ТЕМА 8. ОБМЕН БЕЛКОВ
Обмен белков в организме начинается с процесса их распада в пищеварительном тракте. Ферменты желудка, поджелудочной железы, кишечника расщепляют белки до аминокислот, которые всасываются в кровь и используются организмом для построения и обновления белков тканей и органов. Самообновление белков происходит во всех тканях организма, но с разной скоростью.

Интересным представляется тот факт, что природные аминокислоты (серин, треонин, лизин, цинковая соль метионина) обладают умеренными фунгицидными и бактерицидными свойствами. Инсектицидными свойствами природные аминокислоты не обладают. Однако их фторированные производные ингибируют ферментные системы насекомых.

Одновременно в организме идет распад тканевых белков под действием тканевых протеиназ. Эти ферменты способствуют формированию фонда свободных аминокислот клеток и межклеточной жидкости. Свободные аминокислоты или используются для синтеза структурных, ферментативных, гормональных белков организма, или подвергаются окислительному дезаминированию с образованием аммиака и кетокислот. Аммиак, отщепившийся от аминокислот в процессе дезаминирования, очень ядовит. Обезвреживание аммиака происходит в печени, где он превращается в мочевину в орнитиновом цикле.
Характерной особенностью азотистого обмена является его чрезвычайная разветвленность. Достаточно указать, что в превращениях 20 с лишним аминокислот, входящих в состав белковых молекул, в организме животных участвует несколько сотен промежуточных и конечных продуктов азотистого обмена, тесно связанных с промежуточными метаболитами обмена углеводов и липидов.
Опыт 1. Исследование действия пепсина.

Ход работы: Взять 5 пробирок и в четыре из них отмерить по 2 мл 0,1 % раствора пепсина в 0,2 % растворе HCl или по 1 мл желудочного сока. Кислое содержимое второй пробирки нейтрализовать по лакмусу 1 % раствора Nа2СО3. Содержимое третьей пробирки подщелачивают 0,4 % раствором NaOH, а содержимое четвертой пробирки кипятят в течение 2-3 минут. В пятую пробирку отмерить только 1 мл 0,2 % HCl. 

Во все пять пробирок добавить одинаковые кусочки измельченного фибрина и поместить их в термостат при 38°С на 30 минут. Затем пробирки вынимают из термостата и отмечают изменения, происшедшие в них. Отфильтровать содержимое всех пробирок и с фильтратом проделать биуретовую пробу. Сделать выводы.

Опыт 2. Количественное определение мочевины в сыворотке крови по цветной реакции с диацетилмонооксимом.
Мочевина является основным конечным продуктом обмена белков. У млекопитающих синтез мочевины протекает из аммиака и углекислого газа в клетках печени. Более 50 % небелкового азота крови приходится на долю мочевины. Выводится мочевина почками с мочой и суточное количество ее зависит от характера кормления.

Принцип метода: в основе метода лежит реакция образования окрашенных комплексных соединений диацетилмонооксима с мочевиной в присутствии тисемикарбазида и трехвалентного железа в кислой среде. Интенсивность окрашивания пропорциональна содержанию мочевины в исследуемой жидкости.

Приборы и реактивы. Фотоэлектроколориметр, пипетки на 1,0 и 5,0 мл, пробирки, штатив, водяная баня, фольга рабочий раствор, калибровочный раствор мочевины, сыворотка крови.

Приготовление реактивов.

Реактив 1. Растворить смесь диацетилмонооксима (1 г) и тиосемикарбозида (0,175 г) горячей воде (около 100 мл) мерной колбе объемом 1000 мл добавить 10 мл раствора соли трехвалентного железа (5 ммоль/л) и довести объем до 1000мл.

Реактив 2. В мерную колбу внести около 500 мл дистиллированной воды и при постоянном помешивании и охлаждении постепенно добавить 100 мл концентрированной серной кислоты. По охлаждении довести объем до 1000 мл.

Рабочий раствор (готовится непосредственно перед определением) к одной части реактива 1 добавить 1 часть реактива 2.

Ход работы. В пробирки вносят реагенты по схеме:

	Реагент
	Опытная

проба
	Калибровочная

проба
	Холостая

проба

	Сыворотка крови, мл
	0,05
	–
	–

	Калибровочный раствор, мл
	–
	0,05
	–

	Вода дистиллированная, мл
	0,45
	0,45
	0,5

	Рабочий раствор, мл
	5,0
	5,0
	5,0


Тщательно перемешивают, закрывают пробирки пробками из фольги и кипятят на водяной бане 15 минут, затем охлаждают под током водопроводной воды. Измерение провести непозднее чем через 15 минут после охлаждения на фотоэлектроколориметре против холостой пробы при длине волны 540 нм (зеленый светофильтр) в кюветах толщиной слоя 10 мм.

Расчет провести по формуле:
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где С – концентрация мочевины

Еоп – оптическая плотность опытной пробы

Ек – оптическая плотность калибровочной пробы

8,33 ммоль/л – концентрация мочевины в калибровочной пробе.

Опыт 3. Гидролиз мочевины.

Уреаза относится к классу гидролаз, катализирует гидролиз мочевины до аммиака и угольной кислоты. Этот фермент находится в животных тканях и содержится в некоторых растениях, например в сое. 

Ход работы: Налить в пробирку 2 - 3 мл воды, растворить в ней несколько кристаллов мочевины, добавить 2-3 капли фенолфталеина и 0,5 г соевой муки, содержащей уреазу. Пробирку поставить в водяную баню при 380С на 20 мин или нагревать в руке.

Вскоре появляется малиновая окраска, что указывает на сдвиг рН в щелочную сторону в результате образования и накопления аммиака.

Опыт 4. Определение аммиака в моче.

Аммиак является продуктом дезаминирования аминокислот и нуклеотидов. Его содержание в моче зависит, главным образом, от характера пищи и функционального состояния печени. Аммиак ядовит. В организме он обезвреживается, главным образом, в печени и некоторое его количество - в других тканях. По количеству аммиака в моче можно судить о функциональном состоянии печени.
При взаимодействии аммонийных солей с формальдегидом образуется соляная кислота, которая затем оттитровывается щелочью.

Цель работы. Освоить метод количественного определения аммиака в моче.

Ход работы. 5 мл свежей мочи наливают в колбу, вносят 1-2 капли 1 %-ного спиртового раствора фенолфталеина и добавляют 0,1 н. раствор щелочи, доводя содержимое колбы до слабощелочной реакции по фенолфталеину (слабо-розовая окраска). Нельзя добавлять избыток! Затем в колбу добавляют 2,5 мл формоловой смеси и титруют 0,1 н. раствором гидроксида натрия до слабо-розовой окраски, неисчезающей в течение 1 мин. Учитывается объем щелочи, пошедшей только на титрование.

Расчет. 1 мл 0,1 н. раствора гидроксида натрия эквивалентен 1,7 мг аммиака. Расчет производят по формуле:

X (мг %) = А×1,7×100/5
где Х- концентрация аммиака, мг%; А - объем 0,1 н. гидроксида натрия, пошедший на титрование, мл; 1,7 - грамм-эквивалент аммиака в проводимой реакции; 100 - перевод содержания на 100 мл; 5 - объем пробы, взятой для исследования, мл.
Опыт 5. Количественное определение мочевой кислоты в моче по методу Май Л.А. (обмен нуклеиновых кислот).

Аминопурины (аденин, гуанин), образуются в тканях при гидролизе сложных белков-нуклеопротеидов, содержащих ДНК и РНК. Под влиянием дезаминаз подвергаются гидролитическому дезаминированию с образованием гипоксантина и ксантина, а последние под влиянием окислительных ферментов окисляются в мочевую кислоту.

Принцип метода. Мочевая кислота в щелочной среде восстанавливает фосфорновольфрамовый реактив с развитием синего окрашивания. При обработке этого соединения раствором К4[Fe(CN6)] она окисляется и синий цвет исчезает. Количество израсходованного на окисление К4[Fe(CN6)] эквивалентно количеству исходной мочевой кислоты.

Ход работы: К 5 мл свежей мочи прибавить 5 мл 20 % раствора NaOH (осторожно!) и 5 мл фосфорновольфрамового реактива. Развивается темно-синее окрашивание. Его титруют раствором К4[Fe(CN6)] до исчезновения синего окрашивания.

5 мл стандартного раствора мочевой кислоты обрабатывают так же, как и пробу мочи, прибавляя 5 мл раствора NaOH и 5 мл фосфорновольфрамового реактива, а затем титруют синюю смесь феррицианидом до исчезновения синего окрашивания.

Расчет. Так как берут одинаковые объемы мочи и стандартного раствора, то концентрацию мочевой кислоты в моче можно рассчитать по концентрации ее в стандартном растворе по формуле : Х = (0,0025 ∙ А ∙ 20)/В, 

где: А - количество К4[Fe(CN6)], пошедшее на титрование мочи. 

Х - содержание мочевой кислоты, г

В - количество К4[Fe(CN6)], пошедшее на титрование стандартного раствора мочевой кислоты.

0,0025 - количество г мочевой кислоты в 5 мл стандартного раствора.
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