Практичні заняття.

ТЕМА1. Ферменти.

Апофермент, кофактор, холофермент. Кофактор (кофермент) -залежнi ферменти. Вiтамiни та мiкроелементи: iх роль у функцiонуваннi ферментiв (скорочено). Характеристика i фiзiологiчна роль водорозчинних (тiамiн В1, рибофлавiн В2, нiкотинова кислота В5, пантотенова кислота В3, пiридоксин В6, бiотин, фолiєва кислота,В12). Типи механiзмiв участi коферментiв в каталiзi. Тривiальнi назви та систематична класифiкацiя. Специфiчнiсть дii ферментiв.

Хiмiчна будова ферментiв, природа каталiзу. Причини високої каталiтичної активностi ферментiв. Активний центр фермента: зв'язуюча та каталiтична зони, iх структуровi особливостi. Теорii Фiшера та Кошланда.

Стереоселективнiсть дiї ферментiв. Молекулярна асиметрiя i прохиральнiсть. Механiзм дiї ферментiв (лiзоцим, хiмотрипсин).

Основи ферментативноi кiнетики. Залежнiсть швидкостi ферментативної реакцiї вiд концентрацiї ферменту, субстрату, температури, рН. Рiвняння Мiхаелiса-Ментен. Одиницi активностi ферментiв. Гальмування та активацiя ферментiв. Типи гальмування ферментiв. Алостеричнi ферменти.

Iзофементи. Мультиферментнi комплекси та iх регуляцiя.

Індивідуальні завдання до теми 1

1.Який заряд має білок в ізоелектричній точці: 

а) негативний, 

б) позитивний, 

в) електрично    

г)нейтральний?

2.Як буде мігрувати білок при проведенні електрофорезу  в умовах, коли рН розчину нижче ізоелектричної точки: 

 а) до аноду,

 б) залишиться на лінії старту, 

 в) утворить біполярний іон?

3.Які властивості характерні для білків: 

 а) амфотерні,

 б) відсутність властивості кристалізуватися,

 в) відсутність властивості обертати площину поляризованого променя, 

г) термостабільність?

4. Які зв’язки беруть участь у формуванні конформаційної структури білка: 

 а) координаційні, 

 б) водневі, 

 в) іонні, 

  г) ковалентні?

Поясніть механізм прискорення хімічних реакцій ферментами. За рахунок чого це відбувається?

Якого типу безповоротні інгібітори Вам відомі? На які кінетичні параметри вони впливають?

Опишіть вплив температури на швидкість ферментативних реакцій.

Відсутністю якого ферменту в слизовій кишечника пояснюється непереносимість молока? 

ТЕМА 2. Вуглеводи.

Класифiкацiя вуглеводiв i роль у живiй природi.
Моносахариди: триози, тетрози, пентози, гексози i гептози. Розповсюдженiсть в природi, знаходження в клiтинах живих органiзмiв.Будова, iзомерiя, явище мутаротацiї, циклiчнi формули, епiмери i аномери. Хiмiчнi властивостi. Хiмiчнi властивостi глiкозидного гiдроксилу. Вiдкриття хiмiчної будови глюкози. Кольоровi реакцiї. Методи вивчення будови вуглеводiв.Конформацiйний аналiз моносахаридiв: конформацii крiсла i ночвiв.Поняття про закрiплену конформацiю.Найважливiшi представники: рибоза, рибулоза, глюкоза, маноза, галактоза, седогептулоза.Похiднi вуглеводiв: сахарнi кислоти, амiноцукри, глiкозиди.Дисахариди: сахароза, лактоза, мальтоза, целобiоза. Хiмiчнi, фiзичнi i бiологiчнi властивостi. Вiдновлюючi та невiдновлюючi дисахариди.Полiсахариди. Гомологiчнi полiсахариди: целюлоза, крохмаль i глiкоген, хiтiн. Вiдмiнносстi будови альфа- i бета- глюкозидополiмерiв. 

Індивідуальні завдання до теми 2

Напишіть структурну формулу α-Д-глюкопіранози.

Чим визначаються хімічні властивості дисахаридів:

а) відсутністю;

б) наявністю редуцюючих угруповань?

Напишіть структурну формулу α-Д-рібофуранози.

Які речовини відносять до гетерополісахаридів? Який їх склад?

Напишіть структурну формулу Д-седогептулози.

Напишіть структурну формулу арабінози.

Що таке глікозіди? Напишіть формули:

 а) α-метилглюкозіду; 

 б) β-метилглюкозіду?

Напишіть структурну формулу рибози.

Для якого типу будови дисахаридів мальтозного  (а) або трегалозного (б) характерні редуцюючі властивості?

Напишіть структурну формулу Д-глюкози у конформації крісла.

Опишіть явище мутаротації.

Напишіть структурну формулу α-Д-галактоза-1-фосфату.

Напишіть структурну формулу мальтози. 

Напишіть структурну формулу гіалуронової кислоти.
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Лабораторна робота № 6 

ДОСЛІДЖЕННЯ ВЛАСТИВОСТЕЙ АМІЛАЗИ СЛИНИ

Термолабільність


Згортання поліпептидного ланцюга у нативну конформацію відбувається найбільш успішно за фізіологічних умов. При розриві великої кількості зв’язків, що стабілізують просторову структуру білкової молекули, нативна конформація  білку порушується, і молекула приймає форму невпорядкова-ного клубку, тобто денатурує. Нагрівання до 60–80о С призводить до денатурації білків через порушення водневих зв’язків, що стабілізують нативну конформацію поліпептидного ланцюга. При денатурації ферменти втрачають свою каталітичну активність.


Реактиви: 1%-ий розчин крохмалю; 10%-ий розчин гідроксиду натрію; 1%-ий розчин сірчанокислої міді; розчин йоду в йодистому калію; слина, розведена у 5 разів.


Обладнання: мірні циліндри на 10 мл або 25 мл; піпетки на 1 мл;      термостат або водяна баня (температура 38о С); штатив для пробірок.

Хід роботи


Слину розводять у мірному циліндрі у 5 разів. До чистої пробірки відливають невелику кількість розведеної слини (2 або 3 мл) і кип’ятять протягом 5–8 хв., після чого охолоджують.


До трьох пробірок вносять по 10 крапель 1%-го розчину крохмалю. До першої пробірки додають 10 крапель розведеної слини, до другої – 10 крапель 

прокип’яченої слини, до третьої – 10 крапель води (у якості контролю). Всі пробірки переносять до термостату або водяну баню при температурі 38о С на 10 хв. Після цього проводять якісні реакції на крохмаль і редукуючі речовини, для чого вміст кожної пробірки ділять на два об’єми.


Реакція на крохмаль: до 5 крапель досліджуваного розчину приливають 1 краплю розчину йоду в йодистому калію. У присутності крохмалю розвивається синє забарвлення.


Реакція на редукуючі речовини (реакція Тромера): до 5 крапель досліджуваного розчину додають 5 крапель 10%-го розчину NaOH і 5 крапель 1%-го розчину СuSO4. Розчин забарвлюється у синій колір. Пробірку обережно (на малому вогні) нагрівають до кипіння. Спочатку випадає жовтий осад гідроксиду міді CuOH, який потім переходить до червоного осаду Cu2O.
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Глюкоза (продукт ферментативного гідролізу крохмалю) у лужному середовищі відновлює гідроксид міді до оксиду, а сама окиснюється до глюконової кислоти. При більш глибокому окисненні глюкози утворюються солі цукрової кислоти та низка інших сполук. Крохмаль та олігосахариди реакцію Тромера не дають. Необхідно запобігати додаванню надлишку сульфату міді, оскільки гідрат окису міді – Cu(OH)2 – має блакитний колір, а при нагріванні утворюється оксид міді (IІ) – осад чорного кольору –, що може маскувати  появу  червоного осаду Cu2O.


Одержані результати рекомендовано занести до табл. 3:

Таблиця 3

Форма звіту

	Субстрат
	Фермент
	Реакція на крохмаль з йодом
	Реакція Тромера
	Висновки

	
	
	
	
	


Специфічність


Реактиви: 1%-ий розчин сахарози; 1%-ий розчин крохмалю; 10%-ий розчин гідроксиду натрію; 1%-ий розчин сірчанокислої міді; слюна у розведенні 1:10.


Обладнання: термостат (або водяна баня); штатив з пробірками.

Хід роботи


До двох пробірок приливають по 5 крапель розведеної слини. До першої пробірки вносять 10 крапель 1%-го розчину крохмалю, до другої – 10 крапель 1%-го розчину сахарози. Обидві пробірки переносять до термостату або водяної бані при температурі 38о С, після чого із вмістом пробірки проводять реакцію Тромера на вуглеводи.


Одержані результати рекомендовано занести до табл. 4:

Таблиця 4

Форма звіту

	Субстрат
	Фермент
	Реакція Тромера
	Висновки

	
	
	
	


Вплив рН середовища на активність амілази 


Активність ферменту залежить від реакції середовища, що пояснюється його білковою природою. Значення рН, при якому спостерігається макси-мальна активність фермента, називається оптимумом рН. Зміни рН призводять до змін ступеня іонізації іоногенних груп в активному центрі. Це впливає на спорідненність субстрату до активного центра і на каталітичний механізм. Крім того, зміни іонізації білку (не лише в області активного центру) викликають конформаційні зрушення молекули ферменту. Оптимум рН для більшості ферментів лежить у межах 6–8 (трипсин – 8,0–9,0; сахараза – 6,2; амі-лаза слини – 6,9–7,0; панкреатична ліпаза – 7,0–8,0; каталаза – 7,0–7,6).      Виключення – пепсин (рНопт 1,5–2,5). Кількісне визначення ферментів проводять при оптимальному для даного ферменту рН.


Реактиви: 0,5%-ий розчин крохмалю; слина у розведенні 1:100 (у        залежності від активності слини її можна розводити у 50 або 10 разів); 0,2 М розчин Na2HPO4; 0,1 М розчин лимонної кислоти; розчин йоду в йодистому калію; 1%-ий розчин NaCl.


Обладнання: водяна баня або термостат з температурою 38о С, штатив з пробірками, піпетки.


Принцип методу: про вплив рН середовища на активність амілази роблять висновок на підставі інтенсивності розщеплення цим ферментом крох-малю.

Хід роботи


До пробірок вносять 0,2 М розчин Na2HPO4 і 0,1 М розчин лимонної кислоти у співвідношеннях, приведених у табл. 5:

Таблиця 5

Приготування інкубаційної суміші з різними значеннями рН

	Об’єм 0,2 М  р-ну Na2HPO4 мл
	Об’єм  0,1 М  р-ну лимонної кислоти, мл
	рН

суміші
	Об’єм 0,5%-го р-ну крохмалю, мл


	Об’єм

розведеної слини, мл
	Забар-влення йодом

	0,58

0,63

0,69

0,77

0,87

0,94

0,97
	0,42

0,37

0,31

0,23

0,13

0,06

0,03
	5,6

6,0

6,4

6,8

7,2

7,6

8,0
	1

1

1

1

1

1

1
	1

1

1

1

1

1

1
	



Отримують буферні розчини, рН яких від 5,6 до 8,0. До кожної про-бірки додають по 10 крапель 1%-го розчину NaCl і 0,5%-го розчину крох-малю, а також по 1 мл слини, розведеної у 100 разів. Перемішують вміст пробірок і переносять їх до водяної бані або термостату (38о С) на 5–10 хв (у   залежності від індивідуальних особливостей слини). Потім до всіх пробірок додають по 1 краплі розчину йоду в КІ, перемішують, спостерігають забарвлення і визначають рН, при якому амілаза діє найбільш активно. 

Дослідження впливу активаторів та інгібіторів на активність амілази


Речовини, що підвищують активність ферментів, називаються активаторами, а речовини, які знижують активність біокаталізаторів, – інгібіторами. До активаторів належать деякі іони: Na+, Mg2+, Mn2+, Co2+ тощо, а також інші речовини, наприклад, жовчні кислоти, які є активаторами ліпази.


Розрізняють зворотні та незворотні інгібітори. Зворотні інгібітори    можуть бути конкурентними або неконкурентними. Конкурентні інгібітори – це сполуки, структура яких подібна до структури субстрату. Такий інгібітор зв’язується з активним центром ферменту. Цей зв’язок можна порушити     збільшенням концентрації субстрату. Конкурентне інгібування лежить в основі дії антивітамінів, сульфаніламідних препаратів, антибіотиків, деякі впливають на метаболізм мікроорганізмів. Прикладом незворотнього інгібування може бути дія фосфорорганічних інгібіторов на активність холінестерази, 

трипсину, хімотрипсину. За умов впливу таких інгібіторів утворюються стійкі сполуки ферменту та інгібітору за рахунок виникнення ковалентних зв’язків з функціональними групами активного центру ферменту, які приймають участь у каталітичному процесі.


Деякі інгібітори застосовуються у медицині в якості лікарських засобів. Наприклад, трасилол – інгібітор трипсину – знайшов широке застосування при панкреатитах, езерин – інгібітор холінестерази – у клініці очних хвороб.


Реактиви: 1%-ий розчин NaCl; 1%-ий розчин CuSO4; 0,5%-ий розчин крохмалю; 0,1%-ий розчин йоду у 0,2%-му розчині KI.


Обладнання: пробірки, піпетки, термостат або водяна баня.


Принцип методу: активатором амілази є іони хлору, інгібітором – іони міді (ІІ). Визначення інтенсивності гідролізу крохмалю ферментом у присутності хлориду натрію та сульфату міді дає змогу оцінити вплив цих речовин на активність амілази.

Хід роботи


Слину розводять у 5 разів. Беруть три пробірки. У першу наливають 1 мл дистильованої води, до другої – 0,8 мл води та 0,2 мл 1%-го розчину хлористого натрію, а у третю – 0,8 мл води та 0,2 мл 1%-го розчину сульфату  міді. До всіх пробірок додають по 1 мл розчину слини. Вміст перемішують і додають по 0,5 мл крохмалю, потім знов перемішують і ставлять на водяну баню або термостатують при температурі 38о С протягом 5 хв. Потім у всіх пробірках проводять реакцію з йодом і спостерігають характер забарвлення.


Результати роботи заносять до таблиці і роблять висновки (табл. 6):

Таблиця 6

Форма звіту

	Вміст пробірок
	Пробірка 

	
	1
	2
	3

	Вода

Сульфат міді, 1%-ий розчин

Хлористий натрій, 1%-ий розчин

Слина (1:5)

Крохмаль, 0,5%-ий розчин
	
	
	

	Забарвлення після додавання йоду
	
	
	

	Висновки 
	
	
	


