CAPITOLUL I
Structura si functiile proteinelor. Enzimele

Partea 1. Proteinele

Din toti compusii organici proteinele au cea mai complexa structura gi
prezinta cel mai important component al materiei vii.

Proteinele sunt heteropolimeri ai oi-aminoacizilor cu o masa moleculara
mare. Legindu-se intre ei prin legatura peptidicd -CO-NH-, ei formeaza
lanturi polipeptidice. Legatura peptidica apare ca rezultat al reactiei dintre
gruparea carboxil a unui aminoacid si gruparea amino a altuia. Reactia este
insotita de eliminarea unei molecule de apa. La hidroliza totala a moleculei
proteice are loc ruperea legaturilor peptidice si obtinerea unui amestec de
0-aminoacizi.

Varietatea colosala de proteine in natura este determinatid de componenta
aminoacida si de succesiunea aminoacizilor in catena polipeptidica. Pentru
fiecare proteina este caracteristica o anumita succesiune a resturilor de
aminoacizi care i este considerata ca structurd primard a moleculei proteice.
Lantul polipeptidic de regula se rasuceste in forma de spirald formand
structura secundard a moleculei proteice. Aceasta la rindul sau se rasuceste
intr-un mod complicat, dar strict specific, capatind o configuratie spatiala
numitd structurd tertiarad.

Unele molecule proteice sunt formate din citeva lanturi polipeptidice, de
obicei perechi, identice sau diferite de structura primard, secundara si tertiara,
care poarta denumirea de subunitati sau protomeri. Ele formeaza un tip de
molecule proteice cu proprietati fizico-chimice si biologice specifice din punct
de vedere structural si functional. Acest nivel de structurd a moleculei
proteice poarta denumirea de structurd cuaternard.

Pentru mentinerea configuratiei spatiale, molecula proteicd mai are
nevoe de unele legaturi suplimentare. Mai importante sunt legéturile de
hidrogen, care apar intre atomii de hidrogen ai gruparii -NH- (sau —-CH-)
si atomii de oxigen ai gruparii —CO-, disulfidice (-S-S-) si ionice, care
apar intre grupirile amino cu sarcini pozitive ale acizilor diamino-
monocarboxilici §i grupdrile carboxil cu sarcini negative ale acizilor
monoaminodicarboxilici.



Structura moleculei proteice este foarte labila si se modifica usor sub
actiunea factorilor fizici si chimici. Ca rezultat al acestor actiuni se modifica
proprietitile fizice, chimice si biologice ale moleculei.

Este necesar de a putea folosi cunostintele despre structura, proprietitile
fizice si chimice ale proteinelor, functiile lor, componenta proteici a organelor
si tesuturilor in norma si in diferite leziuni in vederea elucidarii functiilor
organismului in norma si tulburarea lor in patologie.

TEMA 1

Importanta biochimiei pentru medicina.
Aminoacizii. Reactiile de culoare ale proteinelor si aminoacizilor

Experienta 1. Reactia de identificare a aminoacizilor ce contin
sulf legat slab (reactia Fol).

Principiul metodei. La degradarea proteinelor si peptidelor sub
actiunea hidroxidului de sodiu din grupérile sulfhidril se elibereaza sulful sub
forma de sulfura de sodiu, care reactionind cu plumbitul de sodiu, formeaza
precipitatul de sulfura de plumb (PbS) de culoare neagra sau bruna. Ecuatia
reactiei:

1. CH,-SH CH, - OH
| |
+
CH - NH, % CH - NH2+ Nazs+H2
| |
COOH COOH
Cisteind Serind

2. Na,S + Na,PbO, + HjO— PbS| + 4NaOH

!
plumbit de precipitat
sodiu negru

Metionina, spre deosebire de cisteina si cistina, nu da aceasta reactie,
deoarece sulful in acest aminoacid este legat trainic.

Mod de lucru. La 5 picéturi de ovalbumina se adaugd 5 picaturi de
reactiv Fol. Amestecul se pune la fiert. Dupa 1-2 minute de fierbere apare
un precipitat negru sau brun de sulfurd de plumb (PbS).
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Reactivul Fol OH OH Q)
prezintd un ames- \;//
tec de volume egale
de acetat de plumb + —_— + H,0
de 5% si NaOH de HNG;

30%.

Experienta 2.

Reactia de culoare CF 2 CIHZ
pentru  tirozind o H-C—-NH
(reactia Millon). & (f NH, (f HH;

Principiul
metodei. Reactivul SR COoH
Millon la cald da cu
tirozina o coloratie HH i
rosie. Reactia este 5
caracteristicd ami- N=0 =N —OH
noacizilor care au in -
structurd un nucleu
fenolic.

_ Mod de lucru. 'Clh ?H2
Intr-o eprubetd se H_C_-NH H-C-NH,
iau citeva cristale de bOOPi (l',‘OOH

tirozina la care se
adauga acid sulfuric
de 2,5%. Continutul Derivat al o-chinonoximei
eprubetei se agita
pina la dizolvarea
completd a cristalelor. Se adauga 1 ml de reactiv Millon, se agita si se lasa la
temperatura camerei. Peste un timp se observa aparitia unei coloratii roz-
rosiatice sau a unui precipitat caramiziu. Temperatura ridicata faciliteaza aparitia
coloratiei.

Reactivul Millon prezintd un amestec de mercur cu acid azotic
concentrat i apa distilata (putin NaNQO,).

Experienta 3. Reactia de culoare pentru arginindg (Reactia Sakaguci).

Principiul metodei. Arginina, fiind tratata cu o-naftol in prezenta
hipocloritului de sodiu sau hipobromitului de sodiu, da o coloratie rosie
caracteristicd. Reactia este specificd gruparii guanidinice din structura
argininei. La oxidarea de mai departe a naftolargininei se formeaza un compus
de tipul chinoniminei.

10



Derivatii chinoniminei (in cazul de fata naftochinonimina), la care hidrogenul
gruparii iminice este substituit de un radical alchil sau aril, intotdeauna sunt colorati
in nuante galben-rosiatice. Culoarea rosie-portocalie a solutiei in cazul reactiei
Sakaguci se explica prin aparitia derivatului naftochinoniminei.

-

C=NH o

| 3 NaBrO

(Y )T
(CH), Br

| OH O N—O

CH - NH | + H,O + NaBr +

] : (|? =NH + 2NaOH

H
CO0 (CH,),
Arginina [
CH — NH,

Mod de lucru. intr-o eprubeta se iau 2 ml solutie de 0,01% de arginina la
care se adauga 2 ml solutie de hidroxid de sodiu de 10% si citeva picaturi solutie
alcoolica de o-naftol de 0,2%. Continutul eprubetei se agita bine si se adauga
0,5 ml solutie de hipobromit de sodiu si iarasi se agita. Imediat se adauga 1 ml
solutie de uree de 40% pentru stabilizarea coloratiei rosii-portocalii aparute.

Experienta 4. Reactia de culoare pentru histidind (reactia Pauli).

Principiul metodei. La interactiunea acidului sulfanilic cu nitrit de
potasiu se produce reactia de diazotare si are loc formarea acidului
diazobenzensulfonic:

SO;H SO;
+KNO,+HCl — Q + 2H,0+ KClI
+
NH, N=N

Acid sulfanilic Acid diazobenzensulfonic

In reactia dintre histidina si acidul diazobenzensulfonic format se obtine o
coloratie rosie-viginie:
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S05™ GO sor " SOH |

H,N -CH H::N—(IJH
+ CII-12+ —_— CH,
I |
N N
N*EN<N> N'=N N=N‘<N>N:N

Acid Histidina Acid diazobenzensulfonic
diazobenzen-
sulfonic

Mod de lucru. La 1 ml solutie de acid sulfanilic de 1% in solutie de
acid clorhidric de 5% se adauga 2 ml solutie de nitrit de potasiu de 0,5%.
Eprubeta se agita si se adaugd 2 ml solutie de histidina de 0,01%. Dupa
agitare se mai adaugéd 6 ml solutie de carbonat de sodiu de 10%. Apare o
coloratie rogie-visinie.

Experienta 5. Reactia de culoare pentru triptofan (reactia
Adamkiewick-Hopkins).

Principiul metodei. Solutiile de triptofan fiind tratate cu acid glioxilic in
prezenta acidului sulfuric concentrat formeaza la nivelul zonei de contact un
inel violaceu. Reactia este specifica inelului indolic.

COOH COOH
I I
CH — NH; CH - NH,
I I
CHZ CH2
| I
O wegee ) —
I
B COOH T
Triptofan H Acid glicoxilic H
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COOH COOH

I |
CH-NH, CH -NH,
I |

CH, CH,

|If1
— (¢
N

l COOH $

H  Produsde H
condensare

Mod de lucru. La 5 ml solutie de triptofan de 0,5% se adauga 3 ml de
acid acetic glacial. Pe peretii eprubetei se introduc cu atentie 2-3 ml de acid
sulfuric concentrat, astfel ca cele doui lichide sa se stratifice. La limita de
separatie dintre cele doua solutii va aparea un inel violaceu.

Experienta 6. Reactia de culoare pentru metionind (dupa Mack-Karty
si Sallivan).

Principiul i modul de lucru. La 5 ml solutie de metionina de 0,02% se
adauga prin agitare mai intdi | ml solutie de hidroxid de sodiu de 14,3 N, apoi
0,3 ml solutie proaspat pregétita de nitroprusid de sodiu de 0,1%. Amestecul se
incalzeste timp de 10 min pe baia de apa la temperatura de 35-40°C. Apoi
eprubeta se raceste sub un jet de apa rece timp de 2 minute i se adauga
prin agitare 5 ml de amestec de acid clorhidric si fosforic. Eprubeta se agita
1 minut §i se raceste 10 minute. Apare o coloratie rogie-violeta.

Experienta 7. Reactia de culoare pentru glicind (reactia JTimerman).

Principiul si modul de lucru. La 2 ml solutie de glicina de 0,01% la un
pH=8,0, obtinut prin adaugarea solutiei de 10% de hidroxid de sodiu, se adauga
0,5 ml solutie de dialdehida o-ftalica. Amestecul imediat se coloreazi in verde-
aprins. Peste citeva minute apare un sediment de culoare verde.

Experienta 8. Reactia de culoare pentru prolind.
Principiul metodei. Ninhidrina interactioneaza cu aminoacidul prolina.
Produsul de condensare are o coloratie galben-deschisa:
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0]
D) —
O

COOH
Ninhidrina Prolina

=
e QA
0

Mod de lucru. La 3 ml solutie de prolind de 0,01% se adauga citeva
picaturi solutie de ninhidrina de 1% in acetona de 95%. Continutul eprubetei se
agitd si se incilzeste pe baia de api la temperatura de 70°C timp de 5
minute.

Teme pentru autopregitire

1. Obiectul biochimiei si importanta ei in medicina practica. Metodele de
studiu biochimice.

2. Particularititile materiei vii.

3. Proprietitile generale ale biomoleculelor.

4. Rolul biologic al proteinelor.

5. Structura si clasificarea aminoacizilor; tipul de legatura in molecula
proteica.

6. Teoria polipeptidica a structurii proteinelor, esenta ei si dovezile
experimentale.

7. Notarea si citirea aminoacizilor in peptide si proteine. Aminoacizii «N»
si «C» terminali.

8. Principiul reactiilor de culoare ale proteinelor si aminoacizilor.
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Intrebiri pentru autocontrol si situatii de problemi

1. Scrieti formulele aminoacizilor care sunt derivati ai: a) acidului propi-
onic; b) acidului butiric; ¢) acidului valerianic.

2. Scrieti formulele aminoacizilor: a) nepolari hidrofobi; b) nepolari hidrofili;
¢) aminoacizilor cu proprietati acide si bazice.

3. Scrieti si cititi tripeptidele: a) His-Fen-Cis; b) Tyr-Pro-Arg. Care din
reactiile de culoare efectuate vor fi pozitive si care negative?

4. Scrieti tetrapeptida la care aminoacidul N-terminal sa fie prezentat
prin Trp, iar C-terminal — prin Met. Cititi peptida scrisa.

5. Scrieti cantitatea maxima de tripeptide care pot fi compuse din trei
aminoacizi indicati: Gli, Ala, Ser - cu conditia ci fiecare aminoacid poate sa
ocupe oricare din cele trei pozitii §i ca fiecare aminoacid poate fi folosit
numai o singurd data (pentru scrierea peptidelor de folosit indicarea
prescurtatd a aminoacizilor - prin trei litere). De exemplu, Gli-Ala-Ser; Ser-
Gli-Ala; Ala-Ala-Gli etc.

6. Se poate considera ca compusul cercetat este o peptida, daca reactia
cu ninhidrind este negativa, iar reactia biuretica - pozitiva?

7. Reactia Fol cu lichidul biologic este pozitivd. Se poate afirma ca
substanta este o proteinad?

8. Putem identifica prezenta aminoacizilor liberi in solutie avind la dispozitie
numai reactivi pentru proba cu ninhidrina? Motivati raspunsul.

9. Cum se poate stabili incheierea hidrolizei proteinei cu ajutorul reactiei
biuretice? Ce culoare va aparea si pe baza carui compus?

10. Ce mediu se va crea la dizolvarea in apa a urmatoarelor tripeptide:
a) Ala-Ser-Cis; b) Arg-His-Lyz; ¢) Glu-Cis-Asp. Scrieti grupele functionale
ale radicalilor aminoacizilor care determina pH-ul mediului. in ce mediu se
va afla punctul izoelectric al acestor peptide?

11. Amestecul de glicina, alanina, acid glutamic, lizind, arginina si serina
a fost supus electroforezei la pH 6,0. Raspundeti la urmatoarele intrebari si
motivati raspunsul: Care din aminoacizi vor migra spre catod? Care spre
anod? Care vor rimine la locul de start?

12. In ce directie va migra histidina supusa electroforezei la folosirea
solutiei tampon cu diferite valori ale pH-ului: a) pH =4,0. b) pH=12.0. Scrieti
formula aminoacidului si motivati rispunsul.
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13. Scrieti o tripeptida al carei punct izoelectric se va afla in mediu alcalin.
Motivati raspunsul.

14. Scrieti o tripeptida (de scris formulele aminoacizilor) al carei punct
izoelectric se va afla in mediu acid.

TEMA 2
Structura chimica si rolul biologic al proteinelor

Experienta 1. Identificarea aminoacizilor prin metoda cromato-
grafiei pe hirtie.

Principiul metodei. Metoda se bazeaza pe diferenta coeficientului de
repartifie a aminoacizilor in apa si solvent organic (butanol), care nu se
amestecd cu apa. Viteza migrarii aminoacizilor pe hirtie este direct
proportionald cu gradul de dizolvare in butanol.

Mod de lucru. Pe linia de start a benzii de hirtie cromatograficd cu
ajutorul unui capilar se aplica o picédtura mica (diametrul nu mai mare de 5
mm) de hidrolizat proteic sau amestec de aminoacizi. Dupa uscare la aer
(fixare) banda se introduce in vasul cu amestecul de apa-butanol, astfel,
incit lichidul sa ajunga numai pina la linia de start (2-3 mm). Cu ajutorul
dopului, banda se fixeaza vertical fara sa se atinga de peretii vasului. Dupa
1,5 ore de expunere la temperatura camerei, banda se scoate din vas, se
noteaza cu un creion simplu hotarul solventului si se usuca in termostat (10
minute la temperatura de 70-100°C). Apoi banda se trece prin solutie de
ninhidrina 0,1-0,2% si din nou se usuci in termostat la temperatura de 100°C.
Pe cromatograma apar unele pete galbene sau violete localizate la diferite
distante de linia de start. Cu ajutorul riglei se masoara urmatoarele distante:

1. De la linia de start pina la centrul fiecarei pete (a);

2. De la linia de start pina la hotarul solventului (b). Raportul dintre distantele
parcurse de aminoacid (a) si de solvent (b) poartd denumirea de coeficient de
repartitie (R), specific pentru fiecare aminoacid in conditii standard.

Importanta clinico-diagnostici. Metoda permite determinarea calitativa
si cantitativd a aminoacizilor in obiectele biologice ceea ce are o importanti
deosebita in studierea metabolismului proteic. In diferite afectiuni ale ficatului,
rinichilor si altor organe se constata modificarea continutului aminoacizilor
in serul sanguin.
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Experienta 2. Reactia biureticd (Piotrovschi).

Principiul metodei. Legiturile peptidice (-NH-CO-) ale proteinelor in
mediu alcalin reactioneazi cu CuSO, formind compusi complecsi colorati in
rosu-violet.

Mod de lucru. La 5 picaturi solutie de ovalbumina de 1% se adauga 5
picaturi solutie de NaOH de 10% si 2 picituri solutie de CuSO, de 1%.
Eprubeta se agita. Apare culoarea violeta.

Nota: la concentratii majore in solutie ale histidinei, serinei,
freoninei, asparaginei reactia biuretica este pozitiva. Ceilalti aminoacizi
dau reactie negativa.

Experienta 3. Reactia cu ninhidrind.

Principiul metodei. Ninhidrina reactioneaza cu gruparile oi-amino
ale proteinelor §i aminoacizilor cu formarea unui compus colorat in albastru-
violet. Schema reactiei:

O R 0 R

: ! -H20 n |

I = H b= Gh == DRhEE u:N_?H

0 O COOH
Ninhidrina

Ca rezultat al reactiilor de transpozitie, decarboxilare, scindare si conden-
sare a produsului de reactie se obtine un compus complex colorat in
albastru-violet.

Mod de lucru. La 5 picaturi de solutie OH 0
de proteind se adauga 5 picaturi solutie @:'> 8
ninhidrina de 0,5%. Continutul eprubetei se PN
fierbe 1-2 minute. Apare o culoare roz- M
violeta, care trece apoi in albastra.

Experienta 4. Reactia xantoproteicd (Mulder).

Principiul metodei. Aminoacizii aromatici la fierbere cu HNO,
concentrat se supun nitrarii. Ca rezultat solutia capata o culoare galbena
care trece in oranj la adaugarea bazei. Schema reactiei:

633728
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OH OH

O,H 0,
+HNO;
NH, +1 NH, +HO
l I
CH; - CH CH, - CH
| [
COOH COOH

Mod de lucru. La 5 picaturi solutie de ovalbumina se adaugd 3 picaturi
de HNO, concentrat. In urma fierberii, continutul eprubetei se coloreaza in
galben. Daca dupa racire in eprubeta adaugam 10-15 picaturi solutie de
NaOH de 20%, culoarea solutiei devine oranj ca rezultat al obtinerii sarii de
sodiu a dinitrotirozinei.

Nota: reactie pozitiva dau compusii fenolici. Gelatina, salmina,
clupeina (protamine) dau reactie negativa, cauzata de absenta acizilor
aromatici.

Teme pentru autopregitire

I. Nivelurile de organizare a moleculei proteice: structura primara,
secundara, tertiara si cuaternara. Legdturile specifice acestor structuri.
Foldingul si refoldingul proteinelor. Peptidele active.

2. Principiul metodelor de descifrare a structurii primare, secundare,
tertiare si cuaternare a moleculei proteice.

3. Principiul metodelor de descifrare a structurii primare a moleculei
proteice incepind de la aminoacidul: a) N-terminal; b) C-terminal si modul
de realizare.

4. Clasificarea proteinelor.

5. Proteinele simple, proprietatile, particularititile structurale.

6. Colagenul: particularitatile componentei aminoacidice $i structurale.

7. Proteinele conjugate: nucleoproteidele, fosfoproteidele, lipoproteidele
s.a. Caracteristica generala.

8. Proteinele fixatoare de Ca®".
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Intrebiri pentru autocontrol si situatii de problemi

1. Care din aminoacizi participa la formarea legaturilor covalente in
autostructurarea gradului trei de organizare a moleculei proteice (structurii
tertiare)?

2. Cu care din metodele analitice folosite la lucrarile de laborator se
poate descifra componenta aminoacida a proteinei? (Trebuie sa se tina cont
de faptul ca proteina puri trebuie obtinuta in prealabil si cd metoda este
folosita pentru prima oara).

3. Principiul chimic al metodelor de descifrare a structurii primare a
proteinelor incepind: a) de la aminoacidul N-terminal; b) de la aminoacidul
C-terminal; ¢) prin hidroliza prealabila a proteinei i determinarea succesiunii
fragmentelor polipeptidice in molecula proteica si al aminoacizilor in lanturi.

TEMA 3

Proprietitile fizico-chimice ale proteinelor. Metodele de
separare, purificare si determinare ale proteinelor

Experienta 1. Dializa proteinelor.

Dializa (din gr. dialisis - separare) se numeste procesul de separare a
substantelor macromoleculare si solutiilor coloidale de substante
micromoleculare cu ajutorul membranelor semipermeabile (celofan,
pergament, colodiu s.a.). Din cauza diametrului mare, moleculele proteice,
coloizii, substantele macromoleculare nu pot trece prin porii acestor mem-
brane, spre deosebire de substantele micromoleculare si saruri.

Mod de lucru. 1. Intr-un balon se toarna 20 ml solutie de ovalbumina
la care se adauga 20 picaturi solutie saturatd de sulfat de amoniu
(NH,),SO0,.

2. Dintr-o foita de celofan umezita in prealabil cu apa distilata, se
confectioneaza un saculet in care se toarna continutul balonului. Saculetul
se introduce intr-un pahar cu apa distilata si se cufunda astfel ca nivelul de
lichid in saculet s fie mai jos de nivelul apei in pahar.

3. Peste o ora de la inceputul dializei, in doud eprubete se iau cite 1 ml de
lichid din pahar si se efectueaza urmatoarele reactii: a) in una din eprubete
se identifica prezenta ionului de sulfat adaugind 3—4 picaturi de solutie de
BaCl, de 5% (daca reactia este pozitivd, se observa aparitia precipitatului
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de BaSO, sub forma de tulbureala de culoare alba); b) in a doua eprubeta se
controleaza prezenta proteinei prin reactia biuretica.

4. Solutia din saculet se toarna intr-o eprubeta si se verifica continutul ei
prin reactia biuretica. Ne convingem ca prin membranele semipermeabile trec
substantele micromoleculare (NH,),SO, si nu pot trece proteinele. Dovada
servesc reactia pozitiva cu BaCl, in prima eprubet si reactia negativa biuretica.

Experienta 2. Sedimentarea proteinelor.

Denaturarea proteinelor (precipitarea ireversibila) se reduce la distrugerea
structurii moleculei proteice (in afard de structura primara), insotita si de
pierderea proprietatilor biologice. La sedimentarea ireversibild proteinele
sufera modificari profunde si nu pot fi solubilizate din nou. Din reactiile de
sedimentare ireversibile ale proteinelor fac parte: precipitarea proteinelor cu
sarurile metalelor grele, acizi minerali si organici, reactivele alcaloide,
precipitarea prin fierbere.

a. Precipitarea proteinelor cu sarurile metalelor grele.

Precipitarea proteinelor cu sdrurile metalelor grele, spre deosebire de
salifiere, are loc la concentratii mici. In reactie cu sarurile metalelor grele (Pb,
Cu, Ag, Hg si al.) proteinele absorb aceste metale, formind compusi complecsi
sau substante saliforme, care nu se mai solubilizeaza in prezenta excesului
acestor séruri (cu exceptia AgKO, si HgCl,), dar se dizolva in apa. Solubilizarea
precipitatului proteic in exces de sare poartd denumirea de peptizare
adsorbtivd. Acest fenomen se datoreazi aparitiei sarcinii electrice pozitive in
moleculele proteice. Capacitatea proteinelor de a lega trainic ionii metalelor
grele sub forma de precipitate insolubile se foloseste in practica medicala ca
antidot in caz de intoxicatie cu sarurile de mercur, cupru, plumb s.a. De obicei,
imediat dupa intoxicatie, pind cind sarurile n-au reusit sa se absoarba, bolnavului
i se administreaza solutie proteica si se provoacé evacuarea (vomitarea) cu
scopul de a inlatura toxina din organism.

Mod de lucru. In trei eprubete luam cite 5 picituri de solutie de
ovalbumina. In prima adaugim 1-2 picéturi solutie de CuSO,; in a doua — 2
picaturi de solutie de acetat de plumb; in a treia — 1-2 picaturi de solutie de
nitrat de argint. In toate eprubetele apare un precipitat, care nu se dizolva in
apa. Daci in prima eprubetd mai adaugam 5-10 picaturi de solutie de sulfat
de cupru, precipitatul se dizolva. La adaugarea in eprubeta a treia a 5-10
picaturi de solutie de nitrat de argint precipitatul nu se solubilizeaza.
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b. Precipitarea proteinelor cu acizi minerali.

Acizii minerali concentrati, cu exceptia acidului ortofosforic, provoaca
denaturarea proteinelor cu formarea de saruri complexe.

Mod de lucru. in doud eprubete luim cite 10 picaturi de acizi
concentrati - azotic si sulfuric. Inclinind eprubetele la 45°, se toarna pe
peretii lor un volum egal de solutie proteica, evitind amestecarea lichidelor.
La hotarul de separare a lichidelor apare un precipitat alb amorf in
forma de inel. La addugarea unui exces de acid in eprubetele respective
observdam ca precipitatul se dizolva in acid sulfuric si nu se dizolva in
acid azotic.

Experienta 3. Separarea albuminelor §i globulinelor din ovalbumind.

Proteinele din solutii pot fi precipitate prin salifiere (cu solutii de s@ruri
neutre asa ca sulfatul de amoniu, clorura de sodiu s.a.). Salifierea este
un proces reversibil. Mecanismul precipitarii proteinelor din solutii prin
salifiere se reduce la deshidratarea macromoleculelor proteice si
inlaturarea sarcinii electrice. Asupra vitezei de precipitare a proteinelor
prin salifiere actioneaza un sir de factori asa ca hidrofilitatea proteinei,
masa moleculari, sarcina electrica, de aceea salifierea diferitelor proteine
are loc in concentratii diferite de saruri. De exemplu, albuminele se
precipita in solutie saturatd de sulfat de amoniu, iar globulinele —in solutie
semisaturatd de aceiasi sare.

Mod de lucru. La 20 picaturi de solutie de ovalbumind nediluata se
adauga 20 picaturi de solutie saturata de sulfat de amoniu. Se obtine o solutie
semisaturatd de sulfat de amoniu in care se precipitd globulinele din
ovalbumina. Dupa 5 minute continutul eprubetei se filtreaza (hirtia de filtru
se umezeste in prealabil cu apa distilata). Pe filtru se retine precipitatul de
globuline, iar in filtrat trec albuminele. Pentru salifierea albuminelor, la filtrat
se adauga cristale de sulfat de amoniu pina la saturatie (pind ce rata de
sulfat de amoniu nu se dizolva). Precipitatul aparut de albumine se filtreaza,
iar filtratul se verifica cu reactie biuretica. Reactia biuretica negativa indica
lipsa proteinelor.

Experienta 4. Separarea proteinelor prin metoda electroforetica
pe hirtie.

Principiul metodei. Directia migrarii proteinelor in cimpul electric depinde
de pH-ul mediului si proteinele, fiind electroliti amfoteri, in mediul acid poseda

2]



sarcina pozitiva si se misca spre catod, in mediul bazic sunt incarcate negativ
si migreaza spre anod. Separarea proteinelor din serul sanguin se efectueaza
folosind solutie tampon de pH-ul 8,6 -8,9. In cimpul electric continuu proteinele
serului sanguin, posedind sarcina electrica negativa la acest pH, migreaza
pe hirtia umectata de solutia tampon spre anod cu o viteza care depinde de
marimea sarcinii electrice si de masa moleculari a particulelor. Mai repede
migreaza fractia de albumine, apoi globulinele, care se separa in fractii: o,
o,; B siin final y-globulinele.

Prin metoda electroforetica pe hirtie proteinele serului sanguin se separa
in 5-9 fractii care pot fi evaluate procentual.

Mod de lucru. Pe linia de start a unei fisii de hirtie de electroforeza se
aplica proba de ser sanguin cercetat. Linia de start se afla aproape de catod,
deoarece folosim solutie tampon cu pH-ul bazic in care proteinele manifesta
sarcind negativa si se vor migca spre anod. Timpul de expunere se apreciaza
experimental (fractiile proteice trebuie sa se separe, dar sa nu dispara de pe
hirtia de electroforeza, trecind in solutie tampon). Fractiile proteice de pe
electroforegrama se fixeaza
prin uscare si dupd aceea se
“developeaza™ (coloreaza)
folosind un colorant specific
pentru proteine.

Pentru a determina conti-
nutul procentual al fractiunilor
separate, electroforegrama se
examineazd prin densi-
tometria sau colorimetria
fiecdrei fractiuni. Suma
extintiei tuturor fractiilor se va
considera ca 100%, iar 77
extintia fiecarei fractiuni va
indica continutul de proteine.

Experienta 5. Deter-
minarea concentratiei de
proteind rotald in plasma
(serul) sanguind prin
metoda refractometrica. Refractometrul IRF-22.
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Principiul metodei. Metoda refractometricd se bazeaza pe capacitatea
diferitelor medii de a reflecta in mod diferit razele de lumina ce le strabat.
Raportul dintre sinusul unghiului de incidenta (sin o) al razei si sinusul unghiului
de refractie (sin ) poarta denumirea de indice de refractie:

N = sina. / sinf

Indicele de refractie al solutiei depinde de cantitatea, marimea si structura
fizica a particulelor dizolvate, precum si de temperatura mediului. In serul
sanguin indicele de refractie depinde in primul rind de cantitatea si calitatea
proteinelor, sarurilor si a altor componente.

Indicele de refractie se determina cu ajutorul unui aparat special —
refractometru — reprezentat in imaginea de mai sus.

Mod de lucru. Pe prisma de jos a camerei (5) refractometrului se aplica
2-3 picaturi de plasma sau ser care se acoperd cu prisma de sus. Intre
prisme se formeaza un strat de solutie proteica. Cu ajutorul oglinzii, indreptam
raza de lumina in ghiseul camerei. Uitindu-ne in ocular (1) si folosind maneta
(3), inlaturam culorile spectrului la linia de separare a cimpului optic in 2
campuri: unul luminat si altul intunecat. Cu maneta (7) instalam punctul de
incrucisare a liniilor care se observa in cimpul optic la linia de separare a
cimpului. Indicele de refractie se citeste dupa scara din partea stingd a
cimpului.

Noti: Sensibilitatea metodei este de 0,5-1,0%, iar eroarea in limita de 10%.

Importanta clinico-diagnostici a metodei. Micsorarea continutului
de proteine totale serice (hipoproteinemie) se observa in inanitie proteica,
tulburarea functiei protein-sintetice a ficatului, in urma pierderii proteinelor
in hemoragii, exsudate masive in cavitatile seroase, in tulburarea filtrului
renal (nefroze, amiloidoze).

Cresterea continutului de proteina (hiperproteinemia) se observa compa-
rativ rar — in boala mielomatoasa, macroglobulinemie (ca rezultat al sintezei
proteinelor patologice — paraproteine), in excitatia sistemului reticuloendotelial,
in infectii §i intoxicatii. Hiperproteinemia relativa se observa in hemocon-
centratie ca urmare a pierderii apei (diaree, sudoratie intensd, poliurie,
combustii).
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Indicele de Concentratia Indicele de Concentratia |
refractie proteinei in ser, % refractie proteinei in ser, %
1,33705 0,63 1,34575 3,68
1,33743 0,86 1.34612 5,90
1,33781 1,08 1,34650 6,12
1,33820 1,30 1,34687 6,34
1,33858 1,52 1,34724 6,55
1,33896 1,74 1,34761 6,77
1,33934 1,96 1,34798 6,98
1,33972 2,18 1,34836 7,20
1,34000 2,40 1,34873 7,42
1,34048 2,62 1,34910 7,63
1,34086 2,84 1,34947 7,85
1,34124 3,06 1,34984 8,06
1,34162 3,28 1,35021 8,28
1,34199 3,50 1,35058 8,49
1,34237 3.72 1,35095 8,71
1,34275 3,94 1:35132 8,92
1,34313 4,16 1,35169 9,14
1,34350 4,38 1,35205 9,35
1,34388 4,60 1,35242 9.57
1,34426 4,81 1,35279 9,78
1,34463 5,03 1,35316 9,99
1,34500 5,25 133352 10,20
1,34537 5,47 1,35388 10,41

Experienta 6. Deferminarea absorbantei solufiei proteice.

Principiul metodei. Solutiile proteice poseda absorbanta in limitele
spectrului ultraviolet, determinatd de prezenta resturilor aminoacizilor
fenilalanina, tirozina si triptofan. Fenilalanina i tirozina au absorbanta maxima
la lungimea de unda 280 nm, iar triptofanul - 254 nm. Gradul de absorbanta
la lungimile de unda indicate este direct proportional continutului de
fenilalanina, tirozina si triptofan in molecula proteinei.

Mod de lucru. Etapa 1. Pentru analiza se foloseste solutia fractiunii
globulinice a ovalbuminei, capatatd dupa sedimentarea albuminelor in
experienta 3 de la tema 3 si purificatad de sulfat de amoniu prin dializa in
experienta | de la aceiasi tema.
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Solutia datd se toarna in cuva de 1 c¢cm si se fac masurari la
spectrofotometrul automat Specord UV-vis in zona ultravioleta a spectrului
(180-340 nm). Dupa graficul obtinut se determina unitatile densitatii optice
D (absorbtiei luminei) a solutiei cercetate de globulind corespunzatoare
lungimilor de unda de 254 si 280 nm si se compara datele obtinute. in baza
rezultatelor Inregistrate se trag concluzii despre raportul fenilalaninei, tirozinei
si triptofanului in globulinele din ovalbumina.

Etapa 2. Sedetermina cantitatea de fenilalanina, tirozina si triptofan
cu ajutorul reactiei Pauli si Adamkiewick-Hopkins, cum a fost descris in
experientele 4 si 5 (tema 1). Dupa aparitia in timpul reactiilor date a coloratiei
specifice probele se colorimetreaza. Concentratia aminoacizilor fenilalanina,
tirozina si triptofanul se determina dupa graficul de calibrare.

Se determina raportul dintre concentratiile de fenilalanina, tirozina si
triptofan. Raportul obtinut se compara cu raportul absorbtiei de la etapa 1.

Experienta 7. Determinarea punctului izoelectric.

Principiul metodei. Sarcina electricd a unei proteine in solutie este
determinatd de numarul si gradul de disociere al gruparilor acide sau bazice
ale aminoacizilor din componenta ei. In functie de pH-ul mediului, aminoacizii
se comportd ca acizi sau ca baze. in functie de mediu, au loc urmatoarele
reactii:

- in mediu acid:

+ +
H;N-CH-COO +H" ———» H;N-CH-COOH
I I
R R

- in mediu alcalin:

+ - =
H;N-CH-COO +OH = ——» H;N-CH-COO + H;0O
I |
R R

Astfel la trecerea curentului electric prin solutie, aminoacizii vor migra in
mediu acid spre catod, iar in mediu alcalin — spre anod. La o anumita valoare
a pH-ului, migrarea in cimpul electric nu are loc, aminoacidul gasindu-se sub
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forma de dipol. In aceasta stare se exercitd forte de atractie reciproca
intre grupérile — COO-si - NH,". Are loc o aglomerare a moleculelor din
solutie si solubilitatea devine minima. Valoarea pHi-ului la care migrarea
proteinelor sau a aminoacizilor intr-un cimp electric este nuld, poarta
denumirea de punct izoelectric (pHi). El are valori diferite pentru fiecare
aminoacid sau proteina.

Acizii monoaminomonocarboxilici au pHi-ul in jurul valorii 6, deoarece
disocierea grupdrii - COOH este mai mare decit a gruparii - NH,.

Acizii monoaminodicarboxilici (acid aspartic si glutamic) au pHi-ul in
zond acida 3,0-3,2 datoritd celor doua grupari carboxilice, pe cind cei
diaminomonocarboxilici au pHi-ul situat in mediu alcalin.

Reactivele: Solutie acetat de sodiu de 0,1 N; solutie acid acetic de 0,1 N;
solutie gelatina de 1%; alcool metilic.

Mod de lucru. Se iau 6 eprubete si in fiecare se adauga urmatoarele
solutii dupa cum este aratat in tabelul de la p. 28.

Dupa adaugarea alcoolului metilic, eprubetele se agita si se lasd pentru o
jumitate de ora. In eprubeta a 4-a apare o tulbureala intensa. Deci in aceastd
eprubeta s-a realizat pHi, care este de 4,7.

Teme pentru autopregitire

1. Proprietatile fizico-chimice ale proteinelor: masa moleculara, solubilitatea,
proprietitile amfotere.

2. Proprietdtile hidrofile ale proteinelor in functie de particularitatile

structurale si aminoacizii constituienti.

Factorii de stabilizare in solutie a substantelor coloidale.

Sarcina electrica a proteinelor. Punctul si starea izoelectrica.

5. Denaturarea proteinelor, agentii ce provoaca denaturarea.
Modificarile structurale ale proteinei la denaturare.

6. Coagularea proteinelor. Factorii care previn coagularea. De ce
denaturarea este deseori insotitd de coagulare?

7. Starea solutiilor coloidale: sol, gel, xerogel. Exemple.

8. Metodele de studiere a componentei colitative si cantitative a proteinelor:
a) hidroliza; b) cromatografia; c) electroforeza; d) salifierea; e) dializa.

Pl
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Reactivii care se Numarul eprubetelor:

adauga (ml) 1 2 3 4 S 6
Acetat de sodiu
de 0,1 N 2 2 2 2 2 1,2
Acid aceticde 0,1 N | 0,25 0,5 1 2 4 4,8
Apa distilata 375 3,5 3 2 - -
Gelatina 2 2 2 2 2 2
pHi-ul ce se obtine 5,6 5,3 5,0 4,7 4.4 4,1
Alcool metilic 8 8 8 8 8 8
Tulbureala ++ L

a)
b)

Intrebiri pentru autocontrol si situatii de problema

Aveti la dispozitie un sir de eprubete cu solutii coloidale. Cum se poate
identifica in care din eprubete se contine proteina si in care alte substante
coloidale?

Cum explicati faptul ca intr-un mediu puternic bazic sau acid proteinele
se denatureaza dar nu se precipita?

De ce unele produse infectate sau toxice pot fi folosite in alimentatie
dupa o expunere termica (fierbere), iar altele nu? Motivati raspunsul.
Proteina se precipita la adaugarea etanolului. Precipitatul maxim se
observd in eprubeta cu pH-ul 9,1. Care aminoacizi predomini in
componenta proteinei?

Cum se poate separa din amestec proteina cu punctul izoelectric cunoscut
avind la dispozitie acizi, baze, saruri, etanol?

Ce transformari suferd molecula proteica la: a)hidroliza; b) salifiere;
c) denaturare. Care niveluri de structurd se modifica si care din aceste
procese sunt reversibile si care ireversibile?

Cum explicati actiunea denaturanta asupra proteinelor a:

alcoolulul etilic;

acetonel, sarurilor neutre, iodului?

De ce punctul izoelectric al majoritdtii proteinelor se gaseste intr-un
mediu slab acid (pH = 4,5-6,0), iar a protaminelor si histonelor — in
mediu slab alcalin?
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10.

11

12,

14.
13,
16.

2

Spre care electrod vor migra histonele (linia de start se afla la mijlocul
benzei electroforetice) cind vom folosi solutiile tampon cu: a) pH =4,0
b) pH =9.0? Motivati raspunsul.

Cum putem trece solutia coloidala din gel in sol si invers? Motivati
raspunsul.

. Ce numim xerogel? Enumerati exemple de xerogel.
12,

Principiul metodei de secare liofila a solutiilor coloidale; utilizarea acestei
metode in industria medicala si economia nationala. Prioritatea acestei
metode la prepararea medicamentelor de origine proteica.

Cu ajutorul caror metode este posibila separarea solutiilor proteice de
substantele micromoleculare? Care din aceste metode au fost folosite
la lucrarile de laborator si in ce consta principiul lor?

Calculati masa moleculara a proteinei daca se stie ca ea contine 0,34%
fier cu masa atomica de 56,0.

Calculati masa moleculard a proteinei care contine 0,6% triptofan cu
masa moleculara de 204.

Argumentati biologic si biochimic prelucrarea cimpului pentru operatii §i
injectii cu alcool etilic, solutie de iod.

Argumentati utilizarea proteinelor laptelui si oudlor in intoxicatiile cu saruri
ale metalelor grele.



Partea a Il-a. Enzimele

Enzimele (sau fermentii) sunt catalizatori biologici de natura proteici care
in anumite conditii accelereaza reactiile chimice atit in tesuturile organismului,
cit si in exteriorul lui.

Dupa structura chimica, enzimele sunt proteine simple sau conjugate.
Enzimele - proteine simple se mai numesc monocomponente. Din aceasta
grupa fac parte hidrolazele: pepsina, tripsina, lipaza, amilaza, zaharaza s. a.

Enzimele - proteine conjugate, mai poarta denumirea de bicomponente,
deoarece constau din doud componente: partea proteica - apoenzimd si
partea neproteici - coenzimda. Multe coenzime (TDP, NAD, FAD, CoA si
al.) sunt derivati ai vitaminelor. Coenzime pot fi si unii ioni metalici (Ca, Zn,
Mn, Mo 5. a.).

La interactiunea cu substratul nu participa intreaga molecula de enzima,
ci numai un anumit sector al ei - centrul activ. El asigurd contactul si
transformarile ulterioare ale substratului si este format din diferite grupari
functionale: OH, SH, inelul imidazolic s. a. in com ponenta centrului activ al
enzimelor bicomponente pot intra si coenzimele, ionii metalelor.

Multe enzime pe lingad centrul activ, poseda si centrul alosteric sau
centrul de reglare. Substantele care se combina cu centrul alosteric al
enzimei si modifica activitatea ei poartd denumirea de efectori alosterici
(inhibitori sau activatori). Sub actiunea efectorilor se modifica configuratia
moleculei de enzima si simultan conformatia centrului activ, care la rindul
sau poseda proprietatea de a reactiona cu substratul. Deci efectorii alosterici
realizeaza reglarea metabolismului.

Actualmente sunt cunoscute circa 2000 de enzime. Conform clasificarii
unice mondiale, enzimele se impart in sase clase: oxidoreductaze,
transferaze, hidrolaze, liaze, izomeraze si ligaze sau sintetaze. Denumirea
claselor provine de la tipul reactiilor catalizate de enzimele corespunzatoare.
Fiecare enzima este numerotata printr-un cod constituit din patru cifre,
separate prin punct si dispuse conform urmatoarelor principii: prima cifra
indica clasa, a doua - subclasa, a treia - subsubclasa, a patra - numaérul de
serie al enzimei in subsubclasa. De exemplu, succinatdehidrogenaza prezinta
numarul de cod EC 1.3.99.1., aspartataminotransferaza - EC 2.6.6.1.1,
lipaza - EC 3.1.1.3.
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Unele enzime au citeva forme moleculare, formind asa-numitele izoenzime
sau izozime. Izozimele poseda o specificitate identica, dar se deosebesc
dupa proprietatile fizico-chimice i imunologice ca rezultat al unei deosebiri
in componenta aminoacidica a apoenzimei. Izoforme au astfel de enzime ca
lactatdehidrogenaza, malatdehidrogenaza, creatinkinaza s. a., in total circa
100 de enzime. Raportul dintre formele de izozime in tesuturi depinde de
virstd, starea fiziologicé a organismului s. a.

Enzimele, in calitate de catalizatori biologici, poseda anumite proprietati
si anume: a) activitate catalitica mare; b) specificitate; ¢) termolabilitate; d)
dependenta activititii enzimei de pH; e) modificarea activitatii in prezenta
activatorilor si inhibitorilor. Proprietatile enzimelor enumerate mai sus indica
natura proteica a enzimelor.

[ntrucat in tesuturi si lichidele biologice ale organismului enzimele se contin
in concentratii mici determinarea lor este dificila. Pentru evidentierea lor
sunt folosite de obicei metode indirecte. Prezenta si activitatea enzimei se
apreciaza dupa actiunea efectuata de enzima, adica dupa concentratia
produselor de reactie. Prezenta si activitatea lipazei se apreciaza dupa
cantitatea de acizi grasi liberi obtinuti ca rezultat al scindarii grasimilor; a
amilazei (sanguine, urinare) - dupd cantitatea de amidon scindata intr-o
anumita perioada de timp.

Viteza reactiei enzimatice depinde de raportul dintre concentratiile enzimei
si substratului. In conditii normale, in mediul extracelular, singe, lichide biologice
enzimele se contin in cantitdti mici.

in diferite stiri patologice, in urma lezirii organelor si celulelor, continutul
intracelular ajunge in singe si alte lichide biologice provocind cresterea
continutului de enzime. Modificarea activitatii enzimatice din singe si alte
lichide biologice serveste ca indicator important in diagnosticul bolilor si se
foloseste pe larg in medicina practica.



TEMA 4

Natura chimici si structura enzimelor.
Mecanismul actiunii enzimatice. Clasificarea enzimelor.
Vitaminele in calitate de coenzime

Experienta 1. Demonstrarea prezentei legaturilor peptidice in
molecula enzimei tripsina.

Se realizeaza prin intermediul reactiei biuretice. Principiul metodei i mersul
lucrarii este descris in lucrarea practica 2, experienta 2.

Experienta 2. Demonstrarea prezentei aminoacizilor in molecula
engimei tripsina.

Se efectueaza prin intermediul reactiilor ninhidrinice, xantoproteice si
reactiei Fol. Principiul metodei si mersul lucrarii sunt descrise in lucrarea
practica 1, experienta 1 si in lucrarea practica 2, experienta 3 si 4.

Experienta 3. Identificarea vitaminei B, cu ajutorul diazoreactiei.

Vitamina B, contine inelul pirimidinic i tiazolic si este numita tiamina,
deoarece contine sulf'si gruparea amino. Daca hidrogenul din grupa alcoolica
primard este substituit cu restul de pirofosfat (difosfat), atunci se obtine
tiaminpirofosfat (TPP) sau tiamindifosfat (TDP) care servesc drept
coenzima. Aceastd coenzima se sintetizeaza in ficat in urma transferului
restului de pirofosfat (difosfat) de la ATP, in alte tesuturi de la TTP. TPP
(TDP) participa la reactiile de decarboxilare a Ot-cetoacizilor si in reactia
transcetolazica fiind partea structurald a enzimelor care participa la
metabolismul glucidelor.

Carenta de vitamina B, in alimente provoacd dereglari ale sistemului
nervos periferic cunoscute sub denumirea de beri-beri sau polinevrita. In
acest caz in organism creste concentratia de acid piruvic si alti Ot-cetoacizi.

Principiul metodei. Tiamina in mediu alcalin formeaza cu diazoreactivul
un compus complex de culoare oranj.

Mod de lucru. La 5 picaturi de diazoreactiv, care consta din volume
egale de solutie de acid sulfanilic de 1% si solutie de nitrit de sodiu de 5%,
se adaugi 1-2 picaturi solutie de tiamina de 5%. Inclinind eprubeti se picura
atent pe peretii ei 5—7 picaturi de bicarbonat de sodiu de 10%. La hotarul
dintre lichide apare un inel colorat in oranj.

Experienta 4. Identificarea vitaminei B,
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Vitamina B,, sau riboflavina, consta din inelul izoaloxazinic si polialcoolul
ribitol. Ea este partea componenti a grupdrii prostetice a enzimelor flavinice
(flavoproteinelor), partcipind la sinteza flavinadenindinucleotidului (FAD) si
flavinmononucleotidului (FMN). Flavoproteinele participa la reactiile de
dehidrogenare (scindarea protonilor si electronilor de la anumite substrate -
substante care se oxideaza si servesc ca donatori de hidrogen). Aceste
enzime participa la oxidarea D-aminoacizilor, acizilor grasi, NADH, in
oxidarea biologica s. a.

Actiunea biologica a enzimelor flavinice depinde de prezenta legaturilor
duble in inelul izoaloxazinic: flavinenzima rupe de la molecula care se oxideaza
doi electroni si doi protoni, unindu-i la atomii de azot legati prin legaturi duble.

In carenta de vitamina B, poate apirea cataracta (tulburarea cristalinului)
si alte dereglari. h

Principiul metodei. Forma oxidati a vitaminei B, reprezintd o substanta
care la iradiere cu raze ultraviolete da o fluorescenta de culoare galbena. Reactia
de identificare a vitaminei B, este bazata pe proprietatea ei de a se reduce usor.
In forma oxidata vitamina B are o culoare galbena, iar la inceputul reactiei de
reducere da o culoare roza (se obtin derivati intermediari) care in cele din urma
se decoloreaza, deoarece forma redusa a vitaminei B, este incolora.

Reactia decurge conform schemei:

R

+Zr1
NH + ZHCI

R

N
+Zn o \f + ZnCl,
+ 2HCI
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Mod de lucru. Intr-o eprubeti se iau 10 picaturi de solutie de vitamina
B,, se adauga 5 picaturi de acid clorhidric concentrat si o granula de zinc
metalic. Se observa degajarea bulelor de hidrogen, lichidul galben se coloreaza
treptat in roz, dupi ce se decoloreaza.

Experienta 5. Identificarea vitaminei PP.

Vitamina PP (din
iFaI. pelagre — p::even- COOH CO-NH,
tive) este un derivat al
inefului piridinic. Acti-
vitate antipelagroasa, in
afara de acidul nicotinic, N N
poseda si amida lui. Vitamina PP Amida vitaminei PP

in organismul uman
si animal, vitamina PP se afla in forma conjugata cu proteinele. Din vitamina
PP se obtin doud coenzime - nicotinamidadenindinucleotida (NAD) si
nicotinamidadenindinucleotidfosfat (NADP). Acestea sunt coenzime ale
dehidrogenazelor care participa la multiple reactii de oxido-reducere. NAD*
si NADP* aditioneaza electroni si protoni de la substratele care se oxideaza.
Electronii si protonii, aditionindu-se laNAD+ si NADP+, reduc inelul piridinic.

Carenta de vitamina PP in alimente provoacé boala pelagra.

Principiul metodei si modul de lucru. Intr-o eprubeti se iau 20 picaturi
de solutie de vitamina PP se agita si se incdlzeste pina la fierbere; ca rezultat
dispare tulbureala si solutia devine transparenta. Se agitd solutia de acetat
de cupru de 5% si se adauga 20 picaturi la solutie fierbinte de vitamina PP.
Eprubeta se incdlzeste din nou pina la fierbere si dupa aceea se raceste intr-
un jet de apd rece. La fundul eprubetei se depune un precipitat de culoare
albastra de sare de cupru a acidului nicotinic.

Experienta 6. Identificarea vitaminei B,.

Din grupul vitaminei B, fac parte piridoxolul, piridoxal si piridoxamina,
derivati ai piridinei care poartd denumirea generala de piridoxina. Aceste
trei substante poseda activitate de vitamina B,.
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Piridoxol Piridoxal Piridoxamina

in organism, fiecare din acesti compusi poate fi fosforilat cu participarea
ATP cu formare de coenzime - fosfopiridoxalul si fosfopiridoxamina. Aceste
coenzime reprezintd componente ale enzimelor care participa la metabolismul
proteic (reactiile de transaminare si decarboxilare a aminoacizilor, reactiile
de desulfurare si dehidratare a aminoacizilor, reactiile de sinteza a vitaminei
PP din triptofan 5. a.)

In carenta de vitamina B, in alimente, la animale se observa tulburarea
metabolismului proteic; la oameni carenta de vitamind B, se observa rar.

Principiul metodei. Vitamina B, reactionind cu clorura de fier,
formeaza o sare complexa de tipul fenolatului de fier de culoare rosie.

Mod de lucru. La 5 picaturi solutie de vitamina B, de 1% se adauga un
volum egal solutie de clorurd de fier de 1%. Amestecul se agitd. Apare o
coloratie rosie.

Teme pentru autopregitire

1. Notiune despre enzime, natura chimica si rolul biologic al enzimelor.
Deosebirile dintre actiunea enzimelor si catalizatorilor nebiologici.

2. Dovezile naturii proteice a enzimelor. Structura enzimelor. Proenzimele
(zimogenii). Notiune despre centrul activ si centrul alosteric al enzimelor.

3.1zoenzimele sirojullor.

4., Cofactorii enzimelor. Coenzimele si ionii metalici. Functiile de coenzime
ale vitaminelor si microelementelor.

5. Natura chimica (structura) a vitaminelor B, B,, B, PP CoA, biotina,
acidul folic si rolul lor ca coenzime.

6. Mecanismul de actiune al enzimelor. Centrul activ al enzimelor si rolul
lui in formarea si transformarea complecsilor intermediari dintre enzima si
substrat. Rolul modificarilor conformationale reciproce ale moleculei enzimei
sisubstratului la favorizarea catalizei (reactiei).
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7. Nomenclatura (denumirea) si clasificarea enzimelor. Caracteristica
generald a claselor si subclaselor principale de enzime. Numarul de cod al
enzimei.

intrebari pentru autocontrol si situatii de problema

1. Prin care experienta si pe exemplul carei enzime a fost demonstrata la
lucrarile de laborator: a) natura proteica a enzimelor; b) deosebirea in
actiunea enzimelor si catalizatorilor nebiologici.

2. Care este rolul vitaminelor in metabolism si activitatea vitala a orga-

nismelor?

Ce modificiri metabolice ilustreaza starile de hipo- si avitaminoze?

Centrele active pot fi separate din enzime? Motivati raspunsul.

5. Care-s deosebirile in componenta centrelor active ale enzimelor simple
(monocomponente) si a celor conjugate?

6. Toate enzimele poseda centre alosterice? Ce denumire mai poarta aceste
enzime? Care este mecanismul lor de reglare?

7. Determinati clasa, subclasa si subsubclasa urmatoarelor enzime: a)
amilazei; b) pepsinei; ¢) lipazei.

8. Scrieti nomenclatura (denumirea) claselor de enzime si semnalati ordinea
claselor conform Comisiei internationale pentru enzime din cadrul [.U.B.
(EC).

ol

TEMA 5

Influenta factorilor de mediu asupra activitatii enzimatice.
Determinarea activitatii enzimatice. Efectorii enzimatici

Experienta 1. Inhibitia competitivd (concurentd) a enzimelor (pe
exemplul succinatdehidrogenazei).

Principiul metodei. Succinatdehidrogenaza (SDH) (EC 1.3.99.2.)
catalizeaza oxidarea (dehidrogenarea) acidului succinic si transformarea lui
in acid fumaric. FAD-ul serveste ca coenzima a SDH. Dupa natura chimica
aceastd enzima face parte din grupa metaloflavoproteidelor. Activitatea ei
depinde de prezenta in componenta centrului activ a gruparilor sulfhidrile
libere - SH si a ionilor de Fe?'.

Ca sursa de enzima este folosit omogenatul tesutului muscular spilat in
prealabil, in care SDH este strins legatd ca componenta structurala a
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membranei interne a mitocondriilor celulare. Actiunea enzimei se
determina in conditii anaerobe prin adaugarea solutiei de acid succinic
ca substrat, albastrului de metilen sau 2,6-diclorfenol-indofenolului ca
acceptori de hidrogen, care, reducindu-se, se transforma in leucoforma
incolora.

Reactia decurge conform schemei:

Etapa I:
o COOH
I |
CH; .
| + SDH,FAD - dependenta ——» || ‘
CH, triturat muscular CH +FAD - H,
) |
COOH COOH
s acidul
succinic famaric
Etapa II:

FAD H, + acceptor de hidrogen

(albastru de metilen sau ——p FAD + acceptorul de hidrogen

2,6-diclorfenolindofenol, redus, leucoforma, incolori
forma oxidata, colorati)

Decolorarea amestecului (enzima, substrat si acceptor) serveste ca
dovada a activitatii SDH. Inhibitor competitiv al SDH este acidul malonic
HOOC-CH,-COOH, analogul structural al acidului succinic. Mecanismul
de inhibitie se explicd prin aceea, ca centrul activ al SDH se combina
mai activ cu acidul malonic continut intr-o concentratie mai mare, dar
care nu se oxideaza si simultan impiedica interactiunea enzimei specifice
cu substratul respectiv. De aceea, daca in eprubeta, in care pe linga
reactivii continuti in eprubeta de experientd se adduga acidul malonic,
lichidul nu se decoloreaza (reactia de oxido-reducere este blocati, nu
enzima).

Mod de lucru. Un gram de tesut muscular se marunteste cu
foarfecele si se tritureaza in mojar timp de 1 minut cu o cantitate mica
de apa (2-3 ml). Trituratul muscular se transfera apoi pe un strat dublu
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de tifon instalat pe pilnie si se spala cu 15-20 mi de apa. Tifonul cu
triturat se stoarce, iar trituratul se transferd pe hirtie de filtru si se
usucd. In 3 eprubete se masoara cite 3 ml de solutie tampon fosfat
(pH=7,4). In fiecare eprubeta se introduc aproximativ cite 0,1 g de
triturat muscular (uscat in prealabil pe hirtie de filtru). Dupa aceasta,
in prima eprubetd (de experientd) se adauga 5 picaturi solutie de acid
succinic de 3% si 5 picaturi solutie de NaOH de 0,1 N (pentru
neutralizare). In eprubeta a doua (de control) se adauga 10 picaturi de
apa distilata; in eprubeta a treia — 5 picaturi solutie de acid succinic de
3%, S picaturi solutie de acid malonic de 3% si 5 picaturi solutie de
NaOH de 0,1 N. Apoi in toate eprubetele se adauga cite 1 ml solutie
de 2,6-diclorfenolindofenol de 0,001 N. Eprubetele se agita si se introduc
in termostat sau baia de apa la temperatura de 37°C pentru 40 de minute.
Dupa expirarea timpului, se observa ca lichidul din prima eprubeta (de
experientd) se decoloreaza partial. Se compara coloratia primei eprubete
cu eprubeta a doua (de control), in care se contine numai enzimd, si
eprubeta a treia care contine enzima, substrat, inhibitorul si acceptorul
de hidrogen.
Trageti concluzii referitor la rezultatele obtinute.

Experienta 2. Studierea proprietitilor generale ale enzimelor
(specificitatea, termolabilitatea) pe exemplul succinatdehidrogenazei.

Principiul metodei: Rimine acelasi ca si in experienta 1.

a) Specificitatea

Mod de lucru. In trei eprubete se introduc cite 2 ml de homogenat
muscular si se adauga: in I — 0,4 ml de apa distilata, in a II-a— 0,2 ml solutie
de malat de 1% si 0,2 ml de apa distilata, in a I1I-a — 0,4 ml solutie de malat
de 1%. In toate trei eprubete se adauga cite 1 ml solutie de acid succinic de
1%, 2-3 picaturi solutie de albastru de metilen de 1% si dupa agitare cite 3-
4 picaturi de ulei de vazelina conform tabelului.

Eprubetele se introduc in baia de apa la temperatura de 38°C. Peste 5-
10 minute eprubetele se scot si se observa schimbarea culorii.
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: Numirul eprubetei
Continutul eprubetelor 1 I —
Homogenat muscular 2ml 2 ml 2 ml

Apa distilata 1 ml - -
Solutie de malat de 1% - 1 ml
Solutie de succinat de 1% - 1 ml -
Solutie de albastru de metilen

de 1% 3 picaturi 3 picaturi | 3 picaturi
Ulei de vazelina 3 picaturi 3 picaturi | 3 picaturi

Rezultatele experientei se introduc in tabel si se trag concluziile necesare.

Numarul eprubetei
Schimbarea culorii I 11 11

b) Termolabilitatea succinatdehidrogenazei

Principiul metodei. Metoda se bazeaza pe reducerea ferocianurii de
potasiu (K,[Fe(CN),]), care are o culoare galbend, pina la (K [Fe(CN),]),
care este incolor, de catre succinat in prezenta succinatdehidrogenazei.
Activitatea enzimei este proportionala cu cantitatea de ferocianura redusa.

Reactia are loc dupa urmatoarea schema:

Succinat + 2[Fe(CN) ]* ———p fumarat + 2H" +2[Fe(CN),]*

Mod de lucru. in eprubete de centrifugat se introduc cite 1 ml de solutie
tampon fosfat 0,1M pH 7.4 si 0,1 ml de solutii de acid succinic, EDTA,
azoturd de sodiu si apa distilata. La probe se adauga cite 0,5 ml de suspensie
de mitocondrii, obtinuta din tesutul cercetat, si se lasa la temperatura camerei
timp de 5 minute pentru inhibarea citocromoxidazei de citre azidul de sodiu.
Pentru declansarea reactiei se adauga 0,1 ml solutie de ferocianura de
potasiu. Probele se incubeaza 10-15 minute la temperatura de 10°, 20° 30°,
40° 51 50°C. Dupa incubare, reactia este stopata prin cufundarea probelor in
gheata si adiugarea a cite 2 ml de acid tricloracetic de 20%. In probele de
control, care contin toate componentele amestecului de incubare, acidul
tricloracetic se adauga inaintea suspensiei de mitocondrii. Astfel, in probele
de control succinatdehidrogenaza este complet denaturata din momentul
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inceperii incubarii din care cauza reducerea specifica a ferocianurii de catre
succinat nu are loc.

Dupi stoparea reactiei si ricire, probele se centrifugheaza la 2000 turatii
pe minut timp de 15 minute pentru sedimentarea completd a proteinelor
mitocondriale denaturate. Probele se fotometreaza la spectrofotometru
(lungimea de unda 420 nm) contra probei de control.

Activitatea enzimei se determina conform curbei de calibrare.

In baza datelor obtinute se construieste graficul de calibrare a dependentei
activitatii succinatdehidrogenazei de temperatura si se trag concluzii.

Experienta 3. Actiunea pH-ului asupra activitdtii succinatdehidro-
genazei.

Mod de lucru: In 3 eprubete de centrifugat se introduc cite 1 ml solutie
tampon fosfat cu pH 5,5; pH 7.4 si pH 9,18; 0,1 ml solutii de acid succinic,
EDTA, azid de sodiu si apa distilata. La probe se adauga cite 0,5 ml de
suspensie de mitocondrii, obtinuta din tesutul cercetat, si probele se incubeaza
la temperatura camerei timp de 5 minute pentru inhibarea citocromoxidazei
cu azid de sodiu. Reactia se declanseaza prin adaugarea a 0,1 ml solutie de
ferocianura de potasiu. Probele se incubeaza 10-15 minute la temperatura
de 37

Dupa incubare, reactia este stopata prin cufundarea probelor in gheata si
adaugarea a cite 2 ml acid tricloracetic de 20%. In probele de control, care
contin toate componentele amestecului de incubare, acidul tricloracetic se
adauga inaintea suspensiei de mitocondrii. In asa fel, succinatdehidrogenaza
in probele de control din momentul inceperii incubarii este complet denaturaté
si reducerea specifica a ferocianurii de catre succinat nu are loc.

Dupa stoparea reactiei si ricire, probele se centrifugheaza la 2000 turatii
pe minut timp de 15 minute pentru sedimentarea completd a proteinelor
mitocondriale denaturate. Probele se fotometreaza la spectrofotometru
(lungimea de unda 420 nm) contra probei de control.

Activitatea enzimei se determina conform curbei de calibrare.

in baza rezultatelor obtinute se construieste graficul de calibrare a
dependentei activitatii succinatdehidrogenazei de pH-ul mediului.
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Teme pentru autopregitire

1. Proprietitile generale ale enzimelor (termolabilitatea, specificitatea),
actiunea pH-ului asupra activititii enzimatice.

2. Activarea si inhibarea enzimelor:

a) mecanismele de activare (proteoliza partiala, activarea alosterica,
autostructurarea cuaternard, fosforilarea si defosforilarea, reactivarea).

b) mecanismele de inhibitie (specifica si nespecifica, reversibila si
ireversibila, alosterica si competitiva).

3. Organ'izarea enzimelor in celuld (ansamblurile enzimatice,
compartimentalizarea). Reglarea activitatii enzimatice in celula. Importanta
principiului de retroinhibitie.

4. Deosebirile in componenta enzimatica a organelor si tesuturilor. Enzimele
organospecifice. Modificarea activititii enzimatice in diferite afectiuni
(enzimodiagnosticul).

5. Metodele de obtinere si purificare ale enzimelor. Cromatografia de
afinitate.

6. Utilizarea enzimelor in practica medicala. Intrebuintarea enzimelor
imobilizate in medicina.

7. Unitétile de activitate ale enzimelor.

8. Metodele de determinare a activitatii enzimelor.

Intrebiri pentru autocontrol si situatie de problemi

1. Cum putem demonstra ca specificitatea enzimelor este determinata
de partea proteica (apoenzima)? Exemplificati raspunsul.

2. Cum se explicd varietatea spectrelor izoenzimatice ale diferitelor
organe?

3. Numiti caile si tipurile de activare si inhibare ale enzimelor.

4. Cu care experienta si pe exemplul carei enzime a fost demonstrata la
lucrarile practice; a) actiunea temperaturii §i pH-ului asupra activitatii
enzimatice; b) specificitatea actiunii enzimatice; ¢) inhibitia competitiva
(concurenta)? Principiul acestor lucrari, reactiile si metabolitii, dupa care se
apreciaza actiunea enzimelor.
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5. Care din metodele de separare si purificare ale enzimelor este mai
rapidd, monoetapica si mai economica? Denumirea si principiul acestei
metode.

6. inceconsti importanta clinici a determinarii activitatii enzimelor in
lichidele biologice? In patologie are loc reducerea sau sporirea activitatii
enzimelor? Motivati raspunsul.

7. In pancreas se sintetizeazi enzime care participa la procesul de digestie.
Prin metoda de uscare liofila si triturare ulterioara se obtine preparatul
pancreatina. Cum vom proceda pentru identificarea enzimelor care se contin
in acest preparat?



