ТЕМА 4. ФЕРМЕНТЫ

Ферменты, или энзимы - биологические катализаторы белковой природы. Ферменты бывают простыми и сложными белками. Белковую часть сложных белков-ферментов называют апоферментом, а небелковую часть - кофактором. Кофактор условно разделяют на кофермент (коэнзим) (легкодиссоциирующий) и простетическую группу (труднодиссоциирующую).
Кофермент легко присоединяется к различным апоферментам, а простетическая группа соединяется только с одним и тем же апоферментом.
Функции и свойства апофермента и кофактора следующие. Апофермент термолабилен, определяет специфичность фермента, участвует в соединении фермента с субстратом, активирует кофактор. Кофактор термостабилен, стабилизирует апофермент, участвует в катализе. В роли кофактора могут выступать ионы металлов (Na+, К+, Мg2+, Са2+, Fе2+, Мn2+, Сu2+, Zn2+ и др.).
Коферменты часто бывают представлены веществами органической природы - нуклеотидами, витаминами (чаще всего группы В) и др.
У ферментов имеется активный центр (та часть фермента, которая взаимодействует с субстратом) и аллостерический участок (часть полипептидной цепи, которая способствует определенному расположению активного центра, а с субстратом не соединяется).
Проферменты - предшественники ферментов, их неактивная форма.
Проферменты, как правило, характерны для ферментов желудочно-кишечного тракта.
В названиях ферментов отражается не только характеристика катализируемой реакции, но и наименование субстрата, который подвергается превращению. Как правило, названия ферментов составляются из двух частей с добавлением окончания "аза". Например, лактатдегидрогеназа - фермент, катализирующий отщепление водорода от лактата (молочной кислоты). Для ряда ферментов сохранились старые исторически сложившиеся названия. Например, пепсин, трипсин, папаин и др.
Опыт 1. Влияние температуры на активность амилазы.

При реакциях, катализируемых ферментами, как и при химических реакциях вообще, по мере повышения температуры растет скорость реакции, но так как ферменты являются белками, которые при высокой температуре могут необратимо денатурироваться, то для ферментативной реакции характерно то, что повышение температуры сначала приводит к увеличении скорости реакции, а затем быстрому ее снижению и разрушению ферментов. 

Полисахарид крахмал под влиянием фермента амилазы подвергается гидролизу по схеме:

Окрашивание с йодом





Крахмал


синее

+nН2О
амилаза
Амилодекстрины


фиолетовое


Эритродекстрины

красное


Ахродекстрины


желтое


Мальтодекстрины

бесцветное


Мальтоза


бесцветное 

Ход работы: Берут два ряда пробирок по 4 пробирки в каждом ряду и во все пробирки первого ряда (с 1 по 4) вносят по 10 мл 0,5 % раствора крахмала, а во все пробирки второго ряда (с 5 по 8) вносят по 10 капель разведенной в 10 раз слюны.

Пробирки 1 и 5 ставят на 10 минут в холодную воду со льдом, 2 и 6 оставляют в штативе при комнатной температуре, 3 и 7 ставят в водяную баню с температурой 37°C а, 4 и 8 - в кипящую воду.

Через 10 минут сливают вместе содержимое пробирок 1 и 5; 2 и 6; 3 и 7; 4 и 8, тщательно перемешивают и оставляют стоять 10 минут в тех же условиях.

Затем в каждую пробирку добавляют по 2 капли раствора йода. Результаты опыта записывают в виде таблицы.

	№ пробирки
	Температура
	Окраска с йодом

	1 и 5

2 и 6

3 и 7

4 и 8
	0

20°C
37°C
100°C
	


Сделать выводы. 

Опыт 2. Влияние рН на активность амилазы.

Активность ферментов меняется в зависимости от величины рH. Для различных ферментов оптимум рН различен.

Ход работы: В трех пронумерованных пробирках приготавливают фосфатные буферные смеси с различным значением рН по следующей схеме:
	Реактивы
	Номера пробирок

	
	1
	2
	3

	1/15 М KH2PO4 

1/15 M Na2HPO4
	4,7

0,3
	2,5

2,5
	0,3 

4,7

	рН буферной смеси 

Окраска с йодом
	5,5

     
	5,8

     
	8,1

    


Затем в каждую из трех пробирок наливают по 5 мл 0,5 % раствора крахмала и по 1 мл разбавленной водой слюны (1:10), смешивают и помещают в термостат при 38-40°С. Через 5 минут из второй пробирки берут несколько капель раствора на предметное стекло и проводят пробу с раствором йода. Эту операцию повторяет несколько раз (через каждые 5 минут) до тех мин, пока во второй пробирке не произойдет полное расщепление крахмала и появится желтое окрашивание с йодом

Затем все пробирки охладить водопроводной водой и добавить по 2 капли йода. Содержимое пробирок окрашивается в разные цвета в соответствии с глубиной ферментативного гидролиза крахмала. Отметить оптимальное значение рН для амилазы слюны.

Опыт 3. Влияние активаторов и ингибиторов на активность ферментов.

Каталитическое действие ферментов может усиливаться некоторыми веществами, которые называются активаторами. Например: активность пепсина повышается в присутствии соляной кислоты, липазы - в присутствии желчных кислот.

Вещества, тормозящие активность ферментов, называются ингибиторами (парализаторами).

Ход работы: В три пробирки наливают по 1 мл водного раствора слюны в разведении 1:10. В первую пробирку добавляют 1 каплю 1 % раствора NaCl, во вторую - 1 каплю 1 % раствора CuSO4, в третью - 1 каплю воды (контрольная проба). После этого во все пробирки наливают по 2 мл 0,5 % раствора крахмала. Все три пробирки оставляют при комнатной температуре на 10 минут,

С содержимым каждой пробирки проделывают на стекле пробу с йодом на присутствие крахмала. Результаты записывают в таблицу:
	Субстрат
	Фермент
	Добавленное вещество
	Окрашивание с йодом
	Выводы

	Крахмал 

Крахмал 

Крахмал
	Амилаза 

Амилаза 

Амилаза
	1 капля NаСl 

1 капля CuSO4 

1 капля H2O
	
	


Опыт 4. Количественное определение активности амилазы слюны по Вольгемуту.

Метод количественного определения активности амилазы слюны заключается в том, что слюну разводят в определенной последовательности, после чего приливают одно и то же количество раствора крахмала. После инкубации находят наименьшее содержание фермента, которое полностью расщепляет все количество добавленного крахмала, затем производят пересчет на 1 мл слюны.

Активность амилазы выражается количеством 0,1 % раствора крахмала в миллилитрах, которое может гидролизовать амилаза 1 мл слюны при температуре 38°C в течение 30 минут.

Ход работы: Сначала готовят раствор слюны (1:10) Для этого к 1 мл слюны прибавляют 9 мл воды и хорошо перемешивают.

В 10 пробирок в штативе отмеривают по 1 мл физиологического раствора. В первую пробирку приливают 1 мл раствора слюны (1:10), хорошо перемешивают, берут из этой же пробирки 1 мл и переносят во вторую пробирку, перемешивают, а затем из второй берут 1 мл и переносят в третью и т.д. Из девятой пробирки 1 мл жидкости выливают. Десятая пробирка будет служить контролем.

Во все 10 пробирок приливают по 2 мл 0,1 % раствора крахмала, тщательно перемешивают и помещают на 30 минут в термостат при температуре 38°С. Через 30 минут пробирки вынимают, охлаждают, добавляют по 2 капли раствора йода и перемешивают.

Жидкость в первых пробирках окрашена в желтый цвет от присутствия йода, а затем различные оттенки розового и фиолетового цвета появляются благодаря наличию декстринов. Синий цвет появляется в присутствии не расщепившегося крахмала.

Активность амилазы рассчитывают по последней пробирке с желтоватой окраской. Так, если расщепление крахмала произошло в первой -четвертой пробирках, то можно вычислить активность, помня, что слюна перед опытом разведена в 10 раз, и что в четвертой пробирке она разведена еще в 16 раз (общее разведение слюны 1:160). Таким образом 1/160 мл слюны расщепляет 2 мл крахмала, а 1 мл слюны - х мл крахмала, отсюда:

X = (2 ·160)/1 = 320 мл

Таким образом активность амилазы, определенная при З8°С в течении 30 минут, составляет 320 условных единиц. Протокол опыта оформляют в виде таблицы:

	№

п/п
	Разведение слюны
	Окраска

с йодом
	Активность

фермента (расчет)

	1

2

3

4

5

6

7

8

9

10
	1:20

1:40

1:80

1:160

1:320

1:640

1:1280

1:2560

1:5120

контроль
	
	


Опыт 5. Определение активности щелочной фосфатазы в сыворотке крови

Щелочная фосфатаза – фермент, катализирующий гидролиз эфиров фосфорной кислоты при рН 9,0-10,0. Распространена в тканях, особенно много ее в слизистой оболочке кишечника, стенках желчных протоков печени, проксимальных отделах канальцев почек, плаценте, лактирующей молочной железе.

Ход работы: В колбу на 50 мл отмеривают 0,2 мл сыворотки крови, прибавляют 10 мл дистиллированной воды и оставляют на 15 мин, периодически перемешивая. После этого добавляют 1 мл 0,05 N Н2SO4 и оставляют еще на 10 мин периодически перемешивая. Добавляют 3-5 капель смеси индикаторов и титруют 0,02 N NaOH до изменения красного цвета в зеленый.

Одновременно ставят контрольную пробу, для чего в колбу на 50 мл наливают 1 мл 0,05 N Н2SO4, 10 мл дистиллированной воды и 3-5 капель смеси индикаторов, титруют 0,02 N NaOH.

Расчет по формуле:

Щф. = ((А-В) ( Ф ( 0,8 ( 10)/0,2 (мг%)

А - количество NaOH, пошедшее на титрование,

В - количество NaOH в опытном растворе,

0,8 - количество NaOH в 2 мл 0,02 N NaOH.
Опыт 6. Качественная проба на пероксидазу с гваяковой смолой
В пробирку наливают 0,5 мл 2%-ного раствора гваяковой смолы, добавляют 0,5 мл 0,5%-ного раствора перекиси водорода и несколько капель разбавленного раствора крови. Перемешивают. Через несколько секунд в пробирке появляется синяя окраска - продукт окисления фенолов в гваяковой смоле.
Опыт 7. Обнаружение действия пероксидазы хрена.
В две пробирки помещают по 0,5 мл свежей вытяжки из хрена. Содержимое одной из пробирок кипятят в течение 3-5 мин. и охлаждают. В обе пробирки наливают по 0,5 мл спиртового раствора гваяковой смолы и по 0,5 мл раствора перекиси водорода. Перемешивают. Что наблюдаете?
Опыт 8. Открытие пероксидазы в картофеле.
Картофель натирают на терке. Небольшое его количество, не отжимая, переносят в пробирку, добавляют 1 мл 1%-ного раствора пирогаллола и 1-2 капли 2%-ного раствора перекиси водорода. При стоянии выпадает желто-бурый осадок пурпурогаллина.
Опыт 9. Обнаружение действия пероксидазы в молоке (проба с йодидом калия).
Пероксидаза присутствует только в сыром молоке, При нагревании до 80°С она разрушается, поэтому о степени пастеризации молока судят по наличию в молоке пероксидазы. Простота и точность определения позволяют широко применять этот метод.
Пероксидаза разлагает перекись водорода с выделением атомарного кислорода, который окисляет йодид калия: Н2О2 + 2КI → 2КОН + I2.
Выделившийся свободный йод окрашивает крахмал в синий цвет.
В две пробирки наливают по 5 мл разбавленного непастеризованного молока. Молоко во второй пробирке, служащей контролем, кипятят. Затем в обе пробирки добавляют по 0,5 мл 1%-ного раствора крахмала, по 2 капли 10%-ного раствора йодида калия и по 5 капель 0,5%-ного раствора перекиси водорода. В первой пробирке появляется синее окрашивание.
Опыт 10. Обнаружение действия липазы.
В 2 пробирки наливают по 10 капель молока. В одну пробирку добавляют 5 капель панкреатина или вытяжки из поджелудочной железы, во вторую - 5 капель воды. В обе пробирки приливают по 1 капле 0,5%-ного раствора фенолфталеина и по каплям -1%-ный раствор карбоната натрия до появления бледно-розовой окраски (рН 8,0) (нельзя добавлять избыток раствора карбоната натрия!). Пробирки помещают в термостат при температуре 38-40°С на 30 мин. Сравнивают окраску обеих пробирок.
Напишите реакцию гидролиза триолеина.
Опыт 11. Качественная реакция на желчные кислоты.
Чтобы подвергнуться действию липаз, липиды должны быть эмульгированы. Основным эмульгатором липидов являются желчные кислоты, вырабатываемые в печени. К желчным кисло​там относятся холевая, дезоксихолевая, хенодезоксихолевая и литохолевая, которые выделяются в виде парных желчных ки​слот в связанном виде с глицином (Н2N-СН2-СООН) и таурином: (Н2N-СН2-СН2-SО3Н).
Желчные кислоты эмульгируют жиры, активируют панкреатическую липазу, активно участвуют во всасывании жирных кислот, образуя мицеллы. В желчи желчные кислоты стабилизируют холестерин. Переваривание и всасывание липидов и жирорастворимых витаминов нарушается при воспалении печени, желчного пузыря и при желчекаменной болезни.

Желчные кислоты можно открыть реакцией Петтенкофера. При взаимодействии желчной кислоты с оксиметилфурфуролом, образующимся из сахарозы под действием концентрированной серной кислоты, появляется красно-фиолетовое окрашивание.

На сухое предметное стекло (под которое подложен лист белой бумаги) наносят 2 капли желчи, 2 капли 20%-ного раствора сахарозы и тщательно перемешивают стеклянной палочкой. Затем приливают 7 капель концентрированной серной кислоты и перемешивают этой же стеклянной палочкой. Через 2-3 мин. наблюдается красная окраска, которая при стоянии переходит в красно-фиолетовую.

Напишите формулу таурохолевой кислоты.

Опыт 12. Количественное определение протеолитической активности экстракта поджелудочной железы.
Клинико-диагностическое значение определения протеолитической активности экстракта поджелудочной железы. Протеолитическая активность поджелудочного сока повышается при остром панкреатите.

Принцип метода. Пептидазы, содержащиеся в соке подже​лудочной железы, катализируют гидролиз пептидных связей в желатине, при этом образуется равное количество аминных и карбоксильных групп.

Добавленный формалин вступает в реакцию со свободными аминогруппами, блокируя их метиленаминокислоты обладают только кислотными свойствами, поэтому их оттитровывают 0,2 М раствором гидроксида натрия, а ферментативную активность пептидаз выражают через аминный азот.
Цель работы. Освоить принцип формолового титрования на примере количественного определения пептидаз поджелудочной железы.
Задача работы. После определения активности пептидаз оформить лабораторный журнал, в котором привести расчеты, сделать вывод, пример которого приведен в конце расчета.

Ход работы. В две колбочки наливают по 10 мл 1%-ного раствора желатина в фосфатном буфере. В опытную колбочку приливают 1 мл экстракта поджелудочной железы, перемешивают содержимое и ставят в термостат на 1 ч при 38-40°С.

В контрольную колбочку приливают 2 мл дистиллированной воды и 10 мл формоловой смеси. Затем содержимое контрольной пробы титруют 0,1 н. раствором гидроксида натрия до розово-малинового цвета. Через 1 ч из термостата вынимают опытную колбочку, добавляют 10 мл формоловой смеси и титруют как и контрольную. Активность протеолитических ферментов выражают в миллиграммах аминного азота, образовавшегося при действии ферментов.
Расчет массы аминоазота производят следующим образом:
m (аминоазота) = А•0,1•14000/1000 = A•1,4(мг),
где А - разница объемов гидроксида натрия, пошедших на титрование опытной и контрольной проб, мл; 1,4 - коэффициент пересчета, показывающий количество мг азота, эквивалентных 1 мл 0,1 н. раствора щелочи.
Пример расчета. Предположим, что на титрование опытной пробы пошло 3 мл 0,1 н. раствора гидроксида натрия, а на титрование контрольной - 1,2 мл 0,1 н. раствора гидроксида натрия. Из результатов титрования опытной пробы вычитают результаты титрования контрольной:
3,0 мл - 1,2 мл = 1,8 мл.

Рассчитывают количество моль эквивалентов в 1,8 мл 0,1 н. раствора гидроксида натрия. Так как:

0,1 моль экв. NаОН содержится в 1000 мл раствора, то X моль эквивалентов NаОН - в 1,8 мл раствора.
X = 1,8•0,1/1000 = 0,00018 моль эквивалентов NаОН. 
Моль эквивалентов азота равен 14 граммам, или 14000 миллиграммам, поэтому количество моль эквивалентов гидроксида натрия в 1,8 мл 0,1 н. раствора нужно умножить на 14000 мг азота:
0,00018 моль экв. •14000 мг = 2,52 мг аминоазота.
Следовательно, за 1 ч действия протеолитических ферментов экстракта поджелудочной железы на 10 мл 1%-ного раствора желатина образовалось 2,52 мг аминного азота.

