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PRATARME

Biologinés chemijos mokymas yra svarbus rengiant chemijos ir biologijos mo-
kytojus. Biologiné chemija - pagrindas, gilinantis i biologiniy sistemy esmg. Tai
eksperimentinis mokslas, tyrinéjantis gyvuosiuose organizmuose randamas me-
dziagas, ju struktiiras, savybes. Siuolaikinis biologas turi biiti ir biochemikas. Bio-
chemija padeda suprasti augaly, gyviiny, Zzmoniy fiziologija; jos skyriai (anglia-
vandeniai, baltymai ir kt.) itraukti ir { mokykly programas.

Si mokymo priemoné, skirta chemijos ir biologijos specialybiy studentams,
padés rasti atsakymus i kai kuriuos biochemijos kurso metu nagrinéjamus klausi-
mus, o atlikti esminiai bandymai padés papildyti teorines Zinias. Kadangi laborato-
riniams darbams skirtas laikas yra ribotas, §i metodiné priemoné padés studentams
lengviau juos atlikti. Ji taip pat gali biti naudinga biisimiems chemijos ir biologi-
jos mokytojams demonstruojant bandymus pamoky metu.



1. ANGLIAVANDENIAI

Angliavandeniai placiai paplitg gamtoje ir yra labai svarbi augaliniy bei gyvu-
liniy lasteliy sudedamoji dalis. Pagal cheming prigimtj angliavandeniai yra poliok-
sialdehidai arba polioksiketonai. Jie organizmuose atlieka jvairias funkcijas: yra
energijos $altinis metabolizmo procesy metu, ieina i kity klasiy junginiy (nukleino
rugsciy, kofaktoriy) sudéti, yra pagrindinis augaly ir bakterijy sieneliy komponen-
tas.

Angliavandeniai pagal struktiirg skirstomi j paprastuosius ir sudétinius.

Paprastieji angliavandeniai arba monosacharidai turi nevienoda anglies atomy
skai¢iy grandinéje: 3 C atomai - triozés, 4 C atomai - tetrozés, 5 C atomai - pento-
z¢és ir t.t. Gamtoje labiausiai paplitusios pentozés (ksilozé, arabinozé, ribozé, de-
zoksiribozé, ribuliozé) ir heksozés (gliukozé, galaktozé, fruktozé).

Sudétiniai cukrai arba polisacharidai sudaryti i§ daugelio vienody ar skirtingy
monosacharidy molekuliy, sujungty glikozidinémis jungtimis. Hidrolizuojant rtigs-
timis arba fermentais, jie skyla iki monosacharidy. Polisacharidai skiriasi ir pagal
juos sudaranciy monosacharidy konfigtiracija, pvz.: krakmola, glikogena sudaro
a-gliukozés molekuliy liekanos, celiulioze sudaro a-gliukozés ir S-gliukozés mo-
lekuliy liekanos, inuling - fruktozés molekuliy liekanos.

Monosacharidy (cukry) karbonilinéms grupéms budingos stiprios redukcinés
savybés, elektrono-donoriniy grupiy prijungimo reakcijos: prie karbonilinés gru-
pés gali prisijungti viena i$ tos pacios molekulés “OH grupiy, susidaro ciklinis
pusiauacetalis. Si cikliné forma yra pusiausviroje su laisva aldehidine ar ketonine
grupe. Pentozés ir heksozés gali ciklizuotis, o sudétingi monomerai - sudaryti sta-
bilius polimerus.

Cukrai turi keleta chiraliniy centry, todél jvairtis izomerai vadinami skirtingai,
pvz., gliukozé, manozé ir galaktozé - tai trys i$ asStuoniy galimy aldoheksoziy ste-
reoizomery.

Angliavandeniai dalyvauja jvairiose fermentacijos reakcijose: sviesto, pieno,
acto ir kt. Gyvuliy organizmuose jie lengvai oksiduojasi, teikdami daug energijos.

1.1. MONOSACHARIDAI IR DISACHARIDAI

Monosacharidai - tai daugiahidroksiliai alkoholiai, turintys aldehidines arba
ketonines grupes.

Monosacharidai, kuriy sudétyje yra trys anglies atomai: glicerolio aldehidas
(aldotriozé) ir dioksiacetonas (ketotriozé). Gliceraldehidas turi vieng asimetrinj cen-
tra, todél gali buti dviejose enantiometrinése formose - D- ir L-:
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D-gliceraldehidas L-gliceraldehidas dioksiacetonas

1.1.1. MONOSACHARIDU GAVIMAS. FISERIO REAKCIJA

Monosacharidus galima gauti oksiduojant daugiahidroksilius alkoholius - gli-
ceroli, manita ir kt.:

C//
C‘JHZOH [ H ?Hon
CH,OH CHOH CHZOH

REAGENTALI: glicerolis, 10% sodos tirpalas, bromo vanduo.

DARBO EIGA. | mégintuvélj ilasinama 5 lasai glicerolio, ipilama 2 ml 10%
sodos tirpalo ir 1 ml Br, vandens. MiSinys truputj pasildomas degiklio liepsnoje,
kol isnyksta geltona bromo spalva.

Aldehidinés grupés atsiradimas irodomas Tromerio reakcija (gautas tirpalas
pasarminamas iki Sarminés terpés, ipilama vario sulfato tirpalo, palaukiama, kol
iSkrenta nuosédos, miSinys pasildomas degiklio liepsnoje, zr. 1.1.2.1.).

Uzrasykite reakcijos lygti. Kaip keitési spalvos? Kokios spalvos nuosédos iskrito?

1.1.2. REAKCIJOS, JRODANCIOS CUKRU REDUKUOJANCIAS
SAVYBES

Angliavandeniy aldehidinés ir ketoninés grupés Sarminéje terpéje lengvai oksi-
duojasi, redukuodamos kai kuriuos metalus: sidabra, varj (susidaro CuOH - gelto-
nos spalvos nuosédos, Cu,O - oranZinés nuosédos), bismuta, geleZj ir kt.

1.1.2.1. Tromerio reakcija

REAGENTAL: 1% gliukozés (ar kitos aldozés), 10% NaOH, 1% CuSO, tirpalai.
DARBO EIGA.
1. I mégintuvélj ipilama 2 ml gliukozés tirpalo, 10% NaOH iki Sarminés ter-
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pés (tikrinama indikatoriniu popieréliu) ir keli lasai CuSO, tirpalo; misinys
Sildomas degiklio liepsnoje, kol uzverda.
Kokiy spalvy ir kokie junginiai susidaro Sios reakcijos metu?
0] O
/ t° //
CH20H'(CHOH)4'C\ +2CuSO4+5NaOH—> CH20H'(CHOH)4‘C\ +2CuOH+
H ONa
+2N3.2804+2H20
2CUOH—>CU20 | +H20
2. Kontroliné reakcija atliekama taip pat, tik i misinj vietoje gliukozés ipilama
vandens.
Kokios spalvos nuosédos susidaré?

1.1.2.2. Felingo reakcija

Si reakcija panasj j Tromerio reakcija. Skiriasi nuo jos tuo, kad j miginj kartu su
NaOH ir CuSO, pridedama Segneto druskos, kuri sujungia Cu(OH), pertekliy ir
todél nesusidaro nuosédos.

REAGENTALI 1% gliukozés tirpalas, Felingo tirpalas.

I Felingas: CuSO,-5H,0 (6,9278 g/100 ml H,0)
II Felingas: Segneto druska (34,6 g), NaOH (14 g), istirpinta 100 ml H,O.

DARBO EIGA. I mégintuvélj ipilama po 1 ml Felingo I ir II tirpaly, 1-2 ml
gliukozés ir misinys Sildomas degiklio liepsnoje, kol uzverda. Tirpalo spalva tam-
pa oranzine.

1.1.2.3. Sidabro veidrodZio reakcija

REAGENTAL: 1% gliukozés, 3% AgNO,, 10% NaOH, konc. amoniako tirpalai.

DARBO EIGA. | mégintuvélj jpilama po 1 ml sidabro nitrato ir natrio Sarmo
tirpaly. ISkrinta sidabro oksido nuosédos, kurios istirpinamos atsargiai lasinant amo-
niaka ir pakratant misinj jlaSinus kiekviena lasa. ] gauta amoniakinj sidabro oksido
tirpala jlaSinama 1-2 ml gliukozés tirpalo ir miSinys atsargiai, nemaisant, §ildomas
vandens vonioje.

0] O
// //
CHZOH-(CHOH)4-C\ +2[Ag(NH3)2]OH—>CH20H-(CHOH)4-C\ +
ONH,4
+2Ag | +3NH3;+H,0

Ka matote ant mégintuvélio sieneliy?
Pastaba. Mégintuvélis turi biti labai Svarus, prieSingu atveju iSkrinta pilkos
sidabro nuosédos.
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1.1.2.4. Muro testas aldehidinei grupei

Sildant cukrus, turin¢ius aldehidiniy grupiy, $arminéje terpéje susidaro tamsiai
rudos spalvos karamelés kvapo polimerizacijos produktai.
REAGENTALI: 1-5% gliukozés, 10% NaOH tirpalai, sacharozés milteliai.
DARBO EIGA.
1. I mégintuvélj ipilama 2-3 ml gliukozés tirpalo ir tiek pat natrio Sarmo tirpa-
lo, sumaiSoma. MiSinys Sildomas degiklio liepsnoje, kol uzverda.
Kokia spalva matote? Kokij kvapa jauciate? (Kvapas geriau jauciamas j mi-
Sinj jpylus 10% H,SO).
2. I deginimo Saukstelj jberiama ziupsnelis sacharozés ir kaitinama degiklio
liepsnoje. Sacharozé dervéja. (Saukstelj tuoj pat nuplaukite.)

1.1.2.5. Ozazony susidarymas is monosacharidy

Gliukozé, jungdamasi su fenilhidrazinu, sudaro hidrazona ir ozazona:
a) jei reakcija vyksta alkoholiniame tirpale, nedalyvaujant riigsciai, susidaro

hidrazonas:

f

C‘J\ H H—C~— N-NH-CgHs
H—C—OH C—OH
HO—C—H  +HN-NH-CgHs> HO—C—H +H,0
H—C—OH H—C—OH
H—C—OH H—(‘:—OH

CH,OH CH,OH

gliukozé gliukozés hidrazonas



b) jei reakcija vyksta rugSciame tirpale, susidaro ozazonas:

H— C— N-NH-CgHs H—— C=N-NH-CgHs
H oG oH 6o
HO— c‘:— H  +H,;N-NH-CHs> HO— c‘:— H +NHg+NH,CgHs
H— c‘:— OH H—(‘:— OH
H— c‘:— OH H—c‘;— OH
(‘DHQOH (‘DHZOH
H— C— N-NH-CgHs H— C— N-NH-CgHs
c—o0 c‘:: N-NH-CgHs
HO—C—H +H,N-NHCgHz> HO— c‘:— H +H,0
H— c‘:— OH H— c‘:— OH
H— c‘:— OH H— c‘:— OH
C‘3H20H C‘)HZOH

gliukozés ozazonas

Fruktozés ozazono susidarymas:

CH,OH CH,OH
C‘D: o) (‘:f N-NH-CgHs
HO— c‘;— H +HoN-NH-CgHs—~ HO— c‘:— H
H GO H- G OH
GO H GO

| |
CHOH CH,OH

fruktozé



@)

CH,OH ¢’y
o N-NH-CqHs C— N-NH-CgHs
HO—(‘3— H  +HN-NHCgHg> HO— & H +NHg+NH,CqHs
Hi‘C7 OH H— c‘zioH anilinas
H G O H ¢ OH
‘CHQOH C‘)HZOH
0
cfH H—C— N-NH-CgHs
o N-NH-CqHs o N-NH-CqHs
HO—(‘3—H +HoN-NH-CyHg— Ho G H +H0
H—‘C— OH H G O
H G OH H—‘c— OH
C‘JHQOH C‘JHZOH

fruktozés ozazonas

Gliukozé ir fruktozé, reaguodamos su fenilhidrazinu, sudaro vienodos strukti-
ros ir formos ozazony kristalus. Kity monosacharidy pvz., galaktozés, ozazonai
skiriasi. Pagal ozazony kristaly forma galima spresti, iS kokiy monosacharidy jie
kile.

REAGENTALI: 5% gliukozés (ar kito monosacharido) tirpalas, sotus natrio ace-
tato tirpalas (CH,COONa), sotus fenilhidrazino tirpalas arba sausas misinys (fenil-
hidrazino chloridas ir natrio acetatas, masiy santykis 1:2).

DARBO EIGA. ] mégintuvélj jpilama 1 ml monosacharido tirpalo, 2 ml fenil-
hidrazino ir 2 ml natrio acetato tirpaly (arba Ziupsnelis sauso misinio). Daznai pur-
tant mégintuvelj, misinys Sildomas verdancio vandens vonioje 10-20 min. Létai
vésinant susidaro geltonos spalvos kristalai. Paziaréje pro mikroskopa, nupieskite
juos sasiuvinyje.



1.1.2.6. Selivanovo reakcija ketoheksozéms atpaZinti

Veikiant koncentruota druskos riigstimi ir Sildant, fruktozé netenka trijy van-
dens molekuliy ir virsta oksimetilfurfurolu, kuris veikiamas rezorcino nusidazo
raudonai vysnine spalva.

CH-CH O
/AN //
HO—H,C—C._ O/C* C
H

oksimetilfurfurolas

REAGENTALI 1-5% fruktozés, gliukozés, laktozés ir sacharozés tirpalai, konc.
HCI, rezorcinas.

DARBO EIGA. I mégintuvélius jpilama po 1 ml visy cukry tirpaly, po tiek pat
konc. druskos rugsties ir po kelis kristaliukus rezorcino (arba po 1 ml jau paruosto
Selivanovo reagento - rezorcino, istirpinto HCI). Mégintuvéliai pazymimi ir 5-
10 min. laikomi verdancio vandens vonioje.

Kokiomis spalvomis nusidazé cukrai? Kodél? Rezultatus uzrasykite.

1.1.2.7. Reakcijos hidroksilinéms grupéms pazinti

Monosacharidai ir disacharidai, jungdamiesi su vario jonais, sudaro mélynos
spalvos sacharatus.
REAGENTAL glicerolis, 5% gliukozés, 10% CuSO,, 10% NaOH tirpalai.
DARBO EIGA.
1. I viena mégintuvélj jpilama keli lasai glicerolio, 1 ml NaOH, keli lasai CuSO
tirpaly;
2. I kita mégintuvélj ipilama 1 ml gliukozés, 1 ml NaOH ir keli lasai CuSO
tirpaly.

4

4

1.1.2.8. Fruktozés kiekybiné analizé

Selivanovo pasiilyta reakcija naudojama fruktozés bei jos esteriy (fruktozés
monofosfato ir difosfato) kokybinei ir kiekybinei analizei.

REAGENTAL: 1% rezorcino 95% etilo alkoholyje, 30% HCI (r=1,15 g cm?)
tirpalai, 0,05-0,1 mg cm? standartinis fruktozés tirpalas 1N druskos ragstyje (ap-
saugo fruktoze nuo skilimo).

DARBO EIGA.

1. Kalibraciné kreivé: i 4 mégintuvélius jpilama atitinkamai 0,1, 0,2, 0,3, ir
0,5 ml standartinio fruktozés tirpalo, i kiekviena jpilama iki 1 ml distiliuoto
vandens; po to jpilama po 1 ml rezorcino ir po 1 ml 30% HCl tirpaly, viskas
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gerai iSmaiSoma, mégintuvéliai 8 min. termostatuojami 80°C temperatiiros
vandens vonioje (vienu metu visi turi vienodai kaisti); mégintuvéliai iSima-
mi i$ termostato, atSaldomi vandenyje ir kolorimetruojami.
2. Kontrolei naudojami tie patys rezorcino ir druskos raigsties tirpalai, tik vie-
toj fruktozés tirpalo pilama 1 ml vandens;
3. Uzduotis - nustatyti duoto fruktozés tirpalo koncentracija.
SKAICIAVIMAS. Fruktozés kiekis apskai¢iuojamas, palyginus gautas absorb-
cijos reikSmes su kalibracinés kreivés duomenimis. Abscisiy asyje X pazymima
tirpalo tankio reiksmé (spektrofotometro duomenys, OD), ordinaciy asyje Y pazy-
mima standartinio tirpalo koncentracija (mg cm). Per gautus taskus bréziama ka-
libraciné kreivé. IStyrus duota fruktozés tirpala spektrofotometru, pagal kalibraci-
ne¢ kreive nustatoma jos koncentracija. Bangos ilgis 500 nm, kiuveté - 0,5 cm.
Norint apskaiciuoti fruktozés kieki, esanti fruktozés difosfate, reikia gauta po
spektrofotometrinimo reikSme padauginti i§ koeficiento 1,9. (Fruktozés difosfa-
to spalvos intensyvumas sudaro tik 52,5% laisvos fruktozés spalvos intensyvu-
mo (100/52,5 = 1,9).
Darba reikia atlikti labai kruopsciai, naudojant Svarius, sausus mégintuvélius.

1.1.3. DISACHARIDU SAVYBES IR SPECIFINES REAKCIJOS

Disacharidus sudaro dvi monosacharidy molekulés, susijungusios glikozidine
jungtimi. Pagal monosacharidy molekuliy jungimosi buida disacharidai turi redu-
kuojancias grupes arba jy neturi:

- maltozés ir laktozés molekulése yra laisvos aldehidinés grupés, todél joms
budingos redukcinés savybes;

- sacharozé neturi nei laisvos aldehidinés, nei ketoninés grupés, todél negali
bati reduktoriumi.

CH,OH CH,OH
(0]
H H
H
OH H —
OH
H OH

maltozé
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CH,OH CH,OH
0] OH
H H H
H H &
OH H OH H
OH o—
H OH H OH
CH,OH CH,OH
@) @)
H H
H o H
OH H OH H —
H OH
H OH H OH
laktozé
CH,OH CH,OH
0] OH
H H
H H Y
0 c’
OH H OH H /7
OH H
H OH H OH
CH,OH
H HOH,C © H
H
OH H H OH
0 CH,OH
H OH OH H

sacharozé




MALTOZE - salyklinis cukrus, sudarytas i$ dviejy a-D-gliukozés molekuliy,
sujungty a(1->4) glikozidine jungtimi.

LAKTOZE - pieno cukrus, sudarytas i$ a-D-galaktozés ir a-D-gliukozés mole-
kuliy, sujungty B(1->4) glikozidine jungtimi.

SACHAROZE sudaryta i$ a-D-gliukozés ir a-D-fruktozés molekuliy, sujungty
a(1-2) glikozidine jungtimi. Si jungtis susidaro tarp dviejy anomeriniy anglies
atomy. Molekulé negali pereiti i atviros grandinés forma, negali atsirasti ir laisva
aldehidiné ar ketoniné grupé, todél sacharozei nebuidingos redukcinés savybés.

1.1.3.1. Disacharidy redukcinés savybés

REAGENTAL 1-5% sacharozés, maltozés ir laktozés, 1-5% CuSO,, 10% NaOH
tirpalai.

DARBO EIGA. [ tris mégintuvélius pilama po 1 ml visy disacharidy tirpaly,
NaOH iki Sarminés terpés ir po kelis laSus CuSO,, kol iSkris mélynos nuosédos.
Mégintuvéliai pasildomi degiklio liepsnoje (Tromerio reakcija, zr. 1.1.2.1.).

Kur reakcija nevyko? Kodél? Uzrasykite reakcijy lygtis.

1.1.3.2. Sacharozés hidrolizé

REAGENTAL 10% HCI (arba 10% H,SO,), 10% NaOH, 5% CuSO, tirpalai.

DARBO EIGA. I mégintuvélj jpilama 3 ml sacharozés tirpalo ir 1 ml druskos
rugsties tirpalo. Misinys pavirinamas degiklio liepsnoje, po to paSarminamas NaOH
tirpalu (iki Sarminés terpés), jlaSinami keli laSai CuSO, ir miSinys pasSildomas de-
giklio liepsnoje (Tromerio reakcija, zr. 1.1.2.1.).

Kokios reakcijos vyksta mégintuvélyje?

1.1.3.3. Spalviné sacharozés atpaZinimo reakcija

REAGENTAL 5% sacharozés, 5% NaOH, 2% Co(NO,), tirpalai.
DARBO EIGA. ] mégintuvélj jpilama 2 ml sacharozés, 1 ml NaOH ir keli lasai
kobalto nitrato tirpaly. MiSinys nusidazo violetine spalva.

1.2. POLISACHARIDAI

POLISACHARIDAI - tai monosacharidy polimerai. Jie skiriasi vienas nuo kito
molekuline mase ir struktiirinémis ypatybémis. Visais atvejais monosacharidai ga-
li bti a-formos ar 8-formos , sujungti (1-=2), (1->3), (1->4) ar (1->6) glikozidiné-
mis jungtimis, sudaryti linijing arba Sakota polimering struktiira. Jy bendra formu-
le (CH,,O,),. Augaluose paplite polisacharidai - krakmolas, celiuliozé. Gyvulinés
kilmés lastelése pagrindinis polisacharidas - glikogenas, savo struktiira panasus i
krakmola. Polisacharidams nebudingos redukcinés savybés.
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CH.OH CH.,OH
o o
H H H H
H H
OH H OH H
N e W o
H OH H OH
Pasikartojanti maltozés grandis linijinéje krakmolo grandinéje
CH,OH CH,OH
(0] (0]
H H H H
H H
OH H OH H
—O0— o— (0] B
A A
H OH H OH
CH.,OH CH,
(0] (0]
H H H
H H
OH H OH H
— 00— o—
A
H OH H OH

Sakojimosi vieta amilopektine ir glikogene:

A - a(1-4) - glikozidiné jungtis, B - a(1—=6) - glikozidiné jungtis.

1.2.1. KRAKMOLAS. JO SAVYBES. HIDROLIZE RUGSTIMI

Krakmolas yra pagrindinis rezervinis polisacharidas augalinése lastelése, besi-
kaupiantis grudeliy pavidalu. Griidelio apvalkalélj sudaro a-amilozg, o jo viduje
yra amilopektinas. a-amilozé - tai linijiné grandiné, sudaryta is tikstanciy a-D-
gliukopiranozés molekuliy liekany. Amilopektinas turi daugybe atsisakojimy kas
20-30 a-D-gliukozeés liekany. Jo molekuliné masé siekia desimt milijony.
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Krakmolas Saltame vandenyje netirpsta, o karstame - brinksta, sudarydamas
kleisterj. Jodo molekulés adsorbuojamos krakmolo molekuliy pavirsiuje, todél mi-
Sinys nusidazo mélyna spalva. Sildant ar virinant adsorbcinés jégos silpnéja, mély-
na spalva nyksta. Krakmolas hidrolizuojasi veikiamas raigstimis ar fermentais. Sky-
lant krakmolui, susidaro tarpiniai produktai - dekstrinai, maltozé. Galutinis hidro-
lizés produktas - gliukozé.

1.2.1.1. Krakmolo kleisterio gavimas

REAGENTALI: krakmolas, distiliuotas vanduo.

DARBO EIGA. 200-250 ml tario konusinéjé kolbutéjé uzvirinama 150 ml dis-
tiliuoto vandens. Mégintuvélyje nedideliame vandens kiekyje (2-3 ml) suspenduo-
jamas ziupsnelis krakmolo ir supilamas i verdantj vandenj. Gaunamas skaidrus,
opalescencinis tirpalas.

1.2.1.2. Krakmolo koloidinés savybés

REAGENTALI: krakmolo kleisteris, kristalinis amonio sulfatas, etilo alkoholis.
DARBO EIGA.
1. I vieng mégintuvélj jpilama 2 ml krakmolo kleisterio ir pridedama amonio
sulfato iki sotaus tirpalo. Susidaro netirpios krakmolo nuosédos.
2.1 kita mégintuvélj jpilama 2 ml krakmolo kleisterio, jlasinama keli lasai
etilo alkoholio. ISkrenta nuosédos.

1.2.1.3. Krakmolo spalvinés savybés

REAGENTALI: krakmolo kleisteris, Liugolio tirpalas (2 g KI ir 1 g kristalinio
jodo istirpinti 50 ml distiliuoto vandens) C,H,OH.
DARBO EIGA.
1. I mégintuvélj ipilama 2 ml Salto krakmolo kleisterio, ilasinama keli lasai
Liugolio tirpalo. Kokia spalva atsirado?
Misinys mégintuvélyje viena kita minute pavirinamas degiklio liepsnoje,
po to atSaldomas pakisus po Salto vandens srove. Kaip ir kodél keiciasi
misinio spalvos?
2.1 kita mégintuvélj jpilama 2 ml krakmolo kleisterio, ilasinama keli etilo
alkoholio ir Liugolio tirpalo lasai. Kokia spalva nusidazé misinys mégintu-
vélyje?

1.2.1.4. Krakmolo hidrolizé

Krakmolas hidrolizuojasi, susidarant tarpiniams produktams (krakmolas =
amilodekstrinai = eritrodekstrinai - akrodekstrinai = maltozé - gliukoz¢), ku-
rivos Liugolio tirpalas nudazo atitinkamomis spalvomis (mélyna - violetine -
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raudona - ruda). Maltozés ir gliukozés Liugolio tirpalas nedazo (geltona yra
jodo spalva).

REAGENTALI: 100 ml krakmolo kleisterio, 10% H,SO,, 10% NaOH, 5% CuSO

4

tirpalai.

DARBO EIGA.
1. 1200 ml tario konusing kolbutg jpilama 100 ml krakmolo kleisterio ir 10 ml

sieros rigsties. MiSinys virinamas degiklio liepsnoje (kolbuté¢ padedama
ant liepsnos sklaidytuvo) ir kas 2-4 min. imami 2 ml t@rio méginiai, i ku-
riuos jlasinama po 2-3 lasus Liugolio tirpalo. Stebékite susidariusiy dekstri-
ny spalvy kitima. Uzrasykite, kokiomis spalvomis nusidazo auksciau i§var-
dyti dekstrinai.

. Atlikite Tromerio reakcijas su nehidrolizuotu ir visiskai hidrolizuotu krak-

molu: | viena mégintuvelj ipilkite 1 ml nehidrolizuoto, i kita - hidrolizuoto
krakmolo, j abu mégintuvélius jpilkite NaOH iki Sarminés terpés bei CuSO,,
kol atsiras mélyny nuosédy. Abu mégintuvélius Sildykite liepsnoje, kol mi-
Siniai uzvirs. Rezultatus uzrasykite ir paaiskinkite.

1.2.2. CELIULIOZE

CELIULIOZE (lasteliena) - augaluose placiai paplites polisacharidas. Gliuko-

zés liekanos sujungtos S(1->4) glikozidinémis jungtimis. I$ dalies hidrolizuojant,
celiuliozé skyla iki disacharido celobiozés:

CH;OH CH,OH
H | ° H O
° OH H © :H H ©
H H
H OH H OH
—1n

Celobiozés grandis celiuliozéje

Celiuliozé netirpsta vandenyje, bet tirpsta vario drusky amoniakiniuose tirpa-

luose. Molekuliné masé 50 000-400 000. Celiuliozés neveikia fermentai, skaidan-
tys krakmola bei glikogena, ja hidrolizuoja kai kuriy mikroorganizmy fermentai.
Medvilnéje yra iki 90% celiuliozés.
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1.2.2.1. Celiuliozés tirpumas

REAGENTAL: Sveicerio reagentas (CuCO,, istirpintas amoniake), praskiesta HCI.

DARBO EIGA. | mégintuvélj jpilama 4 ml Sveicerio reagento, jmetamas ma-
Zas gabalélis vatos. MiSinys maiSomas, kol praskaidréja, gaunamas klampus skystis.

I kita mégintuvélj jpilama dalis Sio miSinio, 2 ml distiliuoto vandens ir lasina-
ma praskiesta druskos riigstis, kol iSnyksta spalva. Celiuliozé iskrinta drebuciy
pavidalu.

1.2.2.2. Celiuliozés hidrolizé

REAGENTAL filtruojamasis popierius, 70% H,SO,.

DARBO EIGA. Griistuvélyje apie 0,5 g filtruojamojo popieriaus sutrinama su
3 ml sieros rtigsties; misinys perkeliamas | mégintuvélj ir, i ji ipylus apie 0,5 ml
distiliuoto vandens, virinamas degiklio liepsnoje. Dalis misinio nupilama i kita
mégintuvélj ir Tromerio reakcija tikrinama ar hidrolizé yra visiska (i hidrolizata
ipilama NaOH iki Sarminés terpés ir CuSO,, kol atsiras mélyny nuosédy; misinys
pasildomas degiklio liepsnoje, zr. 1.1.2.1.).

1.2.2.3. Celiuliozés nitrinimas

REAGENTAL: konc. HNO,, konc. H,SO,, vata.

DARBO EIGA. Stiklinaitéje atsargiai sumaiSoma 4 ml konc. HNO, ir 8 ml
konc. H,SO,. Labai jkaitgs miSinys atvésinamas, i ji panardinamas ir 5 min. palai-
komas mazas gabalélis vatos. Po to vata pincetu atsargiai perkeliama i stiklinaitg
su vandeniu. Nuplovus, ji supesiojama pirstais, nuspaudziama filtruojamuoju po-
pieriumi ir i§dZiovinama. IsdZitivusi vata, laikoma pincetu, degiklio liepsnoje smar-
kiai plyksteli.

Atlikote celiuliozés nitrinimo reakcija.

o CHoOH CH,OH o
H ! © H =
° OH H © :H H o
H H
H OH H OH
L —In

+4HO-NO, >
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CH,ONO; CH,ONO,
o)

H H 0

H
—>» | O e} H 0
ONO, H ONO, H
H H
H OH H OH
L _1n

Piroksilinas

1.2.2.4. Celiuliozés triacetato gavimas

REAGENTAL acto riigsties anhidridas, konc. acto riigstis, konc. H.SO,, vata.

DARBO EIGA. Stiklinaitéje atsargiai sumaiSoma po 5 ml acto rigsties, acto
rugsties anhidrido, 1-2 ml koncentruotos sieros riigsties, imetamas gabalélis vatos.
Stikliné atvésinama Saltame vandentiekio vandenyje. MiSinys pamaiSomas stikli-
ne lazdele ir Ssildomas vandens vonioje, kol istirpsta vata, po to maza srovele pila-
mas i stikling su Saltu vandeniu. ISkrinta pluostinés nuosédos. Vyksta reakcija,
analogiska nitrinimo reakcijai. UzZrasykite reakcijos lygti.



2. BALTYMAIL AMINORUGSTYS

Baltymai arba proteinai (gr. protos - pirminis) yra svarbiausi organiniai junginiai
gyvojoje materijoje, atliekantys pagrindinj vaidmenj jai funkcionuojant. Visi fiziniai
bei cheminiai procesai, vykstantys gyvoje lasteléje, katalizuojami baltymy - fermen-
ty. Kiti baltymai, kaip svarbiis lastelés struktiiriniai, imuninés sistemos komponen-
tai, hormonai, dalyvauja susitraukime, jy déka perduodama genetiné informacija.

Baltymai pagal sudéti skirstomi j paprastuosius ir sudétinius. Paprastieji balty-
mai sudaryti tik i§ aminortigs¢iy. Sudétiniuose baltymuose, be aminoraigsciy, yra
jvairios cheminés prigimties prostetinés grupés: lipidai (baltymai - lipoproteidai),
nukleininés ragstys (nukleoproteidai), angliavandeniai (gliukoproteidai) ir kt.

Visi baltymai sudaryti i$ to paties 20 a-aminoriigs¢iy rinkinio. Sie monomeri-
niai vienetai (aminoraigstys) turi savybiy, budingy polimerizuotis linkusioms mo-
lekuléms: turi maziausiai dvi chemines grupes, sugebancias reaguoti ir sudaryti
kovalentines jungtis. Sios grupés yra amino (-NH) ir karboksiliné (-COOH), o
jungtis, kurios déka susidaro baltymo molekulé, vadinama peptidine jungtimi. To-
kio tipo reakcijy pusiausvyra vandeninéje terpéje pasislinkusi laisvy aminoragsciy
susidarymo kryptimi, todél peptidy sintezé nevyksta tiesiogiai, t.y. paprastai atski-
lus vandens molekulei:

Il T
NH,—CH—C—OH + H—N-CH—COOH — NH,——CH—C—N-CH—COOH + H,O
R H R H

peptidiné jungtis dipeptide

Dipeptidas taip pat turi aminogrupe ir karboksiling grupe, kurios yra reakty-
vios, todél gali prisijungti kitos aminortigstys, sudarydamos naujas peptidines jung-
tis. Taip susidaro polipeptidas (baltymas).

Ho o
R
NH;*—C—C N
R O-Aminorﬁgétys turi keleta bendry savybiy: tirpaluose esti

daugiausia dipoliy jony (cviterijony) pavidalo, turi maZziausiai vieng asimetrinj C
atoma ir skiriamos j izomery grupes: D- ir L-. Aminoriigstys viena nuo kitos ski-
riasi Soniniy grandiniy (R) struktira. Tos grandinés gali biti hidrofobinés, hidrofi-
linés, rugstinés, bazinés, neutralios. Jos nulemia daugelj fiziniy ir cheminiy balty-
my savybiy. Dipoliai jonai funkcionuoja kaip rtgstys (protony donorai) arba kaip
bazés (protony akceptoriai):
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! )
R—GC-C00" + H°  —= R G COOH

NHg* NHg*
H H
R C COO -= R G OO + W
r‘\ng r‘\le

Aminoragsties molekulés formos (anijoninés, katijoninés, dipolinés) domina-
vimas priklauso nuo tirpalo pH. Tirpalo pH reikSmé, kuriai esant jonas elektrinia-
me lauke nejuda, vadinama izoelektriniu tasku (pI). Siuo atveju teigiamy ir neigia-
my jony kriivis aminortigstyse vienodas.

Aminoraigstys, besijungdamos i granding, netenka vandens molekulés, todél
polimerinéje grandinéje jos vadinamos aminoriigs¢iy liekanomis, o Si aminorugs-
¢iy grandiné - pirmine baltymo strukttra. Baltymams budinga tretiné struktiira.
Ja sukuria aminortig§ciy grandiné, kuria stabilizuoja nekovalentinés saveikos tarp
-NH ir -CO grupiy, kai kuriy aminoriigsciy liekany R-grupiy. Baltymy specifinés
biologinés funkcijos priklauso nuo konformacijos. Ja suardzius, baltymai praranda
biologinj aktyvuma. Baltymas, turintis funkcionalia konformacija, vadinamas na-
tyviu.

Kai baltyma veikia tokie fiziniai faktoriai kaip temperatiira, pH, kai kuriy orga-
niniy medziagy vandeniniai tirpalai, vyksta jo denatiiracija. Denatiiruotas balty-
mas tampa neaktyvus.

Baltymai skiriasi molekuliy forma. Globuliniy baltymy molekulés yra sferinés
arba elipsinés formos. Jie tirpsta vandenyje, lengvai difunduoja. Globuliniy balty-
my grupei priklauso beveik visi fermentai, transportiniai baltymai, antikiinai, mais-
tiniai baltymai. Fibriliniy baltymy molekulés sitilinés, iStemptos isilgai asies, ju
ilgis gali buti kelis kartus didesnis uz skersmeni. Jie dazniausiai netirpsta vandeny-
je. Fibriliniy baltymy grupei priklauso jungiamojo audinio, susitraukimo (aktinas,
miozinas), sausgysliy (kolagenas), plauky, ragy (keratinai) baltymai.

Sintetiniy polipeptidy tyrimai, baltymy rentgenostruktiiriné analizé rodo, kad
be kai kuriy aminortigs¢iy (alanino, gliutamino, leucino) nejmanomas a-spiralés
susidarymas. Kitos aminoriigStys pvz.: valinas, metioninas, izoleucinas, dazniau
aptinkamos S-struktaroje, o glicinas, prolinas, asparaginas - ties grandinés islin-
kimu (postkiu). Todél manoma, kad baltymy konformacija priklauso nuo amino-
rugsciy sekos polipeptidingje grandingje. M. Levitt ir C. Chotia (1976), remdamie-
si 31 baltymo strukttiry tyrimu, suskirsté baltymus i 4 struktarines grupes: a- bal-
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tymai, kur vyrauja a-spiraliné struktiira (hemoglobinas, mioglobinas); baltymai,
sudaryti i$ sluoksniuoty 3-struktury (konkavalinas A, rubredoksinas); (a+f3)-bal-
tymai, kurivose yra ir a-spiralés, ir B-strukttiros (papainas, termolizinas); ¢t/ bal-
tymai, kuriuose a-spiralizuotos ir §-struktiry sritys i$sidésto viena po kitos.

Aminoriigsciy seka baltymo grandinéje yra paveldima, o baltymo funkcija
priklauso nuo $ios sekos. Todél vienas i$ pagrindiniy biochemiky uzdaviniy - visa-
pusiskas baltymy strukttry tyrimas.

2.1 BALTYMU FIZINES IR CHEMINES SAVYBES

2.1.1. BALTYMU NUSODINIMO REAKCIJOS

Denatiiracija - sudétingas procesas, todél nejmanoma vienareikSmiai apibudinti
saveikos tarp baltymo ir denatiiruojancio agento, sukeliancio baltymo molekulés kon-
formacinius pakitimus. Taciau Zinoma, kad denattiruojantys agentai suardo naty-
vaus baltymo nekovalenting struktiira. Vieni baltymai dél nedideliy konformacijos
pakitimy nepraranda biologinio aktyvumo, kiti, labai jautrts, greitai ji praranda.

Denatiiracijos metu baltymo molekulé “iSsivynioja”, igyja kamuoliuko forma.
Joje néra nekovalentiniy saveiky tarp atomy ir grupiy, o visos molekulés erdvinés
struktiiros gali lengvai kontaktuoti su tirpiklio molekulémis. Baltymo molekuléje
beveik néra a-spiraliy, f-konformacijos sluoksniy ir kity periodiniy struktary. Kei-
Ciasi baltymo fizinés savybés: klampumas, Sviesos sugertis.

Bevandeniai tirpikliai, matyt, denattiruoja baltymus tokiu pat biidu, suardyda-
mi hidrofobines saveikas. Detergentai su polipeptidais gali sudaryti stabilius kom-
pleksus, pakeisdami molekuliy strukttras.

Istirpinti baltymai dazniausiai denattiruoja 50-60°C temperattroje. Taciau kai
kurie fermentai praranda aktyvuma -30-0°C temperatiroje. Temperatiiros sukelta
denatiiracija gali buti griZtama, taciau dazniausiai baltymas agreguoja ir susidaro
nuosédos. Denatiiracijos priezastis gali buti ir pH pakitimai. Dauguma baltymy
stabilils gana siauroje pH reikSmiy srityje.

Baltymy nusodinimo reakcijos gali biti dviejy raiSiy: griztamosios ir negrizta-
mosios. Griztamyjy reakcijy metu baltymai mazai pakinta, i§lieka aktyvis, nuosé-
dos vél gali istirpti. Tai iSsudymo reakcijos. Griztamosios baltymy nusodinimo
reakcijos vyksta ir trumpai veikiant etanoliu ar acetonu Zemoje temperatiiroje.

Negriztamyjy reakcijy metu baltymai labai pakinta, denatiiruoja, netenka akty-
vumo, pakinta molekuliy strukttira. Taip baltymus veikia sunkiyjy metaly druskos,
alkaloidy reagentai, riigstys, auksta temperatira.

Sildant baltymai denatiiruoja, tampa netirpis, pasikei¢ia molekuliy struktira.
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Vis délto, kai kurie baltymai, trumpai pavirinus, nekoaguliuoja (ribonukleaze). Koa-
guliacija skatina druskos, pH. Geriausiai baltymai koaguliuoja izoelektriniame taske.

Labai riigsciuose tirpaluose baltymy micelés tampa teigiamos, Sarminiuose -
neigiamos, todél tokiuose tirpaluose virinami baltymai nenuséda. Jie gali koagu-
livoti tik pridéjus kurios nors neutralios druskos.

Ivairios organinés rugstys skirtingai veikia baltymus. Trichloracto ir sulfosali-
cilo riigstys - specifiniai reagentai, nusodinantys baltymus, bet ne jy skilimo pro-
duktus ar aminoraigstis. 2,5-5% trichloracto rtigsties tirpalai naudojami baltymams
pasalinti i$ biologiniy skysciy.

Koncentruotos mineralinés riigstys (iSskyrus HNO,) negrijZtamai nusodina balty-
mus, Siy tirpaly susilietimo vietoje atsiranda amorfiniy nuosédy. Dél rigsciy (iSsky-
rus HNO,) pertekliaus tirpsta iSkritusios baltymy nuosédos. Stiprios mineralinés rigs-
tys slopina silpny organiniy riigs¢iy disociacija ir trukdo baltymams nusésti.

Ivairts baltymai nusodinami skirtingy koncentracijy etilo alkoholiu. Tirpalas turi
biti neutralus ar Siek tiek riigstus. Vyksta baltymo dalelés dehidratacija, o | baltymo
tirpala pridéjus NaCl, nuosédos susidaro greiciau. Druskos jonai panaikina daleliy
krivi, o tai sumazina baltymy tirpalo stabiluma: baltymy dalelés sulimpa, padidéja ir
iskrinta nuosédos. Jei nuosédos greitai isfiltruojamos, baltymus vél galima istirpinti
vandenyje. Ilgai veikiant baltymus alkoholiu, jie denatiiruoja ir tampa netirpas.

Svino, vario, gyvsidabrio ir kity sunkiyjy metaly druskos su baltymais sudaro
vandenyje netirpius junginius, todél baltymai naudojami kaip Siy metaly drusky
priesnuodziai.

Alkaloidai, taninas, pikrino rugstis, gelezies heksacianidai reaguoja su balty-
muose esanc¢iomis heterociklinémis (pirolo, indolo, imidazolo) grupémis, sudary-
dami netirpius junginius. ISkrinta baltymy nuosédos.

Baltymuy tirpalg paveikus pakankamos koncentracijos Sarminiy bei Zemeés Sar-
miniy metaly druskomis (Na,SO,, NaCl, MgSO,), baltymy dalelés dehidratuojasi,
atsiranda nuosédy. Norint iSsiidyti jvairius baltymus frakcijomis, reikia naudoti
skirtingy koncentracijy tas pacias druskas. Amonio sulfatas neutraliuose vandeni-
niuose tirpaluose issiido beveik visus baltymus: globulinai nuséda pusiau prisotin-
tame (NH,),SO, tirpale, albuminai - visiSkai prisotintame.

REAGENTALI: NaCl (kristal.), MgSO, (kristal.), konc. HCI, konc. H,SO,, konc.
HNO,, 3% trichloracto rigsties, 5% sulfosalicilinés riigsties, 5% CuSO, 1% acto
rugsties, kiauSinio baltymo, Pb(CH,COO),, fenolio, tanino, NaOH tirpalai, etilo
alkoholis, pikrino rugstis.

DARBO EIGA

1. I 2 mégintuvélius jpilama po 2 ml baltymo tirpalo. I viena i$ jy pridedama
NaCl, j kita - MgSO, iki sociy tirpaly (kol druskos nebetirps). Atsiranda nuosé-
dy. Tirpalai isfiltruojami, filtratai Siek tiek partgstinami acto ragstimi.
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2.1 3 mégintuvélius jpilama po 2 ml baltymo tirpalo; pirmasis mégintuvélis
pasildomas degiklio liepsnoje; i antraji mégintuvelj jlasSinama acto ragsties
tirpalo ir pasildoma; i treciajj ipilama 1 ml NaOH tirpalo ir pasildoma.

3.1 3 mégintuvélius ipilama po 1 ml koncentruoty azoto, sieros ir druskos
rugsciy ir atsargiai, per sienele, kad nesusimaisyty skysciai, jpilama po 1 ml
baltymo tirpalo. Ka matote skysciy susilietimo riboje? Mégintuvélius pa-
purtykite.

4.1 2 mégintuvélius jpilama po 2 ml baltymo tirpalo; i viena i$ juy ilasinami
keli lasai trichloracto rugsties, i kita - sulfosalicilo riigsties.

5. 12 mégintuvélius jpilama po 2 ml baltymo tirpalo; i viena is jy jpilama 1 ml
CuSO, tirpalo, i kita - Pb(CH,COO0), tirpalo.

6. I mégintuvélj jpilama 1 ml baltymo tirpalo ir 1 ml fenolio tirpalo.

7.1 mégintuvélj jpilama 1 ml baltymo tirpalo, pridedama truputj kristalinio
NaCl ir 2-3 ml etilo alkoholio.

8.1 2 mégintuvélius ipilama po 1 ml baltymo tirpalo, partigstinama keliais
lasais acto rugsties; | viena iS jy jlasinami keli lasai pikrino rugsties, i kitg -
tanino tirpalo.

Visais atvejais paaiskinkite, kas vyksta mégintuvéliuose.

2.1.2. SPECIFINES AMINORUGSCIU REAKCIJOS

Baltymus veikiant proteolitiniais fermentais (pepsinu, tripsinu), Sildant su rigs-
timis ar Sarmais, jie skyla - hidrolizuojasi. Baltymus i$ dalies hidrolizuojant, susi-
daro tarpiniai skilimo produktai - peptonai, peptidai, o visiskos hidrolizés metu -
laisvos aminoriigstys.

Aminoriigstys su ninhidrinu sudaro melsvos ar violetinés spalvos junginius. Si
reakcija naudojama atliekant aminortigsciy kiekybine analizg, bet néra specifiné,
nes spalvoti produktai gaunami ir naudojant kitus aminogrupe turincius junginius.
Kai ¢-aminoriigstyje Salia aminogrupés yra karboksiliné grupé, saveikaujant jai su
ninhidrinu issiskiria CO,.

NH OH
‘ 2 /VC ;
R—C—COOH + 2

/ N\
Y \Aﬁ OH
0]
amino r. ninhidrinas (indan - 1, 2, 3 - triono hidratas)
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“Ruemano mélynai-violetinis”

O

o

+ CO, + R—C\
H

Reaguojant su koncentruota azoto riigstimi, susidaro baltymuose esanciy ami-
noriigsciy - tirozino, triptofano, fenilalanino - geltonos spalvos nitrojunginiy. Esant
amoniako pertekliui jie virsta oranzinés spalvos chinoidinés struktiiros druskomis:

/K _ 2HNo; %2 ON /&NOZ

+ Hzo
CHy,— ?H— COOH CHy, ?H— COOH
NH, NH,
tirozinas
ﬁ /OH o) /o— NH,
N N
OzN\'m/ 0 “NH, Oz"‘\/ﬁ/ <0
e
CH,— CH— COOH CH,— CH— COOH
NH, NH,
dinitrotirozino chinoidiné forma dinitrotirozino druskos chinoidiné forma

Triptofanas riigstinéje terpéje reaguoja su daugeliu aldehidy, susidaro spalvoti
kondensacijos produktai. Bendra jy struktiira tokia:
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w COOH HOOC\m—r
JN\ NH ‘ ‘

|

R
Baltymai, turintys tirozino, reaguoja su Milono reagentu, susidaro rausvos spal-

vos nuosédos. Atliekant reakcija su tirozino ar polipeptidy tirpalu, nuosédos nesu-
sidaro, bet atsiranda rausva spalva. Tai néra specifiné tirozino reakcija, nes su Milono
reagentu reaguoja fenoliai bei alkoholiai, turintys fenoling grupe.

OH O
k H /OHg
N
\/ | HanoaHNO: H ~ o
CHy, — ?H—COOH CHy,— ?H—COOH
NH, NH,
tirozinas nitrotirozino gyvsidabrio druska

Sieros turin¢ioms aminoriigstims - cistinui, cisteinui - budinga reakcija su nat-
rio Sarmu ir Svino acetatu:
R-SH + 2NaOH - Na,S + R-OH + H,O
Na,S + Pb(CH,COOQ), - PbS | +2CH,COONa

2.1.2.1. Reakcija su ninhidrinu

REAGENTALI 0,2% spiritinis ninhidrino, 1% baltymo, 0,1% aminoriigsties
tirpalai.

DARBO EIGA. | vieng mégintuvélj jpilama 1 ml baltymo tirpalo, j kita - 1 ml
aminoragsties tirpalo. Po to | abu mégintuvélius ilasinama po 5 lasus ninhidrino
tirpalo. Misiniai pasildomi degiklio liepsnoje. Kokia spalva atsiranda?

2.1.2.2. Ksantoproteino reakcija
REAGENTAL 1% baltymo tirpalas, konc. HNO,, konc. NH,.
DARBO EIGA. I mégintuvélj jpilama 1 ml baltymo tirpalo, 2-3 lasai azoto raigsties,
misinys atsargiai Sildomas degiklio liepsnoje. Kokios spalvos nuosédos susidaro?
Misinys atvésinamas, pripilama amoniako iki Sarminés terpés. Kaip pasikeité
spalva?
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2.1.2.3. Milono reakcija

REAGENTALI: Milono reagentas (gyvsidabrio nitritai ir nitratai, iStirpinti kon-
centruotoje azoto rugstyje), 1% baltymo tirpalas.

DARBO EIGA. I mégintuvélj jpilama 1 ml baltymo tirpalo ir keli lasai Milono
reagento. MiSinys atsargiai Sildomas degiklio liepsnoje. Kaip keiciasi nuosédy spalva
Sildant?

2.1.2.4. Reakcijos triptofanui paZinti

1. Reakcija su glioksilo riigstimi (jos visada yra ledinéje acto ragstyje)

REAGENTAL 1% baltymo tirpalas, lediné acto riigstis, konc. H,SO,.

DARBO EIGA. ] 1 ml baltymo tirpalo (gali buti baltymo gabaliukas) pripilama
1 ml ledinés acto ruigsties, misinys Sildomas kol baltymas istirps. Atvésinama ir
atsargiai, palei sienelg, jpilama sieros rugsties. Skysciy susilietimo vietoje atsiran-
da geltonos spalvos zZiedas.

2. Reakcija su oksimetilfurfurolu, paremta oksimetilfurfurolo susidarymu is
sacharozés

REAGENTALI 1% baltymo tirpalas, 1% sacharozés tirpalas, konc. H,SO,.

DARBO EIGA. 1 ml baltymo tirpalo sumaiSoma su keliais lasais sacharozés ir
atsargiai, palei sienelg, jpilama sieros rugsties. Skysciy susilietimo vietoje atsiran-
da violetinés spalvos ziedas.

3. Reakcija su formaldehidu.

REAGENTALI: 1% baltymo tirpalas, praskiestas formaldehido tirpalas, konc.
H_SO,.

DARBO EIGA. I mégintuvélj jpilama 1 ml baltymo tirpalo, pripilama praskiesto
formaldehido, atsargiai, palei sienele, jpilama sieros ragsties. Skys¢iy susilietimo
vietoje atsiranda baltos spalvos Ziedas.

2.1.2.5. Sieros turindiy junginiy reakcija

REAGENTALI 10% NaOH, 5% Pb(CH,COO),, 1% baltymo tirpalai.

DARBO EIGA. I mégintuvélj ipilama po 1 ml baltymo, natrio $armo ir $vino
acetato tirpaly. Misinys, sildomas degiklio liepsnoje tamséja, atsiranda juodos spal-
vos nuosédy. Uzrasykite reakcijos lygti.

2.1.3. PAPRASTIEJI BALTYMAIL BALTYMU HIDROLIZE

Sarminéje terpéje, pridéjus vario dusky, biuretas ($lapalas), oksamidas
(NH,-CO-CO-NH,), baltymai ir polipeptidai sudaro spalvotas kompleksines
druskas.
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slapalas biuretas
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Violetinés spalvos polipeptidy ir baltymy Cu-Na kompleksiné druska (biureto kompleksas)

Reakcija labai jautri, naudojama atliekant kokybing ir kiekybing¢ baltymy ana-
lize, vyksta esant praskiedimui 1:10000.

REAGENTAL 1% kiausinio baltymo, 10% NaOH, 1% CuSO,, 20% H,SO,
tirpalai, §lapalas.

DARBO EIGA.

1. I mégintuvéli jberiamas Ziupsnelis Slapalo, pakaitinamas degiklio liepsno-
je. Slapalas lydosi, i$siskiria NH,, pasigamina biureto. | atvésinta mégintu-
vélj ipilama truputj NaOH ir keli lasai vario sulfato (biureto reakcija);

2. I kita mégintuvélj ipilama 1 ml baltymo tirpalo, natrio Sarmo (iki Sarminés
reakcijos) ir keli lasai vario sulfato tirpalo (biureto reakcija);

3.1 100 ml tario konusing kolbute jpilama 3-5 ml baltymo tirpalo ir 20 ml
20% sieros rugsties. Kolbuté uzkemsama kamsciu su griZztamuoju oro Sal-
dytuvu, jtvirtinama laboratoriniame stove, virinama ant liepsnos sklaidytu-
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vo 1-1,5 val. Ar hidrolizé visiska, tikrinama biureto reakcija: i 1 ml hidroli-
zato jpilama NaOH iki Sarminés terpés ir CuSO,.
Visais atvejais rezultatus uzrasykite ir paaiskinkite.

2.1.4. SUDETINIAI BALTYMAIL NUKLEOPROTEIDAL
NUKLEOPROTEIDU HIDROLIZE

Kasos, bluznies, kepeny lastelése, mielése yra daug nukleoproteidy. Jy randa-
ma ir citoplazmos struktiiriniuose elementuose - mikrosomose, mitochondrijose.
Molekuliné masé siekia keleta milijony daltony. Nukleoproteidai netirpsta vande-
nyje, lengvai nuséda tirpala partigstinus (pH 5), tirpsta praskiestuose Sarmuose.
Nukleoproteidus virinant praskiestose riigstyse, atskyla baltymas, o nukleino rags-
tis skyla i sudedamasias dalis: purino ir pirimidino bazes, pentoze¢ ir fosforo ragsti.

REAGENTAL: presuotos arba dZiovintos mielés, 5% H,SO,, amonio molibda-
to tirpalas azoto rugstyje (NH,),MoO,, konc. NH,, 5% AgNO.,.

DARBO EIGA. Apie 3-4 g presuoty mieliy (dZiovinty - 1 g) 100 ml tario konu-
sinéje kolbutéje uzpilama 30-40 ml 5% sieros rugstimi. Kolbuté uzkemsama grjz-
tamuoju oro Saldytuvu, jtvirtinama laboratoriniame stove virs liepsnos sklaidytuvo
ir atsargiai virinama 1-1,5 val. Po to miSinys filtruojamas ir po 1 ml gauto hidroli-
zato pilama i 4 mégintuvélius:

I mégintuvélyje atliekama biureto reakcija: i hidrolizata ipilama NaOH iki
Sarminés terpés ir CuSO,.

II mégintuvélyje atlieckama Tromerio reakcija: i hidrolizata ipilama NaOH iki
Sarminés terpés ir CuSO,, kol iSkris mélynos nuosédos. MiSinys Sildomas
degiklio liepsnoje, kol uzvirs. ISkrinta oranzinés Cu,O nuosédos.

IIT mégintuvélyje atliekama reakcija fosforo riig§¢iai pazinti: | hidrolizata jpi-

lama amoniako iki Sarminés terpés (tikrinti indikatoriumi), 1 ml molibdeno
reagento, misinys virinamas degiklio liepsnoje. ISkrinta geltonos nuosédos.

12(NH,),M00O,+H,PO,+21HNO,~(NH,),PO,+12M00O,+21NH ,NO,+12H,0
IV mégintuvélyje atlieckama reakcija purino bazéms pazinti: i hidrolizata ipila-
ma amoniako iki Sarminés reakcijos (tikrinti indikatoriumi) ir 1 ml sidabro

nitrato. Po keliy minuciy iSkrinta gelsvai rausvos sidabro-purino baziy (ade-
nino, guanino) nuosédos.

2.1.5. BALTYMU IZOELEKTRINIO TASKO NUSTATYMAS

REAGENTAL: 0,2 mol/l Na,HPO,, 0,1 mol/I citrinos rtgsties, 1% Zelatinos
tirpalai, etilo alkoholis.
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DARBO EIGA. | 6 sunumeruotus mégintuvelius labai tiksliai pipete supilami
lenteléje nurodyti natrio fosfato ir citrinos riigsties tirpalai.

Meég. 0,2 mol/l 0.1 mol/l oH Zelatina, Susidrumstimo

Nr. Na,HPO,, ml | Citrinos r., ml spiritas, ml laipsnis

1 0,1 0,9 3,8 0,5+2

I 0,2 0,8 4,15 0,5+2

1 0,5 0,5 4,75 0,5+2

v 0,8 0,2 5,35 0,5+2

A% 0,9 0,1 5,75 0,5+2

VI vanduo vanduo

Susidrumstimo laipsnio Zyméjimai:
(-) nesusidrumsté
(+) mazai susidrumsté
(++) labiau susidrumsté
(+++) labiausiai susidrumsté
Paaiskinkite, kodél susidrumsté baltymo tirpalas ir kas vyksta izoelektriniame
taske.

2.1.6. AMINORUGSCIU NUSTATYMAS POPIERIAUS
CHROMATOGRAFIJOS BUDU

Augalinés kilmés spalvoty pigmenty frakcionavimas ant jvairiy kiety adsor-
benty pirma karta buvo aprasytas 1903 m. Tada ir paaiSkéjo, kad Zaliyjy lapy eks-
traktuose yra du zali pigmentai (chlorofilai a ir b) ir keletas geltony pigmenty (ka-
rotinoidy). Metodas pavadintas chromatografija (gr. chromo - spalva, graphien -
rasau).

Terminas chromatografija vartojamas bet kuriam medziagy skirstymo meto-
dui vadinti, kurio esmé - istirpinty medziagy judéjimas kietu turinciu poras neséju,
nepriklausomai nuo prigimties jégy, padedan¢iy molekuléms issiskirti. Siuo metu
sukurta daug chromatografijos metody: jony mainy, dujiné, skystiné, afininé, ad-
sorbciné (popieriaus, aliuminio oksido, silikagelio, medzio anglies ir kt.), gel-fil-
tracija.

Medziagy pasiskirstymas adsorbento pavirsiuje vyksta dél skirtingy vandenili-
niy, hidrofobiniy jégy ir saveiky. Popieriaus chromatografija - vienas is efekty-
viausiy analitiniy skystinés chromatografijos metody, placiai taikomas biochemi-
joje.
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Tirpiklis, kapiliariniy jégy déka judédamas popieriumi, su savimi nesa ir tiria-
mas medziagas. Medziagy judéjimas priklauso nuo jy cheminés prigimties ir nuo
tirpumo judrioje bei nejudrioje fazése. Judri fazé - tai jvairios tirpikliy sistemos
(butanolis:vanduo:lediné acto rugstis; fenolis:vanduo:amoniakas ir kt.). Nejudri
fazé sudaryta iS popieriaus celiuliozés ir vandens. Kuo didesnis frakcionuojamy
medziagy tirpumas judrioje fazéje ir kuo mazesnis nejudrioje, tuo greiciau me-
dziaga juda su organinio tirpiklio frontu. Vis délto néra tokio tirpiklio, kurio déka
biity galima iSskirstyti visas 20 aminortig§ciy. Jas galima iSskirstyti tik taikant dvi-
kryptés chromatografijos metoda. Dvikrypté chromatografija - tai jprastos plonas-
luoksnés chromatografijos rusis. IS pradziy uznestas misinys frakcionuojamas vie-
na kryptimi, po to atlieckama atitinkama cheminé reakcija ir junginiai frakcionuoja-
mi kita kryptimi. Nemodifikuoti junginiai juda kitaip negu modifikuoti.

Pagal judancios fazés judéjimo krypti, popieriaus chromatografija gali bati ky-
lanti, besileidzianti ir Ziediné. Aminoriigs¢iy issidéstymo vietos nustatomos pa-
naudojant ninhidrino tirpala. Nukleozidai ir nukleotidai chromatogramoje randa-
mi ultravioletiniy spinduliy Sviesoje: jie adsorbuoja ultravioletinius (UV) spindu-
lius ir Siy medziagy lokalizacijos vietoje bus matomos tamsios démés. Medziagy
pasiskirstymas apibtidinamas koeficientu R, kuris iSreiSkia atstumy nuo uznesimo
vietos (starto) iki medziagos lokalizacijos vietos (a) ir nuo starto iki tirpiklio judé-
jimo fronto (b) santyki:

a
R; e

Pasiskirstymo koeficientas budingas vi-
sqms arr}inoﬁlgétims, nukleozidams, .r'1ukle— frontas
otidams ir priklauso nuo chromatografijos sa- —_ b
lygy: popieriaus risies, tirpikliy sistemos, .1
temperatiiros, chromatografijos tipo ir t.t.

REAGENTAL tirpiklis chromatografijai: b
butilo alkoholis, lediné acto rugstis, vanduo
sumaiSoma santykiu 4:1:5 ir dalijamajame
piltuve kratoma 3 min., po to leidZiama nusi-
stovéti, apatinis sluoksnis pasalinamas, vir-

Sutinis sluoksnis naudojamas chromatogra-

fijai, 0,5% ninhidrinas, iStirpintas acetono, le- +
dinés acto riigsties, vandens misinyje santy- a

kiu 95:1:4, aminorugstys (X, X,, X, X,), iStir- q
pintos 10 ml vandens su 3 lasais butilo alko- g{artas . g
holio. Y

DARBO EIGA. ] platy sausa cilindra jpi-
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lama 3 ml tirpiklio chromatografijai. IS chromatografinio popieriaus iSkerpama
juostelé (siauresné ir trumpesné uz cilindra). Ant juostelés 8 mm atstumu nuo jos
galo piestuku nubréziama starto linija ir ant jos kapiliaru uzlasinami skirtingy ami-
noriigsciy laseliai. Démelés iSdziovinamos. Kitu galu juostelé uzkabinama ant kams-
tyje itaisyto kabliuko ir juostelés krastelis 3-5 mm jmerkiamas i cilindre esanti
tirpikli. Chromatografija vyksta, kol tirpiklis juostele pakyla beveik iki virsutinio
jos krasto (turi likti apie 5 mm). Juostelé iSimama, piestuku pazymima tirpiklio
fronto linija, iSdZiovinama, apipurskiama ninhidrino tirpalu, vél iSdZiovinama dzio-
vinimo spintoje. ISryskéja aminoriigs¢iy démelés.

ISmatuojami atstumai (a ir b) ir apskai¢iuojami tiriamy aminoriigsciy pasiskirs-
tymo koeficientai R..

2.1.7. BALTYMU DIALIZE

Dializé ir ultrafiltracija atliekama,
naudojant plonas pusiau pralaidzias
membranas, pvz, celiuliozés acetato (ce-
lofano), turin¢io 1-10 nm skersmens po-
ras (dazniausiai 5 nm). Tokia membrana
praleidzia mazas molekules, 0 stambias e
sulaiko. Dializés greitis priklauso nuo di-
fuzijos, kuri gali pagreitéti dél tirpalo
maisymo, o filtracijos greitis priklauso
nuo slégiy, esanciy abipus membranos,
skirtumo.

REAGENTAL baltymo tirpalas, NaCl
(kristal.), 10% HNO,, 1% AgNO,, 1%
CuSO,, 10% NaOH.

DARBO EIGA. ] 3-5 ml baltymo tirpalo jberiamas Ziupsnelis NaCl, misinys
supilamas i dializatoriy, kuris jdedamas i stiklinaitg su distiliuotu vandeniu (diali-
zatoriaus membrana turi liesti vandens pavirsiy). Dializuojama apie 1 val. Po to
tiriamas mazy molekuliy (NaCl) ir stambiy molekuliy (baltymo) pasiskirstymas
dializuojamame tirpale ir dializate:

a) imama po 1 ml dializuojamo tirpalo ir dializato, atliekama biureto reakcija
(i abu tirpalus jpilama NaOH iki Sarminés terpés ir CuSO,);

b) atliekama CI jony atpazinimo reakcija: i 1 ml tiriamo tirpalo (dializuojamo
tirpalo ir dializato) pripilama po lasa azoto rugsties ir sidabro nitrato; is-
krinta baltos spalvos nuosédos.

Bandymy rezultatus uzrasykite ir paaiskinkite.
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2.2. MAKROMOLEKULIU FRAKCIONAVIMO IR
STRUKTUROS TYRIMO METODAI

Nustatant bet kokios medziagos strukttira, pirmiausia ja reikia isskirti i§ misiniy,
esanciy audiniuose, lastelése. Daznai Siy medziagy koncentracija buna labai maza.
Toliau medziagos molekulés suardomos, gauti fragmentai iSskiriami, gryninami, iden-
tifikuojami, atliekama kiekybiné analizé. Sie duomenys apibendrinami, fragmentai
surenkami i visuma ir tokiu biidu nustatoma makromolekulés struktiira.

2.2.1. LASTELIU FRAKCIONAVIMAS

Tiriamu objektu gali biti audinys, mikroorganizmy lastelés, sukoncentruotos
centrifuguojant ir kt. Audinys smulkinamas homogenizatoriuje, mikroorganizmy
lastelés ardomos ultragarsu, auksto slégio presu, trinant su stiklo milteliais ar kvar-
co sméliu. Labai svarbu parinkti tinkamos sudéties ir pH buferinj tirpala. Baltymai
ekstrahuojami vandeniniais nedidelés joninés jégos drusky tirpalais. Tirpuma gali-
ma padidinti silpnais detergenty tirpalais, nepoliniais tirpikliais. Gautas homoge-
natas centrifuguojamas, atskiriami lasteliy fragmentai ir kitos “nuolauzos”. Tirpa-
le virs nuosédy yra ivairiy tirpiy baltymy, fermenty, mazo molekulinio svorio jun-
giniy.

Si ir kitos procediiros, paprastai atliekamos 4°C temperatiiroje, nenaudojami
ekstremaliy pH reikSmiy buferiniai tirpalai.

2.2.2. FRAKCIONAVIMAS, PRIKLAUSANTIS NUO SKIRTINGO
KOMPONENTU TIRPUMO

Daugelj balastiniy baltymy arba tiriama baltymga i$ tirpalo galima nusodinti
pakeitus tirpumo salygas, pvz., keiciant pH ar drusky koncentracija (iSsiidant). La-
bai efektyvus amonio sulfato koncentracijos didinimas: globulinai nuséda esant
IM (NH,),SO, koncentracijai. Tokiu biidu iSskiriama reikiama frakcija, kuri gry-
ninama toliau. Sis metodas placiai taikomas kaip pirmas gryninimo etapas.

Kai kurie angiavandeniai (celiulioze, glikogenas) patvariis virinant Sarmuose,
tokiu budu galima pasalinti visus kitus misSinio komponentus. Lipidai i§ audiniy
ekstrahuojami nepoliniais tirpikliais, pvz., chloroformo ir metanolio misiniu (1:2).

2.2.3. FRAKCIONAVIMAS, PANAUDOJANT KOMPONENTU
PASISKIRSTYMA SKIRTINGOSE FAZESE

Sio metodo bendras pavadinimas - chromatografija (zr. 2.1.6.)
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Viena is faziy gali buti milteliai arba smulkios dalelés, kuriomis uzpildomas
stiklinis vamzdelis (kolonél¢) arba plonu sluoksniu padengiama stikliné plokstelé.
Jei tiriama medziaga netirpsta kietoje fazéje, bet adsorbuojasi jos pavirsiuje, chro-
matografija vadinama adsorbcine. Adsorbentu gali biiti aliuminio oksidas ir kt.

Kolonéle uzpildzius silikageliu, sugebanciu adsorbuoti didelj kiekj vandens,
komponenty frakcionavimas vyksta dél jy pasiskirstymo vandeninéje fazéje, imo-
bilizuotoje ant silikagelio, ir vandenyje, tekanc¢iame per kolonéle. Frakcionuojant
lipidus, silikagelis ar aliuminio oksidas prisotinami nepoliniu tirpikliu, o judri fa-
z¢ - poliniu tirpikliu.

Placiai taikoma popieriaus chromatografija, kai nejudanti fazé yra specialus
vandenj adsorbuojantis popierius, ir plonasluoksné chromatografija, kai vietoj po-
pieriaus naudojamas silikagelis, dengiantis stikling plokstele.

Frakcionuojant lakias medziagas, lakius lipidus, monosacharidus, aminorags-
tis, steroidy junginius taikoma dujiné chromatografija. Metodas paremtas medzia-
gy pasiskirstymu judrioje dujinéje fazéje ir nejudrioje kietoje fazéje gana aukstoje
temperatiiroje. Siuo atveju naudojama stikliné ar metaliné 1-2 m ilgio, 0,2-1 cm
skersmens kolonélé, uzpildyta labai smulkiu kietu neséju (diatomitu), prisotintu
nelakiais skysciais (silikoniniais tepalais, stambiamolekuliniy alkoholiy ir dviba-
ziy rugsciy esteriais). Chromatografuojama specialioje kameroje aukstoje tempe-
rataroje (170-225°C). MiSinys, uznestas ant virSutinés kolonélés dalies, greit iSga-
ruoja, ir garai, kartu su inertiniy dujy (argono, helio, azoto) srautu juda kolonéle.
Misinio komponenty judéjimo greiciai priklauso nuo pasiskirstymo tarp dujy ir
tinkami taikant fizinius-cheminius metodus, rezultatai uzraSomi savirasciu ant diag-
ramos juostos pikais. Kiekvieno piko plotas proporcingas atitinkamo junginio kon-
centracijai. Komponentai identifikuojami taikant standarty metoda. Aptinkami na-
nograminiai junginiy kiekiai.

Labai svarbi biocheminiuose tyrimuose yra afininé chromatografija (angl. affi-
nity - giminingumas). Metodas paremtas specialiy adsorbenty, specifiskai savei-
kaujanciy ir sulaikanciy tam tikra makromolekuliy riisi, panaudojimu. Afininé chro-
matografija taikoma iSskiriant fermentus, imunoglobulinus, lektinus, receptorinius
ir kitus baltymus, sugebancius specifiskai susijungti su mazomis molekulémis.

Metodo principas: ligandas L, specifiskai saveikaujantis su iSskiriamu balty-
mu, stipriai sujungiamas su netirpiu neséju N. Gautas adsorbentas N-L suspenduo-
jamas tam tikrame buferyje ir juo uzpildoma kolonélé. Per kolonéle leidZziamas
misinys, kuriame yra mus dominantis baltymas B. Baltymas B nekovalentiniy sa-
veiky déka susijungia su specifiniu adsorbentu.

N-L+B< N-L...B
Jei miSinyje néra kity baltymy, specifiskai saveikaujanciy su imobilizuotu li-
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gandu, tai visi jie (iSskyrus B) praeis pro kolonélg nesulaikomi. Praplovus koloné-
l¢ buferiu, sujungtas baltymas eliuojamas tirpalu, sukelianc¢iu specifinio komplek-
so (N-L...B) disociacija.

Ligando cheminé prigimtis priklauso nuo isskiriamo baltymo prigimties. Jei i$
misinio isskiriamas baltymas yra fermentas, tai ligando struktira turi biti panasi i
fermentinés reakcijos produkta arba konkurentinj inhibitoriy, kadangi Siuo atveju
vyksta specifiné saveika tarp ligando ir fermento aktyvaus centro.

2.2.4. FRAKCIONAVIMAS, PRIKLAUSANTIS NUO MOLEKULIU
DYDZIO

Dializé ir ultrafiltracija (zr. 2.1.7.)

Sudétingesnis metodas yra gel-filtracija. Kolonél¢ uzpildoma dekstranu, kurj
sudaro angliavandeniy grandinés, turincios daugybe skersiniy rysiy ir yra supre-
suotos | granules (sefadeksas). Kiekviena granulé turi trimatg struktiira. Tinklelio
tankis priklauso nuo sefadekso rusies. ] granulés vidy gali patekti mazos moleku-
lés, bet didesnés nepatenka. Praleidziant pro tokia kolonélg ivairiy dydziy moleku-
liy misinj, mazos molekulés difunduoja i gelio vidy, todél sulétéja ju judéjimo
greitis, o stambios molekulés praeina neuzkliidamos, pvz.: sefadeksas G-25 nesu-
laiko nieko, i§skyrus mazo molekulinio svorio druskas ir paprastus ciklinius cuk-
rus, todél naudojamas misiniams nudruskinti, sefadeksas G-200 turi gerokai dau-
giau skersiniy rysiy, todél naudojamas frakcionuojant makromolekules, kuriy mo-
lekuliné masé yra 5000-200000. Makromolekuléms labai didele reikSme turi for-
ma. Asimetrinés molekulés, kitaip negu tokio pat dydzio sferinés molekulés, daz-
nai nepatenka i viding gelio faze, todél juda greiciau.

2.2.5. CENTRIFUGAVIMAS

Ivairiis frakcionavimo metodai susij¢ su preparatiniy centrifugy panaudojimu.
Molekuliy sedimentacijos greitis, veikiant iScentrinei jégai, priklauso nuo jy for-
mos ir dydzio.

Atliekant pirminij lasteliy fragmenty i§skyrima, pakanka trumpalaikio centrifu-
gavimo skirtingais greiciais. Norint gauti labai Svary preparata, bitina centrifu-
guoti tankio gradiente, pvz., frakcionuojant RNR, besiskiriancias sedimentacijos
konstantomis, centrifuginiame mégintuvélyje sukuriamas sacharozés tirpalo gra-
dientas: nuo 25% (mégintuvélio dugne) iki 5% (pavirsiuje). Po to pavirsius atsar-
giai padengiamas RNR preparato sluoksniu ir centrifuguojama labai dideliu grei-
¢iu keleta valandy. RNR misinys issiskirsto j keleta juosty, kurias stabilizuoja sa-
charozés gradientas. Mégintuvélio dugnas praduriamas ir lasais surenkamos frak-
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cijos. Makromolekulés, tokios kaip DNR, daznai centrifuguojamos CsCl gradien-
te. Siuo atveju galima atskirti viengrande DNR nuo dvigrandés.

Vienas i§ baltymy molekulinés masés nustatymo metody yra sedimentacijos
greic¢io nustatymas. Daleliy nusédimo greitis, veikiant iScentrinéms jégoms, pri-
klauso nuo Siy jégy dydziy: nuo dalelés dydzio, formos, jos tankio ir tirpiklio klam-
pumo. Taikant §j metoda pasiekiama iScentriné jéga 400 000 karty virsija Zemés
traukos jéga, todél galima frakcionuoti tik gana stambias molekules. Sedimentaci-
jos proceso metu centrifuginiame mégintuvélyje keiciasi baltymo koncentracija ir
po tam tikro laiko nusistovi aiski riba tarp tirpiklio ir baltymo tirpalo. Sios ribos
matavimai leidzia nustatyti sedimentacijos konstanta, kuri yra molekulés masés
funkcija.

Sedimentacijos greiti galima stebéti taikant kelis metodus. Vienas i$ jy: per
kiuvete leidziamas UV Sviesos spindulys (230-290 nm) ir registruojamas jo sugé-
rimas nuo virsutings tirpalo ribos kiuvetéje iki dugno. Sugérimo dydis proporcin-
gas baltymo koncentracijai. Sedimentacijos koeficientas turi laiko dimensija, skai-
¢iuojamas jégos vienetui ir paprastai sudaro 10-* sek. Sedimentacijos koeficiento
matavimo vienetas vadinamas svedbergu (S): 1 S = 10" sek. Sedimentacijos grei-
tis priklauso nuo tirpiklio ir istirpinty daleliy tankiy skirtumo. Jei daleliy tankis
mazesnis uz tirpiklio, jos iSplaukia i pavirsiy.

Daug patogesnis yra sedimentacijos pusiausvyros metodas. Taikant ji, centri-
fuguojama tol, kol pasiekiama baltymo pasiskirstymo pusiausvyra visoje kiuveté-
je, t. y. nevyksta pastebimas baltymo judéjimas kiuvetéje, kadangi jo judéjimas
dugno link, veikiant iScentrinei jégai, iSlaiko pusiausvyra su daleliy judéjimu vir-
sSun, priklausanciu nuo difuzijos. Tokia pusiausvyra budinga kiekvienam baltymui
ir priklauso nuo jo molekulinés masés. Pasiekus pusiausvyra, baltymo koncentra-
cija matuojama visoje kiuvetéje (panaudojant opting sistema) ir pagal tam tikras
formules apskaiciuojama molekulés masé.

2.2.6. FRAKCIONAVIMAS, REMIANTIS ELEKTROS KRUVIU

Biologinés makromolekulés - baltymai, nukleininés riigstys, polisacharidai -
turi tam tikra elektros kruvi. Dalelés bendras kriivis priklauso nuo H* jony koncen-
tracijos terpéje ir gali keistis, saveikaujant su mazos molekulinés masés jonais ar
kitomis molekulémis. Elektros lauke jkrauty daleliy judéjimas anodo ar katodo
link, priklauso nuo jy suminio kriivio. Toks procesas vadinamas elektroforeze.
Judéjimo greiciy skirtumai - misiniy frakcionavimo pagrindas. Baltymai turi skir-
tingus izoelektrinius taskus, titravimo kreives, todél skiriasi ir judrumu elektros
lauke, esant bet kokiai pH reikSmei.

Elektroforezé - nesudétingas procesas, gali biiti atliekamas buferiu sudrékinto-
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je filtruojamojo popieriaus juosteléje, celiuliozés acetato, agaro, agarozés, poliak-
rilamido gelio sluoksnyje, poliakrilamido ar polisacharido gelio kolonéléje. Atsi-
zvelgiant i keliamus tikslus, gali bati naudojama elektros itampa nuo keliy volty
iki 2-3 tukstanciy volty. Baltymy misinio tirpalo uzlasinamas lasas ar isliejamas
sluoksnis, o atlikus elektroforeze, frakcijos aptinkamos optinémis sistemomis arba
dazant specifiniais dazais. Elektroforezé poliakrilamido gelyje su natrio dodecil-
sulfatu (DSN) placiai taikoma polipeptidy molekulinéms maséms nustatyti. Balty-
mai, veikiami DSN, denatiiruoja, disocijuoja i subvienetus, molekulé “iSsivynioja”
ir su DSN sudaro kompleksus. Toks kompleksas turi suminj neigiama kravi, di-
desnj nei aminoriigsciy liekany Soniniy grandiniy kriivis. Kompleksai esti lazdelés
formos, turi beveik vienoda neigiama kriivi, tenkantj masés vienetui, todél elektro-
forezés metu juda greiciu, atvirkSciai proporcingu molekulés masei.

Vienas i$ jautriausiy baltymy bei nukleino ragsciy frakcionavimo metody yra
elektroforezé poliakrilamido gelyje. Gelio sudétis: akrilamidas; agentas, sudaran-
tis skersinius rysius (N,N"-metilenbisakrilamidas); polimerinimo reakcija vyksta
dalyvaujant katalizatoriui TEMED (N,N,N;N’-tetrametiletilendiaminas) ir inicia-
toriui (amonio persulfatas, riboflavinas, Sviesa). Poliakrilamido gelis - ne tik palai-
kanti terpé, bet ir aktyvus molekuliy frakcionavimo dalyvis: kuo didesné akrilami-
do koncentracija, tuo mazesnis pory dydis gelyje. Makromolekuliy judrumas gely-
je atvirkséiai proporcingas pory dydziui.

Tiriant labai didelés molekulinés masés polimerus, naudojami agarozés ir aga-
rozés-poliakrilamido geliai arba poliakrilamido koncentracijy gradiento geliai. Siuo
atveju daugelis baltymy iSsiskirsto daug geriau.

Labai svarbus metodas, susijes su jkrauty grupiy buvimu baltymuose, yra jony
mainy chromatografija. Paprastai naudojami tiriamy miSiniy vandeniniai tirpalai ir
kolonélés, uzpildytos jony mainy derva - granulémis, turin¢iomis poras ir suristas
jony grupes, pvz.: -SO,, -COO, -NH,". MaZy molekuliy frakcionavimui tinka-
miausios sintetinés dervos, kuriy pagrindas - skersinius ry$ius turintis polistirolas.
Stambiy molekuliy isskirstymui naudojami dekstranai (sefadeksai). Dervos, su-
jungiancios katijonus, vadinamos katijonitais, o sujungiancios anijonus - anijo-
nitais.

Tarkime, norime isfrakcionuoti medziagy AH" ir BH* miSini, panaudojant ka-
tijonita su funkcinémis sulfogrupémis. Pirmiausia jonitas plaunamas dideliu kie-
kiu buferio i$ silpnos raigsties ir jos natrio druskos (pH 4, Na* jony koncentracija
0,1 mol/l). Gauta derva (su Na* jonais) uzpildoma kolonélé. AH* ir BH* - silpnos
rugstys, turincios po viena riigsting grupe. Tiriamas miSinys istirpinams nedidelia-
me kiekyje to paties buferio ir uzpilamas ant kolonélés. AH" ir BH* pakeis Na*
jonus, esancius ant jonito granuliy, tokiu budu jos atsidurs nejudrioje fazéje (ant
netirpios dervos). Sios skiriamos medZiagos su katijonitu susijungia gana stipriai,
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taciau rySys gali buti susilpnintas, pakeitus Na*jony koncentracija arba buferio pH.
Buferi pasarminus iki pH 6, AH" i§ dalies disocijuoja, susidaro A, blogai susijun-
giantis su jonitu. Pasarminus dar daugiau, susidaro B, taip pat blogai susijungiantis
su jonitu. Ir atvirksciai - padidinus Na* jony koncentracija, (nuo 0,1 iki 0,5 mol/l),
esant pH 4, AH" ir BH" rySys su derva susilpnéja, nes Na* jonai sugeba konkuruoti
dél dervos sulfogrupiy.

Vadinasi, norint atskirti A ir B Sioje sistemoje, reikia paruosti buferi, turintj
tokig pH reikSme ir Na* jony koncentracija, kad abi medziagos turéty skirtinga
gimininguma jonitui - tik tokiu atveju misinys bus isfrakcionuotas.

Panasts procesai vyksta ir sistemose su anijonitais, tik siuo atveju fiksuotos
katijoninés grupés sujungia anijonus.

Kartais sunku parinkti salygas, butinas nezinomy misiniy frakcionavimui, to-
dél dazniausiai naudojamas gradientinis eliuavimas, palaipsniui keiciant neorgani-
nio jono koncentracija ar buferio pH reikSme.

Siuo metu naudojami aminoriigs¢iy analizatoriai, kuriais atliekama automatiné
kiekybiné aminortigsciy analizé.



3. FERMENTAI

Biocheminés reakcijos vyksta dideliu greiciu, dalyvaujant biologiniams katali-
zatoriams - fermentams. Fermentai funkcionuoja visuose gyvuose organizmuose.
Lasteléms budingi visi metaboliniai virsmai ir tai yra specifiniy fermenty veikimo
rezultatas. Jvairios fiziologinés funkcijos - raumeny susitraukimas, nerviniy im-
pulsy perdavimas ir kt. - susijusios su fermenty aktyvumu. Dauguma $iuo metu
zinomy fermenty yra tirpas globuliniai baltymai, nors katalitinémis savybémis pa-
sizymi ir kai kurie struktiiriniai baltymai, pvz., aktinas ir miozinas katalizuoja ATF
hidroliz¢. Fermentai (virskinimo) veikia ne tik jy susidarymo vietose, bet ir ne
lastelése.

Visi fermentai - baltymai, todél jiems budingos baltymy savybés: labilumas, de-
natiiruojami (veikiami pH, temperatiiros) jie praranda aktyvuma. Fermenty veiki-
mas priklauso nuo pH: aktyviausi jie biina gana siaurame intervale ir terpés pH pasi-
keitimas silpnina ar net stabdo fermenty veikima. Fermentai pagreitina reakcija apie
107 karty. Jie nepakeicia reakcijos pusiausvyros, bet katalizuoja, sumazindami jos
aktyvacijos energija. Fermentai yra labai specifiski tiek katalizuojamos reakcijos,
tiek substrato, dalyvaujancio reakcijoje, atzvilgiu. Kiekvienas fermentas katalizuoja
kokig nors vieng arba keleta labai panasiy cheminiy reakcijy. Fermentai yra labai
specifiski arba jiems biidingas absoliutus specifiSkumas. Pavyzdziui, proteolitiniai
fermentai skiriasi substratiniu specifiSkumu: subtilizinas, sintetinamas tam tikry bak-
terijy rasiy, hidrolizuoja peptiding jungti, nepriklausomai nuo $alia esanciy Soniniy
grandiniy prigimties; tripsinas hidrolizuoja peptidines jungtis, kurias sudaro tik lizi-
no ar arginino karboksilinés grupés; trombinas, dalyvaujantis kraujo kreséjime, dar
specifiskesnis uz tripsing, hidrolizuoja peptidines jungtis, kurias sudaro arginino kar-
boksiliné grupé ir glicino aminogrupé; DNR-polimerazé I yra nepaprastai specifis-
kas fermentas, katalizuojantis 4 rusiy nukleotidy susijungima j granding, t. y. DNR
sintez¢. I DNR granding klaidingai jtraukiamas nukleotidas gali bati ypac retai.

Daugelio fermenty aktyvumas yra reguliuojamas. Kai kurie i$ jy yra sintetina-
mi kaip neaktyviis pirmtakai ir aktyviis tampa tik fiziologiskai reikiamoje vietoje
tam tikru laiku, pvz., kasoje sintetinamas neaktyvus fermentas tripsinogenas, ku-
riame hidrolizavus tam tikra peptiding jungti, Zarnose jis tampa tripsinu - aktyviu
fermentu. Kiti fermentinio aktyvumo reguliavimo mechanizmai: kovalentiné mo-
difikacija, alosteriné saveika.

Fermentai atlieka jvairiy energijos rusiy transformacija: fotosintezés metu Sviesos
energija paver¢iama cheminiy jungciy energija; mitochondrijose mazo molekuli-
nio svorio junginiy, patenkanciy su maistu, laisvoji energija virsta ATF energija, o
ATF jungciy energija panaudojama daugelio procesy metu.
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Kai kurie specifiniai mazo molekulinio svorio junginiai ir jonai sugeba inhibuoti
(slopinti) fermentus. Negriztamo slopinimo metu inhibitorius labai stipriai kovalen-
tiSkai susijungia su fermentu, disociacija vyksta nepaprastai létai, fermentas visiskai
praranda aktyvuma. GriZtamam slopinimui biidingas greitas pusiausvyros tarp fer-
mento ir inhibitoriaus nusistovéjimas. Konkurentinis inhibitorius trukdo substratui
susijungti su aktyviu fermento centru. Jis sulétina reakcija, sumazindamas fermento
molekuliy skaiciy, susiriSanciy su substratu. Jei inhibitorius susijungia ne tik su lais-
vu fermentu, bet ir su fermento-substrato kompleksu, slopinimas vadinamas nekon-
kurentiniu. Nekonkurentinio slopinimo metu inhibitorius sumazina fermento “apsi-
sukimy skaiciy”. Daugeliu atvejy nekonkurentinis inhibitorius savo struktiira skiriasi
nuo substrato. Todél manoma, kad inhibitorius susijungia su alosteriniu fermento
centru, t.y. centru, kuris skiriasi nuo substrato sujungimo centro, ir fermento aktyvu-
mo sumazéjima lemia jo trimatés struktiiros pakitimai, kuriuos sukelia inhibitoriaus
prisijungimas, darantis jtaka Salia esanc¢iam aktyviam centrui.

Konkurentinis slopinimas gali biti sustabdytas padidinus substrato koncentra-
cija, tuo jis skiriasi nuo nekonkurentinio slopinimo. Kokio nors junginio susijungi-
mas su alosteriniu centru kartais padidina fermento aktyvuma. Tokie junginiai va-
dinami aktyvatoriais.

Dauguma fermenty yra sudétiniai baltymai. Fermentas, vadinamas cholofer-
mentu, gali suskilti i baltymini komponenta - apofermenta ir nebaltymine dalj -
kofaktoriy. Kai kuriy fermenty sudétyje yra metalai, dalyvaujantys palaikant naty-
via konformacija. Sudétingi organiniai kofaktoriai, vadinami kofermentais, fer-
menty reakcijose dalyvauja kaip atomy ar funkciniy grupiy donorai ar akceptoriai.

Siuo metu i$ gyvy lasteliy yra isskirta $imtai fermenty, daugelis jy isvalyti,
iSgryninti, iSkristalinti. Kai kurie fermentai aptikti tik jy katalitinio aktyvumo dé-
ka, bet jie neisskirti i§ gyvy lasteliy ir neiSgryninti.

3.1. FERMENTINE KRAKMOLO HIDROLIZE.
FERMENTU TERMOLABILUMAS, SPECIFISKUMAS

Krakmolg galima hidrolizuoti ragstimis ir fermentais.

Fermentams pazinti specifiniy reagenty néra. Apie fermento buvima sprendzia-
ma iS to, ar jis veikia substrata. Substrato pakitimas arba jo skilimo produktai atpa-
Zistami i§ specifiniy reakcijy, pvz., amilazés paveiktas krakmolas nereaguoja su
jodu, o jo skilimo produktai - maltoze, gliukozé - redukuoja metaly hidroksidus
(zr. Angliavandeniai).

Placiai paplitusios a-amilazés hidrolizuoja krakmolo polisacharidines grandi-
nes taskuose, esanciuose toli nuo grandinés galy, ir susidaro trumpesnes grandines
turintys produktai - dekstrinai, paprastieji cukrai. ¢-amilazés aptinkamos augaluo-
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se, gyvuliy organizmuose. Vienas aktyvus Sios klasés fermentas randamas Zmo-
gaus seilése (kai kuriy Zmoniy seilése Sio fermento néra). Visoms a-amilazéms
butini Cl'jonai, veikiantys kaip aktyvatoriai, taciau jy vaidmuo fermento veikimo
mechanizme dar neaiskus.

REAGENTAL seiliy tirpalas (burnoje palaikyti distiliuoto vandens), 1% krak-
molo kleisterio, Liugolio, 10% NaOH, 1% CuSO, tirpalai, sacharozés tirpalas (pa-
siruosti patiems).

DARBO EIGA.

1. Imami 2 mégintuvéliai. [ viena i jy jpilama po 1 ml krakmolo kleisterio ir

distiliuoto vandens, i kita - po 1 ml krakmolo kleisterio ir praskiesty seiliy.
Tirpalai mégintuvéliuose sumaisomi, mégintuvéliai §ildomi 37-40°C tem-
peratiiros vandens vonioje apie 10 min. Inkubacijos metu 3-4 kartus atlie-
kama reakcija su Liugolio tirpalu: ant baltos keraminés plokstelés uzlasina-
mos dvi eilés Liugolio tirpalo lasy, ant jy stiklinémis lazdelémis i§ mégintu-
véliy lasinami tiriamy tirpaly lasai. Aprasykite, kas vyksta mégintuvéliuose
ir kaip kinta laseliy spalva.
Pasibaigus inkubacijai, stebékite opalescencija mégintuvéliuose. Su tirpa-
lais i$ abiejy mégintuvéliy atlickama Tromerio reakcija (jpilama NaOH iki
Sarminés terpés ir CuSO,, kol iSkrinta mélynos nuosédos; misinys pasildo-
mas degiklio liepsnoje, zr. 1.1.2.1.). Rezultatus paaiskinkite.

2. Imami 2 mégintuvéliai. | vieng mégintuvélj ipilama po 1 ml krakmolo kleis-
terio ir praskiesty seiliy, i kita - po 1 ml krakmolo kleisterio ir virinty pra-
skiesty seiliy. Abu mégintuvéliai inkubuojami 37-40°C temperattiros van-
dens vonioje apie 10 min. Reakcijy eiga mégintuvéliuose stebima tikrinant
méginius Liugolio tirpalu ant baltos plokstelés. Kas vyksta mégintuvéliuo-
se ir kod¢l? Pasibaigus inkubacijai, su tirpalais i$ abiejy mégintuvéliy atlie-
kama Tromerio reakcija (zr. 1.1.2.1.).

3. Imami 2 mégintuvéliai. I viena iS jy ipilama po 1 ml krakmolo kleisterio ir
praskiesty seiliy, i kita - po 1 ml sacharozeés tirpalo ir praskiesty seiliy. Abu
mégintuvéliai inkubuojami 37-40°C temperattiros vandens vonioje apie
10 min. Inkubacijos metu reakcijos eiga stebima, tikrinant méginius Liugo-
lio tirpalu ant baltos plokstelés. Su tirpalais i abiejy mégintuvéliy atlieka-
ma Tromerio reakcija (zr. 1.1.2.1.). Rezultatus uzZrasykite ir paaiskinkite.

3.2. PH ITAKA FERMENTU VEIKIMUI. SEILIU AMILA-
ZES OPTIMALAUS pH NUSTATYMAS

REAGENTALI: 1% krakmolo kleisteris, Liugolio tirpalas, fosfatinis buferis: 0,2 M
Na,HPO, ir 0,1 M citrinos rugstis; 40 karty praskiestos seilés (pasiruosti patiems).
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DARBO EIGA. Paruosiamos dvi eilés sunumeruoty mégintuvéliy (po 5 kiek-
vienoje). I pirmoje eiléje esancius mégintuvélius jpilama po 0,2 ml seiliy tirpalo, |
antroje eiléje esancius mégintuvélius - po 0,2 ml distiliuoto vandens. Po to i kiek-
viena mégintuvél]j (abiejose eilése) ilasinama fosfatinio buferio ir citrinos riigsties
tirpaly, kaip nurodyta lenteléje:

Mégintuvélio Nr. Na,HPO, lasai Citrinos r. lasai pH
I 6 4 5,8
I 7 3 6,3
111 8 2 6,9
v 9 1 7,5
\% 10 - 8,2

Po to i visus mégintuvélius jpilama po 0,2 ml krakmolo kleisterio, misinys
sumai$omas. Mégintuvéliai vienu metu statomi i 38°C temperatiiros vandens vo-
nig ir inkubuojami 15-20 min.

Pasibaigus inkubacijai, mégintuvéliai atSaldomi vandenyje. ] kiekviena mégin-
tuvélj jlasinama po 1-2 laSus Liugolio tirpalo (lasinama, kol tirpalo spalva tampa
aiski), misSinys sumaisomas ir kolorimetruojamas (Sviesos filtras nr. 6; 0,5 cm sto-
rio kiuveté). Amilazés aktyvuma rodo ekstinkcijos kontroliniuose mégintuvéliuo-
se ir ekstinkcijos bandymy mégin-
tuvéliuose skirtumas: Ef

Ef = Ek B Eband.
E, - ekstinkcija, atitinkanti tiriamo
tirpalo fermentinj aktyvuma;
E, - ekstinkcija kontroliniuose mé-
gintuvéliuose;
E,, .. - ekstinkcija bandymy mégin-
tuvéliuose.

Remiantis gautais duomenimis,
braizomas grafikas “Amilazés akty-
vumo priklausomybé nuo pH”:

A

»
»

58 6,36,97582 pH
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3.3. AKTYVATORIU IR INHIBITORIU ITAKA AMILAZES
AKTYVUMUI

REAGENTAL: 0,3% NaCl, 0,3% CuSO,, Liugolio tirpalai, 1% krakmolo kleis-
teris, seilés.

DARBO EIGA. Paruosiamos 3 eilés mégintuvéliy (po 8 mégintuvélius kiek-
vienoje; geriausia juos sunumeruoti, kad nesusimaisyty inkubuojant). I visus meé-
gintuvélius jpilama po 1 ml distiliuoto vandens. | visose eilése esancius pirmuo-
sius mégintuvélius jpilama po 1 ml nepraskiesty seiliy ir viskas gerai sumaiSo-
ma. Tada is kiekvienoje eiléje esanc¢iy pirmyjy mégintuvéliy po 1 ml tirpalo per-
pilama i antruosius mégintuvélius ir t. t. Tokiu biidu seilés skiedziamos ir visuo-
se kituose mégintuvéliuose. IS astuntyjy kiekvienoje eiléje esanciy mégintuvéliy
1 ml tirpalo i$pilama. Kiekviename mégintuvélyje tirpalas labai gerai sumaiSo-
mas pipetuojant.

I visus pirmosios (kontrolinés) eilés mégintuvélius pripilama po 1 ml distis-
liuoto vandens, viskas sumaiSoma.

I visus antrosios eilés mégintuvélius pripilama po 1 ml NaCl tirpalo, viskas
sumaiSoma.

I visus treciosios eilés mégintuvélius pripilama po 1 ml CuSO, tirpalo, viskas
sumaiSoma.

Tada i visus mégintuvélius pripilama po 2 ml krakmolo kleisterio: pirmiausia i
pirmuosius kiekvienos eilés mégintuvélius, po to - | antruosius, treciuosius ir t. t.
Viskas gerai sumaiSoma, mégintuvéliai statomi i 38-40°C temperatiros vandens
vonig ir inkubuojami 15-20 min. Pasibaigus inkubacijai, mégintuvéliai iSimami ir
atsaldomi vandentiekio vandenyje (reakcija sustabdoma). I visus mégintuvélius
ilasinama po 1-3 lasus Liugolio tirpalo.

Stebekite spalvy pakitimus mégintuvéliuose. Rezultatus uzrasykite ir paaiskin-
kite.

3.4. DEHIDROGENAZINIO KOMPLEKSO INHIBAVIMAS
Cl' JONAIS

Dehidrogenazés priklauso fermenty oksidoreduktaziy klasei, aptinkamos viso-
se gyvulinése, augalinése lastelése, mikroorganizmuose. Katalizuoja vandenilio
atskilima, oksiduodamos jvairius substratus: pieno rugstj (laktatdehidrogenaze),
obuoliy rugstj (malatdehidrogenazé), ivairius aldehidus (aldehiddehidrogenaze),
spiritus (alkoholdehidrogenazé) ir kt.

REAGENTAL: bulvé, NaCl, Nal, KCIO, (kristaliniai).

DARBO EIGA. Bulvé supjaustoma i 4 dalis. Pirmoji dalis paliekama kontrolei,
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antroji apibarstoma NaCl, trecioji - Nal, ketvirtoji - KCIO,. Po 15-20 min. NaCl
apibarstyta bulvés dalis lieka nepakitusi, o kitos dalys patamséja.

3.5. SUKCINATDEHIDROGENAZINIO AKTYVUMO
KONKURENTINIS SLOPINIMAS

Sukcinatdehidrogenazé - specifinis fermentas, randamas aerobiniy lasteliy mi-
tochondrijose, bakteriniy lasteliy oksidacinése membranose. Sio fermento kofer-
mentas - FAD, kovalentine jungtimi prijungtas prie baltyminés dalies.

Sukcinatdehidrogenazé (flavoproteidas) oksiduoja gintaro riigstj iki fumaro rags-
ties. Gintaro ir fumaro riigstys savo struktiira labai panasios, todél konkuruoja dél
aktyvaus fermento centro. Nebtidama substratu, fumaro rtigstis uzima fermento
aktyvy centra, todél slopina jo aktyvuma.

HOOC— CH,— CH,— COOH metileno mélis

gintaro ragstis > < > < (redukuota bespalvé forma)
HOOC_ N FADH, metileno mélis

(oksiduota spalvota forma)

H™ ~COOH

fumaro ragstis

REAGENTALI: raumens homogenatas, vazelino aliejus, 1% fumaro rugstis, 1%
gintaro rugstis, 1% metileno mélis.

DARBO EIGA. Apie 5 g raumens (pasalinus riebalinj audinj) smulkiai supjaus-
toma (arba sukarpoma zirklémis), grastuvélyje sutrinama ir, uzpylus 20 ml disti-
livoto vandens, homogenizuojama, kol susidaro vientisa masé. I 3 sunumeruotus
meégintuvélius idedama po 3-4 ml raumens homogenato ir pripilama: i pirmaji -
0,4 ml vandens, i antraji - 0,2 ml vandens ir 0,2 ml fumaro rugsties, i treciaji -
0,4 ml fumaro raigsties. I visus tris mégintuvélius jpilama po 1 ml gintaro rugsties,
po 2-3 lasus metileno mélio ir, gerai viska sumaisius, po 3-4 lasus vazelino alie-
jaus. Mégintuvéliai Sildomi 40°C temperatiiros vandens vonioje. Po 3-5 min pir-
majame meégintuvélyje beveik visiSkai iSnyksta mélyna spalva, antrajame mégin-
tuvélyje sumazéja spalvos intensyvumas, o tre¢iajame mégintuvélyje spalva nesi-
keicia.

3.6. PIENO RIEBALU SKILIMAS VEIKIANT LIPAZEI

Hidrolizuojantis neutraliems riebalams, susidaro trys riebaly rags¢iy moleku-
1és ir viena glicerolio molekulé. Sig reakcija augalinése ir gyvulinése lastelése ka-
talizuoja fermentai lipazés.
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Pagrindiné riebaly skilimo vieta - plonosios Zarnos. Dvylikapirstéje Zarnoje maista
veikia tulZies ir kasos sultys. Tulzis stimuliuoja lipidy emulgavima ir soliubilizacija.
Lipidai netirpsta vandenyje, todél hidrolitiniai fermentai gali veikti tik ties riebaly
laseliy ir vandeninés fazés riba. Reakcijos greitis priklauso nuo Sios ribos ploto: kuo
smulkesni riebaliniai laseliai, tuo didesnis plotas, kuriame gali veikti fermentai.

Tulzies ir kasos sultys yra Siek tiek Sarminés, jos neutralizuoja riigsty skrandzio
turini. Neutralioje aplinkoje tulZies riigstys (taurocholiné, glikocholing) veikia kaip
emulgatoriai. Siy pavirsinio aktyvumo medziagy ir peristaltikos déka maisto lipi-
dai emulguojami vandeninéje terpéje ir tai skatina lipolize.

Maistui patekus i dvylikapirste Zarna, hormonai skatina kasos sulciy ir tulZies
sekrecija. Kasos sultyse yra lipazés pirmtakas, kuris aktyvuojamas, susidarant kom-
pleksui su kolipaze.

Lipazés hidrolizés greiciui neturi jtakos nei riebaly riigs¢iy nesotumo laipsnis,
nei grandinés ilgis. Hidrolize greitina Ca** jonai, su riebaly ragstimis sudarydami
netirpius muilus, taip pat sumazina inhibuojantj rigs¢iy poveikij fermentams, apri-
boja acilgliceroliy resinteze, paslinkdami reakcijos pusiausvyra hidrolizés link.

REAGENTAL kasos audinys, glicerolis, tulzis, pienas, 0,1M NaOH, fenolfta-
leinas, smélis.

DARBO EIGA. 3-5 g kasos audinio sutrinama su 10-15 ml vandens ir glicero-
lio miSiniu (5:1), kol susidaro vientisa masé¢. Kad geriau susitrinty, pridedama trin-
to stiklo arba smélio. Gauta masé centrifuguojama. Skystis vir§ nuosédy vadina-
mas nuopilu.

Sunumeruojamos keturios 100 ml talpos konusinés kolbutés (Nr. 1-4). I pirmasias
dvi kolbutes (Nr. 1,2) jpilama po 2 ml nuopilo ir 50 ml pieno. ] kolbutg Nr. 1 jlasinami
2-3 lasai tulzies. Abi kolbutés inkubuojamos 37-40°C temperatiiros vandens vonioje
15 min. ] kitas dvi kolbutes (Nr. 3,4) jpilama po 10 ml distiliuoto vandens ir po 2-
3 lasus fenolftaleino. A

Pasibaigus inkubacijai, i§ kolbu- NaOH
tés Nr. 1 imama 10 ml pieno, supi- (ml)
lama i kolbutg Nr. 3 ir titruojama 4
0,1 M NaOH; is$ kolbutés Nr. 2 ima-
ma 10 ml pieno , supilama i kolbu-
te Nr. 4 ir titruojama 0,1 M NaOH.
Kolbos su pienu visg laika laikomos
vandens vonioje. 2

Taip titruojama 4 kartus kas

3

15 min. Remiantis gautais duome-
nimis, braizomas grafikas:
Rezultatus paaiskinkite.
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3.7. ANGLIAVANDENIU APYKAITOS FERMENTAI

Virskinimo metu Zinduoliy virSkinimo trakte fermentais hidrolizuojami pagrin-
diniai maisto komponentai - angliavandeniai, riebalai, baltymai, kurie skyla i su-
dedamasias dalis. Sis procesas biitinas, kad vykty maisto medziagy pasisavinimas,
nes lastelés, dengiancios Zarnyno sieneles, sugeba isiurbti ir perduoti i krauja tik
nedideles molekules: polisacharidai ir netgi disacharidai pasisavinami tik po ju
visiSkos hidrolizés virskinamojo trakto fermentais, kol susidaro monosacharidai:
krakmolas ir glikogenas skaldomi, kol susidaro D-gliukozé. Disacharidus hidroli-
zuoja fermentai, esantys zarny epiteliniy lasteliy iSoriniame pavirsiuje. Sacharozeé,
veikiant fermentui sacharazei (invertazei), hidrolizuojama, kol susidaro D-gliuko-
z¢ ir D-fruktozé.

Sacharozé sintetinama visuose Zaliuosiuose augaluose - chloroplastuose ir
kitose vietose, kur kaupiasi krakmolas. Ji yra pagrindiné cukry transportiné
forma, kadangi sukuria mazesnj osmotinj slégi negu toks pat monosacharido
kiekis. Chemiskai sacharozé yra inertiné, taciau gerai hidrolizuojasi ragsc¢ioje
aplinkoje. Fermentas sacharazé randamas aukstesniuosiuose augaluose ir gry-
buose. Kai kuriose bakterijose sacharoze¢ skaido sacharozofosforilazé, susida-
ro gliukozo-1-fosfatas, kuris gali biiti panaudojamas kaip substratas kataboliz-
mo procesuose.

REAGENTAL: presuotos (arba dziovintos) mielés, smélis, 5% sacharozés, 10%
NaOH, 1% CuSO,, prask. H,SO,, 0,1 N NaOH, 0,1 N I, 0,1 N Na,S,O, tirpalai,
krakmolo kleisteris.

DARBO EIGA. 3-4 g presuoty (arba 1 g dziovinty) mieliy grastuvélyje sutri-
nama su sméliu, pripilama 30 ml distiliuoto vandens. Misinys perpilamas i konusi-
n¢ kolbutg ir paliekamas stovéti termostate (arba vandens vonioje) 20-30°C tempe-
ratiiroje 1 val. Pasibaigus inkubacijai, masé perpilama i centrifuginius mégintuve-
lius ir centrifuguojama kelias minutes. Nuopile yra fermentas sacharaze.

1. I du mégintuvélius pripilama po 1 ml sacharazés tirpalo (nuopilo). Vieno
mégintuvélio turinys pavirinamas ir atS8aldomas. Tada j abu mégintuvélius
pripilama po 2 ml Svieziai paruosto 5% sacharozés tirpalo ir inkubuojama
40°C temperatiiroje 10 min. Pasibaigus inkubacijai, abiejuose mégintuvé-
livose atliekama Tromerio reakcija: pripilama NaOH (iki Sarminés terpés!)
ir CuSO, (kol iSkris mélynos nuosédos), miSinys pasildomas degiklio lieps-
noje. Rezultatus paaiskinkite.

2. I tris 100 ml talpos konusines kolbutes jpilama po 5 ml sacharozés tirpalo ir
po 1 ml sacharazés (invertazés) tirpalo. Visos kolbutés inkubuojamos skir-
tingose temperatiirose: 10°C (Saldytuve), 37°C, 70°C (vandens voniose) 10-
15 min. Po to nustatoma, kiek cukraus buvo invertuota (zr. 3.8.).
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3.8. GLIUKOZES NUSTATYMAS PAGAL VILSTETER]

Siuo metodu galima nustatyti gliukoze esant fruktozei ir sacharozei. Oksiduo-
jasi tik gliukozés aldehidiné grupé.

I visas kolbutes jpilama po 15 ml 0.1 N I, tirpalo ir, energingai maisant , létai,
per 2-3 min., supilama 22 ml 0,1 N NaOH (1,5 karto daugiau nei I, tirpalo). Palai-
koma 15 min., tamsoje (spinteléje), po to partigstinama H SO, (tikrinti indikatoriu-
mi) ir I, likutis titruojamas 0,1 N Na,S,0,, indikatorius - krakmolo kleisteris.

SKAICIAVIMAS:

M(CH ,0,) = 180 g/mol Sujungto I, kiekis (ml) perskai¢iuojamas g ir

padauginama is koeficiento 0,7088.
M(1,) = 253,94 g/mol
12,6552 180
253,94
a-i$ 15 ml I, atimti nutitruoty Na,S,O, ml kieki, pvz., jei nutitruojama 3 ml Na S O,,
tai 15-3=12;t.y.a=12.

=12,655[@[0,7088 =.....mg

3.9. GLIUKOZES NUSTATYMAS TAIKANT
O-DIANIZIDINI METODA

Fermentas gliukozooksidazé specifiskas $-D-gliukozei ir naudojamas kiekybi-
nei gliukozés analizei.

Gliukozé aerobinés oksidacijos metu, dalyvaujant gliukozooksidazei, oksiduo-
jasi, kol susidaro gliukono riigstis. Reakcijos metu issiskiriancio vandenilio perok-
sido kiekis lygus oksiduotos gliukozés kiekiui. I misini jdéjus fermento peroksida-
z¢s, kuris katalizuoja o-dianizidino oksidacija vandenilio peroksidu, susidaro spal-
votas junginys. Spalvos intensyvumas priklauso nuo oksiduoto gliukozés kiekio ir
yra nustatomas spektrofotometriskai.

CH,OH H— (|)= o CH.OH
H (0] OH H— (|3— OH H (0]
H HO—C—H _. H .
OH H e L TR —0 +HO;
OH H [ OH
H— (|3— OH
H OH H OH
COCH
gliukono y-gliukono laktonas
ragstis (cukraus ragstis linkusi

sudaryti laktonus)
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HZNT//M\\ﬁ NH, %H2N+<J$ — *"NH,

OCH;  OCHg OCH; OCH3
o-dianizidinas
Fermentas - peroksidazé - sudétinis baltymas, aktyviame centre turintis Fe (IIT)
jong, sujungta su keturiy pirolo Ziedy liekanomis, ir yra hemoproteidas. Sis fer-
mentas pernesa vandenilj nuo substrato j vandenilio peroksida:
H

/
R + H202 - R + 2H20
\

H
arba skaldo vandenilio peroksida, iSsiskiriant aktyviam atominiam deguoniui:
H,O,-HO0+0O

REAGENTALI: kristaliné gliukozeé, tris-gliukozooksidazinis reagentas (20 mg
gliukozooksidazés ir 0,5 mg peroksidazés istirpinama 50 ml 0.5 M tris-buferyje,
pH 7, pridedama 0,5 ml 1% o-dianizidino tirpalo 96% etanolyje ir tris-buferiu
skiedziama iki 100 ml), 1% o-dianizidino tirpalas (30 mg dianizidino Sildant istir-
pinama 3 ml 96% etanolyje).

DARBO EIGA. Paruosiamas 100 mg/ml koncentracijos pradinis gliukozés tir-
palas (analitinémis svarstyklémis pasveriama 50 mg gliukozés, tirpinama disti-
livotame vandenyje ir praskiedziama iki 500 ml).

STANDARTINIAI TIRPALAI

Meégintuvélio Gliukozés tirpalo Distiliuoto Gliukozés kiekis, esantis
Nr. (100 mg/ml) kiekis (ml) vandens kiekis (ml) mégintuvélyje (mg)
I 0,1 0,4 10
I 0,2 0,3 20
111 0,3 0,2 30
v 0,4 0,1 40
\Y 0,5 - 50

1. I kiekviena paruosta mégintuvélj jpilama po 3 ml tris-gliukozooksidazinio
reagento (V meg.);

2. Kartu paruosiamas kontrolinis mégintuvélis, i kurj jpilama 0.5 ml distiliuo-
to vandens ir 3 ml tris-gliuozooksidazinio reagento.
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3. Nustatoma gliukozés koncentracija nezinomos koncentracijos tirpaluose (uz-
duotis).
Visi mégintuvéliai 25 min. inkubuojami 37°C temperatiiroje. Spalvos intensy-
vumas matuojamas spektrofotometru (bangos ilgis 420 nm, kiuveté 0,5 cm).
Gliukozés koncentracija apskaiciuojama, palyginus gautas absorbcijos reiks-
mes su kalibracinés kreivés duomenimis. Abscisiy asyje (X asyje) paZymima tir-
palo tankio reikSmé (spekrofotometro duomenys, OD), o ordinaciy asyje (Y asyje)
pazymimas gliukozés kiekis (mg) standartiniuose tirpaluose. Per gautus taskus bré-
ziama kalibraciné kreivé. IStyrus duota nezinomos koncentracijos tirpala spektro-
fotometru, pagal kalibracing kreive nustatomas gliukozés kiekis jame.

3.10. TIROZINO OKSIDACIJA ORO DEGUONIMI
DALYVAUJANT TIROZINAZEI

Oksidazémis vadinami fermentai, oksiduojantys atitinkamus substratus mole-
kuliniu (oro) deguonimi. Veikiant vienoms oksidazéms, i§ molekulinio deguonies
susidaro vanduo, veikiant kitoms - vandenilio peroksidas. Visos oksidazés yra me-
taloproteidai: juy prostetinése grupése yra vario arba gelezies.

Geriausiai istirtos oksidazés yra monofenoloksidazés, polifenoloksidazés, ci-
tochromoksidazé ir kt.

Tirozinazé yra tipiSka oksidazé. Jos yra grybuose, bulvése, gruduose, cukri-
niuose runkeliuose ir kt. Tirozinas, veikiamas Sio fermento, virsta tamsios spalvos
junginiu, panasiu i plauky, odos pigmentus - melaninus.

REAGENTALI 0,1% tirozino tirpalas, zalia bulvé.

DARBO EIGA. Bulvé nuskutama, sutarkuojama (arba smulkiai supjaustoma),
sudedama i grustuve, uzpilama 10 ml distiliuoto vandens, gerai sumaiSoma (jei
bulvé buvo supjaustyta - sutrinama). Misinys filtruojamas j mégintuvél;.

I du mégintuvélius jpilama po 1 ml filtrato. Vieno mégintuvélio turinys paviri-
namas 1-2 min. ir atSaldomas. Po to i abu mégintuvélius jlasinama po 5-10 lasy
tirozino tirpalo ir, kartais supurtant, mégintuvéliai inkubuojami 15 min. 37-40°C
temperatiiros vandens vonioje.

Jei yra tirozinazés, tirpalas jgyja i§ pradziy rausva, véliau - ruda ar net juoda
spalva.

3.11. PEROKSIDAZE

Peroksidazé (zr. 3.9.) paplitusi augaluose, ypa¢ daug jos yra krienuose. Gyvu-
liniuose audiniuose beveik nerandama, labai nedideliais kiekiais aptinkama tik leu-
kocituose ir piene.
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REAGENTALI: 1% pirogalolio, 2% H,0O, tirpalai, krieny ekstraktas (krieno
Saknies gabalélis sutarkuojamas , masé uzpilama dist. vandeniu ir gerai iSmai-
Soma).

DARBO EIGA. | 4 mégintuvélius jpilama po 1 ml pirogalolio tirpalo, tada:

- 1 pirmaji mégintuvélj ilasinama 2 lasai vandenilio peroksido ir 1 ml disti-
liuoto vandens;

- i antrajj mégintuvelj jpilama 1 ml krieny ekstrakto, turin¢io aktyvios perok-
sidazés;

- i treciaji mégintuvélj ilasinama keli lasai vandenilio peroksido, ipilama 1 ml
krieny ekstrakto;

- 1 ketvirtaji mégintuveélj ilasinama keli lasai vandenilio peroksido ir 1 ml
pavirinto krieny ekstrakto.

Stebékite ir paaiskinkite spalvy pasikeitima.

Peroksidazé oksiduoja pirogaloli:

0 OH

N\
OH OH AN

N o
JN_ @
2 HOX/> -CO,, -2H J\%// 7

pirogalolis purpurogalinas

Jei yra peroksidazés, susidaro geltonai rudos purpurogalino nuosédos.

Meégintu- |Substratas (piroga-| Vandenilio |Fermentas (krie- ;
) o . Spalva Isvados
vélio Nr. |lolio tirpalas, ml)| akceptorius ny ekstr., ml)

I H,O -

1 272
1I 1 - 1
I 1 H,0, 1
v 1 H,0, 1%

1*- pavirintas krieny ekstraktas.



4. HORMONAI

Hormonai - tai cheminiai tarpininkai, koordinuojantys daugialastelinio orga-
nizmo lasteliy veikla. Termina hormonai pirma karta pavartojo 1904 m. Viljamas
Beilisas ir Ernestas Starlingas (William Bayliss, Ernst Starling), apraSydami sekre-
tino, isskiriamo dvylikapirstés zZarnos ir stimuliuojancio kasos sulciy sekrecija, vei-
kimga. Jie suformulavo tris iSvadas: 1) hormonai - specifiniy audiniy (liauky) sinte-
tinamos molekulés; 2) hormonai isskiriami tiesiai | krauja; 3) hormonai specifiniu
biidu keicia tam tikry jautriy audiniy (lasteliy - taikiniy) aktyvuma. Hormonai néra
nei fermentai, nei kofermentai, jie reguliuoja jau vykstancius procesus. Pagal che-
ming prigimtj jie skirstomi j tris grupes: 1) nedidelés molekulés, aminoriigsciy
dariniai (adrenalinas, tiroksinas), 2) baltymai ar polipeptidai (tireotropinis hormo-
nas), 3) steroidai, cholesterolio dariniai (estrogenas, progesteronas). Hormonai spe-
cifiskai veikia fermenty ar kity baltymy sinteze, keicia fermentinés katalizés greitj
ir Iasteliy sieneliy pralaiduma.

Kurio nors hormono trikumas arba perteklius priklauso nuo atitinkamos liau-
kos (antinksc¢iy, kasos, hipofizio, skydliaukés ir kt.) funkcijos sutrikimo. Tai susij¢
su daugeliu ligy: cukrinis diabetas iSsivysto sutrikus kasos liaukos funkcijai, ne-
cukrinis diabetas - sutrikus uzpakalinés hipofizio dalies veiklai ir kt. Endokrininiy
liauky funkcijas kontroliuoja centriné nervy sistema.

4.1. KOKYBINES ADRENALINO REAKCIJOS

Adrenalinas - antinksc¢iy Serdinés dalies hormonas, kuris kaupiasi tam tikrose
granulése (membrana apsuptose struktiirose). Veikiant nerviniams impulsams, i$
granuliy issiskiria adrenalinas, kuris patenka i tarplasteling ertme, o toliau - | krau-
ja. Iprasta adrenalino koncentracija kraujyje 10"'°M, bet dél nerviniy impulsy po-
veikio (nerimo, pasiruos$imo kovai) koncentracija per kelias sekundes padidéja
1000 karty. Adrenalinas, pagreitindamas $irdies veikima, pakeldamas kraujo spau-
dima, paruosia organizma ekstremalioms situacijoms. Jis stimuliuoja glikogeno
skilima kepenyse, padidina gliukozés kiekj kraujyje, apriipina raumenis “kuru”,
reikalingu darbui anaerobinémis salygomis. Chemines adrenalino savybes nule-
mia pirokatechino zZiedas. Adrenaling greitai oksiduoja oro deguonis, susidaro rau-
donos spalvos junginys - adrenochromas, kuris virsta tamsiu pigmentu - melaninu.
Adrenalinas reaguoja su FeCl,, susidaro Zalios spalvos junginiai; su diazoreagentu
sudaro raudonos spalvos junginius.

REAGENTAL: adrenalino tirpalas (1 : 1000), 1% FeCl,, 10% acto rugsties, 1%
sulfanilinés rugsties, 5% NaNO,, 10% Na,CO,, 1% KIO, ir 4% NaOH tirpalai.
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DARBO EIGA.

1. I viena mégintuvélj ilasinama 2-3 lasai adrenalino tirpalo ir 1 lasas gelezies
chlorido tirpalo. [lasinkite 1 lasa natrio Sarmo tirpalo ir stebékite, kaip kei-
Ciasi spalva: miSinys nusidazo ryskiai zaliai, véliau pagelsta; jlasinus Sar-
mo, tirpalas parausta, o véliau paruduoja.

2. I'’kita mégintuvélj jlasinama po 3-4 lasus Siy reagenty: sulfanilinés rigsties,
NaNO,, adrenalino ir Na,CO, tirpaly. Misnys nusidaZo raudonai.

3. ] tre¢ia mégintuvelj jlaSinama po 3-4 lasus adrenalino, KIO,, acto rigsties
tirpaly ir pasildoma. MiSinys nusidazo violetine spalva.

4.2. SKYDLIAUKES HORMONAI

Skydliauké isskiria du hormonus: L-tiroksing ir L-trijodtironing. Sie hor-
monai yra tirozino dariniai, sintetinami dalyvaujant daugeliui fermenty. Sinte-
z¢ prasideda nuo L-tirozino liekany jodinimo. Reakcijai bitinas jodas - nepa-
keiciamas mikroelementas, kuri j skydliauke atnesa kraujas. Tireoidiniai hor-
monai stimuliuoja metabolizma kepenyse ir raumenyse. Jie susijungia su bal-
tymais-receptoriais, per juos patenka i lasteliy branduoli ir, veikdami specifi-
nius genus, skatindami tam tikry fermenty sintez¢, kartu pagreitina apykaita
organizme.

-00C— CH CH, // \\ 0 //J\\

RSN {

trijodtironinas tiroksine $ioje padétyje yra ketvirtas | atomas

REAGENTAL tireoidinas (tabletés), 10% NaOH, 10% H,SO,, 10% KIO, tir-
palai, 1% krakmolo kleisteris, indikatorinis popierélis.

DARBO EIGA. Griistuvéje sutrinama 1 tireoidino tableté. Milteliai suberiami §
50 ml tario konusing kolbute, pripilama 5 ml natrio Sarmo tirpalo, 5 ml distiliuoto
vandens ir misinys virinamas 10-15 min degiklio liepsnoje ant ugnies sklaidytuvo.
Hidrolizatas atvésinamas iki kambario temperatiiros.

I mégintuvelj jpilama 1 ml hidrolizato, pariigstinama sieros rugstimi (tikrinti
indikatoriumi), ilasinama po 3-5 lasus krakmolo kleisterio ir kalio jodato tirpaly.
Issiskyres jodas nudazo krakmolo tirpala mélynai.
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5. LIPIDAI LIPOIDAI

Lipidai - labai didelé jvairiy medziagy grupé. Visy jy bendra savybé - tirpumas
nepoliniuose tirpikliuose. Dauguma lipidy sudaryti i$ keleto viena su kita susijun-
gusiy molekuliy. Kai kurios i$ jy - karboniniy rugs¢iy linijinés grandinés, susida-
rancios sudétingy polimerizacijos reakcijy metu. Tokios molekulés yra hidrofobi-
nés, taciau turi maziausiai viena poling grupe, kuria susijungia su kitais kompo-
nentais. Lipidai, turintys polines ir nepolines grupes, aptinkami membranose ir
atskiria vandening terpe nuo hidrofobinés vidulastelinés srities. Atsizvelgiant i su-
déti, struktiira, vaidmenj organizme, lipidus galima klasifikuoti j paprastuosius ir
sudétinius.

Paprastieji lipidai - junginiai, sudaryti i§ dviejy komponenty. Tai aukstesniyjy
riebaly riigiéiy ir glicerolio esteriai, aukstesnieji ir policikliniai spiritai. Siai grupei
priklauso riebalai (aukstesniyjy riebaly ragsciy ir aukstesniyjy alkoholiy esteriai),
steroidai (aukstesniyjy riebaly ragsciy ir policikliniy alkoholiy, steroliy, esteriai).

Sudétiniy lipidy molekulés yra sudarytos i§ daugelio komponenty: fosfolipidai
sudaryti i§ aukstesniyjy riebaly rugsciy, glicerolio ar kity daugiahidroksiliy alko-
holiy, fosforo riigsties ir jvairios prigimties azotiniy baziy liekany; j glikolipidy
sudétj jeina aukstesniyjy riebaly ragsciy, daugiahidroksiliy alkoholiy, angliavan-
deniy liekanos ir kt.

Siuo metu atrastos naujos grupés lipidy, kuriuos sudaro ir paprastieji, ir sudéti-
niai lipidai. Dioliai lipidai - dihidroksiliy alkoholiy, aukstesniyjy alkoholiy ir auks-
tesniyjy riebaly rugsciy eteriai ir esteriai, dazniausiai dar turintys fosforo riigsties,
azotinés bazés ir angliavandenilio liekana. Ornitino lipidai sudaryti i§ aukstesniyjy
riebaly rigsciy liekany ir aminortig§¢iy ornitino arba lizino, kartais i jy sudéti jeina
2 anglies atomus turintys alkoholiai. Ornitino lipidai budingi mikroorganizmams.

Paprastieji ir sudétiniai lipidai yra lengvai muilinami. I§ gamtinés medziagos
organinais tirpikliais iSekstrahavus lipidus, suminiame ekstrakte visada esti ne-
muilinamy lipidy frakcija. Ja sudaro laisvosios riebaly riigstys, aukstesnieji ir poli-
cikliniai alkoholiai (steroliai), steroliy dariniai (steroidai) ir kiti junginiai. Kai ku-
rie autoriai nemuilinamus lipidus isskiria i atskira grupe.

Su daugeliu organiniy junginiy (baltymais, angliavandeniais) lipidai sudaro
kompleksus, jeinancius i citoplazminiy ir bakteriniy membrany, lasteliy daleliy
sudétj.

Riebaly rugstys laisvos aptinkamos labai retai, taciau, sudarydamos esterines
arba amidines jungtis, yra jvairiy klasiy lipidy ar lipidy apykaitos tarpiniy pro-
dukty sudedamosios dalys. Biologiskai svarbios riebaly riigstys esti monokarbo-
ningés, t.y. turi viena jonizuojama karboksiling grupg ir nepoling, nesakota, acik-
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ling angliavandenilio granding. Riebaly riigstys paprastai turi lygini atomy skai-
¢iy, angliavandeniliné grandis yra prisotinta arba turi viena ar kelias dvigubas
jungtis. Riebaly riigstims baidingos esterifikacijos reakcijos, kuriose dalyvauja
karboksiliné grupé, o nesociosioms - halogeno ar vandenilio prijungimas, oksi-
davimas. Veikiant oro deguoniui, vyksta 1éta savaiminé oksidacija. Manoma,
kad Siuo atveju dvigubas jungtis veikia peroksidai: susidaro nestabiliis hidrope-
roksidai, o jiems skylant - ketoriigstys ir oksirtigstys. Dviguby jungciy oksidaci-
ja pagreitina ozonas O,: i§ pradZiy susidare nestabiliis ozonidai véliau hidroli-
zuojasi iki aldehidy:

0]

N Hy0, Pt, Hp
—CHy—CH—CH—CH,—>—CH,—CH CH—CHy— —— >
\ /
0—O0
N
= CHy—C| + C—CHy—
H H

Si reakcija naudojama nustatant dvigubos jungties vieta riigties grandinéje.
Ozonolizés metu gauti fragmentai identifikuojami.

Oksidacijos metu, skylant lyginj anglies atomy skaiciy turin¢ioms riebaly rigs-
tims, tarpinis produktas yra 4 anglies atomus turintis acetoacetil-CoA. Sis junginys
gali buti pirmtakas izoprenoidiniy junginiy sintezéje (cholesterolio) arba skliti |
dvi acetil-CoA molekules ir jeiti i trikarboniniy ragsciy cikla. Be to, acetoacetatas
yra svarbus kraujo komponentas.

i
CH;— ﬁf CH,—C—S—CoA

Acetoacetil-CoA

Acetoacetatas yra 3-ketortigstis, galinti lengvai dekarboksilintis ir virsti aceto-
nu arba galinti buti redukuota, veikiant fermentui NADH - priklausomai dehidro-
genazei ir virsti L-3-oksibutiratu:

CHy;— ‘CH* CH,— COOr
OH
3-oksibutiratas

Visi trys junginiai - acetoacetatas, acetonas ir 3-oksibutiratas - zZinomi kaip
ketoniniai kiinai. Jy koncentracija kraujyje didéja badaujant arba esant patologi-
niams pakitimams, pvz., cukriniam diabetui. Besivystanti ketozé pavojinga, ka-
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dangi ketoniniy kiiny susidaryma lydi vandenilio jony atsipalaidavimas ir todél
rugstéja kraujas. Kai tritksta angliavandeniy maiste (badaujant), kaloringumas pri-
klauso nuo lipidy. Pereinant nuo misraus maitinimosi prie turtingo lipidais racio-
no, vystosi ketozé: organizme kaupiasi ketoniniai kiinai.

Labiausiai paplite gamtoje neutralieji riebalai. Tai riebaly rigsciy ir glicerolio
esteriai. Glicerolio viena, dvi ar visos trys -OH grupés gali biiti esterifikuotos rie-
baly ragstimis, susidaro monoacilgliceroliai, diacilgliceroliai ar triacilgliceroliai.

Neutralieji riebalai - silpni amfifilai, t. y. turi polines hidrofilines ir nepolines
hidrofobines angliavandenilines grupes. Riebalai netirpiis vandenyje, taciau pla-
kant juos su vandeniniais detergenty (tulzies, rugsciy, baltymy, muily) tirpalais,
emulguojasi. Riebalai gerai tirpsta nepoliniuose tirpikliuose. Kuo daugiau rieba-
luose nesociyjy trumpa anglies atomy granding turinciy riebaly riugsciy, tuo jie
tirpesni ir lydosi Zemesnéje temperatiiroje.

Zmogaus poodinis riebalinis sluoksnis turtingas so¢iyjy riebaly riigséiy, o ke-
peny riebaluose daugiau nesociyjy riebaly rigsciy. Pieno ir sviesto riebaluose yra
daug trumpa anglies atomy granding turin¢iy riebaly rigsciy.

Hidrolizuojant neutraliuosius riebalus, susidaro trys riebaly rugsc¢iy molekulés
ir glicerolio molekulé:

Fa—ooc—‘CH2 (‘3H20H
R—ooc—c‘:H + 3H,0 — 3R—COOH + (‘DHOH
R— OOC— CH, CH,OH

Si reakcija verdan¢iame vandenyje vyksta labai létai, bet daug greiiau vyksta
esant H* ar OH jonams. Augaluose ir gyvuliniuose organizmuose $ia reakcija ka-
talizuoja fermentai, vadinami esterazémis arba lipazémis.

Neutraliyjy riebaly hidrolizé¢ vadinama muilinimu: reakcijos metu issilaisving
karboksilat-jonai (R-COO") su katijonais sudaro muilus. Reakcija negriztama, ga-
lutiniai produktai - muilai ir glicerolis - tirpsta vandenyje, netirpsta nepoliniuose
tirpikliuose, pvz., eteryje. Si savybé dazniausiai naudojama lipidy chemijoje misi-
niams frakcionuoti.

Steridai yra paprastieji muilinami lipidai. Taciau gamtoje daug didesné nemui-
linamy lipidy, steroliy, grupé. Zmogaus organizme tik 10% steroliy esterifikuota,
090% yra laisvieji steroliai ir sudaro nemuilinamy lipidy frakcija. Steroliy ir steri-
dy santykis jvairiuose organizmo audiniuose ir skysciuose skirtingas: kepenyse ju
kiekis vienodas, tulZyje esti tik laisvieji steroliai. Steroliy molekulé - kondensuoty
ziedy sistema, kurios pagrindas - ciklopentanperhidrofenantrenas arba steranas.
Pastebéta, kad kuo primityvesnis organizmas, tuo daugiau jvairiy steroliy randama
jame. Zmogui biidingas tik vienas sterolis - cholesterolis.

54



Visi steridai, kaip ir steroliai - kietos, bespalvés medziagos, gamtoje aptinka-
mos kompleksuose, i kuriy sudétj jeina baltymai. Jy pagrindinés funkcijos: stero-
liy, steridy ir steroidy transportavimas, biologiniy membrany formavimas. Gana
dideli steroliy ir steridy kiekiai randami Zmogaus nerviniuose audiniuose, bet jy
funkcija ir reikSmé dar nepakankamai iStyrinéta. Gyviiny organizmuose steroliai
oksiduojasi, sudarydami didele grupe junginiy, vadinamy steroidais. Vienas is to-
kiy dariniy - cholinés rugstys - pagrindiné tulzies sudedamoji dalis, nuo kurios
priklauso riebaly rugsciy pasisavinimas gyviiny ir Zmoniy organizmuose.

Fosfolipidai - sudétiniai lipidai. Ivairiuose fosfolipiduose yra trys pagrindiniai
daugiahidroksiliai alkoholiai: glicerolis, mioinozitas ir sfingozinas. Pagal tai fos-
folipidai skirstomi i tris grupes: glicerofosfolipidus, inozitfosfolipidus ir sfingo-
fosfolipidus. Dazniausiai fosfolipiduose randamos azotinés bazés yra etanolamino
dariniai: cholinas, serinas, riebaly riigstys (palmitino, stearino, linoleno, arachdo-
no, neurono ir kt.). Fosfolipidai - i riebalus panasios bespalvés kietos medziagos.
Jos gerai tirpsta benzene, petroleteryje, chloroforme, netirpsta acetone. Vandenyje
netirpsta, bet sudaro patvarias emulsijas. Randami gyvuliy ir Zmoniy organizmuo-
se, ypa¢ daug jy nerviniame audinyje. Lengvai sudaro junginius su baltymais -
fosfolipoproteinus, kurie dalyvauja formuojant lastelés apvalkalélio ir vidulasteli-
nes membranas.

5.1. RIEBALU EMULGAVIMAS

REAGENTAL praskiestas kiausinio baltymo tirpalas (1:20), tulzis, 10% NaOH,
10% Na,CO, tirpalai, muilo tirpalas (1 ml aliejaus 0,2 g KOH, 1 ml H,O ir 3 ml
C,H,OH sildoma kolbutéje vandens vonioje, kol praskaidréja, pripilama 40 ml van-
dens ir suplakama), aliejus.

DARBO EIGA. I 6 mégintuvélius jlasinama po 2-3 lasus aliejaus ir po 10 lasy
detergenty (i kiekviena mégintuvélj skirtingy): baltymo, Sarmo, natrio karbonato,
muilo, tulZies ir vandens (i kontrolinj mégintuvélj). Mégintuvéliai suplakami.

Palyginus su kontroliniu mégintuvéliu, nustatoma, kuri emulsija patvariausia.

5.2. KOKYBINES REAKCIJOS LIPIDAMS PAZINTI

5.2.1. AKROLEINO TESTAS

Sildant glicerolj su kalio ar natrio hidrosulfatu arba kitais vandens atéméjais,
vyksta glicerolio dehidratacija. Susidaro nesotus aldehidas akroleinas - labai ast-
raus kvapo lakus skystis.
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(‘3H2— OH ﬁHz
CH—OH—>2H,0 + CH

| |0
CH,— OH c

H
REAGENTAL aliejus, kiaulés taukai, sviestas, mineraliné alyva, K (arba Na)

hidrosulfatas (kristal.).

DARBO EIGA. ] atskirus mégintuvélius jdedama po maza gabaliuka arba jla-
Sinama po kelis lasus riebaly arba aliejaus, jberiama po Ziupsnelj KHSO, kristaly,
viskas sumaisoma ir atsargiai pasildoma. Jauciamas akroleino kvapas.

5.2.2. SUDANO TESTAS

REAGENTAL: etanolis, kraujo serumas, 0,1 % sudano spiritinis tirpalas (50 ml
60% etanolio istirpinti 50 mg sudano 2 (arba 3), isfiltruoti).

DARBO EIGA: Ant filtruojamojo popieriaus uzlasinamas kraujo serumo la-
Sas, popierélis iSdZiovinamas, dedamas i stikling ir uzpilamas sudano tirpalu. Po
30 min. dazas nupilamas, popierélis du kartus nuplaunamas praskiestu etanoliu
(1:4). Serumo laso vietoje atsiranda rausva lipoproteidy ir chilomikrony démé.

5.3. LECITINO NUSTATYMAS KIAUSINIO TRYNYJE

CHy O CO— (CHg— Chs
CH—O— CO— (CHy)s— CHs

‘ /CH3
CH27 O*//P\* CHQ* CHQ* N+\7 CH3
o o CHj

lecitinas

REAGENTAL sausas kiausinio trynys, etanolis, acetonas, spiritinis CdCl, tir-
palas (1,6 g CdCl,/100 ml etanolio).

DARBO EIGA. I mégintuvélj idedama apie 0,1 g sauso kiausinio trynio, uzpi-
lama 3-5 ml karsto etanolio ir 5-10 min. stipriai kratoma. MiSinys atausinamas,
leidziama nusistovéti. Skaidrus virsutinis sluoksnis (ekstraktas) nupilamas i sausa
mégintuvéli (arba isfiltruojamas).

1. I sausa mégintuvelj jlasinama po kelis lasus acetono ir ekstrakto.

2. 1 ml ekstrakto sumaiSoma su 1-2 ml vandens (iSkrinta nuosédos).

3. I mégintuvélj jpilama 1 ml ekstrakto ir keli lasai spiritinio kadmio chlorido
tirpalo. ISkrinta lecitino-kadmio chlorido nuosédos.
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5.4. CHOLESTEROLIO KOKYBINES REAKCIJOS

5.4.1. SALKOVSKIO REAKCIJA

REAGENTALI gyvuliy smegenys, chloroformas arba anglies tetrachloridas
(CCl,), konc. H,SO,, sausas gipsas, acto riigsties anhidridas.

DARBO EIGA. Griistuvélyje sutrinama 3-5 g smegeny su 6-10 g gipso. Tirsta
masé paskleidziama ant stiklo ir i§dZiovinama 40°C temperatiiroje (arba labai at-
sargiai vir§ degiklio liepsnos). IsdZiovinta masé nuskutama, suberiama i ekstrakeci-
nj mégintuvélj, uzpilama organiniu tirpikliu ir 5-10 min. stipriai plakama. Mi$iniui
leidziama nusistovéti, skaidrus virsutinis sluoksnis (ekstraktas) nupilamas j sausa
mégintuvélj ir naudojamas reakcijoms cholesteroliui pazinti: i 1 ml ekstrakto at-
sargiai per sienele jpilama 1 ml konc. H,SO,, sluoksniai atsiskiria, organinio tir-
piklio sluoksnis nusidazo raudonai.

5.4.2. LIBERMANO-BUCHARDO REAKCIJA

REAGENTAL konc. H,SO,, acto riigsties anhidridas, cholesterolio ekstraktas
(zr.5.4.1.).

DARBO EIGA. I mégintuvéli ipilama 1 ml cholesterolio ekstrakto, 10 lasy
acto riigsties anhidrido, viskas atsargiai sumaiSoma, jlaSinama 1-2 lasai konc. H,SO,,
sumaiSoma.

Stebekite, kaip keiciasi tirpalo spalvos (raudona - mélyna - Zalia). Jei choleste-
rolio daug, tai miSinys i$ karto tampa Zalias.

Paveikus sieros riigstimi, cholesterolis dehidratuojasi ir oksiduojasi, dvi cho-
lesterolio molekulés netenka dviejy vandens molekuliy ir per anglies atoma, esantj
trecioje padétyje, susijungia tarpusavyje. Susidaro bicholestadienas.



CHs

CHy -2H,0
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CHg CHs
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CHg CHs
o CHy CH,
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HC~ CHy N = HeC~ CHy

Bicholestadienas (Zalias)

5.5. TULZIES ITAKA VANDENS PAVIRSIAUS ITEMPCIAI

REAGENTALI: dist. vanduo, tulzis, sieros milteliai.

DARBO EIGA. I du mégintuvélius jpilama po 5 ml dist. vandens. I antraji
mégintuvéli jlasinama 5 lasai tulZies ir | abu mégintuvélius jberima po Ziupsneli
sieros milteliy. Suplakite ir uzrasykite, ka matote mégintuvéliuose. Koks tulzies
poveikis?

5.6. KETONINIAI KUNAI

REAGENTAL: slapimo ir acetono misinys (tiriamas tirpalas), 10 N natrio nit-
roprusido tirpalas (Sviezias), 10% NaOH, 80% acto ragsties, Liugolio tirpalai, 25%
amoniako tirpalas.
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DARBO EIGA.

1. Imami du mégintuvéliai: i viena iS jy jpilama tiriamo misinio, i kita - 3 ml
dist. vandens. I abu mégintuvélius jlasinama po 5 lasus Liugolio ir natrio
Sarmo tirpaly, viskas sumaiSoma. Kontrolinis mégintuvélis lieka skaidrus,
bandomajame iskrenta bidingo kvapo jodoformo nuosédos:

21, + 4NaOH - 2NaOl + 2Nal + 2H,0

CH,-CO-CH, + 3NaOl M» Cl,-CO-CH, - CHI, + CH,COONa

2. Imami du mégintuvéliai: i viena i$ jy ipilama 3 ml tiriamo tirpalo, i kita -
3 ml dist. vandens. I abu mégintuvélius jlasinama po 5 lasus natrio nitrop-
rusido ir jpilama po 1,5 ml natrio Sarmo tirpaly. Bandomajame mégintuveé-
lyje esantis misinys nusidazo oranziniai raudona spalva. ] abu mégintuveé-
lius ipylus po 3 ml acto riigsties, bandomajame mégintuvélyje (su acetonu)
esancio misinio spalva tampa tamsiai raudona.

3. I mégintuvelj ipilama 3 ml tiriamo tirpalo, 1.5 ml acto rugsties, 3 lasai nat-
rio nitroprusido ir atsargiai, per sienele, uzpilamas amoniako tirpalo sluoks-
nis. Skysciy susilietimo vietoje atsiranda violetinés spalvos Ziedas.



6. VITAMINAI

Kazimieras Funkas 1912 m. suformulavo vitaminy teorijg: kai néra maiste gy-
vybei svarbiy medziagy, Zmogus serga pelagra, rachitu, cinga, beri-beri. K. Fun-
kas mané, kad Sios medziagos - aminai, todél jas pavadino vitaminais, t. y. “gyvy-
bei bitinais aminais”. Vélesni tyrimai parodé, kad tokiy butiny mikroelementy yra
daug, bet ne visi jie yra aminai.

Siuo metu Zinoma 17 biitiny vitaminy, kad organizmas normaliai augty ir vys-
tytysi. Manoma, kad sveiko zmogaus vystymuisi reikalingi ir iki §iol neatrasti maiste
esantys mikrokomponentai.

Vitaminai skirstomi i dvi grupes: vandenyje tirpius (B, B,, B, B,, B, C, U,
PP, H, P, paraaminobenzoiné ragstis, pantoteno ragstis, f0110 rugstls) ir riebaluose
tirpius (A, D, E, K). Vitaminy tritkumas maiste ar nepakankamas jy pasisavinimas
organizme sukelia hipovitaminozg, avitaminoze, jy perteklius - hipervitaminozg.

Organizme randami mazi vitaminy kiekiai, jy nustatymo metodai sudétingi.

6.1. VANDENYJE TIRPUS VITAMINAI

6.1.1. VITAMINAS B, (TIAMINAS)

Pirmakart tiaminas i$skirtas 1926 m., o po keleriy mety nustatyta jo struktira ir
atlikta cheminé sintezé. Tiamino molekulé turi bicikling sistema - pirimidino ir
tiazolo ziedus.

HC. No NH S CH,—CH,OH

LI
~F CH2N

N
tiaminas
o o
HC N NH; S CH,— CH OI‘DOI‘D
T oy e
A ]
\/ CH2/N CHs

tiaminpirofosfatas (TPF) arba kokarboksilazé
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Tiaminas paplites augaluose, griduose, mielése, kepenyse ir kt. Gyvuliniuose
audiniuose tiaminas paprastai esti kaip kofaktorius tiaminpirofosfatas ir dalyvauja
a-ketorigs¢iy oksidaciniame karboksilinime. Tiaminas atsparus aukstai tempera-
tirai, rugsciai aplinkai, taciau Sarmingje terpéje skyla.

Veikiant silpniems oksidatoriams, tiaminas lengvai virsta melsvai fluorescen-
cuojanciu tiochromu. Tiamino reakcija su Sarminiu kalio ferocianido (raudonosios
kraujo druskos) tirpalu taikoma atliekant tiamino kiekybing fluorimetring analize.

Hso\f NH l( Ho—CHOH | o + 2K Fe(CN)g] + 3KOH —
N [

tiamino chloridas

L N YSVCHZ CH,— OH
> M & ! | + 2 KJFe(CN)g + KCI + 3H,0
~F CHs

tiochromas (geltonos spalvos)

Metiling grupe, esancia prie pirimidino Ziedo, pakeitus etilo, propilo ar izopro-
pilo grupe, gaunami junginiai, aktyvis kaip ir vitaminai. Pakeitus Sig grupe vande-
niliu, lieka tik 5% tiamino aktyvumo. Analogas su butilo grupe - konkurentinis
inhibitorius. Verdanti 5SM HCI tiaming sunaikina, susidargs oksitiaminas - tiamino
antagonistas.

REAGENTAI: 0,1% tiamino (ampulés arba tabletés), 5% NaOH, 5%
K,[Fe(CN),], 1% sulfanilinés rugsties, 5% NaNO, (Sviezias), 10% Na,CO, tirpalai.

DARBO EIGA

1. I mégintuvélj jlasinami keli lasai tiamino, 10 lasy natrio Sarmo ir 2 lasai
raudonosios kraujo druskos tirpaly. Sumaisytas ir atsargiai pasildytas misi-
nys nusidazo geltona spalva.

2. I mégintuvélj jlasinama po 5 lasus sulfanilinés raigsties ir natrio nitrito tir-
paly. I susidariusj diazoreagenta ilasinama po 5-7 lasus tiamino ir natrio
karbonato tirpaly. Misinys nusidazo oranzine ar raudona spalva.

6.1.2. VITAMINAS B, (RIBOFLAVINAS)

Riboflaving sintetina visi zalieji augalai, dauguma bakterijy, gryby, taciau jo
nesintetina gyvuliniai organizmai. Jo molekulé - sudétinga izoaloksazino policik-
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liné sistema. Riboflavinas ieina i dviejy kofermenty sudétj: FMN (flavinmononuk-
leotida) ir FAD (flavinadenindinukleotida), sudaro aktyviaja grupe fermenty, da-
lyvaujanciy oksidacijos-redukcijos reakcuose

pes o

C — CHOH— CHOH— CHOH— CH,0OH
riboflavinas

Riboflavinas - geltonos spalvos milteliai, Siek tiek tirpstantys vandenyje, jaut-
rus Sarminei aplinkai ir ultravioletiniams spinduliams, termostabilis.

Kai organizmui tritksta Sio vitamino, sutrinka regéjimas, suskyla, pasidengia
geltonais Sasais lupy gleiviné. Toliau Sis procesas apima visa liipy pavirsiy ir veido
dalij, iSbrinksta liezuvis, lizinéja ir netenka blizgesio nagai, Zmogus plinka.

Zmogaus organizme riboflaving sintetina Zarnyno mikroflora. Sio vitamino sin-
teze slopina riebalai ir riebus maistas, sulfanilamidiniai preparatai.

REAGENTAL: riboflavino tirpalas, konc. HCI, metalinis Zn.

DARBO EIGA. I mégintuvélj jlasinama 10 lasy riboflavino tirpalo, 5 1asai konc.
HCl ir jmetamas gabaliukas Zn.

0]

N
HC— Ty NH Zn + 2HC
H el

N
SN Yo

|
CHy— (CHOH)z— CH,0H

riboflavinas

HsC /VN
— T

l
CH,— (CHOH)3— CH;0H

leukoflavinas (bespalvis)
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Redukuojamas riboflavinas tampa raudonos spalvos rodoflavinu, véliau - be-
spalviu leukoflavinu.

6.1.3. VITAMINAS B, (PIRIDOKSINAS)

Piridoksinas iSskirtas ir susintetintas 1938 m., o 1944 m. buvo identifikuotas
aminas (piridoksaminas) ir aldehidas (piridoksalis). Piridoksalj galima gauti svel-
niomis salygomis oksiduojant piridoksina, o piridoksamina galima gauti i§ piri-
doksalio, $ildant ji su gliutamino ragstimi (transamininimas). Piridoksalis fosfori-
namas virsta fosfopiridoksaliu (FP), kuris yra kofermentas fermenty, dalyvaujan-
¢iy aminortugsciy dekarboksilinimo procese, taip pat jeina i peramininimo reakci-
jas katalizuojanc¢iy fermenty sudétj. Vitamino B, formos: piridoksalis, piridoksi-
nas ir piridoksaminas.

0o
o
CH,OH <y CHoNH
HOHch\ [OH HOHch\ [OH HOHZCQ\ [OH
NT T CH N7 CH, NT o
piridoksinas piridoksalis piridoksaminas

Sie junginiai biologinése sistemose lengvai virsta vienas kitu. Aktyvi vitamino
forma - piridoksalfosfatas arba jo amino forma - piridoksalaminofosfatas.

Kai triiksta Sio vitamino maiste, sutrinka organizmo baltymy apykaita, praside-
da dermatitas, egzema, uzdegimas.

REAGENTALI: 5% piridoksino, 5% FeCl, tirpalai.

DARBO EIGA. I mégintuvélj jpilama 10 lasy piridoksino ir 2 lasai gelezies
chlorido tirpaly, pasildoma. MiSinys nusidazo raudona spalva.

6.1.4. VITAMINAS C (ASKORBO RUGSTIS)

Vitaminas C - balti, vandenyje tirpiis milteliai, neatsparis virinimui, oksidaci-
jai, skylantys sarminéje aplinkoje, taciau patvaris riig§¢ioje terpéje.

Vitaming C su maistu turi gauti tik Zmonés, primatai ir jury kiaulytés. Kiti Zin-
duoliai sugeba ji sintetinti patys. Vitamino C, palyginus su kitais vitaminais, paros
dozé yra gana didelé: rekomenduojama 30-70 mg/dienai. Taciau Polingas siiilo
vartoti net 0,25-10 g per diena. Jo manymu, askorbo rugstis padeda apsisaugoti
nuo persalimo ligy ar susilpninti jy progresavima. Kita vertus, nors askorbo riigstis
veikia kaip antioksidantas, dalyvaujant trivalentés gelezies jonams, ji skatina lais-
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vyjuy radikaly susidaryma, kuriy per dideli kiekiai gali sukelti nepageidaujamus
reiskinius organizme.

Askorbo riigsties funkcijos néra visiSkai istyrinétos. Askorbo rigsciai budin-
gos redukcinés savybés, ji sugeba lengvai oksiduotis iki dehidroaskorbo rugsties,
kuri Sarmingje terpé€je yra nepatvari, laktono ziedas hidrolizuojasi, susidaro dike-
togulono rigstis:

|CH20H |CH20H
COOH
CHOH__ _O.__o -2 CHOH_ O __o |
—— +2H VY
0=cC
HO OH (0] 7 (0] |
H— IC— OH
HO— IC— H
CH,OH
L-askorbo rugstis L-dehidroaskorbo rugstis L-diketogulono rugstis

Dehidroaskorbo riigstis lengvai redukuojasi veikiant H,S, cisteinu, gliutationu.
Askorbo riigsties redukcinés savybés panaudojamos atliekant jo kiekybing analize
titruojant 2,6-dichlorfenolindofenoliu.

Askorbo rugstis - silpna riigstis, sudaranti kompleksinius junginius su gelezies
jonais. Ji pagreitina gelezies pasalinima i$ feritino, todél yra svarbi vykstant ami-
norigsties tirozino biosintezei, nukleino riigsc¢iy apykaitai, baltymy sintezei, biiti-
na organizmo biologiniuose oksidacijos procesuose, dalyvauja cholesterolio apy-
kaitoje. Bandymy su jiry kiaulytémis metu nustatyta, kad esant didelei askorbo
rugsties koncentracijai, lengviau gyja Zaizdos.

Cl

HOH,C— OHOC

/A N

e Oan s
o OH c

HO
2,6-dichlorfenolindofenolis (spalvota oksiduota forma)

cl

+2H  HOH,C—OHOC o JL J:L
-0 + HO / NH \ / ONa
7 P \ﬁ/ \_/

cl

2,6-dichlorfenolindofenolis (bespalvé redukuota forma)

64



Sviezios darzovés ir vaisiai yra pagrindiniai askorbo riigsties $altiniai. Verdant,
konservuojant ir kitais biidais apdorojant maista, suyra dalis askorbo rugsties. Vi-
taminas islieka Saldytuose produktuose. Gyvuliniuose produktuose $io vitamino
gana mazai, o verdant jis visiskai suyra.

Kai tritksta vitamino C, prasideda kraujavimas minkstosiose kiino vietose, rau-
menyse, poodyje, parausta danty smegenys, atsiranda opy, ima kristi dantys, Zmo-
gus suserga skorbutu. Negydant istinka mirtis.

Kadangi dabar Zinoma vitamino C sandara ir sintezés budai, jis ne tik iSskiria-
mas i§ gamtos produkty, bet ir sintetinamas is L-sorbozés.

REAGENTAL: 0,1% vitamino C, 45% K ,[Fe(CN),], 1% FeCl,, 10% HCl, 0,001N
2,6-dichlorfenolindofenolio tirpalai.

DARBO EIGA

1. I viena mégintuvélj jpilama 10 lasy vitamino C, 2 lasai raudonosios kraujo
druskos ir 3 lasai gelezies chlorido tirpaly. MiSinys tampa Zalias, po to is-
krinta mélynos nuosédos;

2.1 mégintuvélj ipilama vitamino C tirpalo, partigStinama 2 lasais druskos
rugsties, purtant mégintuvelj, lasinamas 2,6-dichlorfenolindofenolio tirpa-
las. Pastarojo spalva iSnyksta. Oksidavusis visam vitaminui C, tirpalas nu-
sidazZo Sviesiai rausva spalva.

6.1.5. VITAMINO C KIEKYBINE ANALIZE

REAGENTAL 3% HCI, 0,001 N 2,6-dichlorfenolindofenolio tirpalai, vaisius
arba darzové, turinti vitamino C (nespalvota).

DARBO EIGA. I porcelianing 1ékstele ipilama 10 ml druskos riigsties, lékstelé
statoma ant svarstykliy ir sureguliuojama pusiausvyra. Pasveriama 5 g tiriamo vai-
siaus ar darZovés, kuri pjaustoma mazais gabaléliais (galima tarkuoti) ir dedama i
rugsti. Misinys perpilamas i grustuve, viskas gerai sutrinama, pripilama dar 35 ml
druskos rugsties, viskas sumaiSoma, filtruojama per vata. 10 ml filtrato ipilama i
50 ml tario konusing kolbuteg ir titruojama 2,6-dichlorfenolindofenoliu, kol méginys
nusidazo Sviesiai rausva spalva. Titruojama 3 kartus, apskaic¢iuojamas vidurkis.

SKAICIAVIMAS. 0,088 mg vitamino C atitinka 1 ml 0,001 N 2,6-dichlorfe-
nolindofenolio. Tarkime, kad pastarojo sunaudota 3 ml. Vadinasi, 10 ml ekstrakto
bus 0,264 mg (0.088 x 3 = 0,264) mg vitamino C, o 50 ml ekstrakto bus 1,320 mg
(0,088 x3 x 5 = 1,320) vitamino C, t.y. tiek vitamino C bus 5 g tiriamo vaisiaus
arba darzovés. Taip suzinoma, kiek vitamino C yra tiriamajame objekte:

59g-1,32mg vit.C
100g-x vit. C
X =26,4 mg% vit. C
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6.2. RIEBALUOSE TIRPUS VITAMINAI

6.2.1. VITAMINAS A (RETINOLIS)

Vitaminas A atrastas dvideSimtaisiais Sio amziaus metais ir i$skirtas i$ Zuvies
kepeny. Vitaminai A, (retinolis) ir A, (3-dehidroretinolis) yra polipreniniai spiri-
tai, susidarantys skylant 40 anglies atomy turin¢iam S-karotinui ar kitiems karoti-
noidams, turintiems viena -jonono Zieda.

CHj CHj

HsC CH
: 3\/&/\)\/CHZOH

Atitinkamas aldehidas vadinamas retinaliu, atitinkama karboniné rugstis - reti-
noline ragstimi.

CHj

retinolis (vit. A))

CH3 CHs

HC.  CHy ) ) oHon
A Ve

ST CH

3-dehidroretinolis (vit. A))

HsC CHs
CH-—CH—C— CHg
| 0
CHj
f-jononas

Karotinai - augalinés kilmés produktai, o vitaminas A susidaro tik gyvuliniuo-
se audiniuose, kur aptinkamas kaip laisvo spirito ir palmitino ar kitos riebaly rigs-
ties esteris. Tai vienas i§ nedaugelio vitaminy, kurio gana dideli kiekiai gali kauptis
kepeny lastelése.

Vitaminas A palaiko jvairiy, ypac epiteliniy, lasteliy normalig veikla ir daly-
vauja regéjimo organy funkcijoje. Kai tritksta vitamino A, sauséja oda ir plaukai,
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atsiranda konjunktyvitas, susilpnéja atsparumas infekcijoms. Ankstyvas avitami-
nozés pozZymis yra visStakumas.

Kaip veikia vitaminas A, dar nezinoma. Manoma, kad retinolis, jungdamasis
su baltymy aminogrupémis, sudaro Sifo bazes, kaip tai yra regéjimo pigmentuo-
se. Galbit jis dalyvauja oksidacijos-redukcijos reakcijose. Kraujo plazmoje vita-
minas A pernesamas kartu su retinoli suriSan¢iu baltymu. Nustatyta, kad norint
palaikyti normalia vitamino A koncentracija kraujyje, biitinas cinkas. Dviguby
jungciy sistema karotinoiduose lengvai oksiduoja oro deguonis ir vitaminas A
praranda aktyvuma. Maisto produktuose nuo oksidacijos ji apsaugo antioksidan-
tai (vitaminas E).

Per didelis vitamino A kiekis Zmogui taip pat pavojingas: sutrinka augimas,
atsiranda patologiniai kauly pakitimai, o didelé vienkartiné dozé sukelia stipry ap-
sinuodijima. Manoma, kad poliariniy gyviiny kepenys nuodingos d¢l labai didelio
vitamino A kiekio.

REAGENTALI: 10 % zuvies taukai arba vitamino A aliejinis tirpalas, aliejus,
1% SbCl, chloroforminis tirpalas, konc. H,SO,.

DARBO EIGA

1. Ant baltos keraminés plokstelés uzlasinama po lasa zZuvies tauky (arba
vitamino A aliejinio tirpalo), aliejaus, o ant abiejy lasy uzlasinama po
lasg SbCIl, chloroforminio tirpalo. Esant vitaminui A, atsiranda Zalia
spalva.

2. Ant baltos plokstelés uzlasinama po lasa Zuvies tauky (arba vitamino A
aliejinio tirpalo), aliejaus, o ant abiejy lasy uzlasinama po lasa konc. sieros
rugsties. Esant vitaminui A, atsiranda mélyna, véliau - violetiné ir pagaliau
rausva spalva.

6.2.2. VITAMINAS D (KALCIFEROLIS)

Seniai pastebéta, kad rachitu serga vaikai, gyvenantys nelabai saulétose kli-
matinése zonose. Eksperimentinj rachita galima sukelti, maitinant Ziurkes kal-
cio neturinc¢iu maistu, taciau tokj maista pasvitinus ultravioletiniais spindu-
liais, rachitas nesivysto. Buvo nustatyta, kad jautrus ultravioletiniams spindu-
liams yra 7-dehidrocholesterolis. Pasvitinus mieliy ergosterina, susidaro kele-
tas izomeriniy dariniy. Vienas jy - kalciferolis - turi prieSrachitiniy savybiy ir
vadinamas vitaminu D,. Ilgiau paSvitinus kalciferolj, Sis inaktyvuojasi. Jungi-
nys, dél UV spinduliy poveikio susidares i§ 7-dehidrocholesterolio, pavadintas
vitaminu D, arba cholekalciferoliu. Produktas, i$ pradziy vadintas vitaminu
D,, pasirodé esgs kalciferoliy ir steriny miSinys, todél Siuo metu Sis pavadini-
mas nevartojamas.
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-

4 > CH,
HO HO
ergokalciferolis (D,) cholekalciferolis (D,)

Vitaminas D, perneSamas i kepenis, kur, veikiant mitochondrinei fermentinei
sistemai, virsta 25-oksikalciferoliu, o Sis inkstuose hidrolizuojamas ir susidaro
1,25-dioksicholekalciferolis. Sis junginys sustiprina Ca** pernesima Zarnyne. Ra-
chitu, kurio negalima pagydyti vitaminu D, susergama dél inksty nesugebéjimo
sintetinti 1,25-dioksicholekalciferolio.

Rachitas - tai auganciy kauly liga, kuria sergant nevyksta paskutiné kauly formavi-
mosi stadija. ISkrypsta kojy, kriitinés ir stuburo kaulai. Avitaminoze sergama ir dabar,
ypac Ziema, pavasari, kada gaunama maziau saulés spinduliy, reciau biinama gryname
ore, be to, ir maiste $io vitamino esti maziau. Vitaminas D - sezoninis vitaminas.

Sio vitamino yra Zuvy taukuose, kiausinio trynyje, svieste, piene, grietinéje,
taciau kol kas neaisku, kodél Sio vitamino yra daug Zuvy kepeny taukuose. Kadan-
gi vitaminas D susidaro tik saulés spinduliais apsvietus sterinus, i Zuvy kepenis
vitaminas galbiit patenka su maistu, t. y. augaliniu ir gyvuliniu planktonu, esanciu
vandens pavirsiuje. Vis délto, iStyrus planktona nustatyta, kad jame néra vitamino
D. Kodél taip yra, dar neaiSku.

REAGENTAL 10% Zuvies tauky arba vitamino D aliejinis tirpalas, Br, chloro-
forminis tirpalas, anilino hidrochloridas (kristal.).

DARBO EIGA.

1. I mégintuvél] jpilama 1 ml Zuvies tauky (arba 1-2 lasai aliejinio vit. D tirpa-
lo ir 1 ml aliejaus) ir jberiama keli kristaléliai anilino hidrochlorido. Sumai-
Sius Sildoma kol uzvirs, ir, nuolat purtant, verdama 1-2 min. Susidaro emul-
sija, kuri i$ pradziy bana geltona, véliau tampa Zzalia ir pagaliau - raudona.
Emulsijai iSsisluoksniavus, apatinis sluoksnis biina raudonos spalvos.

2. Ant baltos keraminés plokstelés uzlasinamas lasas vit. D aliejinio tirpalo ir
tiek pat chloroforminio bromo tirpalo. Misinys igyja zalsvai melsva spalva.
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