PROGRAM CWICZEN Z BIOCHEMII
DLA STUDENTOW STUDIOW DZIENNYCH kierunek WF

Cwicz.1. Repetytorium wybranych zagadnien z chemii nieorganicznej (stgzenia roztwordow,
dysocjacja, iloczyn jonowy wody, pH, kwasy, zasady, sole, roztwory buforowe, indykatory
pH, reakcje red-ox.) i z chemii organicznej (weglowodory, alkohole, aldehydy, ketony,
kwasy organiczne, estry, aminy -grupy funkcyjne, wlasnosci fizyczne i chemiczne tych
zwigzkow, rodzaje izomerii).

Cwicz.2. Wiasnoéci aminokwasow i biatek - whasnosci fizykochemiczne tych zwiazkow,
hemoglobina i mioglobina, efekt Bohra. Czes¢ praktyczna: reakcje charakterystyczne
aminokwasow i biatek. Oznaczanie punktu izoelektrycznego bialek.

Cwicz.3. Metabolizm biatek i aminokwaséw — dekarboksylacja, transaminacja, oksydacyjna
dezaminacja glutaminianu, cykl mocznikowy.

Cwicz.4. Enzymy i witaminy - budowa i funkcja enzymoéw, rola witamin w aktywnosci_biatek
enzymatycznych, zasady klasyfikacji enzymow, kinetyka reakcji enzymatycznych, enzymy
regulatorowe. Czes¢ praktyczna - $ledzenie reakcji enzymatycznych z udzialem enzymow
trawiennych (amylaza §linowa) lub oksydoreduktaz (katalaza)

Cwicz.5. Cukry proste i ztozone- budowa, wlasnoéci cukrow, hydroliza wielocukrow w
przewodzie pokarmowym, fosforoliza glikogenu. Czes¢ praktyczna - reakcje
charakterystyczne cukrow prostych i ztozonych,

Cwicz.6. Metabolizm cukréw - Glikoliza w warunkach beztlenowych i tlenowych,
fosforylacje substratowe towarzyszace tej przemianie, bilans energetyczny glikolizy w
warunkach beztlenowych, tlenowa przemiana pirogronianu, cykl Krebsa i tancuch
oddechowy, uktady transportujace NADH z cytoplazmy do mitochondrium, bilans
energetyczny glikolizy w warunkach tlenowych. Glukoneogeneza, cykl Cori. Czesé
praktyczna - oznaczanie glukozy we krwi.

Cwicz.7. Sprawdzian pisemny

Cwicz.8. Tluszcze i ich metabolizm - wlasnosci fizyczne 1 chemiczne thuszczow, trawienie
thuszczow, metabolizm ttuszezow, B-oksydacja kwasdéw tluszczowych, biosynteza kwasow
tluszczowych, ciata ketonowe. Czes¢ praktyczna: oznaczanie cholesterolu

Cwicz.9. Hormony - ich podziat pod wzgledem budowy chemicznej. Mechanizm
hormonalnego oddzialywania glukagonu i hormonéw katecholowych na metabolizm
glikogenu, cykliczny AMP 1 jego rola w regulacji hormonalnej. Mechanizm dzialania
hormonéw steroidowych. Mechanizm dziatania insuliny. Czes¢ praktyczna - 0znaczanie
adrenaliny.

Cwicz.10. Integracja metabolizmu - Regulacja glikolizy w migéniu szkieletowym na poziomie
fosfofruktokinazy. Losy pirogronianu w migéniu 1 regulacja aktywnosci dehydrogenazy
pirogronianowej. Utylizacja mleczanu. Mitochondrialny transport ATP, ADP, Pi. Regulacja
metabolizmu cukréow i1 kwasow thuszczowych w migéniu szkieletowym (cykl Randle’a
glukoza-kwasy thuszczowe, recykling kwasow thuszczowych). Udzial aminokwasow w
glukoneogenezie.

Cwicz.11. Metabolizm wysitkowy - Fosforany wysokoenergetyczne i ich pula komérkowa.
Bioenergetyka skurczu migsnia. Uktad bialek miesnia szkieletowego w skurczu 1
rozkurczu. ATP jako bezposrednie zrodto energii do pracy migs$nia. Hydroliza ATP i
regulacja tego procesu poprzez zmiany stezen jondw wapnia. Mechanizmy resyntezy ATP
pozwalajace na kontynuowanie pracy. Zaangazowanie poszczegolnych systemow resyntezy




ATP w =zalezno$ci od intensywno$ci pracy. Wyrazenie intensywnosci pracy jako %

zaangazowania pulapu tlenowego (VOZ2 max). Pojecie putapu tlenowego. Klasyfikacja
intensywnos$ci wysitku fizycznego: max oraz % udziatu witdkien ST 1 FT w ogdlnej masie
migsniowej. Biochemiczne podstawy adaptacji do treningu o charakterze beztlenowym i
wytrzymalo$ciowym.  Zmiany metaboliczne  wywotane w  wyniku  treningu
wytrzymalosciowego. Udzial utleniania poszczegélnych substratéw energetycznych jako
posredniego zrédla energii w warunkach spoczynku oraz przy pracy o rdéznych
intensywnosciach i czasie trwania.

Cwicz.12. Sprawdzian pisemny

Cwicz.13. Poprawa sprawdziandw pisemnych



CWICZENIE nr 1

REPETYTORIUM Z ZAKRESU PODSTAWOWYCH WIADOMOSCI Z CHEMII
NIEORGANICZNEJ

Czgs¢ teoretyczna:

Dysocjacja elektrolityczna, stopien dysocjacji, stata dysocjacji, iloczyn jonowy wody.
Elektrolity mocne i stabe. Dysocjacja kwasow, zasad i soli. pH. Bufory, mechanizm dziatania
buforéw, rownanie Hendersona-Hasselbacha. Jony obojnacze. ROwnowaga chemiczna, stata
rownowagi. Szybko$¢ reakcji chemicznej. Kataliza i katalizatory. Reakcje utleniania i
redukcji. Potencjaly utleniajaco-redukcyjne. Stezenie roztwordw. Roztwory wilasciwe
koloidalne i zawiesiny.

Obowigzujace wzory zwigzkéw chemicznych

czasteczka tlenu, wodoru, azotu, jony sodu, potasu, wapnia, magnezu, zelaza, chloru, jon
amonowy, jon hydroniowy, jon wodorotlenowy, kwas solny, kwas azotowy, kwas siarkowy,
kwas fosforowy, kwas weglowy, siarkowodor, zasada sodowa, zasad potasowa, wzory soli,
zasada amonowa, amoniak, woda

REPETYTORIUM WYBRANYCH ZAGADNIEN Z CHEMII ORGANICZNEJ

Cze$¢ teoretyczna:

Zjawisko izomerii. Izomeria strukturalna (fahcuchowa, potozenia, funkcyjna) i przestrzenna
(optyczna, konformacyjna, geometryczna).

Weglowodory nasycone, nienasycone i aromatyczne. Alkohole, fenole, aldehydy, ketony,
kwasy organiczne. Wtlasnosci chemiczne wymienionych zwigzkéw. Reakcje utleniania i
redukcji w chemii organicznej. Kwasy: hydroksykwasy, ketokwasy, kwasy
wielokarboksylowe, bezwodniki kwasowe, reakcje dekarboksylacji. Estry kwasow
organicznych i nieorganicznych. Tioestry: aminy, amidy i aminokwasy.

Obowiazujace wzory zwiazkdéw chemicznych

kwas octowy, kwas mlekowy, kwas pirogronowy, aldehyd mréwkowy, aldehyd octowy,
alkohol metylowy, alkohol etylowy, glicerol, metan, etan, kwas palmitynowy, kwas
stearynowy, glicyna, alanina, glukoza, fruktoza, grupy funkcyjne (aldehydowa, ketonowa,
karboksylowa, tiolowa, fenolowa, amidowa, aminowa), wigzanie 1,4 - i 1,6-a-glikozydowe,
wigzanie estrowe, wigzanie bezwodnikowe.

CZESC PRAKTYCZNA
1. Badanie kwasowosci wskazanych roztworéw
- Oznaczy¢ przy pomocy pH-metru odczyn:
- wody destylowanej
- buforu fosforanowego
- Poroéwnanie wiasnosci buforujacych wody destylowanej i buforu fosforanowego.
Do zlewki z woda destylowang dodawaé¢ kroplami IN HCI, a nastgpnie 1IN NaOH -
obserwujac przy tym zmiany pH. Powtorzy¢ pomiar z buforem fosforanowym zamiast wody
destylowanej.




CWICZENIE nr 2
WLASNOSCI AMINOKWASOW I BIALEK

Czgs¢ teoretyczna:

Jony obojnacze aminokwasow. Wigzanie peptydowe. Peptydy, bialka. Struktura przestrzenna
biatek. Wigzania stabilizujace strukture przestrzenng biatek. Punkt izoelektryczny. Zmiana
jonizacji aminokwasow i bialek w zaleznosci od pH $rodowiska. Bufory krwi .Mioglobina i
hemoglobina, ich funkcja w zaopatrzeniu tkanek w tlen, efekt Bohra.

Cze$é praktyczna: REAKCJE CHARAKTERYSTYCZNE AMINOKWASOW I BIALEK.

1) Wykrywanie aminokwasoéw - REAKCJA NINHYDRYNOWA
Wszystkie aminokwasy charakteryzuja si¢ obecno$cia dwdch zdolnych do reagowania
grup funkcyjnych: - grupy karboksylowej (~COOH) i pierwszorzgdowej grupy aminowej

(-NH2). Aminokwasy ulegaja pod wptywem ninhydryny dekarboksylacji i utlenieniu, przy
czym wydziela si¢ amoniak i dwutlenek wegla, za§ ninhydryna ulega redukcji. Nastepnie
zredukowana czasteczka ninhydryny tworzy z druga niezredukowang czastkg ninhydryny i
dwiema czasteczkami amoniaku barwne, fiolkowo-niebieskie potaczenie. Prolina i
hydroksyprolina daja produkty o barwie zottej. Roztwory biatek barwig si¢ rowniez z
ninhydryna, jednak intensywno$¢ barwy jest mata.
Wykonanie:

— odmierzy¢ do jednej probowki okoto 1 ml roztworu glicyny, do drugiej 1 ml roztworu

proliny
— do obu probowek dodac kilka kropel roztworu ninhydryny
— ogrzewac probowki przez trzy minuty w tazni wodne;j
— zaobserwowac powstale zabarwienie

2) Wykrywanie biatek - REAKCJA BIURETOWA

Jest to reakcja charakterystyczna dla zwigzkow posiadajacych wigzanie peptydowe:
peptydow 1 biatek. Nazwa reakcji wywodzi si¢ od najprostszego dajacego ja zwigzku: biuretu
posiadajacego ugrupowanie —CO—-NH-, powstatego z mocznika.

Z wigzaniami tego typu jony miedziowe (Cu2+) tworzg w $rodowisku zasadowym
kompleksy o barwie fioletowej. Jony miedziowe tworza rowniez barwne kompleksy z
wolnymi aminokwasami, jednakze ich barwa ma inny odcien (niebieski) i jest znacznie mniej
intensywna. Reakcje te wykorzystuje si¢ do ilosciowego oznaczania biatka.

— odmierzy¢ do jednej probowki 1 ml roztworu biatka, do drugiej 1 ml roztworu biuretu
(uzyskanego w wyniku stopienia kilku krysztatkéw mocznika i rozpuszczeniu go w wodzie
i do trzeciej 1 ml 0,9% NacCl

— doda¢ do wszystkich prob po okoto 2 ml odczynnika biuretowego

— zaobserwowac¢ powstale zabarwienie



3) DENATURACJA BIALEK

Denaturacja wystepuje woéwcezas, gdy pod wpltywem czynnikow fizycznych lub
chemicznych zdeformowaniu lub zniszczeniu ulega struktura drugo-, trzecio- Ilub
czwartorzedowa. Denaturacje biatek mozna spowodowac przez ogrzanie roztworu do wrzenia
(koagulacja cieplna), dzialanie jonami metali cigzkich (na przyktad otowiu, srebra, rteci),
dziataniem kwasami nieorganicznymi (np. kwasem nadchlorowym) lub organicznymi (np.
kwasem trdjchlorooctowym, sulfosalicylowym, pikrynowym). Rozpuszczalniki organiczne
dziatajace odwadniajaco (np. etanol czy aceton) oraz sole nieorganiczne (np. siarczan amonu
czy magnezu) beda powodowaly wytracanie si¢ bialek. Zjawisko to wykorzystuje si¢ do
frakcjonowania biatek z roztwordw zawierajacych mieszaning réznych bialek.
Wykonanie:
—odmierzy¢ do trzech probowek po 1 ml roztworu biatka
— doda¢ do pierwszej probowki: 1 ml etanolu

do drugiej: 1 ml 10% kwasu tréjchlorooctowego (TCA)

do trzeciej: 1 ml 2% octanu otowiu
— nastepnie do kazdej z probowek doda¢ po okoto 10 ml wody destylowanej
— zaobserwowac zachowanie si¢ biatka pod wptywem dodanych odczynnikoéw i pod
wpltywem

dodanej wody.

4) Wykrywanie aminokwasow aromatycznych - REAKCJA KSANTOPROTEINOWA
Dodatni odczyn ksantoproteinowy daja aminokwasy aromatyczne, ktore ulegaja
reakcji nitrowania pod wptywem stezonego kwasu azotowego przybierajac charakterystyczne
dla zwiazkoéw nitrowych zabarwienie zolte, ktore po alkalizacji wodorotlenkiem sodu zmienia

si¢ na pomaranczowe.

Wykonanie:
Do roztworu biatka (surowica lub biatko jaja kurzego) doda¢ okoto 0,5 ml stezonego kwasu
azotowego 1 ogrza¢ przez 30 sek. Po ostudzeniu doda¢ w nadmiarze 30% roztworu NaOH.
Zaobserwowac 1 wyjasnic¢ reakcje.

5) Wyznaczanie punktu izoelektrycznego biatek (demonstracja)

Przygotowa¢ 8 suchych proébowek. Do 1-szej odmierzy¢ 3,2 ml 1 M roztworu kwasu
octowego i 6,8 ml wody destylowanej, do nastgpnych 7-miu - po 5 ml wody. Po doktadnym
wymieszaniu zawarto§ci w probodwce 1-szej , przenies¢ z niej 5 ml do drugiej, a z tej z kolei,
tez po wymieszaniu - 5 ml do trzeciej itd. Do kazdej probéwki doda¢ po 1 ml roztworu
kazeiny (5 g/l biatka w 0,1 M roztworze octanu sodowego) i wymiesza¢. Obserwowac
roztwory natychmiast po zmieszaniu 1 po 15 minutach inkubacji. Wynik wpisa¢ do tabelki:

Nr prébéwki 1 2 3 4 5 6 7 8

ilog¢ ml IM kw. octow. | 1.6 0.8 0.4 0.2 0.1 0.05 ] 0.025 | 0.012

pH roztworu 3.5 3.8 4.1 4.4 4.7 5.0 5.3 5.6

Zmegtnienie

Osad




BUFORY KRWI

1) Weglanowy N
NaHCO3 dysocjuje w srodowisku wodnym NaHCO3 < Na +HCO3._

H2CO3  dysocjuje wg schematu HoCO3 < H™ +HCO3 _

Jony H* powstate w procesach metabolicznych reaguja z jonami HCO3 ~ pochodzacymi z
dysocjacji soli: H" + HCO3~™ < H2CO3 N H20 + CO2

powstaje stabo zdysocjowany kwas do ptuc

Jezeli w ustroju pojawiaja si¢ jony OH to reagujg z protonami H' pochodzacymi z dysocjacji
kwasu weglowego: H' + OH < H20 (woda jest w bardzo matym stopniu zdysocjowana)

2) Fosforanowy
KH2PO4 w srodowisku wodnym KHoPOs < K' +HPO4

NagHPO4 dysocjujg catkowicie ~NagHPO4 < 2 Na® + HPO4,

Jony HY powstate w organizmie reaguja z HPOg4 2-;

HPO4 2- + H+ < HoPO4-
jon wydalany przez nerki
Jony OH  reaguja z H 2PO4

HoPO4 +OH &  H20+HPOs4 ,

3) Bialczanowy (biatko/bialczany’)

Biatko w zaleznos$ci od pH $rodowiska moze wystgpowac w réznych postaciach: jako
jon dodatni ( kation przy pH < pH punktu izoelek.), ujemny (anion przy pH > pHj) i
obojnaczy (obojetny przy pH = pHi )

NH3 COQ NH3 3 COo NH C9Q'_
NH3 . QOH NH3 . COO™ NH2 CoO™
NH3 . COOH NH3 . o]0l NH2 COO’

Gdy wzrasta st¢zenie jonOw H', to reaguja one z grupami— COO™ i —NH2 wiazac wolny H'
Gdy wzrasta stezenie jonow OH | to reaguja one z grupami —COOH i —N H3™, ktore oddajac
jon H* tworza czgsteczke wody.

4) Hemoglobinowy
Hemoglobina jest najwazniejszym uktadem buforujacym wsrdd biatek - wynika to z faktu, ze
stanowi ona prawie 3/4 catkowitego biatka krwi. Hemoglobina ma charakter kwasny z
powodu przewagi grup kwasowych hemu nad grupami zasadowymi globiny - stad
hemoglobina posiada zdolnos$¢ wigzania zasad.
Kwasno$¢ hemoglobiny zalezy od stopnia utlenowania. Oksyhemoglobina (hemoglobina
utlenowana) jest mocniejszym kwasem niz hemoglobina odtlenowana. Wynika to z
poréwnania statych dysocjacji, ktore wynosza dla HbO2 2,4 x 107 (pKa=6,95) a 6,6 x 10-9
dla hemoglobiny wolnej (pKa=8,25) . Wynika stad, ze Hb utlenowana (HbO?) jest 40-70 razy
silniejszym kwasem od Hb. Zatem hemoglobina utlenowana niechg¢tnie bedzie przyjmowata
jony H™, natomiast po oddaniu tlenu tkankom reaguje z H* wytwarzanymi w tych tkankach.
Potaczenie si¢ grupy hemowej Hb z O2 sprzyja dysocjacji protondow z czesci globinowej , za$
wigzanie H' przez globing sprzyja oddawaniu tlenu przez grupg hemowa.



Ta whasciwo$¢ hemoglobiny ma podstawowe znaczenie dla transportu tlenu z pluc do tkanek i
dwutlenku wegla z tkanek do ptuc.

ptuca:
02+ H-Hb+HCO3_ « HbO2+ H20 + CO2 wydalany przez ptuca

tkanki:
HbO2 +CO2 +H2O0 < H-Hb+HCO3 +O2 doutleniania biologicznego (taficuch
oddechowy)

W ukladzie otwartym (ciagly doptyw CO2 z tkanek i stale wydalanie CO2 przez ptuca)
pojemnos¢ buforowa krwi wynosi 76,8 mmoli na jedng jednostke pH, z czego 55,2 mmoli
przypada na bufor wodoroweglanowy (~'72% og6lnej pojemnosci buforujacej w uktadzie
otwartym). Przez wzmozenie wentylacji ptuc pojemnos¢ buforujaca krwi moze zwickszy¢ si¢
o dalsze 41,6 mmoli na jedng jednostk¢ pH [F.Kokot "Gospodarka wodno-elektrolitowa i
kwasowo-zasadowa w stanach fizjologii i patologii”]. Ogodlnoustrojowa pojemnosé¢
buforujaca wynosi $rednio 14 mmoli/jednostk¢ pH/kg m.c. W tym 10% uwarunkowane jest
uktadami buforujacymi krwi, 51% - uktadami buforujacymi tkanek, a 39 % -wentylacja phuc.



CWICZENIE nr 3
METABOLIZM BIALEK

Czgs¢ teoretyczna:

Trawienie biatek. Aminokwasy niezbedne. Przemiany aminokwaséw: dekarboksylacja,
transaminacja, oksydacyjna dezaminacja glutaminianu. Transport amoniaku we krwi. Cykl
mocznikowy - bilans energetyczny cyklu i jego lokalizacja tkankowa i komorkowa.



CWICZENIE nr 4

ENZYMY | WITAMINY

Czgs¢ teoretyczna

Enzymy jako biokatalizatory. Wplyw enzymoéw na energi¢ aktywacji 1 stalg
rownowagi reakcji. Mechanizm oddziatywania enzymu z substratem. Réwnanie reakcji
enzymatycznej. Kinetyka reakcji enzymatycznej Michaelisa-Menten. Wplyw stezenia
enzymu, temperatury i pH na szybko$¢ reakcji enzymatycznej. Hamowanie reakcji
enzymatycznej. Enzymy regulatorowe (allosteryczne). Klasyfikacja enzyméw. Witaminy jako
koenzymy. Koenzymy oksydoreduktaz.

Cze$¢ praktyczna:

A. Hydroliza enzymatyczna skrobi przez amylaze §linowa.
Amylaza nalezy do enzyméw hydrolitycznych (hydrolaz) bioracych udziat w trawieniu skrobi
poprzez rozklad wigzah glikozydowych typu o 1-4. Pod wpltywem tego enzymu skrobia
hydrolizuje stopniowo, poprzez kolejne dekstryny, do maltozy.
Wykonanie:
— umiesci¢ w zagltebieniach dwoch ptytek porcelanowych po 2-3 krople ptynu Lugola
(roztwr jodu w jodku potasu)
— wyptuka¢ doktadnie usta okoto 10 ml cieptej wody destylowanej i wyplu¢ do czyste;j
zlewki.
Roztwor zawierajacy enzym podzieli¢ na dwie porcje - jedng z tych porcji zagotowac.
— odmierzy¢ do dwéch probowek po 5 ml 1% $wiezo sporzadzonego roztworu skrobi
— do pierwszej probowki doda¢ 2 ml roztworu §liny a do drugiej 2 ml ugotowanego roztworu
sliny, obie proboéwki umiesci¢ w tazni wodnej o temperaturze 37°C
— natychmiast po rozpoczgciu inkubacji, a nastgpnie w odstgpach dwuminutowych pobierac
po jednej kropli mieszaniny inkubacyjnej, ktorg nalezy umiesci¢ w kolejnych
zaglebieniach plytek porcelanowych z ptynem Lugola
— obserwowac¢ zmiang¢ barwy kompleksu skrobi z jodem w miar¢ postepu hydrolizy
— wyjasni¢ przyczyny obserwowanych réznic w przebiegu reakc;ji.

B. Oksydoreduktazy - katalaza.
Jest jednym z najbardziej aktywnych enzymow w organizmie. Wystepuje w watrobie,
krwinkach czerwonych i biatych, w nerkach, nie wystepuje natomiast w surowicy krwi. Pod
wplywem tego enzymu nastepuje rozktad nadtlenku wodoru do tlenu i wody:

2H207 < 2H20 + 02 T

Wykonanie:
Do proboéwki zawierajacej okoto 5 ml wody destylowanej doda¢ 2-3 krople krwi. Po
catkowitym zhemolizowaniu doda¢ kilka kropel wody utlenionej i obserwowac reakcje.



CWICZENIE nr 5
CUKRY PROSTE I ZL.LOZONE

Czes$c¢ teoretyczna

Izomeria cukrow, ketozy—aldozy (przyktad), struktury cykliczne (piranozy, furanozy),
izomeria (o—P). Wtasnosci fizyczne i chemiczne cukrow. Wigzanie glikozydowe.
Polisacharydy zapasowe (skrobia, glikogen, ich budowa). Enzymy rozktadajace wigzanie
glikozydowe. Dwa tory rozktadu glikogenu : trawienie (tor egzogenny) i fosforoliza (tor
endogenny).

Czgs$¢ praktyczna: reakcje charakterystyczne cukréw prostych i ztozonych

A. WEASNOSCI REDUKUJACE CUKROW

— PROBA BENEDICTA

Obecnos¢ w czasteczce cukru wolnej grupy karbonylowej (aldehydowej Iub
ketonowej) nadaje mu wlasnosci redukujace. Reakcja Benedicta pozwala na odrozmeme

cukréw redukujacych od nieredukujacych na podstawie redukcji jondw miedziowych (Cu )
do miedziawych (Cu ) w srodowisku zasadowym. W reakcji tej w obecnosci cukru
redukujacego pojawia si¢ ceglastoczerwony osad tlenku miedziawego (Cu20).

— odmierzy¢ do dwoch probowek po 1 ml roztworu: do pierwszej glukozy, do

drugiej skrobi
— do kazdej proby doda¢ 2,5 ml odczynnika Benedicta i kilka kropel roztworu NaOH
— ogrzewac probowki przez kilka minut we wrzacej tazni wodne;j
— zaobserwowac¢ zmiany 1 wyciggng¢ wnioski dotyczace charakteru badanych cukréw
Demonstracja: Wykona¢ powtérnie probe z glukoza, dodajac , w miejsce NaOH, 2 ml
roztworu 1N HCI — poréwna¢ wyniki préb i wyciagnaé wnioski odno$nie trwatosci struktur
cyklicznych cukrow w $rodowisku kwasnym i zasadowym.

— PROBA Z BLEKITEM METYLENOWYM

Do proboéwki zawierajacej 2 ml 1% roztworu cukru (glukoza) doda¢ kilka kropel 0,1%
btekitu metylenowego i kilka kropel 5% roztworu NaOH, ogrzewa¢ 1 obserwowac zmiang
barwy. Nastepnie roztwor ochtodzi¢ pod biezaca woda i obserwowac zmiang barwy.

Cukier redukujacy przeprowadza barwnik (biekit metylenowy) z postaci utlenionej
(niebieskiej) w zredukowang (bezbarwng — leukozwigzku). W wyniku kontaktu z powietrzem
nastepuje ponowne utlenienie zredukowanego barwnika i pojawienie si¢ niebieskiego
zabarwienia.

Demonstracja: Wykonaé reakcje kontrolng bez dodawania roztworu NaOH. Wyciagnaé
whnioski z przeprowadzonych obserwacji.




B. ODROZNIANIE KETOZ OD ALDOZ
(reakcja Seliwanowa)
Pod dzialaniem rozcienczonego kwasu solnego ketozy przeksztatcaja si¢ znacznie szybciej
niz aldozy w pochodne furfuralowe dajace z rezorcyng produkty kondensacji o intensywnej
barwie tososiowo-Czerwonej.
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kompleks czerwonowisniowy
Wykonanie:
- odmierzy¢ do dwoch probowek po 1ml
. do pierwszej probdwki — 1 ml glukozy, a do drugiej - 1 ml fruktozy
— doda¢ do obu probéwek po 1 ml odczynnika Seliwanowa
— ogrzewac¢ przez kilka minut we wrzacej tazni wodnej

— zaobserwowac powstale zabarwienie i wyciggna¢ wnioski dotyczace natury badanych
cukrow

C. ODROZNIANIE PENTOZ OD HEKSOZ - REAKCJA BIALA
W obecnosci soli zelazowych furfural powstaly w wyniku odwodnienia pentozy pod
wplywem kwasu solnego dajg z orcyng kompleksy o barwie zielonej. Reakcji tej nie daje
glukoza
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Wykonanie:
Do 2 ml 0,2% roztworu orcyny w 20% kwasie solnym doda¢ krople 1% roztworu
FeCl3 oraz 0,5 ml roztworu cukru (pentozy lub heksozy). (Zachowa¢ podane proporcje

objetosci roztwordow cukru i orcyny!). Wstawi¢ do wrzacej tazni wodnej. Zaobserwowaé w
obecnosci ktérego cukru wystepuje zmiana barwy.

D.TWORZENIE KOMPLEKSOW WIELOCUKROWCOW Z JODEM

Ze wzgledu na budoweg chemiczng wielocukry (polisacharydy) mozna podzieli¢ na
homoglikany  (polisacharydy  jednosktadnikowe) 1  heteroglikany  (polisacharydy
wielosktadnikowe). Do homoglikano6w nalezg takie wielocukry jak amyloza i amylopektyna
(wchodzace w sktad skrobi), celuloza, glikogen, mannan i1 inne. Homoglikany charakteryzuja
si¢ innymi wlasciwosciami chemicznymi i fizycznymi niz cukry proste, na przyktad nie



wykazuja wlasnosci redukujacych ze wzgledu na znikoma ilo$¢ grup redukujacych
przypadajacych na czasteczke polisacharydu.

W sktad skrobi wchodzg dwa wielocukry zbudowane odmiennie z a-D-glukopiranozy,
to jest amylozy i1 amylopektyny. Amyloza tworzy tancuchy proste z czasteczek glukozy
sprzezonych ze soba wigzaniem o-1-4. Amylopektyna ma budowe bardziej rozgaleziona:
zasadniczym potaczeniem czasteczek glukozy jest rowniez wigzanie a-1-4, lecz co 20-30
reszt glukozylowych wystepuja wigzania a-1-6, tworzace odgat¢zienia. Stad wynikaja nieco
inne wlasciwosci fizyczne tych wielocukrow.

Amyloza w reakcji z jodem daje zabarwienie ciemnoniebieskie, zas§ amylopektyna i
glikogen fioletowe z odcieniem czerwonym. Amyloza o konfiguracji liniowej nie jest zdolna
do tworzenia kompleksu z jodem; musi istnie¢ konfiguracja helisy, aby czasteczki jodu mogty
si¢ w niej regularnie utozy¢. Jedna czgsteczka jodu przypada na 6 reszt glukozylowych, czyli
na jeden skret helisy. Ogrzewanie powoduje rozkrecanie si¢ helisy, co jest przyczyng znikania
niebieskiego zabarwienia.

pierscien cukru czgsteczki jodu

wykonanie:

-do jednej z dwoch proboéwek wprowadzi¢ okoto 1 ml roztworu skrobi, do drugiej - 1 ml
roztworu glikogenu,

- do obu probowek dodac kilka kropel roztworu jodu (ptyn Lugola)

-poréwnac powstate zabarwienie.-proboéwke, w ktorej przeprowadzono reakcje skrobi z
jodem ogrza¢ nad palnikiem. Zaobserwowac znikanie niebieskiego zabarwienia.
-nastgpnie probowke ochlodzi¢ pod biezaca woda, niebieskie zabarwienie pojawia si¢
ponownie. Wytlumaczy¢ zaobserwowane zjawisko.



CWICZENIE nr 6
METABOLIZM CUKROW

Czgs¢ teoretyczna:

Glikoliza w warunkach beztlenowych i tlenowych , lokalizacja komdrkowa tych
przemian, fosforylacje substratowe towarzyszace tym przemianom , bilans energetyczny
glikolizy w warunkach beztlenowych, tlenowa przemiana pirogronianu, cykl Krebsa i fancuch
oddechowy, bilans energetyczny cyklu Krebsa, uktady transportujace NADH z cytoplazmy
do mitochondrium, bilans energetyczny glikolizy w warunkach tlenowych. Regulacja
utlenienia pirogronianu. Glukoneogeneza, cykl Cori. Cykl pentozofosforanéw, jego
lokalizacja komorkowa i znaczenie w metabolizmie.



CWICZENIE nr 8

TLUSZCZE | 1CH METABOLIZM
Czes$c¢ teoretyczna:

Wiasnosci  fizyczne 1 chemiczne thluszczow, trawienie tlhuszczéw, enzymy
lipolityczne, lipoproteiny, regulacja metabolizmu thuszczéw, rola karnityny w transporcie
kwasow ttuszczowych z cytoplazmy do mitochondrium.

B-oksydacja kwasow thuszczowych, bilans energetyczny B oksydacji (jeden obrot cyklu oraz

peiny bilans degradacji kwasu palmitynowego C16, stearynowego C18, mirystynowego C14,
arachidonowego C20). Utlenienie nienasyconych kwasow tluszczowych, ciata ketonowe i
ich los. Biosynteza kwasow tluszczowych. Roéznice pomigdzy P—oksydacja a biosyntezg
(lokalizacja, enzymy, koenzymy).

Cze$¢ praktyczna
Wykrywanie sktadnikow thuszczowcodw
Thuszcze wiasciwe (albo proste) sa mieszaninami roéznych estréw glicerolu z wyzszymi
kwasami thuszczowymi, typu trojglicerydow. Glicerol wykrywa si¢ wykorzystujac jego
zdolno$¢ do tworzenia, w §rodowisku zasadowym, kompleksu o gltgboko niebieskiej barwie..
a) wykrywanie
glicerolu Wykonanie:
-umiesci¢ w probowce krople glicerolu,
-doda¢ 3 ml 5% etanolowego roztworu NaOH,
-dodac¢ 0,5 ml nasyconego roztworu siarczanu miedziowego
CuSO0g, -wykonac¢ probe kontrolng z woda destylowang zamiast
glicerolu, -poré6wnac¢ wyniki reakcji.
b) Wykazanie obecnosci podwdjnych wigzan w nienasyconych kwasach tuszczowych
Jako sktadniki tych trojglicerydow wystepuja wytacznie kwasy ttuszczowe o parzystej
liczbie atomow wegla (najczesciej C16 | C18 ) zardwno nasycone jak i nienasycone
(zawierajace podwojne wigzania). Nienasycone kwasy ttuszczowe zdolne sa przylaczaé w
miejscach podwojnego wigzania:
- chlorowcéw np. chlor, brom lub jod z utworzeniem chlorowcopochodnych:
- wodor, w wyniku czego tworzy si¢ nasycony kwas ttuszczowy,
- tlenu, z czym potaczony jest rozpad kwasu thuszczowego na dwa fragmenty. W
tym ostatnim przypadku czynnikiem utleniajacym moze by¢ KMnOa4.
- wode, w wyniku czego powstaje hydroksykwas.
Wykonanie:
-do probowki zawierajacej kilka kropel oliwy doda¢ 5 ml 1 molowego roztworu
NapCO3, -zawartos¢ probowki lekko ogrza¢ i wstrzasajac dodawac¢ kroplami 0,01
molowy roztwdér KMnOg4 az do pojawienia si¢ nieznikajacego rozowego zabarwienia,
-wyciagna¢ wnioski dotyczace zaobserwowanego zachowania si¢ badanego thuszczu.
¢) Wykrywanie cholesterolu — préba Salkowskiego
do 2 suchych probowek wla¢ odpowiednio okoto 2 ml chloroformowego roztworu
cholesterolu 1 tluszczu zwierzecego lub roslinnego, nastgpnie oba roztwory podwarstwic
stezonym kwasem siarkowym. W obecno$ci cholesterolu na granicy warstw tworzy si¢
pierscien barwy czerwonej. Kwas siarkowy znajdujacy si¢ na dnie naczynia wykazuje zielong
fluorescencje.



CWICZENIE nr 9

HORMONY

Czgs¢ teoretyczna:

Podziat hormonoéw ze wzgledu na ich budowe chemiczng. Mechanizm hormonalnego
oddziatywania glukagonu i hormondéw katecholowych na metabolizm glikogenu. Cykliczny
AMP 1 jego rola w regulacji hormonalnej. Mechanizm dzialania hormonéw steroidowych.
Mechanizm dziatania insuliny.



CWICZENIE nr 10
METABOLIZM WYSILKOWY
Czes¢ teoretyczna

ATP jako nosnik energii. Fosforany wysokoenergetyczne. Fosfageny. Energetyka
skurczu mig$nia. Reakcja kinazy adenylowej. Mechanizm resyntezy ATP. Losy pirogronianu
w mig$niu. Substraty energetyczne wykorzystywane do produkcji energii w migéniu
szkieletowym w zaleznosci od Intensywnosci pracy mi¢sniowej. Zmiany strukturalne i
metaboliczne wywotane pod wptywem treningu (szybkosciowego lub wytrzymato$ciowego).

Cze$¢ praktyczna

1. Oznaczanie kreatyniny
Kreatyna jest syntezowana w watrobie z trzech aminokwasow: glicyny, argininy i metioniny.
Okoto 98% kreatyny ustrojowej wystepuje w migsniach, gtdéwnie w postaci polaczenia z
kwasem fosforowym (fosfokreatyna). Rozszczepienie tego zwiazku przy udziale kinazy
fosfokreatynowej dostarcza energii potrzebnej do resyntezy ATP (energii niezbgdnej do
skurczu migsénia); resynteza fosfokreatyny odbywa si¢ dzigki energii uwalnianej z ATP.
Kreatyna jest wydalana w moczu ludzi dorostych w postaci bezwodnika zwanego kreatyning
powstajagcego w wyniku nieodwracalnego 1 nieenzymatycznego odszczepienia od
fosfokreatyny czasteczki wody 1 nieorganicznego fosforanu.
Kreatynina tworzy z kwasem pikrynowym w $rodowisku zasadowym (proba Jaffego)
czerwono zabarwiony pikrynian kreatyniny.

—do 1 ml roztworu kreatyniny dodac kilka kropli kwasu pikrynowego 1 2N NaOH.
Wymieszac¢ 1 odstawi¢ na 15 minut
— w obecnosci kreatyniny roztwor barwi si¢ na pomaranczowo_

3. Wykrywanie biatek, cukru i ciat ketonowych w moczu

a) wykrywanie biatka

W moczu fizjologicznym nie stwierdza si¢ obecnos$ci biatka. Pojawienie si¢ biatka w
moczu (proteinuria) jest objawem zwigkszonej przepuszczalnosci kltebkow nerkowych lub
zmniejszonej readsorpcji w kanalikach proksymalnych wystepujacej w  warunkach
patologicznych  (zespot nerczycowy, dysfunkcja kanalikéw  proksymalnych) lub
fizjologicznych (dlugotrwaty intensywny wysitek fizyczny).
Wykonanie:
— Zdenaturowane, pod wptywem kwasu, biatko ulega wytraceniu. Dostrzegalne
zmetnienie powstaje przy stezeniu biatka 1,5 mg%.
— do 1 ml moczu dodac¢ 2 krople 10% kwasu sulfosalicylowego. Pojawienie si¢ osadu
lub zmetnienia §wiadczy o obecnosci biatka



b) wykrywanie glukozy

W moczu fizjologicznym obecnosci glukozy nie stwierdza si¢. Glukoza ulega
przesaczeniu w kiebkach nerkowych w ilosci proporcjonalnej do jej stezenia w osoczu krwi.
W wyniku readsorpcji w kanalikach nerkowych stezenie glukozy w moczu jest niskie (rzgdu
0,1 do 1 mmol/l) pod warunkiem, ze st¢zenic glukozy w osoczu krwi nie przekracza 11
mmol/l (200 mg/dl).
Glukozuria jest najczesciej objawem pdwyzszonego stezenia glukozy w osoczu krwi (> 200
mg/dl), gdy tadunek saczacej si¢ glukozy przekracza mozliwosci transportowe kanalikow
nerkowych (tzw. prég nerkowy). Ma to miejsce w cukrzycy. Wykonanie:

— Glukoza redukuje kationy miedziowe cu®* do miedziawych cu®. Wiytraca si¢
czerwony osad tlenku miedziawego.

— do probowki zawierajacej 3 ml odczynnika Benedicta doda¢ 1 ml moczu. Wstawié¢ na
5 minut do wrzacej tazni wodnej. Wyjac¢ probke, oziebi¢. Wytraca si¢ ceglasty osad.

C) wykrywanie cial ketonowych

Zwiazki (,,ciala”) ketonowe powstaja w przypadku zaburzenia przemiany kwasoéw
thuszczowych. Pod pojeciem ciat ketonowych rozumie si¢ 3 blisko spokrewnione ze soba
zwiagzki: kwas acetooctowy, aceton i kwas B-hydroksymastowy. Ilos¢ ciat ketonowych
wystepujacych normalnie w ustroju w bardzo matych ilosciach ulega znacznemu zwiekszeniu
glownie w cukrzycy, w glodzeniu i przy diecie wysokottuszczowej. Nasilona ketogeneza ma
miejsce rowniez w wysitku fizycznym o charakterze wytrzymatosciowym, gdy gléwnym
substratem energetycznym sa tluszcze. W moczu kwas acetooctowy i aceton wystepuja
zawsze razem. Kwas B-hydroksymastowy pojawia si¢ w moczu w stanach cigzkiej kwsicy.
Ciala ketonowe wykrywa si¢ w probie Legala:
—Kazdy mocz z nitroprusydkiem po zalkalizowaniu daje czerwone zabarwienie pochodzace
od kreatyny. W obecnos$ci acetonu lub kwasu acetooctowego zabarwienie to poglebia si¢ i
przechodzi w wisniowe po dodaniu kwasu octowego. Jezeli ciat ketonowych brak, czerwone
zabarwienie znika po dodaniu kwasu octowego 1 przechodzi w z6ttozielone.

Wykonanie:
— do okoto 5 ml moczu doda¢ 0,5 ml 1% roztworu nitroprusydku i 0,5 ml 10% NaOH
— obserwowac zmiane¢ zabarwienia po dodaniu 1 ml kwasu octowego lodowatego

Przy duzej ilosci acetonu, oprocz silnej wisniowej barwy, zaznacza si¢ wyrazna
nieprzejrzystos¢ proby badane;.



CWICZENIE nr 11
INTEGRACJA METABOLIZMU

Cwiczenia seminaryjne

Czes¢ teoretyczna

Ogdlny schemat przemian metabolicznych w organizmie cztowieka.

Mechanizm regulacji metabolizmu przez enzymy regulatorowe.

Regulacja glikolizy w mig$niu szkieletowym na poziomie fosfofruktokinazy.

Losy pirogronianu w migsniu i regulacja aktywnosci dehydrogenazy pirogronianowe;j.
Mitochondrialny transport ATP, ADP, Pi.

Regulacja metabolizmu cukrow i1 kwasoéw thuszczowych w migéniu szkieletowym (cykl
Randle’a glukoza-kwasy thuszczowe, recykling kwasow ttuszczowych).

Udzial aminokwaséw w glukoneogenezie



