ТЕМА 13. БИОХИМИЯ МЫШЦ

Опыт 1. Обнаружение молочной кислоты в мышечном экстракте.

Принцип метода. Молочная кислота является конечным продуктом гликолиза и поэтому она всегда присутствует в мышечной ткани.

Открытие молочной кислоты основано на образовании лактата железа, обусловливающего зеленовато-желтую окраску. Схема процесса:

3 CH3 - CHOH - COOH + FeCl3 ( (CH3 - CHOH - СOO)3Fе +3HCl
Ход работы: Около 50 г свежих мышц измельчают ножницами, а затем растирают в ступке, добавляя небольшими порциями 100 мл дистиллированной воды. Полученную взвесь переносят в колбочку, встряхивают в течение 10 минут и фильтруют через несколько слоев марли.

Затем в 2 пробирки наливают по 15 мл 1% раствора фенола, и добавляет по каплям 1% раствор FeCl3, образуется фенолят железа и появляется фиолетовая окраска. 

Затем в одну из пробирок добавляют экстракт из мышечной ткани. Фиолетовая окраска в этой пробирке переходит в зеленовато-желтую за счет образования лактата железа.

Опыт 2. Количественное определение креатинина в моче.

Креатинин является нормальным конечным продуктом азотистого обмена в мышцах. В моче креатинин открывается реакцией с пикриновой кислотой (реакция Яффе). Химизм реакции заключается в образовании красного пикрата креатинина при подщелачивании и смешивании мочи с несколькими каплями насыщенного раствора пикриновой кислоты.

Ход работы: в одну мерную колбочку отмеривают 1 мл стандартного раствора креатинина, в другую – 1 мл исследуемой мочи. В обе колбочки добовляют по 1 мл 10% NaOH или KOH и по 1,5 мл насыщенного раствора пикриновой кислоты. Содержимое колбочек встряхивают и (точно!) оставляют на 5 минут в темноте. Затем к жидкости в колбочках добавляют дистиллированной воды до метки, перемешивают и колориметрируют в фотоэлектроколориметре. Расчет ведут по формуле: 

Х= (В ∙ I ∙ 100)/A, (мг%)

где А – экстинкция стандартного раствора,

В – экстинкция исследуемого раствора,

I – количество исследуемой мочи. 

100 – коэффициент для пересчета на 100 мл мочи (мг%)

