, этаноле и смесях этанола с водой. Они имеют фибриллярную струк​туру, отличаются высокой устойчивостью к химическим реагентам, действию протеолитических ферментов и выполняют в организме опорно-механические или механозащитные функции. К склеропротеинам относятся белки опорных тканей и покровных образований — кератины, коллаген, фиброин. Эти белки отличаются очень малым разнообразием входящих в их состав аминокислот, в связи с чем их даже выделяли в особый класс так называемых протеиноидов, белковоподобных веществ. Так, фиброин состоит на 90% только из остатков четырех аминокислот — глицина, аланина, серина и тирозина. В со​ставе кератина содержится много цистина и цистеина (10—14%), а также пролина и оксипролина (9%). В составе коллагена отсутствуют цистин, цистеин, триптофан,, но много глицина, оксиаминокис-лот, пролина.

Сложные белки (протеиды). Они также подразделяются на подгруппы в зависимости от характера содержащихся в них небелковых компонентов (простатических групп).

 К важнейшим сложным белкам относятся; нуклеопротеиды, фосфоппотеиды, глюкопротеиды, липопротеиды, хромопротеиды. Нуклеопротеиды состоят из простого белка (типа протамина, гистона, альбумина или глобулина) и нуклеиновой кислоты. В зависимости от характера нуклеиновой кислоты различают  рибонуклеопротеиды и дезоксирибонуклеопротеиды. 

По характеру белка выделяют нуклеогистоны и нуклеопротамины. Нуклеопротеиды являются не только структурными элементами ядра и протоплазмы клеток, но и выполняют важнейшие специфические функции: передачу наследственной информации, деление клеток, биосинтез белка. Фосфопротеиды — сложные белки, которые состоят из простых белков и фосфорной кислоты. Остаток последней присоединен эфирной связью к оксиаминокислотам (серии, треонин), входящим в состав белка: Фосфопротеиды широко распространены в клетке и выполняют важные регуляторные функции. Многие из фосфопротеидов являются ферментами (фосфорилаза, фосфоглюкомутаза, АТФаза и др.), активность которых зависит от наличия остатка фосфорной кислоты, связанного с пептидной цепью. Большая доля фосфопротеидов сосредоточена в ядрах  клеток и связана с генетическим аппаратом. Этим фосфопрртеидам,„приписывают важную роль в регуляции генной активности. Известен целый ряд фосфопротеидов, которые являются важными запасными питательными веществами — казеин молока, вителлины яиц, ихтуллины икры рыб и др. Глюкопротеиды — сложные белки, содержащие в качестве простетической группы углеводы и их производные (галактозу, глюкозу, маннозу, глюкозамин, глюкуроновую кислоту). В их состав входят также полисахариды — гиалуроновая и хондроитинсерная  кислоты. Из глюкопротеидов - наиболее распространены муцин и мукойды, входящие в состав всех тканей и жидкостей организма. Муцин содержится в слюне и других выделениях слизистых желез, мукоиды — в хрящах, костях, связках и сухожилиях. Липопротеиды — сложные соединения, состоящие из белка и липидов (холестерина, фосфатидов, жиров). Они широко представлены в нерной ткани, плазме крови, 'молоке.  Хромопротеиды — сложные  белки,   состоящие  из  простого белка, связанного с окрашенным соединением небелкового характера Небелковая простетическая группа важнейших хромопротеидов содержит пиррольные кольца. В состав многих хромопротеидов входят металлы (Fе. Сu Мg). К хромопротеидам принадлежат белки чрезвычайно разнообразными функциями:  один  из    этих   белков играет важную роль в связывании кислорода и доставке его тканям, другие являются ферментами, участвующими в окислительных процессах (цитохромы, каталаза, пероксидаза и др.)   . Наиболее   изученные    представители     хромопротеидов —
 гемоглобины. 
Функциональная классификация белков наиболее удовлетворительная, поскольку в ее основу положен не случайный признак, а выполняемая функция. 

•   Каталитически активные белки называют ферментами. Они осуществляют катализ практически всех химических превращений в клетке. 

•  Гормоны регулируют обмен веществ внутри клеток и интегрируют обмен в различных клетках организма в целом.
•  Рецепторы избирательно связывают различные регуляторы (гормоны, медиаторы) на поверхности клеточных мембран.
•    Транспортные белки осуществляют связывание и транспорт веществ между тканями и через мембраны клетки.
•     Структурные белки. Прежде всего к этой группе относят белки, участвующие в построении различных биологических мембран.
•  Белки — ингибиторы ферментов составляют многочисленную группу эндогенных ингибиторов. Они осуществляют регуляцию активности ферментов.
•  Сократительные белки обеспечивают механический процесс сокращения с использованием химической энергии.

•  Токсичные белки — некоторые белки и пептиды, выделяемые организмами (змеями, пчелами, микроорганизмами), являющиеся ядовитыми для других живых организмов.
•  Защитные белки. К этой группе белков принадлежат антитела —• вещества белковой природы, вырабатываемые животным организмом в ответ на введение антигена. Антитела, взаимодействуя с антигенами, дезактивируют их и тем самым защищают ор​ганизм от воздействия чужеродных соединений, вирусов, бактерий и т. д.
Основные понятия и термины темы
Амфотерность — проявление двойственных свойств (и кислоты, и основания).

Белки — высокомолекулярные азотсодержащие вещества, состоящие из аминокислот, связанных между собой пептидными связями.

Вторичная структура белка — способ укладки полипептидной цепи в упорядоченную структуру.
Заменимые аминокислоты — аминокислоты, синтезируемые в организме в достаточном количестве.
Изоэлектрическая точка аминокислоты (белка) — значение рН-среды, при котором заряд аминокислоты (белка) равен нулю.
Нативный белок — белок, обладающий определенной биологической активностью.
Незаменимые аминокислоты — аминокислоты, не синтезируемые в организме, а поступающие в него с пищей.
Первичная структура белка — порядок чередования аминокислотных остатков в полипептидной цепи.
Субъединица (или протомер) -- единая полипептидная цепь в эпимолекуле (или мультимере).
Третичная стурктура белка — способ укладки полипептидной цепи в пространстве.
Четвертичная структура белка — структура, состоящая из определенного числа полипептидных цепей, занимающих строго фиксированное положение относительно друг друга, вследствие чего белок обладает той или иной активностью.
Эпимолекула (или мультимер) — белок, обладающий четвертичной структурой.
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Вопросы и задания
1. Какие органические соединения называются аминокислотами? Какие химические свойства характерны для аминокислот?

2. На примере аспарагиновой кислоты покажите амфотерность аминокислот.
3.  Пользуясь таблицей А, выпишите формулы протеиногенных аминокислот: 

а) с углеводородными (гидрофобными) боковыми радикалами; 

б) с гидрофильными неионизирующимися боковыми радикалами;

 в) с гидрофильными ионизирующимися боковыми радикалами.
Таблица А. Протеиногенные аминокислоты.

Формула 
Название 
Сокращенное обозначение 

H2N-CH2-COOH 
Глицин 
гли 

Н3С-СН-СООН
         │

        NH2 
Алании 
ала 

     Н3С  \            
                СН-СН-СООН
     Н3С  ⁄        │
                       NH2
Валин 
вал 

     Н3С  \            
                СН-СН2-СН-СООН
     Н3С  ⁄                 │
                               NH2 
Лейцин 
лей 

Н3С-СН2-СН-СН-СООН

         │     │

        СН3  NH2 
Изолейцин 
 иле 

НООС-СН2-СН-СООН

                     │

                     NH2 
Аспарагино-вая кислота 
асп 

       O=С-СН2-СН-СООH                

           ⁄            │
       NH2         NH2
Аспарагин     
асн 

НООС-СН2-СН2-СН-СООН
                             │

                             NH2 
Глутаминовая кислота 
глу 

        O=С-СН2- СН2-СН-СООH                

           ⁄                      │
       NH2                    NH2
Глутамин 
глн 

      HO-C6H4-CH2-CH-COOH

                                │

                                NH2 
Тирозин 
тир 

      НО-СН2-СН-СООН 

                     │

                     NH2 
Серин 
сер 

      Н3С-СН-СН-СООН

              │     │

              ОН  NH2 
Треонин 
тре 

      HS-CH2-CH-COOH

                      │

                      NH2 
Цистеин 
цис 

     Н3С-S-CH2-CH2-CH-COOH 

                                  │

                                  NH2 
Метионин 
мет 

     H2N-C-CH2-CH2-CH3-CH-COOH

             II                            │

             NH                         NH2 
Аргинин 
арг 

    H2N-CH2-CH2-CH2-CH2-CH-COOH

                                             │

                                             NH2
Лизин 
лиз 

      N — C-CH2-CH-COOH

      ║      ║          │

   HC      CH        NH2

        \     ⁄

          N

          │

          H
Гистидин 
гис 

     HN ─ CH-COOH

         │     │

        CH2   CH2  

           \     ⁄

             CH2
Пролин 
про 

     C6H5-CH2-CH-COOH                                  

                       │

                       NH2 
Фенилаланин 
фен 

4.  В чем состоит отличие понятий «аминокислотный состав» и «первичная структура» белка?
5. Дипептид карнозин — β-аланилгистидин — принимает участие в биохимических процессах, протекающих в мышечной ткани. Напишите структурную формулу этого дипептида.
6. Напишите структурные формулы всех возможных трипептидов, в состав которых входят аланин, глутамин и тирозин. Назовите трипептиды.

7. Что понимают под вторичной структурой белка? Предположите, какова вторичная структура фрагмента миоглобина человека с 10-го по 23-й аминокислотный остаток.
8.  Что понимают под третичной структурой белка? 

 Какие типы взаимодействий поддерживают третичную структуру белка?

9. Укажите типы взаимодействий между боковыми радикалами аминокислотных остатков: а) тир, глу, б) цис, цис; в) гис, асп.
10. Укажите типы взаимодействий, возникающих между фрагментами полипептидной цепи при формировании третичной структуры:
а)  -цис-ала~тир-цис-иле-глн-',
б)  -глу-асн-сер-лиз-тре-асп-.

· Проверьте себя
1.  Белки — биополимеры, мономерами которых являются:

 а) карбоновые кислоты; 

б) амины; 

в) β-аминокислоты; 

г) α-аминокислоты; 

д) амиды карбоновых кислот.
2.  В белках аминокислотные остатки связаны между собой:
а)  сложноэфирными связями; 

б) водородными связями; 

в) пептидными связями; 

г) ангидридными связями;

д) гликозидными связями.
3.  К основным аминокислотам относятся:

 а) аланин;

 б) лизин;

 в) тирозин;

 г) глутамин;

 д) триптофан.
4.  К кислым аминокислотам относится

: а) лейцин;

 б) цистеин;

 в) аспарагиновая кислота;

 г) треонин;

 д) валин.
5. В изоэлектрической точке пептиды имеют:

 а) отрицательный заряд;

 б) положительный заряд;

 в) нулевой заряд.
6.  Заряд дипептида лизилпролина в кислой среде равен:

 а) 0;  б)  2+;   в) 1+;   г) 2─,   д) 1─.
7.  Между остатками треонина и глутамина при формировании третичной структуры белка возникает: а) ионная связь; в) ковалентная связь.

Лабораторная работа №1.  Реакция на белки по осаждению

Приготовление раствора белка.

    1.Яичный альбумин.

 Белок куриного яйца, отделенный от желтка, взбивают и затем смешивают в колбе при встряхивании с десятикратным объемом дистиллированной воды. 

Раствор фильтруют через двойной слой смоченной водой марли или через один слой полотна, помещенный в воронку. Фильтрат представляет собой раствор яичного альбумина, а осадок на марле представляет собой яичный глобулин.

 Яичный глобулин переносят в химический стакан и растворяют в небольшом количестве 10 % раствора NaCl. Полученный раствор глобулина фильтруют, и фильтрат соединяют с половиной ранее полученного водного раствора яичного альбумина. В итоге получают два раствора: раствор чистого альбумина (1) и раствор альбумина и глобулина (2).

   2. Растительный альбумин.

 25 г пшеничной муки смешивают  со 100 мл дистиллированной воды и перемешивают полученную смесь в течение часа. Полученную взвесь муки центрифугируют, и прозрачный раствор осторожно сливают из центрифужных стаканчиков в колбу.

 Прозрачный раствор содержит преимущественно альбумин пшеничных зерен (3).

   Оборудование и реактивы: лабораторная центрифуга, воронка, фильтры, растворы белков, насыщенный раствор сернокислого аммония, хлористый натрий в порошке, сернокислый магний в порошке, 1% и 10% раствор гидроксида натрия, 5% раствор сернокислой меди, 5% раствор уксуснокислого свинца.

Опыт 1. Высаливание белков сернокислым аммонием.

       Наливают в пробирку 1 –1,5 мл раствора белка (2), добавляют равный объем насыщенного раствора сернокислого аммония и слегка встряхивают смесь до появления мути. Объясните, какой белок выпадает в осадок?
      Мутную жидкость фильтруют через сухой складчатый фильтр. Полученный прозрачный раствор помещают в пробирку и нагревают до кипения. Что при этом происходит?   Какой белок в этом случае выпадает в осадок?
Опыт 2. Высаливание белков хлористым натрием и сернокислым магнием.

      В две пробирки наливают по 2-3 мл раствора белка (2). Прибавляют при перемешивании до полного насыщения раствора, т.е. до момента, когда часть кристаллов солей  перестают растворяться, в одну пробирку тонко измельченного хлористого натрия, а в другую сернокислого магния,  через несколько  минут в обеих пробирках появляется осадок.  Объясните, какой белок переходит в нерастворимое состояние в этих опытах?
     Содержимое пробирок отфильтровывают и прибавляют к фильтрату несколько капель разбавленной уксусной кислоты до слабокислой реакции. Что при этом происходит?
     В водном растворе белков их частицы являются заряженными и сильно гидратированными. Эти факторы обуславливают устойчивость белковых растворов. Но при высокой концентрации солей происходит разрушение водных оболочек белковых  молекул за счет гидратации ионов соли, т.е. молекулы воды переходят  из  гидратной оболочки белка в гидратную оболочку соответствующих ионов и вслед за этим наступает снятие заряда с белковой молекулы в слабокислой среде адсорбирующимися на ней ионами соли, в результате этих двух процессов белковые растворы теряют устойчивость, частицы белка слипаются друг с другом и выпадают в осадок.

Опыт 3. Свертывание белков при нагревании.

    В три пробирки наливают по 2 мл растворов белка (1,2,3) а) нагревают содержимое первой пробирки.   Что при этом происходит?
б) добавляют во вторую пробирку около 0,5 мл 10 % раствора уксусной кислоты и нагревают. Образуется ли  осадок белка в этом случае?

в) добавляют в третью пробирку около 0,5 мл 10 % раствора гидроксида натрия и нагревают. Происходят ли какие-либо изменения с раствором?

     Выпадение белков и осадок при нагревании (свертывание) характерно почти для всех белков (исключение составляет желатина). Особенно легко и полно происходит осаждение белков в слабокислой среде, вблизи от изоэлектрической точки. В сильно кислой среде осаждение белков идет значительно хуже, а в щелочной среде вовсе не наблюдается. Белки, как амфотерные электролиты, могут диссоциировать как кислоты и как основания. Схематично, молекулу  белка можно представить следующим образом:

                                                                 H₂N – R – COOH. 

В водной среде, особенно вблизи изоэлектрической точки, молекулы белка представляют собой нейтральный, биполярный ион: 

                                                                 H₃N –R -COO‾.

       В кислой среде подавляется кислотная  диссоциация белка, и молекула заряжается положительно:  

                             ⁺H₃N –R- COO⁻ + H⁺ -------- ⁺H₃N – R – COOH, 

а в щелочной  среде подавляется, основная диссоциация белка и молекулы его несут отрицательный заряд.  Наличие заряда препятствует осаждению белка, поэтому в кислых и щелочных растворах белок находится в растворенном состоянии даже при его кипячении.

Опыт 4. Осаждение белков солями тяжелых металлов.

       В две пробирки наливают по  1 – 1,5 мл раствора  белка (3) и медленно по каплям при встряхивании прибавляют в одну из них раствор сернокислой меди, а в другую – раствор уксуснокислого свинца. В обоих случаях образуются хлопьевидные осадки вследствие образования малорастворимого солеобразного соединения.

 Отметьте цвет  осадков в обеих пробирках.

 После образования осадков добавьте в обе пробирки избыток соответствующих солей (2 – 2,5мл). Что происходит в этом случае? 

      Соли тяжелых металлов (Hg, Ag, Cu, Pb и др.) вызывают необратимое осаждение белков, образуя с ними нерастворимые в воде соединения. Вследствие этого белки применяются в качестве противоядия при отравлении  солями тяжелых металлов.  Однако  некоторые из  таких  осадков растворяются в избытке осадителя в результате  пептизации осадка  адсорбирующимися на  его  частицах   ионами  осадителя.

Лабораторная работа 2  Цветные реакции на белки

   Оборудование и реактивы: лакмусовая бумага, пробирки, растворы белков, азотно-ртутный реактив (реактив Миллона), концентрированная азотная кислота, 10 % раствор едкого натра, 1 % раствор  медного купороса, 0, 1 % раствор нингидрина.

      Цветные реакции белков обуславливаются наличием в  белковой  молекуле  определенных атомных группировок, образующих с соответствующими реактивами окрашенные соединения. Цветные реакции дают возможность  в некоторой степени судить  о составе  белков.

Опыт 1. Реакция с азотно-ртутным реактивом  (реакция Миллона).

     В пробирку наливают  0,5  - 1мл раствора белков и прибавляют равный объем реактива Миллона. Образуется белый осадок. Полученный осадок нагревают. Что при этом происходит?

     Реактив  Миллона дает окрашивание почти со всеми  фенолами.

       У белков реакция обусловлена присутствием в них аминокислоты тирозина или  триптофана, содержащих в своем составе бензольные кольца, поэтому эту  реакцию дают  почти все белки, за исключением  тех,  молекулы которых не содержат этих аминокислот (например, желатина).

Опыт 2.  Ксантопротеиновая  реакция белков.

       К 1 мл раствора  белка в пробирке  добавляют  5 – 6 капель концентрированной  азотной кислоты до появления белого  осадка или мути  от  свернувшегося под  действием  азотной кислоты белка.  Осторожно нагревают раствор и наблюдают изменение окраски осадка. Охлаждают смесь и осторожно добавляют к кислому раствору, не взбалтывая, по каплям избыток раствора щелочи до щелочной реакции. Выпадающий в начале осадок кислотного  альбумината растворяется, и жидкость меняет свою окраску. Отметьте цвет образующейся жидкости.   Ксантопротеиновая  реакция  зависит от наличия в молекулах белков остатков ароматических аминокислот, таких как фенилаланин, тирозин. Эти аминокислоты в результате нитрования образуют  желто окрашенные нитросоединения.

    Желатина,  не содержащая ароматических аминокислот, не дает этой реакции.

Опыт 3. Биуретовая реакция.

      В  пробирку наливают  1 – 1,5 мл раствора  белка и добавляют равный объем раствора щелочи и затем 2-3 капли разбавленного (почти бесцветного) раствора медного купороса. 

Отметьте, в какой цвет окрашивается жидкость в пробирке.

     Биуретовая  реакция обусловлена наличием в молекулах белка пептидных группировок

                                                                    ~ СO – NH ~,

 т.е. эту реакцию дают все белки. Этой реакцией можно установить наличие белка при растворении его  1 : 10000.  Окраска возникает в результате образования комплексных соединений, содержащих медь.  Свое название эта реакция получила за способность биурета, содержащего пептидную группировку:      NH₂ - CO – NH – CO - NH₂,   вступать в  эту реакцию (но биурет не является белком!). Биурет получают  путем сплавления двух молекул мочевины.
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        N                        
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Опыт 4. Нингидриновая реакция.

       К 1 мл раствора белка в пробирке прибавляют 4-5 капель 0,1 % раствора нингидрина, и раствор нагревают  около минуты. 

 Отметьте цвет раствора.

      Нингидриновая реакция характерна для  α - аминокислот, поэтому она получается и с белками, содержащими в своей молекуле карбоксильные и α - аминогруппы.

                                 H         O                                                                                             H          OH

                                 │         ║                                                                                             │          │

                                C          C                                                                                             C          C

    R                      ⁄ ⁄       \    ⁄      \                                         O                                         ⁄ ⁄       \    ⁄      \ \    

    │                 HC         C                                                  ║                                    HC         C                

 HC – NH2  +    │          ║         C=O  +  H2O  
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          C    +        CO2    +          │          ║           C ─ OH  +  NH3

    │                 HC          C         ⁄                                      ⁄    \                                 HC          C          ⁄

    COOH             \\        ⁄   \                                           R      H                                  \\        ⁄   \        

                                 C           C                                                                                          C           C

                                 │          ║                                                                                           │            ║

                                 H          O                                                                                           H           O

α-амино-       +      нингидрин   + вода           =   альдегид   +  углекислый      +     восстановленный   +    аммиак 

кислота                                                                                                 газ                     нингидрин     

Восстановленный нингидрин, конденсируясь с аммиаком и окисленной молекулой нингидрида , образует раствор, который имеет фиолетово–синюю окраску.
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                         C          C                                 C          C
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                         (Раствор фиолетово-синей окраски).

Лабораторная работа 3

Определение аминного азота медным способом

      Количественное определение α - аминного азота аминокислот и пептидов наряду с другими методами  можно осуществить  сравнительно просто так называемым медным способом. Сущность этого метода состоит в том, что α – аминокислоты и пептиды способны образовывать комплексные растворимые соединения с ионами  двухвалентной меди, которые в дальнейшем определяют изометрическим методом.

     Испытуемый раствор смешивают при слабощелочной реакции с избытком суспензии фосфорнокислой  меди в  боратном  буферном  растворе.       Раствор хорошо перемешивают. 

Медь образует при этом  с аминокислотами  и пептидами  растворимые внутрикомплексные соли. Избыток фосфата меди отфильтровывают и в полученном прозрачном растворе разлагают  медные  комплексные соли, действуя на них йодистым  калием в кислой среде. При этом происходит восстановление меди и  выделяется  свободный йод, который оттитровывают тиосульфатом  натрия.

 При этом протекают следующие реакции:

   СO – O                   NH₂ - CH₂
                        ⋰
2                 Cu                        + 4 HI → 2 CuI + I₂ + 4NH₂- CH₂ - COOН

                  ⋰
    CH₂- NH₂            O -  CO
I₂ + 2 Na₂S₂O₃ → Na₂ S₄O₆ + 2NaI
   Оборудование и реактивы: колбы мерные по 25 мл  - 2 штуки,  пипетки на 2 мл – 1 шт.,

 на 10 мл – 3 шт., бюретка на 20 – 50 мл, воронка  для фильтрования, фильтры,  конические колбы на 50 мл – 2 шт., раствор  хлорной меди (27,3 г в 1  л раствора), трехзамещенный фосфат  натрия (68,5 г  (Na₃PO₄ ⋅ 12 H₂O) в 1 л раствора), боратный буферный раствор (28,6 г буры растворяют в 750 мл воды, добавляют 50 мл 1н раствора HCl  и  добавляют водой до 1 л), суспензия фосфорнокислой меди (смешивают один объем хлорной меди с двумя объемами трехзамещенного фосфата натрия и приливают два объема боратного буфера), тимолфталеин (0,25 г тимолфталеина в 100 мл 50% этилового спирта), 0,1н раствор тиосульфата натрия (Na₂S₂O₃ ⋅ 5 H₂O), 1% раствор крахмала, раствор иодистого калия (10г в 100 мл раствора), концентрированная уксусная кислота, 0,5н раствор гидроксида натрия, 1% раствор глицина.

     Порядок выполнения работы
     В мерную колбу на 25 мл берут 2 мл  исследуемого раствора (1% раствор глицина). Добавляют 2 капли фенолфталеина и по каплям прибавляют раствор едкого натра  до слаборозового окрашивания, (т.е. доводят рН раствора до 10,2). После этого добавляют 10 мл суспензии фосфата меди и хорошо перемешивают. Если вся суспензия фосфата меди входит в реакцию (на что указывает отсутствие осадка – избытка фосфата меди), следует добавить еще 5 мл суспензии. Колбу доводят до метки дистиллированной водой, тщательно перемешивают многократным переворачиванием колбы и отфильтровывают избыток фосфата меди через плотный фильтр. Фильтрат должен быть совершенно прозрачным. Из фильтрата берут две пробы по 10 мл в конические колбы для титрования, подкисляют 0,5 мл концентрированной уксусной кислоты, добавляют 5 мл раствора йодистого калия и выделившийся йод титруют 0,01 н раствора тиосульфата натрия. Крахмал добавляют в тот момент, когда раствор  примет соломенно-желтую окраску, в количестве 0,1 –0,2 мл (2 - 4 капли). Титрование продолжают до исчезновения появившейся синей окраски. По окончании процесса титрования отмечают количество мл тиосульфата натрия, пошедшего на титрование 10 мл пробы. Необходимо также проделать холостой опыт, в котором вместо раствора глицина берется такой же объем дистиллированной воды и все остальные операции проводятся также, как и в случае раствора аминокислоты. Если на титрование холостого опыта  затрачивается какое-то количество мл тиосульфата натрия, то  это его количество вычитают из найденного для опытного раствора.  По уравнению реакции 1 атом выделившегося йода соответствует  1 атому меди,  а атом меди соответствует 2 атомам или 28 г аминного азота.  С другой стороны, 1 атом йода реагирует с другим эквивалентом тиосульфата натрия, следовательно, 1 эквивалент тиосульфата натрия соответствует 28 г аминного азота. Отсюда, 1 мл 0,01 н раствора  тиосульфата натрия  отвечает 0,28 мг аминного азота. Умножением величины 0.28 мг на затраченный объем 0,01 н раствора  тиосульфата натрия получают количество мг аминного азота во взятом  объеме пробы (10мл). после этого делают перерасчет на  весь  объем раствора в  колбе (25мл) и сравнивают найденное количество аминного азота с теоретическим количеством содержащимся в 2 мл исследуемого раствора глицина.

Расчетно-графические задания.

1. Приведите все возможные взаимодействия ,которые поддерживают третичную структуру белка при взаимодействии фрагментов полипептидной цепи:

-глу-вал-лей-цис-тир-

-арг-фен-ала-цис-гис-

2. Напишите уравнения реакций взаимодействия:  глицина с:

    а) гидроксидом натрия;

    б) хлороводородной кислотой;

    в) гидроксидом меди (II).

    валина с:

    а) этиловым спиртом;

    б) пентахлоридом фосфора.

3. Напишите уравнения реакций согласно схеме и назовите продукты реакций:

                        +Н2О              t                          +Cu(OH)2

 Аргинин    →    А    →    биурет      →      В    

                                             -NH3                                  +NaOH
         ↓  

      Б   →   кадаверин

           -СО2

Охарактеризуйте вещества А и Б, и их биологическое значение.

ТЕМА 2. ФЕРМЕНТЫ.

Ферменты — биологические катализаторы белковой природы. 

Термин фермент (от лат. fеrтепtuт — закваска) был предложен в начале XVII в. голландским ученым Ван Гельмонтом для веществ, влияющих на спиртовое брожение.В 1878 гг. Кюне предложил термин энзим (от греч. еп — внутри, zyте — закваска). Роль ферментов в жизнедеятельности всех живых организмов огромна. И. П. Павлов писал: «Ферменты есть, так сказать, первый акт жизненной деятельности. Все химические процессы направляются в теле именно этими веществами, они есть возбудители всех химических превращений. Все эти вещества играют огромную роль, они обусловливают собою те процессы, благодаря которым проявляется жизнь, они и есть в полном смысле возбудители жизни». Раздел биохимии, изучающий биологические катализаторы белковой природы, называется энзимологией. Круг вопросов, изучаемых энзимологией, весьма разнообразен. Он включает выделение и очистку ферментов с целью установления их состава и молекулярной структуры; изучение условий и скорости действия ферментов, а также влияния на них разнообразных физических и химических факторов.
Ферменты и катализаторы неорганической природы, подчиняясь общим законам катализа, имеют сходные признаки:
• катализируют только энергетически возможные реакции; 

• не изменяют направление реакции;
• не расходуются в процессе реакции;
• не участвуют в образовании продуктов реакции.

По строению ферменты делятся на простые (однокомпонентные) и сложные (двухкомпонентные). Простой фермент состоит только из белковой части; в состав сложного фермента входит белковая и небелковая составляющие. Иначе сложный фермент называют холоферментом. Белковую часть в его составе называют апоферментом, а небелковую — коферментом. Химическая природа коферментов была выяснена в 30-е гг. Оказалось, что роль некоторых коферментов играют витамины или вещества, построенные с участием витаминов В1 В2, В5, В6, В12, Н, Q и др. Особенностью сложных ферментов является то, что отдельно апофермент и кофермент не обладают каталитической активностью. В составе как простого, так и сложного фермента, выделяют субстратный, аллостерический и каталитический центры. Каталитический центр простого фермента представляет собой уникальное сочетание нескольких аминокислотных остатков, расположенных на разных участках полипептидной цепи. Образование каталитического центра происходит одновременно с формированием третичной структуры белковой молекулы фермента. Чаще всего в состав каталитического центра простого фермента входят остатки серина, цистеина, тирозина, гистидина, аргинина, аспарагиновой и глутаминовой кислот. Субстратный центр простого фермента — это участок белковой молекулы фермента, который отвечает за связывание субстрата. Субстратный центр образно называют «якорной площадкой», где субстрат прикрепляется к ферменту за счет различных взаимодействий между определенными боковыми радикалами аминокислотных остатков и соответствующими группами молекулы субстрата. Субстрат с ферментом связывается посредством ионных взаимодействий, водородных связей; иногда субстрат и фермент связываются ковалентно. Гидрофобные взаимодействия также играют определенную роль при связывании субстрата с ферментом. В простых ферментах субстратный центр может совпадать с каталитическим; тогда говорят об активном центре фермента. Так, активный центр амилазы - фермента, гидролизующего α-1,4-гликозидные связи в молекуле крахмала — представлен остатками гистидина, аспарагиновой кислоты и тирозина; ацетилхолинэстеразы, гидролизующей сложноэфирные связи в молекуле ацетилхолина, остатками гистидина, серина, тирозина и глутаминовой кислоты. В активном центре карбоксипептидазы А, гидролизующей определенные пептидные связи в молекуле белка, локализованы остатки аргинина, тирозина и глутаминовой кислоты.
Аллостерический центр представляет собой участок молекулы фермента, в результате присоединения к которому какого-то низкомолекулярного вещества изменяется третичная структура белковой молекулы фермента, что влечет за собой изменение его активности. Аллостерический центр является регуляторным центром фермента. В сложных ферментах роль каталитического центра выполняет кофермент, который связывается с апоферментом в определенном участке — кофермент связывающем домене. Понятия субстратного и аллостерического центров для сложного фермента и для простого аналогичны.

Классификация ферментов. 

В настоящее время известно более 2000 ферментов. Все ферменты разделены на шесть классов, каждый из которых имеет строго определенный номер.
1.  Оксидоредуктазы катализируют окислительно-восстановительные процессы.
2. Трансферазы катализируют реакции переноса функциональных групп и молекулярных остатков с одной молекулы на другую.
3. Гидролазы катализируют реакции гидролиза.
4. Лиазы катализируют реакции отщепления (кроме атомов водорода) с образованием двойной связи либо присоединения по двойной связи, а также негидролитический распад органических соединений либо синтез без участия макроэргических веществ.
5. Изомеразы катализируют процессы изменения геометрической или пространственной конфигурации молекул.
6.  Лигазы катализируют реакции синтеза, сопровождающиеся гидролизом богатой энергией связи (как правило, АТФ).
Классы ферментов делятся на подклассы, а подклассы, в свою очередь, на подподклассы.

 Подкласс уточняет действие фермента, так как указывает в общих чертах на природу химической группы субстрата.

 Подподкласс еще более конкретизирует действие фермента, уточняя природу атакуемой связи субстрата или природу акцептора, который участвует в реакции.

Система классификации предусматривает для каждого фермента специальный шифр, состоящий из четырех кодовых чисел, разделенных точками. Первая цифра в шифре обозначает номер класса, вторая — номер подкласса, третья — подподкласса и четвертая — порядковый номер в данном подподклассе. Так, лактатдегидро-геназа имеет шифр КФ 1.1.1.27, т. е. относится к первому классу, первому подклассу, первому подподклассу и занимает 27-е место в перечне ферментов упомянутого подподкласса.

Специфичность действия ферментов — одно из главных их свойств.

 Специфичность — это избирательность фермента по отношению к субстрату (или субстратам). Специфичность действия ферментов объясняется тем, что субстрат должен подходить к активному центру как «ключ к замку». Это образное сравнение сделано Э.Фишером в 1894 г. Он рассматривал фермент как жесткую структуру, активный центр которой представляет собой «слепок» субстрата. Однако этой гипотезой трудно объяснить групповую специфичность ферментов, т. к. конфигурация «ключей» (субстратов), подходящих к одному «замку», слишком разнообразна. Такое несоответствие получило объяснение в 50-е гг. XX в. в гипотезе Д. Кошланда. Она получила название гипотезы «вынужденного соответствия». По гипотезе Д.Кошланда, молекула фермента не жесткая, а гибкая, эластичная, поэтому информация фермента и его активного центра может изменяться при присоединении субстрата или других лигандов. В момент присоединения субстрат «вынуждает» активный центр фермента принять соответствующую форму. Это можно сравнить с «перчаткой» и «рукой». Гипотеза «вынужденного соответствия» получила экспериментальное подтверждение. Эта гипотеза позволяет также объяснить причину превращения близких аналогов субстратов. Различают несколько видов специфичности. Стереохимическая субстратная специфичность — фермент катализирует превращение только одного стереоизомера субстрата. Например, фумаратгидратаза катализирует присоединение молекулы воды к кратной связи фумаровой кислоты, но не к ее стереоизомеру — малеиновой кислоте. Абсолютная субстратная специфичность — фермент катализирует превращение только одного субстрата. Например, уреаза катализирует гидролиз только мочевины. Групповая субстратная специфичность — фермент катализирует превращение группы субстратов сходной химической структуры. Например, алкогольдегидрогеназа катализирует превращение этанола и других алифатических спиртов, но с разной скоростью.
Влияние на активность ферментов активаторов и ингибиторов. 

К числу факторов, повышающих активность ферментов, относятся катионы металлов и некоторые анионы. Чаще всего активаторами ферментов являются катионы Mg2+, Mn2+, Zn2+, K+ и Со2+, а из анионов — С1─. Катионы действуют на ферменты по-разному. В одних случаях они облегчают образование фермент-субстратного комплекса, в других — способствуют присоединению кофермента к апоферменту, либо присоединяются к аллостерическому центру фермента и изменяют его третичную структуру, в результате чего субстратный и каталитический центры приобретают наиболее выгодную для осуществления катализа конфигурацию.
Ингибиторы тормозят действие ферментов. Ингибиторами могут быть как эндогенные, так и экзогенные вещества. Механизмы ингиби-рующего действия различных химических соединений разнообразны.

Биологические  катализаторы  по ряду признаков резко отличаются от неорганических катализаторов.

1. по сравнению с неорганическими катализаторами ферменты работают в очень мягких условиях (низкая температура, нормальное давление, невысокие значения рН среды и т. д).

2. ферменты обладают высокой специфичностью действия, что не наблюдается у катализаторов неорганической природы. Каждый фермент ускоряет, как правило, только одну химическую реакцию или, в крайнем случае, группу реакций одного типа.

3. связано с белковой природой ферментов. Сюда относятся термолабильность, зависимость активности от рН среды и наличия активаторов и ингибиторов.

4. процесс ферментативного катализа строжайшим образом организован в пространстве и во времени. Кооперативность и жесткая запрограммированность этапов действия – вот  что отличает механизм биокатализа от действия  катализаторов иной природы.

Основные понятия и термины темы.

Аллостерический центр фермента — участок белковой молекулы фермента, при присоединении к которому какого-либо низкомолекулярного вещества изменяется активность фермента.
.Активный центр фермента — совокупность каталитического и субстратного центров фермента.
Апофермент — белковая часть сложного фермента.
Каталитический центр фермента — участок фермента, отвечающий за катализ. Для простых ферментов — это уникальное сочетание аминокислотных остатков, стоящих на разных участках полипептидной цепи; для сложного фермента — это кофермент.
Кофермент — небелковая составляющая сложного фермента, отвечающая за катализ.
Субстрат — вещество, подвергающееся ферментативному воздействию.
Субстратный центр фермента — участок полипептидной цепи фермента, в котором происходит присоединение субстрата.
Ферменты (энзимы) — биокатализаторы белковой природы.
Фолофермент — сложный (двухкомпонентный) фермент.
Энзимология (ферментология) -- раздел биохимии, изучающий ферменты.

Вопросы и задания.
1. Какова химическая природа и биологическая роль ферментов?
2.  Какие центры выделяют в составе ферментов? Охарактеризуйте каждый центр простого и сложного фермента.
3. Что понимают под фермент-субстратным комплексом? Какими связями связаны фермент и субстрат в фермент-субстратном комплексе?
4. Каким образом влияет температура на образование фермент-субстратного комплекса?
5. Пепсин гидролизует белки в желудке. Укажите, в какой среде (кислой, нейтральной, щелочной) пепсин проявляет максимальную активность.
6.  В состав какого кофермента входит витамин В6? Напишите его структурную формулу и назовите его.
7.   Какие витамины входят в состав коферментов НАД, ФАД, КоА?
8. Назовите по рациональной номенклатуре ферменты, катализирующие гидролиз: а) дипептида; б) лактозы; в) сахарозы; г) амилозы.
9. Какие реакции катализируют ферменты класса оксидоредуктаз? Приведите пример процесса, катализируемого дегидрогеназой.
10. Напишите схемы реакций, назовите ферменты, ускоряющие указанные реакции, и определите класс ферментов:
а) Глюкоза + АТФ → Глюкозо-6-фосфат;
б) Глюкозо-1-фосфат  →  Глюкозо-6-фосфат;
в)  Молочная кислота + НАД+   → Пировиноградная   кислота + НАДН + Н+;
г)  Алании + Н2О-→-Молочная кислота + NH3;
д) Алании → Этиламин + СО2.

Проверьте себя.
1.  Ферменты — это: 

а) катализаторы углеводной природы; 

б) катализаторы белковой природы;

 в) катализаторы неорганической природы; 

г) катализаторы липидной природы.
2.  Холоферментом называют:

 а) надмолекулярный комплекс; 

б) мультиэнзимный комплекс;

 в) простой фермент; г) сложный фермент;

 д) фермент-субстратный комплекс.
3. В состав кофермента ФМН входит: 

а) витамин А; 

б) витамин В6;

 в) витамин В2;

г) витамин К; 

д) витамин В12.
4.  Пантотеновая кислота входит в состав кофермента: 

а) НАД;
б)  ФАД;

 в) пиридоксальфосфата;

 г) коэнзима А;

 д) тиаминпи-рофосфата.
5.  Клеточные ферменты, локализованные в цитоплазме, проявляют максимальную активность при рН близком:

 а) 7;   б) 2—3;  в)  4-5; г)   9-10.
6.  Ферменты, катализирующие синтез биологических молекул с участием АТФ, относятся к классу:

 а) трансфераз; б) лигаз; в) гидролаз; г) лиаз; д) изомераз.
7. Ферменты, катализирующие процессы декарбоксилирования органических веществ, относятся к классу:

 а) изомераз; б) лиаз; в) лигаз; г) трансфераз.

Лабораторная работа № 4.  Действие ферментов.

Оборудование и реактивы: мерный цилиндр на 25 мл, химические стаканы, воронки для фильтрования, вата, пробирки, водяная баня, термометры до  100˚С, сосуд со льдом, пластинки стеклянные, стеклянные палочки,  ступка с пестиком, раствор крахмального  клейстера, 1 % раствор йода в йодистом калии, дрожжи, 1 % раствор  сахарозы.

Опыт 1. Приготовление разбавленной слюны.

     Ополаскивают  рот   2 –3 раза дистиллированной водой, чтобы удалить остатки пищи.

 Затем отмеряют цилиндром 20 мл дистиллированной воды, сливают в стакан и ополаскивают этой водой рот в течение 1 –2 мин., выливают жидкость в другой стакан.

Эту операцию повторяют 2 –3 раза. Собранную жидкость (примерно 50 –60 мл) фильтруют через вату, и прозрачный фильтрат употребляют для проведения следующих опытов.

Опыт 2. Гидролиз крахмала под действием амилазы слюны.

    В две пробирки наливают  по 5 мл  крахмального клейстера и в одну из них 5 мл воды, а в другую 5 мл раствора слюны. Обе пробирки одновременно помещают в водяную баню, в  которой поддерживают температуру 40˚С.  В  каждую пробирку помещают стеклянную палочку. Наблюдение за ходом гидролиза осуществляют с помощью йодной реакции.

 Для этого наносят на стеклянную пластинку, положенную на лист белой бумаги, несколько капель раствора йода в йодистом калии и смешивают их с каплями гидролизуемой смеси из пробирок, где идет гидролиз. Через 1 мин. с момента нагревания пробирок в водяной бане от каждой смеси отбирают, с помощью стеклянной палочки по капле жидкости и смешивают ее с каплей раствора йода на стекле. Повторяют подобное исследование через 2, 4, 6, и 8 минут. После  10 минут выдержки  смеси  в водяной бане к оставшейся в каждой пробирке  жидкости  добавьте 1 –2 мл Фелинговой  жидкости и нагрейте. Что происходит при этом в пробирках?  Объясните результаты наблюдений.
Опыт 3. Влияние температуры на активность  амилазы слюны.

     В три пробирки А, В, и С  наливают по 5 мл  разбавленной слюны.

 Пробирку  А помещают  в  сосуд со льдом, пробирку В оставляют при комнатной температуре, которую отмечают по термометру, а пробирку С помещают на водяную  баню при температуре 40˚С.   Через 5 мин. во все три пробирки добавляют по 5 мл  раствора крахмала. С помощью стеклянных палочек одновременно берут пробы из пробирок А, В и С и смешивают их с каплями йода в йодистом калии, нанесенными на стеклянной пластинке. Отмечают окраску проб жидкостей из каждой пробирки.

 Пробы берут через каждые 2 минуты до тех пор, пока жидкость из какой – либо пробирки уже не будет изменять желтой окраске йода, что свидетельствует об  окончании процесса гидролиза в данной пробирке.

 Ход гидролиза крахмала отмечают в таблице по окраске с йодом различных проб:

Состав пробы
Время в минутах


0
2
4
6
8
10
12

А (крахмал + слюна при 0˚С)








В (крахмал + слюна)








С (крахмал + слюна при 40˚С)








    В заключении следует сделать выводы об оптимальной температуре для действия  фермента и относительной скорости гидролиза  при различных температурах.

Опыт 4. Действие  сахарозы.

    5 г дрожжей растереть в фарфоровой ступке с 2 –3 мл воды и небольшим количеством речного песка. К тщательно растертой массе добавить около 40 мл дистиллированной воды, хорошо перемешать и полученный раствор профильтровывать через вату.

 В  две пробирки  налить по 2 мл приготовленной вытяжки и добавить в каждую по 5  мл воды. Содержимое одной из пробирок нагреть до кипения и охладить. Затем в обе пробирки внести по 5 мл 1% раствора сахарозы  и оставить на 10 минут. По истечении времени исследовать  содержимое каждой пробирки на способность восстанавливать реактив Фелинга. Для этого  к 4 мл  реактива Фелинга в пробирке добавить 2 мл исследуемого раствора и смесь довести до кипения.

    Опишите, результаты опыта и объясните их.
Расчетно-графические задания.

1. Приведите возможные уравнения реакций, которые иллюстрируют каталитическое   влияние   липазы,   фосфатазы,   гидролазы,   синтетазы,

 карбон-нитроген-лигазы,  карбон-оксиген-лигазы.

2. Напишите уравнения реакций (с использованием структурных формул субстратов) и определите класс ферментов, которые участвуют  в следующих превращениях:

1 )    аденозин + Н2О → аденин + рибоза
2)     АМФ + Н2О → аденозин + Н3РО4
3)     аденозин + H3PO4 → аденин + β-D-рибофуранозо- 1 -фосфат
4)     глутаминовая кислота +NH3 + АТФ → глютамин + АДФ + Н3РО4
5)     фумаровая кислота + NH3 → аспарагиновая кислота
6)     аденозин + Н2О → инозит +NH3
7)     глутаминовая кислота → γ-аминомасляная кислота
8)     NH3 + СО2 + АТФ → АДФ + карбамоилфосфат
9)     ПВК → СО2 ацетальдегид
10)   ПВК + СО, + АТФ → ЩОК + АДФ + Н3РО4
11)   ацетил -КоА + глиоксиловая кислота → малатоил-КоА
12)  стеариновая кислота + HS-KoA + АТФ →стеарил-КоА +АМФ + пирофосфат
ТЕМА 3.  ВИТАМИНЫ.
Витамины — это группа разнообразных по структуре органических веществ, необходимых для нормальной жизнедеятельности организма, синтез которых в организме отсутствует или ограничен. Источником витаминов для человека служит пища и кишечные бактерии. Последние сами синтезируют многие витамины и явля​ются важным источником их поступления в организм.
Классификация витаминов.

 По растворимости в воде и жировых растворителях витамины делят на две группы: водорастворимые и жирорастворимые.  Для каждого витамина существует буквенное обозначение, химическое и физиологическое название (см. табл. ниже).

Отдельные витамины представляют группу близких по химичес​кой структуре соединений. Варианты одного и того же витамина называют витамерами. Они обладают специфическим действием, но отличаются по силе биологического эффекта. 

Классификация и номенклатура витаминов

Буквенное 
Химическое 
Физиологическое 
Суточная потреб- 

обоз- 
название 
название 
ность человека, мг 

начение 
 
 
 

Водорастворимые 

В1 
Тиамин 
Антиневритный 
2,0 

В2 
Рибофлавин 
Витамин роста 
2,0 

В3 
Пантотеновая кислота 
Антидерматитный 
12,0 

В5(РР) 
Никотиновая кислота 
 
 

 
и никотинамид 
Антипелларгический 
25,0 

В6 
Пиридоксин 
Антидерматитный 
' 2,0 

В12 
Цианокобаламин 
Антианемический 
0,003 

С 
Аскорбиновая кислота 
Антицинготный 
75 

Н 
Биотин 
Антисеборрейный 
0,15 

Жирорастворимые 

А 
Ретинол 
Антиксерофтальми- 
 

 
 
ческий 
2,5 

D 
Кальциферол 
Антирахитический 
0,025 (для детей) 

 
 
 
0,0025 (для 

 
 
 
взрослых) 

Е 
Токоферол 
Антистерильный 
15,0 

К 
Филлохинон 
Антигеморрагический 
0,25 

Q 
Убихинон 
— 
    —        

Некоторые витамины поступают в организм с пищей в виде неактивных пред​шественников — провитаминов, которые в тканях превращаются в биологически активные формы витаминов.
Нарушение баланса витаминов в организме проявляется как в виде недостатка, так и избытка. Частичный недостаток витами​на называется гиповитаминозом, полное отсутствие какого-либо витамина — авитаминозом.

 Избыточное накопление в тканях витамина (или витаминов), сопровождающееся клиническими и биохимическими признаками нарушений, называется гипервитаминозом. Это явление характерно для жирорастворимых витаминов.
Водорастворимые витамины. Большинство водорастворимых витаминов, поступающих с пищей или синтезируемых кишечными бактериями, проявляют активность после образования соответствующих коферментов в ходе метаболизма
  Основные понятия и термины темы.

Авитаминоз — нарушения, вызванные полным отсутствием витамина.

Витамеры — близкие по химической структуре соединения, обладающие одинаковыми биологическими свойствами.

Витамины — группа разнообразных по структуре органических веществ, необходимых для нормальной жизнедеятельности организма, синтез которых в организме отсутствует или ограничен.

Гипервитаминоз — нарушения в организме, вызванные избы​точным накоплением витамина.

Гиповитаминоз — нарушения, вызванные частичным недостатком витамина.

Вопросы и задания.

1.  Какие соединения называются витаминами?
2. Что такое витамеры? Приведите примеры витаминов, существующих в виде нескольких витамеров.
3.  К каким нарушениям функционирования скелетных мышц приводит недостаток витамина В1:?
4. Какие продукты питания являются источником витамина В2?
5. Напишите структурные формулы витамеров витамина В6. Какой из витамеров обладает наибольшей биологической активностью?

6. В каких процессах участвует аскорбиновая кислота?
7.  Каковы последствия избыточного потребления витамина D?

Проверьте себя.

1. Близкие по химической структуре соединения, обладающие одинаковыми биологическими свойствами, являются:

 а) витаминами;  

 б) изомерами;  

 в) гомологами;  

 г) витамерами.
2.  Нарушения в организме, вызванные избыточным накоплением витамина, называются:

 а) гипервитаминозом; 

б) гиповитаминозом; 

в) авитаминозом.
3.  Никотиновая кислота и никотинад — это витамеры витамина:

 а) В1;

 б) В3;

 в) В5;

 г) В12;

 д) К.

4.  Витамин В12 содержит в своем составе катион:

 а) калия;

 б) кобальта;

 в) натрия;

 г) магния;

 д) цинка.

5.  Антипелларгическим является витамин:

 а) Е;

 б) С;

 в) В2;

 г) В12;

 д) В5.

6.  Физиологическое название витамина Н: 

 а) антицинготный;

 б) антисеборрейный;

 в) антиневритный; 

 г) антирахитический.

7.  Основными источниками витамина С являются:

  а) мясные продукты;

  б) растительные продукты;

  в) молочные продукты.

Лабораторная работа № 5.  Определение  содержания  аскорбиновой  кислоты.

Оборудование и реактивы: химические стаканы на 100 мл – 2 шт., микробюретка, 

пипетка на 10 мл, пробирки, аскорбиновая кислота (витаминный препарат), 

индикатор 2,6 дихлориндофенол, 3% раствор перекиси водорода,

 2%, 10%  растворы соляной кислоты, 1% раствор крахмала, 0,01 Н раствор  йода.

Опыт 1. Качественная реакция на витамин С.

     Определение витамина С производят  или в растворе аскорбиновой кислоты или соке, полученном из картофеля, моркови, капусты.

Ход работы.

     Для получения сока исследуемый растительный материал пропускают через мясорубку и полученную массу отжимают через полотно. Полученный сок повторно фильтруют через марлю. В две пробирки наливают по 2 мл  исследуемого раствора. В одну из пробирок добавляют несколько капель  3%  раствора перекиси водорода  и содержимое пробирки нагревают,  для разрушения витамина С.  добавляют в обе пробирки по 2 капли 10%  раствора соляной кислоты и по каплям  раствор  натриевой соли 2,6 - дихлориндофенола. Реакция с раствором натриевой соли 2,6 – дихлориндофенолом основывается на способности аскорбиновой кислоты в результате взаимодействия образовывать дегидроаскорбиновую кислоту.

Схема:

        О                                                                                 O               

      ║                                                                         ║            

       С─────                                                            C────   

       │            │            Cl                                           │           │                   Cl   

       С-ОН    │            │                                            C = O    │                    │                        

       ║            О  +  О===  = N─
─OH →        │            O   +    HО─         ─ N ─         ─ OH    

       С-ОН    │            │                                            C = O    │                    │          │                          

       │            │            Cl                                           │           │                   Cl         H                           

    НС─────                                                         HC────   

       │                                                                          │               

НО-СН                                                                HO-CH           

        │                                                                         │               

         СН2-ОН                                                             CH2-OH  

Аскорбиновая кислота                                    дегидроаскорбиновая кислота.

(восстановительная форма)                                     ( окисленная форма)

    Отметьте окраску раствора в обеих пробирках как влияет витамин С на  окрашивание красителя?

Опыт 2. Количественное определение витамина С.

     Растворить в 100мл 2% соляной кислоты 10 –20 мл аскорбиновой кислоты (витаминный препарат) предварительно растерев в порошок. После этого влить в химический стакан точно 10 мл приготовленного раствора аскорбиновой кислоты, 10 капель 1%  раствора крахмала и оттитровать из микробюретки 0,01 Н раствором  йода в йодистом  калии  до  неисчезающей в  течение 10 сек синей окраски. Вычислить  содержание аскорбиновой кислоты в полученном растворе, учитывая, что 1 мл раствора йода окисляет 0, 88 мг аскорбиновой кислоты.

Расчетно-графические задания.

1.  Напишите формулы трех витамеров:

 пиридоксола, пиридоксаля, пиридоксамина ( витамин В6).

2.  Напишите уравнения реакций (с использованием структурных формул).

а) ретинол → ретиналь;
б) аскорбиновая кислота → дегидроаскорбиновая кислота;

в) никотиновая кислота → никотинамид;

г) β-каротин → 2-ретинол (витамин А1).

3.  Нарисуйте схему синтеза родопсина с участием витамина А.

4.  Напишите формулу цианокобаламина (витамин В12).

ТЕМА 4. УГЛЕВОДЫ.

Углеводы наряду с белками — наиболее распространенные соединения, участвующие в построении клетки и используемые в процессе ее жизнедеятельности. Они входят в состав всех живых организмов. Самым богатым источником углеводов служат растения: до 80% сухой массы тканей растений составляют углеводы. В организмах животных и человека их значительно меньше; наиболее богаты углеводами печень (5—10%), скелетные мышцы (1—3%), сердечная мышца (-0,5%), головной мозг (0,2%).
Углеводами называют очень большое число соединений, обладающих различной химической структурой и биологическими функциями.
Углеводы — полигидроксикарбонильные соединения и их производные. Термин углеводы возник более 100 лет тому назад, но, даже не отвечая современным представлениям о структуре углеводов, используется и по сей день.

Классификация углеводов

Классификация углеводов основана на их способности гидролизоваться.

 Углеводы разделяются на простые и сложные Простые углеводы иначе называются моносахаридами, они не подвергаются гидролизу. Сложные подразделяют на олигосахариды и полисахариды. В состав олигосахаридов входят от двух до десяти моносахаридов. В зависимости от числа моносахаридов, входящих в структуру, олигосахариды называют  ди-, три-, тетрасахаридами и т. д.

 К полисахаридам относятся углеводы, в состав которых входят более 10 моносахаридных остатков. Сложные углеводы при гидролизе распадаются с образованием простых.

Моносахариды иначе называют монозами По химическому составу монозы являются либо полигидроксиальдегидами либо ; полигидроксикетонами.   
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 Моносахариды, в состав   которых   входит   альдегидная    группа   ( —   С      ), называют
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альдозами, а  кетонная   ( = С=О) — кетозами. Характерной особенностью класса углеводов является наличие не менее двух гидроксильных групп и одной карбонильной (альдегидной или кетонной) группы.  Следовательно, простейший углевод должен содержать три атома углерода. По числу атомов углерода моносахариды называют триозами, тетрозами, пенто-зами, гексозами и т. д.  В названии моноз учитывается как число атомов углерода, так и наличие альдегидной или кетонной груп​пы. Например, моносахариды, в состав которых входят 6 атомов углерода и альдегидная группа, называются альдогексозами, если же они содержат кето-группу, то кетогексозами.
       Изомерия.

1. Изомерия, обусловлена наличием альдегидной или кетонной группы.

2. Изомерия, обусловлена наличием асимметрических атомов углерода.

3. Изомерия, обусловлена существованием в ряду сахаров циклоцепной таутомерии.

Биологические функции моносахаридов:
• Энергетическая — моносахариды используются в качестве ис​точников энергии в клетке.
•  Пластическая — моносахариды и их производные участвуют в построении разнообразных биологических молекул.
Олигосахариды. Наиболее распространенными в природе олигосахаридами являются дисахариды. Мальтоза образуется из полисахаридов как промежуточный про​дукт. Она состоит из двух остатков глюкозы, соединенных между собой  α-1,4-гликозидной связью.
Лактоза содержится в молоке животных и человека. В состав лактозы входит остаток галактозы и глюкозы; эти монозы связа​ны между собой  β-1,4-гликозидной связью. Сахароза — наиболее распространенный и важный дисахарид, встречающийся в растительном мире. Сахароза является ценным питательным веществом для человека. Сахароза состоит из остат​ков  α-D-глюкозы и β-D-фруктозы, связанных а,β-1,2-гликозидной связью
Полисахариды представляют собой биополимеры, мономера​ми которых служат моносахариды. Если в составе полисахарида содержатся остатки моносахарида одного вида, его называют  гомополисахаридом, если разных — гетерополисахаридом.
К физиологически важным гомополисахаридам относят крах​мал и гликоген.

 К числу важнейших гетерополисахаридов — гиалуроновую кислоту, хондротинсульфат и гепарин. Крахмал — гомополисахарид, состоящий из остатков глюкозы. Он является одним из наиболее распространенных запасных по​лисахаридов растений. Крахмал накапливается в семенах, клубнях (40—78%) и других частях растений (10—25%). Крахмал состоит из двух фракций, отличающихся строением и свойствами: амило​зы — 15—25% и амилопектина — 75—85%.  Биологические функции полисахаридов:
• Энергетическая — крахмал и гликоген составляют «депо» уг​леводов в клетке; при необходимости они быстро расщепляются на легко усваиваемый источник энергии — глюкозу. •  Опорная — хондроитинсульфат выполняет опорную функ​цию в костной ткани. •  Структурная — гиалуроновая кислота, хондроитинсульфат и гепарин являются структурными межклеточными веществами. •  Гидроосмотическая и ионрегулирующая -- гиалуроновая кислота, благодаря высокой гидрофильности и отрицательному заряду, связывает межклеточную воду и катионы, регулируя меж​клеточное осмотическое давление. При гидролизе высших полиоз  из каждой молекулы полисахарида образуется большое  число молекул моносахарида часто измеряемое  сотнями и тысячами.

Основные понятия и термины темы.

Альдозы — моносахариды, в состав которых входит несколько гидроксильных и одна альдегидная группа.
Анатомический распад — сложный циклический ферментативный процесс окислительного расщепления глюкозы.
Гликогенолиз — процесс распада гликогена.
Гликогеногенез — биосинтез гликогена.
Гликолиз — процесс распада глюкозы в анаэробных условиях, конечным продуктом которого является молочная кислота.
Глюконеогенез — синтез глюкозы из неуглеводных источников.
Кетозы — моносахариды, в состав которых входит несколько гидроксильных и одна кето-группа.
Моносахариды (простые углеводы) — углеводы, не подвергающиеся гидролизу.
Олигосахариды (сложные углеводы) — углеводы, в результате гидролиза которых образуются моносахариды.
Полисахариды (сложные углеводы) — биополимеры, мономерами которых служат моносахариды.
Углеводы — полигидроксикарбонильные соединения и их производные.

Проверьте себя.

1.  К моносахаридам относятся:

 а) мальтоза; 

б) фруктоза; 

в) лактоза; 

г) гепаран;

 д) гликоген.

2.  Глюкоза является: 

 а) кетогексозой;

 б) кетопентозой;

 в) альдогексозой;

 г) альдопентозой;

 д) дисахаридом.

3.  В состав сахарозы входят:

 а) две молекулы глюкозы;

 б) две молекулы фруктозы;

 в) глюкоза и фруктоза;

 г) галактоза и глюкоза.

4.  Продуктом фосфоролиза мальтозы является:

 а) глюкоза и галактоза;

 б) глюкозо-1-фосфат и глюкоза;

 в) глюкозо-6-фос-фат и глюкоза;

 г) глюкозо-1-фосфат и галактоза.

5. Реакция: АТФ + Глюкоза → АДФ + Глюкозо-6-фосфат осуществляется при участии

 а) альдолазы;

 б) фосфоглюкомутазы;
в)  фосфорилазы;

 г) гексокиназы.

6.  Коферментом изоцитратдегидрогеназы является

 а) убихинон

 б) ФМН;

 в) НАД;

 г) пиридоксальфосфат

 д) НАДФ.

7.  Реакция: 6-Фосфоглюконат + НАДФ+ → Рибулозо-5-фосфат + СО2 + НАДФН + Н+ характерна: а) для гликолиза;

 б) для глюконеогенеза

; в) для апотомического распада глюкозы;
г)  для фосфоролиза;

 д) для цикла Кребса.

Лабораторная работа № 6.  Реакции на углеводы.

Материалы:

 щелочной раствор сегнетовой соли; раствор 69,26 г медного купороса в 1 л  воды; глюкоза; солянокислый фенилгидразин; уксуснокислый натрий; 10% раствор уксусной кислоты; сахароза; 5 н. растворы соляной кислоты и едкого натра; растворимый крахмал; концентрированная серная кислота; раствор 0,127 г йода и 0,2 г йодистого калия в 100 мл воды; углекислая медь; 25 % раствор аммиака; крепкая азотная кислота (уд. в. 1,4); смесь спирта и эфира (1:1).

Оборудование:

 два химических стакана на 100 –200 мл и часовое стекло для его накрывания, стеклянная палочка; 10 пробирок; асбестовая сетка; микроскоп, покровное и предметное стекло; фарфоровый тигель на 20 мл.

Опыт 1. Приготовление жидкости Фелинга.

     К  3 мл щелочного раствора сегнетовой соли прилить 3 мл  раствора медного купороса. Описать внешний вид полученной жидкости Фелинга. Написать уравнение реакции ее получения.

Опыт 2. Отношение моносахаридов к жидкости Фелинга.

     К 1 мл 0,15% раствора  глюкозы в пробирке прилить около 2 мл  жидкости Фелинга. Нагреть раствор до кипения и кипятить 1 минуту. Отметить эффект, приводя уравнение реакции.

Опыт 3. Получение озазона глюкозы.

     В пробирку всыпать около 0,1мл глюкозы, 0,3 мл солянокислого фенилгидразина,  0,5 мл уксуснокислого натрия и влить 5 капель 10% раствора уксусной кислоты. Все это растворить  в 5 –7 мл воды. Пробирку погрузить в кипящую водяную баню, где держать до образования массы желтых кристаллов. На это требуется 15 – 20 минут.  Описать эффект, рассмотреть форму кристаллов под микроскопом и написать уравнение реакции.

 Какая форма кристаллов озазона получилась бы у фруктозы, маннозы, галактозы?

Опыт 4. Отношение сложных сахаров к жидкости Фелинга.

     Налить в пробирку 1 мл 0,15 % раствора  сахарозы. Прибавить 2 мл жидкости Фелинга. Смесь нагреть и кипятить 1 минуту, не более.  Отметить и объяснить эффект.

Опыт 5. Гидролиз сложных сахаров.

     Эту работу выполнять, только проделав предыдущую работу!  В пробирку налить  1 мл 0,15% раствора сахарозы и 3 капли 5н. раствора соляной кислоты.  Смесь нагреть до кипения, сейчас же охладить, влить в нее 3 капли 5н. раствора едкого натра,  1 мл жидкости Фелинга, довести до кипения и кипятить 1 минуту.  Отметить эффект, объяснить его уравнениями реакций, сравнить с эффектом предыдущего опыта, объяснить разницу.

Опыт 6. Гидролиз крахмала.

     В стакан налить 20 мл 1% раствора крахмала и 6 капель концентрированной серной кислоты, накрыть ее часовым стеклом и содержимое кипятить. Через   каждые 10 минут отбирать пипеткой в чистую пробирку по 1 мл раствора.  Пробу охладить и добавить к ней 1-2 капли раствора йода. Так  продолжить до тех пор, пока проба с йодом окажется отрицательной.  Описать результаты и объяснить их. Написать уравнение соответствующих реакций.  Сравнить этот химический гидролиз с биохимическим.

 К 3 – 5 мл 1%  раствора крахмала в пробирке добавить равное количество собственной слюны, зажать пробирку в кулаке (для нагревания), через каждые 5 минут отбирать приблизительно по  1 мл для реакций с йодом.   Отметить эффект, объяснить его, сравнить скорость биохимического (ферментативного) гидролиза с химическим.  Написать уравнение реакции ферментативного гидролиза крахмала. Какой фермент здесь действовал (его название)?
Опыт 7. Растворение клетчатки в реактиве Швейцера.

      В стакан поместить около 0,5 г углекислой меди и 5-6 мл 25 % раствора аммиака.

 Получается темно-синий раствор (реактив Швейцера). В него бросить кусочки ваты и размешать стеклянной палочкой. Должен получиться густой раствор (темно-синий кисель). Не вынимая палочки, но прекратив помешивание, прилить к нему 10%раствор соляной или серной кислоты до явно кислой реакции. Если теперь вынуть стеклянную палочку из стакана, с ней вместе вынется прозрачный мешочек,  наполненный синим густым раствором.   Объяснить эффект, какое практическое значение имеет эта реакция?

 Какова формула медноаммиачного шелка?  Вата может не раствориться, если раствор аммиака будет не достаточно крепким, в таком случае надо, погрузив цилиндр с аммиаком  в лед или снег, насытить его аммиаком, который можно получит, подщелачивая и кипятя имеющийся раствор аммиака или раствор углекислого аммония.
Опыт 8. Получение коллодия.

     В сухой цилиндр на 10 мл  влить 4 мл концентрированной серной и 2 мл концентрированной азотной кислоты (уд.в.1,4). Слегка разогревшуюся смесь перелить в маленький фарфоровый тигель, поместить сюда пучок ваты и с помощью  палочки добиться, чтобы он весь был смочен нитрующей смесью.  Выдержать так около 10 – 20 мин, слить избыток нитрующей смеси, промыть коллоидную вату 2 -3  раза водой, каждый раз отжимая ее палочкой.  Затем досуха отжать вату между двумя листами фильтровальной бумаги, вытереть тигелек, бросить туда вату и налить немного смеси спирта и концентрированной серной кислоты (2 : 1) до образования густого раствора. Если этот  раствор  вылить на стекло, то после испарения растворителя образуется тонкая коллодийная пленка.  Написать уравнение реакции.

Лабораторная работа 7. Определение водорастворимых углеводов по методу Бертрана.

Материалы:

 повидло, щелочной раствор сегнетовой соли для приготовления жидкости Фелинга (смешать раствор 173 г сегнетовой соли в 400 мл воды с раствором едкого натра в 100 мл воды); 10% растворы уксуснокислого свинца  и сернокислого натрия; сернокислое окисное железо; концентрированная серная кислота; 0,1н  раствор марганцовокислого  калия; 25% раствор соляной кислоты; 20% раствор едкого натра; фильтровальная бумага.

Оборудование:

 2 мерные колбы: на 100 и 250 мл; 4 колбы Эрленмайера на 250 мл; пипетка на 10 мл,

 20 мл, мерный цилиндр на 50 мл, часовое стекло для покрывания колбы Эрленмайера;

 стеклянная палочка; воронка; бюретка со стеклянным краном. Раствор сернокислого окисного железа можно готовить следующим образом. 50 г   Fe₂ (SO₄)₃ и 200г (100мл) концентрированной серной кислоты развести в 500 мл дистиллированной воды. К раствору долить воды до  объема 1 л. Надо проверить, нет ли в приготовленном растворе закисных соединений, способных окисляться марганцовокислым калием. Для этого к 20-30 мл раствора прилить 1 каплю 0,1 н раствора KMnO₄. Если проявиться не исчезающая 10 -20 сек розовая окраска, раствор годен к употреблению.  Если же капля обесцветится, то ко всему раствору добавить по каплям 0,1 н раствора KMnO₄ до появления не исчезающей 10 -20 сек слабой розовой окраски.  Навеску повидла в 2 г размешать с водой и перенести в мерную колбу на 250 мл,  добавить  5 мл 10% раствора уксуснокислого свинца; объем довести до метки.  Раствор отфильтровать. 80 мл фильтрата загрузить в мерную колбу на 100 мл, добавив туда  8 мл 10% раствора  сернокислого натрия. Довести  объем раствора в мерной колбе до 100 мл.  Отфильтровать.  Отобрать в чистые колбы Эрленмайера 20 мл фильтрата для  определения простых  сахаров  на 10 мл – для определения суммы простых и сложных сахаров. Для определения простых сахаров отобранное количество фильтрата кипятить 3 мин  с 40 мл жидкости Фелинга.  Закись меди отфильтровать через гладкий, хорошо  пригнанный к воронке фильтр.  Осадок и стакан промыть горячей водой  до появления бесцветных промывных вод.  Подставить под воронку колбу Эрленмайера, в которой производилось восстановление жидкости Фелинга, а на  фильтр вылить 30 мл раствора сернокислого окисного железа. Фильтр 2 -3 раза промыть холодной водой.  Фильтрат оттитровать 0,1 н раствором марганцовокислого калия до появления,  не исчезающего  в течение 10 -20 сек розового окрашивания.  10 мл фильтрата, взятого для определения суммы простых и сложных  сахаров, разбавить равным объемом воды, прилить к нему 2 мл 25% раствора  соляной кислоты. Закрыв колбу часовым стеклом, поставить ее на 2 часа на кипящую водяную баню. Охладить раствор и нейтрализовать его  20 %  раствором  едкого натра. Необходимое для этого количество щелочи лучше всего  установить  следующим опытом:  2 мл 25% раствора  соляной кислоты  разбавить 20 мл  воды и нейтрализовать учитываемым количеством 20% раствора  едкого  натра по индикатору, например  метилоранжу. После нейтрализации раствора  добавить к нему 40 мл  жидкости Фелинга;  закончить анализ тем же путем, как и определение  простых сахаров. 1 мл 0,1н раствора KMnO₄ соответствует 6,36 мг меди.  По количеству сахара в пересчете на глюкозу (см. таблицу Бертрана)  Объяснить сущность описанного метода определения углеводов, приведя необходимые уравнения реакций.

 По данным титрования вычислить  содержание простых и сложных углеводов в повидле.

Вес меди, мг
Вес глюкозы, мг
Вес меди, мг
Вес глюкозы, мг
Вес меди, мг
Вес глюкозы, мг
Вес меди, мг
Вес глюкозы, мг

20,4
10
64,6
33
105,8
56
144,5
79

22,4
11
66,5
34
107,6
57
146,1
80

24,3
12
68,3
35
109,3
58
147,7
81

26,3
13
70,1
36
111.1
59
149,3
82

28,3
14
72,0
37
112,8
60
150,9
83

30,2
15
73,8
38
114.5
61
152,5
84

32,2
16
75,7
39
116,2
62
154,0
85

34,2
17
77,5
40
117,9
63
155,6
86

36,2
18
79,3
41
119,6
64
157,2
87

38,1
19
81,1
42
121,3
65
158,8
88

40,1
20
82,9
43
123,0
66
160,4
89

42,0
21
84,7
44
124,7
67
162,0
90

43,9
22
86,4
45
126,4
68
163,6
91

45,8
23
88,2
46
128,1
69
165,2
92

47,7
24
90,6
47
129,8
70
166,7
93

49,6
25
91,8
48
131,4
71
168,3
94

51,6
26
93,6
49
133,1
72
169,9
95

53,4
27
95,4
50
134,7
73
171.5
96

55,3
28
97,1
51
136,3
74
173,1
97

57,2
29
98,9
52
137,9
75
174,6
98

59,1
30
100,6
53
139,6
76
176,2
99

60,9
31
102,3
54
141,2
77
177,8
100

62,8
32
104,1
55
142,8
78



Вопросы и расчетно-графические задания.

1.  Какие органические вещества называются углеводами?

2. Какие функциональные группы входят в состав альдогексоз?

3.  Напишите структурные формулы:

 рибозо-5-фосфата, ксилулозо-5-фосфата, глюкозо-6-фосфата, галактозо-1-фосфата,

 фруктозо-1,6-дифосфата.

4.  Напишите структурную формулу дисахарида, состоящего из двух остатков глюкозы, связанных между собой α-1,4-гликозидной связью. Как называется этот дисахарид?

5.   Напишите схемы реакций с использованием структурных формул субстратов и продуктов и с указанием ферментов, катализирующих данные реакции:

а)  Глюкоза + АТФ → Глюкозо-6-фосфат;

б)  Фруктозо-1,6-дифосфат → 3-Фосфоглицериновый альдегид + Фосфодиоксиацетон;

в)   3-Фосфоглицериновая кислота -> 2-Фосфоглицериновая кислота;

г)  Фосфоенолпировиноградная кислота + АДФ → Пировиноградная кислота + АТФ;

д)   Пировиноградная кислота + НАДН+Н+ → Молочная кислота + НАД;

6. Для какого метаболического пути характерны реакции, представленные в упражнении 5?

7. Напишите структурные формулы ди- и трикарбоновых кислот, функционирующих в цикле Кребса.

8.  Напишите схемы четырех реакций цикла Кребса, катализируемых дегидрогеназами

 Отметьте коферменты дегидрогеназ.

ТЕМА 5. НУКЛЕИНОВЫЕ КИСЛОТЫ.

     К нуклеиновым кислотам относят высокомолекулярные  соединения, характеризующиеся определенным элементарным составом и распадающиеся при гидролизе на пуриновые и пиримидиновые основания, пентозу и фосфорную кислоту. Особенно характерно для нуклеиновых кислот содержание Р  (8 –10 %) и N (15 – 16 %).

   Химический состав нуклеиновых кислот.

 При  нагревании нуклеиновых кислот с хлорной кислотой они распадаются на структурные единицы, из которых построены их макромолекулы. В состав нуклеиновых кислот входят пиримидиновые основания: цитозин, урацил,  тимин и в очень малых количествах их производные, пуриновые основания: аденин, гуамин и их производные, моносахариды: рибоза и дезоксиребоза, фосфорная кислота. В соответствии с характером углеводные компоненты различают дезоксирибонуклеиновую кислоту (ДНК) и рибонуклеиновую кислоту (РНК).

   Классификация ДНК и РНК.

 В зависимости от места локализации ДНК  в клетке  различают ядерную, митохондриальную, хлоропластическую, центриольную и эписомальную ДНК, кроме внутри клеточной ДНК существует ДНК,  входящая в состав вирусов и фагов. 

   По функциональному значению РНК  делят на следующие виды:

1. транспортные РНК (тРНК) осуществляют кодирование аминокислот и перенос их в рибосомальный аппарат клетки в процессе биосинтеза белка. ТРНК локализованы в ядерном соке, митохондриях.

2. рибосомальные РНК (рРНК) являются структурной основой рибосом и выполняют в них разнообразные функции.

3. информационные или матричные РНК (мРНК) выполняют роль матрицы в процессе сборки полипептидных цепей в рибосомальном  аппарате клетки.

4. вирусные РНК являются составными частями  вирусных и фаговых рибонуклеопротеинов и несут всю  информацию, необходимую для размножения вируса в клетках хозяина.

Лабораторная работа 8. Выделение и гидролиз нуклеопротеидов.

     Нуклеопротеиды относятся к группе сложных белков, простетической группой  которых являются нуклеиновые кислоты.

Оборудование и реактивы:

 ступка с пестиком, центрифуга, стакан, воронка, пробирки, колба для фильтрования,

 0,4%, 4%, 10% растворы гидроксида натрия, 10%  растворы уксусной и серной  кислот,

 5% раствор  сернокислой меди, Фелингова жидкость, растворы орцина или флороглюцина, аммиачный раствор окиси серебра, 25% раствор аммиака, раствор молибденовокислого аммония.

Опыт 1. Выделение  нуклеопротеида из дрожжей.

     5 г дрожжей смешивают  в ступке  с 2 мл воды, добавляют немного  песка и тщательно  растирают, примешивая  небольшими порциями 25 –13 мл 0,4% раствора гидроксида натрия в течение 15 –20 мин. После этого смесь подвергают центрифугированию. Центрифугат сливают в стакан и по каплям прибавляют 10% уксусную кислоту, до прекращения выделения осадка (5 –6 мл), полученный осадок нуклеопротеида  отделяют от раствора на центрифуге.

Опыт 2. Гидролиз нуклеопротеида.

     В колбу или пробирку помещают осадок нуклеопротеида и 20 мл 10% раствора  серной кислоты, нагревают  до  35 – 40˚С. Гидролизат охлаждают, отфильтровывают и в прозрачном растворе определяют наличие  белка, пентозы, пуриновых оснований и   фосфорной кислоты из которых состоит нуклеопротеид.  Белок обнаруживают с помощью биуретовой или миллоновой  реакции. Пентозу обнаруживают по характерному окрашиванию при взаимодействии с орцином или флороглюцином, или путем восстановления меди в щелочном растворе гидрата оксида меди. К 1 мл  реактива (с орцина или флороглюцина) добовляют половинуобъема гидролизата и нагревают до кипения. В случае использования орцина появляется зеленое окрашивание, а в случае использования флороглюцина – розово - красное.
    Во втором случае в пробирку наливают 3 –4 мл гидролизата  и  2 мл 10% раствора  гидроксида натрия. К смеси  прибавляют  при встряхивании по каплям 5% раствор медного купороса, образующийся при этом осадок гидрата окиси  меди растворяется. Раствор окрашивается в синий цвет. Медный купорос приливают до появления не исчезающей при встряхивании мути. Пробирку нагревают в верхней части до начинающегося кипения жидкости. При этом появляется сначала желтый осадок гидрата закиси меди, который переходит  в красный осадок  закиси меди. В этом опыте лучше использовать Фелингову жидкость, которая при  смешивании в равных объемах с гидролизатом при нагревании в пробирке, образует красный осадок закиси меди.

    Пуриновые основания обнаруживают при реакции с аммиачным раствором  окиси серебра.  К 2 мл гидролизата в пробирке приливают по каплям крепкий раствор аммиака до щелочной реакции и добавляют около 1 мл  аммиачного раствора окиси серебра, при этом образуется хлопьевидный осадок серебряных солей пуриновых оснований.

     Фосфорную кислоту обнаруживают с помощью молибденовокислого аммония. К 2 мл  раствора молибденовокислого аммония в азотной кислоте прибавляют 2 –3 мл  раствора гидролизата. Смесь слегка нагревают, образуется желто-зеленый осадок фосфорномолибденовокислого аммония (NH₄)₃PO₄⋅ МоО₃.

Вопросы и расчетно-графические задания.

1. Охарактеризовать составные компоненты нуклеиновых кислот.

2. Назовите виды нуклеиновых кислот.

3. Какие биологические функции ДНК?

4. Какие биологические функции РНК?

5. Как связаны нуклеотиды между собой в молекуле нуклеиновых кислот?
[image: image9.wmf]
Приведите примеры.

6. Длина молекулы ДНК бактериофага ТЗ равна 14 мкм. Рассчитайте ее молекулярную массу.

7. В составе рибосомы кишечной палочки  ( E. Coli ) содержится по одной молекуле 23S,  16S, и 5S РНК.

       Рассчитайте соотношение трех видов РНК в рибосоме кишечной палочки  (в %).

      8.    Напишите уравнения  реакций согласно схемам с использованием структурных формул 

             всех компонентов:

                                         + Н2О

              а) аденин   
[image: image10.wmf]®

    гипоксантин  
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  ксантин  
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  мочевая кислота

                                            -NH3

                                                                 + 1⁄2  О2 + Н2О           + Н2О             + Н2О
              б) мочевая кислота           
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       А     
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     В     
[image: image15.wmf]®

   С  

                                                            -CO2   

                                          +НАДФ +Н+            + Н2О                 + Н2О

               в) урацил     
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        А     
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        В     
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      С  

                                                 - НАД+

                                                                                   + Н2О                                 + Н2О

                г)  гуанозинмонофосфат       
[image: image19.wmf]®

      гуанозин      
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      гуанин

                                                                                  - Н3РО4                                                 -рибоза

ТЕМА 6. ЛИПИДЫ.

Липидами называют природные неполярные соединения, не​растворимые в воде, но растворимые в неполярных растворите​лях, таких как эфир, хлороформ, бензол и др.

 В класс липидов попадает обширная группа соединений, имеющих разную структypy и биологические функции. В структурном отношении все липиды являются сложными эфирами жирных кислот и разнообразных спиртов. Жирные кислоты — это карбоновые кислоты с длинной али​фатической цепью.
 Высшие жирные кислоты (ВЖК) являются основными гидрофобными компонентами липидов. Большинство ВЖК представляет собой монокарбоновые кислоты, содержащие линейные углеводородные цепи с четным числом атомов углерода (обычно С12—С20). Среди ВЖК часто встречаются ненасыщенные кислоты с одной или несколькими двойными связями. Структурные формулы и названия наиболее распространенных ВЖК приведены в таблице.  Наиболее распространенные природные жирные кислоты

 
 
Число 

Формула 
Название 
атомов С 

Насыщенные кислоты 

СН3-(СН2)10СООН 
Лауриновая 
12 

СН3-(СН2)]2СООН 
Миристиновая 
14 

СН3-(СН2)14СООН 
Пальмитиновая 
16 

СН3-(СН2)16СООН 
Стеариновая 
18 

СН3-(СН2)22СООН 
Лйгноцериновая 
24 

Ненасыщенные кислоты 

СН3-(СН2)5СН=СН-(СН2)7СООН 
Пальмитоолеиновая 
16 

СН3-(СН2)7СН=СН-(СН2)7СООН 
Олеиновая 
18 

СН3-(СН2)3(СН2-СН=СН)2-(СН2)7СООН 
Линолевая 
18 

СН3-(СН2)4(СН=СН-СН2)4-(СН2)2СООН 
Арахидоновая 
20 

СН3-(СН2)7СН=СН-(СН2)13СООН 
Нервоновая 
24 

Среди насыщенных природных ВЖК особенно распростране​ны пальмитиновая и стеариновая кислоты, они найдены во всех тканях животных и человека.

 Среди ненасыщенных кислот наиболее распространенной является олеиновая кислота.

 В организме высшие жирные кислоты в свободном виде содержатся в очень незначительных количествах.
По физиологическому значению липиды делят на резервные и структурные.

 Резервные липиды депонируются в больших количествах и при необходимости расходуются для энергетических нужд организма.

 К резервным липидам относят триглицериды.

 Все остальные липиды можно отнести к структурным липидам.
К основным биологическим функциям липидов можно отнести следующие:
• энергетическая — при окислении липидов в организме выделяется энергия

 (при окислении 1 г липидов выделяется 39,1 кДж);
•  структурная — входят в состав различных биологических мембран;
• транспортная — участвуют в транспорте веществ через липид-ный слой биомембраны;
•механическая — липиды соединительной ткани, окружающей внутренние органы, и подкожного жирового слоя предохраняют органы от повреждений при внешних механических воздействиях;
• теплоизолирующая — благодаря своей низкой теплопроводности сохраняют тепло в организме.  Липиды составляют 10—20% от массы тела человека. В теле взрос​лого человека содержится 10—12 кг липидов, из которых 2—3 кг приходится на структурные липиды. Подавляющая часть резерв​ных липидов (до 98%) сосредоточена в жировой ткани. Нервная ткань содержит до 25% структурных липидов, а биологические мембраны — 40% (от сухой массы).
Классификация липидов.

В зависимости от строения липиды разделяют на простые (двух-компонентные) и сложные (многокомпонентные).

В группе простых липидов выделяют жиры, воски (характерны для растений) и стериды. Сложные липиды подразделяются на фосфолипиды, гликолипиды, диольные и орнитинодипиды (характерны для м икроорганизмов).

Простые липиды.

Жиры (триглицериды) -- это сложные эфиры ВЖК и трехатомного спирта глицерина.
Среди триглицеридов различают простые и смешанные.

 В состав первых входят три одинаковые ВЖК, например:

СН2-О-СО-С17Н35

│
СН-0-СО-С17Н35
I
СН2-О-СО-С17Н35

      Тристеарин

СН2-0-СО-(СН2)7-СН=СН-(СН2)7-СН3 

│

СН-0-СО-(СН2)7-СН=СН-(СН2)7-СН3 

│

СН2-0-СО-(СН2)7-СН=СН-(СН2)7-СН3  

     Триолеин

Смешанные триглицериды построены из остатка глицерина и трех разных ВЖК: 

СН2-0-СО-(СН2)14-СН3

│
СН-0-СО-(СН2)16-СН3
I
СН2-О-СО-(СН2)16-СН3

Пальмитодистеарин

Природные жиры представляют собой смесь разнообразных триглицеридов, в которой преобладают смешанные триглицериды.

Стериды — это сложные эфиры ВЖК и полициклических спир​тов (стеролов).
Свободные стеролы и родственные им соединения представляют большую фракцию природных соединений. В организме человека лишь 10% стеролов представлены стеридами; 90% находятся в свободном состоянии и образуют неомыляемую (негидролизующуюся) фрак​цию.

Сложные липиды

Фосфолипиды --сложные эфиры многоатомных спиртов и высших жирных кислот, содержащие остатки фосфорной кислоты и связанные с нею добавочные соединения (аминоспирты, амино​кислоты и др.).

Фосфолипиды в зависимости от спирта, входящего в их состав, подразделяют на фосфатиды и сфингофосфолипиды

В состав фосфатидов входит глицерин. Их рассматривают как производные фосфатидной кислоты, откуда и происходит назва​ние этой группы фосфолипидов:

СН2-О-СО—R 

│

CH-O-CO-R'

│

СН2-0-Р=О

          ⁄  \

    но  он
Фосфатидная кислота

Фосфатиды различаются  высшими жирными кислотами и до​бавочными соединениями, входящими в их состав. В зависимости от добавочного соединения среди фосфатидов различают фосфати-дилхолин (лецитин), фосфатидилколамин (кефалин), фосфатидил-серин и т. д.

CH,-O-CO-R

│

CH-O-CO-R'

│

CH2-0-P-0-CH2-CH2-N-CH3

                ⁄ ⁄  \

              O    OH
Лецитин
CH.-0-CO-R

│

CH-O-CO-R'

│

СН2-0-Р-О-СН2-СН2-NН2 
           ⁄ ⁄  \

           O    OH
Кефалин
CH2-O-CO-R

│

CH-O-CO-R'

│

СН2-О-Р-О-СН2-СН-СООН

             ⁄ ⁄  \                       │  

              O    OH                 NН2 
Фосфатидилсерин

Наиболее распространены в природе лецитины.  Сфингофосфолипиды.  Из названия этой группы фосфолипидов ясно, что в их состав входит спирт сфингозин. Большое количество сфингофосфолипидов содержится в нервной ткани и крови человека. В плазме крови содержится 8—15% сфингофосфолипидов, а в мемб​ранах эритроцитов — 30—40% (от общего содержания липидов).

Гликолипиды.

 В состав гликолипидов входит сфингозин, ВЖК и углеводный компонент. В качестве углеводного компонента могут выступать глюкоза, галактоза, глюкозамин, галактозамин и их аце​тильные производные либо олигосахаридные цепи, состоящие из перечисленных моносахаридов.

 Высшие жирные кислоты, вхо​дящие в состав гликолипидов, весьма разнообразны.

 Гликолипиды обнаружены в головном мозге.

Основные понятия и термины темы.
Гликолипиды — сложные эфиры ВЖК и сфингозина, в состав которых входит углеводная компонента.
Жиры (триглицериды) — сложные эфиры ВЖК и трехатомно​го спирта глицерина.

Кетонемия — состояние организма, при котором происходит избыточное накопление кетоновых тел.

Кетоновые тела — продукты обмена ацетил-КоА; к ним отно​сятся ацетоуксусная и β-оксимасляная кислоты, ацетон.
Кетонурия — состояние организма, при котором происходит выделение кетоновых тел с мочой.

Липиды — природные неполярные соединения, нераствори​мые в воде, но растворимые в неполярных растворителях.
Липолиз — гидролитическое расщепление жиров.

Стериды — сложные эфиры ВЖК и полициклических спиртов.

Сфингофосфолипиды — сложные эфиры ВЖК и сфингозина, содержащие остаток фосфорной кислоты и связанное с ней доба​вочное соединение.

Фосфатиды — сложные эфиры ВЖК и глицерина, содержа​щие остаток фосфорной кислоты и связанное с ней  добавочное соединение.

Проверьте себя.

1.  Сложные эфиры ВЖК с глицерином и полициклическими спиртами составляют группу: 

а) сложных липидов;

 б) простых липидов;

 в) фосфатидов;

 г) диольных липидов.

2. В 1867 г. К.С. Дьяконовым впервые было установлено наличие в лецитинах азотистого ингредиента:

 а) холина;

 б) серина;
в)  треонина;

 г) этаноламина;

 д) этиламина.

3.  Липиды в виде комплексов с белками входят в состав:

а)  мультиэнзимных комплексов;

 б) рибосом;

 в) синтетазы ВЖК;

г)  биологических мембран.

4.  Главными липидами мембран являются:

 а) диольные липи-ды;

 б) триглицериды;

 в) гликолипиды;

 г) фосфолипиды

; д) воски.
5.  α-Сложноэфирные связи в молекулах триглицеридов подвергаются гидролизу при участии:

 а) фосфолипазы;

 б) ацетилхолин-эстеразы;

 в) липазы;

 г) алиэстеразы;

 д) фосфорилазы.

6.  Высшие жирные кислоты в процессе их катаболизма разрушаются преимущественно путем:

 а) процессов восстановления;

б) α-окисления;

 в) β-окисления;

 г) декарбоксилирования;

 д) гидролиза.

7. Процесс биосинтеза ВЖК локализован

: а) во внешней мембране митохондрий;

 б) во внутренней мембране митохондрий;
в)  в клеточной мембране;

 г) в ядерной мембране;

 д) в мембране эндоплазматаческого ретикулума.

Вопросы и расчетно-графические задания.

1.  Какие органические вещества называются липидами?

2. Какие химические компоненты входят в состав фосфатидов?

3. Напишите структурные формулы трипальмитина, пальмито-дилаурина, пальмитостеароолеина. Какие триглицериды входят в группу простых, а какие — смешанных триглицеридов?

4. Приведите схему гидролиза триолеина.

5. Напишите структурную формулу лецитина и схему гидролиза его при участии

    фосфолипаз А1, А2 и D.

6.  Напишите схемы реакций с использованием структурных формул субстратов и продуктов,

     а также ферментов, ускоряющих данные реакции:

    а)  Глицерин + АТФ → Фосфоглицерин + АДФ;

    б)  Пальмитиновая кислота + АТФ + KoASH → Пальмитил-КоА + АМФ + Н4Р2О7;

    в)   β-Оксилаурил-КоА + НАД+ → β-Кетолаурил-КоА + НАДН + Н+;

    г)    Фосфоглицерин + 2 Пальмитил-КоА → а,β-Дипальмитилглицерофосфат + 2КоА.

7. Напишите схему третьего этапа β-окисления пальмитиновой кислоты.

8.  Из глицерина, пальмитиновой, стеариновой и олеиновой кислот проведите синтез триглицерида.  Какие соединения (кроме ферментов) необходимые для осуществления синтеза  триглицерида  не указаны в  задании?

9.  Сколько молекул АТФ необходимо для осуществления синтеза триглицерида по условию

      упражнения   8?

10. Приведите схему синтеза лецитина.
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