Cwiczenie nr 6

Metabolizm weglowodanéw - utlenianie glukozy w warunkach tlenowych
z udziatem drozdzy

Celem ¢wiczenia jest:

e utlenianie glukozy w warunkach tlenowych, przy udziale enzymoéw komodrek
drozdzy

e badanie przemian glukozy w obecnosci zwigzkdw hamujgcych rdzne etapy
glikolizy lub mitochondrialnego transportu elektronéw

e ilosciowe oznaczenie glukozy metodg Somogyi-Nelsona

Wstep teoretyczny

W komodrkach wszystkich tkanek i narzadéw glukoza ulega fosforylacji do glukozo-6-
fosforanu pod wptywem izoenzymdéw heksokinazy, kosztem energii ATP. Szybkos¢ estryfikacji
glukozy w komérkach jest w przyblizeniu tego samego lub podobnego rzedu co szybkosc
transportu nosnikowego, stad praktycznie w obrebie komérek wolna glukoza nie wystepuje.
Ufosforylowana glukoza nie przechodzi przez btone cytoplazmatyczng poza komodrke, a
powstajgcy glukozo-6-fosforan jest bezposrednim badz posrednim substratem w réznych
torach metabolicznych przemiany weglowodanowej. Jego losy sg zalezne od okreséw w ciggu
doby (popositkowych i miedzytrawiennych) oraz od specyfiki funkcjonalnej danej tkanki.
Niektdre tory metaboliczne przemiany weglowodanowej przebiegajg w komodrkach
wszystkich tkanek i narzaddw, chociaz z réing szybkoscig, zas inne tylko w okreslonych
tkankach. Stad zuzycie glukozy jest rézne w poszczegdlnych tkankach. Glikoliza oraz tor
pentozofosforanowy, dwa podstawowe kataboliczne tory przemiany weglowodanowe]
zachodzg w komdrkach wszystkich tkanek i narzgdéw. Podobnie jest z glikozylacja,
prowadzacg do wytworzenia glikoprotein, jak rowniez z syntezg glikozaminoglikanéw, a
nastepnie proteoglikanéw. Z kolei synteza glikogenu (glikogenogeneza), a takze degradacja
tego zwigzku (glikogenoliza) zachodzg tylko w watrobie i w miesniach. Natomiast synteza
glukozy (glukoneogeneza) z metabolitéw niecukrowych, (kwas mlekowy, glicerol i
aminokwasy cukrotwadrcze), ma miejsce w watrobie oraz w korze nerek. Ponadto w watrobie
glukoza powstaje takze z nadmiaru przyjetych z pozywieniem innych heksoz (fruktoza i
galaktoza oraz mannoza).

Prawidtowe stezenie glukozy we krwi zalezy z jednej strony od szybkosci uwalniania
tego cukrowca przez watrobe lub jelito (dostarczanie do krwi), zas z drugiej strony od
szybkosSci pobierania go przez pozostate tkanki (usuwanie z krwi). Nalezy podkresli¢, ze
magazynowanie glukozy w formie glikogenu w watrobie jest konieczne dla dostarczania jej do
innych tkanek, ktére nie mogg magazynowac tego cukrowca. Jest to szczegdlnie istotne
w przypadku tych tkanek, w ktérych glukoza jest podstawowym substratem energetycznym,
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np. dla moézgu.

W ciggu catej doby nos$niki GLUT-1 i GLUT-3 zapewniajg doptyw glukozy do komodrek
mozgu, w ktérych gtéwnym torem przemiany weglowodanowej jest glikoliza. Pirogronian,
koncowy produkt glikolizy, przedostaje sie z cytoplazmy do mitochondriéw, gdzie ulega
karboksylacji do szczawiooctanu oraz dekarboksylacji tlenowej do acetylo~CoA. Pierwsza z
tych reakcji zachodzi pod wptywem karboksylazy pirogronianu, a druga przy udziale
kompleksu multienzymatycznego dehydrogenazy pirogronianowej. Nastepnie kondensacja
acetylo~CoA ze szczawiooctanem przy udziale syntetazy cytrynianowej (ze zuzyciem ATP)
prowadzi do wytworzenia cytrynianu. Zapewnia to prawidtowg szybkosé¢ cyklu Krebsa, w
trakcie ktérego powstajg dwie czasteczki dwutlenku wegla i trzy czgsteczki zredukowanego
dinukleotydu nikotynamidoadeninowego NADH+H*, ktére sg bezposrednio utleniane w
taricuchu oddechowym. Redukcja posrednikéw taricucha oddechowego, za$ w koricowym
efekcie tlenu powoduje powstawanie czasteczek wody. Réwnolegle do tancucha
oddechowego zachodzi fosforylacja tlenowa, czyli wytwarzanie ATP z ADP i fosforanu
nieorganicznego. W tkance médzgowej ponad 70% wytworzonego ATP (na drodze fosforylacji
substratowej i tlenowej) jest wykorzystywane na utrzymanie potencjatu btonowego.
Prawidtowy przebieg glikolizy, cyklu Krebsa i taricucha oddechowego jest wiec szczegélnie
uzalezniony od doptywu substratu, jakim jest glukoza, a takze od doptywu tlenu. W ciggu
doby mdzg zuzywa sSrednio 120 g glukozy. Natomiast z 16—20 moli tlenu przyjmowanych w
ciggu tego samego okresu, az 25% jest wtasnie wykorzystywane przez mozg (o wadze okoto
1,2 kg). W modzgu cykl Krebsa jest takze istotny dla utrzymania odpowiedniego stezenia
zwigzkdw posrednich jak, na przyktad kwasu a-ketoglutarowego, uczestniczagcego w wigzaniu
toksycznych jonéw amonowych.

W ciggu catej doby glukoza jest réwniez podstawowym substratem energetycznym dla
erytrocytow. Jest ona transportowana przy udziale no$nika GLUT-1. Erytrocyty s komorkami
0 ograniczonym zapotrzebowaniu energetycznym, bo nie zawierajg ani jadra i
mitochondridw, ani lizosomdéw i aparatu Golgiego. Czasteczki ATP, powstajgce w tych
komérkach podczas fosforylacji substratowej, zachodzacej w trakcie glikolizy, s3 zuzywane
gtdwnie na utrzymanie gradientu stezen elektrolitéw i potencjatu spoczynkowego btony.
Powstajgcy jako produkt glikolizy pirogronian musi by¢ wiec redukowany do mleczanu, ktéry
jest usuwany do krwi na drodze dyfuzji niejonowej, badz transportem nosnikowym na
zasadzie synportu (anion mleczanowy i jon H*). Mleczan przedostaje sie do watroby, gdzie
jest wykorzystywany do syntezy glukozy. Przechodzenie mleczanu z erytrocytéw do watroby,
a nastepnie uwalnianie wytworzonej glukozy, z powrotem do krwi zwane jest cyklem Corich.
Do odrebnosci metabolicznych w zakresie glikolizy w erytrocytach nalezy takze zdolnos$é
przeksztatcania 1,3-difosfoglicerynianu w 2,3-difosfoglicerynian, z réwnoczesnym ominieciem
pierwszej reakcji fosforylacji substratowej. Zwigzek ten zmniejszajgc powinowactwo
hemoglobiny do tlenu, utatwia dysocjacje oksyhemoglobiny na hemoglobine i tlen. Poniewaz
reakcja ta musi zachodzi¢ dostatecznie szybko, stezenie 2,3 difosfoglicerynianu w
erytrocytach jest tego samego rzedu, co stezenie hemoglobiny. W erytrocytach cze$é glukozy
jest tez zuzywana w torze pentozofosforanowym, przy czym szczegdlnie waziny jest
oksydacyjny, nieodwracalny pierwszy etap tego toru, w trakcie ktérego nastepuje redukcja
dinukleotydu NADP do NADPH +H*. Zredukowany dinukleotyd NADPH +H* jest niezbedny do
redukcji glutationu w reakcji katalizowanej przez reduktaze glutationowa. Z kolei
zredukowany glutation przy wspotudziale seleno-zaleznej peroksydazy glutationu uczestniczy
w usuwaniu nadtlenku wodoru. Nalezy pamietaé, ze nadtlenek wodoru utatwia utlenianie
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jonéw metali przejsciowych (miedzi i zelaza), co prowadzi do powstawania reaktywnego
rodnika hydroksylowego, a nastepnie takze innych reaktywnych form tlenu. Uszkadzajg one
btone komdrkowa utleniajgc przede wszystkim nienasycone kwasy ttuszczowe wchodzace w
sktad lipidow btonowych. W przypadku erytrocytéw uszkodzenie bfony prowadzi do
hemolizy. Odpowiedni poziom zredukowanego glutationu zapobiega tez wytwarzaniu
methemoglobiny z hemoglobiny.

Watroba jest narzadem, w ktorym tory metaboliczne przemiany weglowodanowej
przebiegajg inaczej po positkach niz w okresach miedzytrawiennych. Po positkach przede
wszystkim zachodzi szybkie przeksztatcanie glukozy w glukozo-6-fosforan nie tylko pod
wptywem heksokinazy, ale takze glukokinazy. lzoenzymy te rdéznig sie powinowactwem do
glukozy (glukokinaza ma znacznie wyzszg wartos¢ Km i moze dziata¢ przy duzym stezeniu
glukozy), oraz majg odmienng wrazliwo$¢ na glukozo-6-fosforan (heksokinaza jest hamowana
przez glukozo-6-fosforan). Tak wiec fosforylacja przy wspétudziale obydwéch kinaz,
powoduje, ze stezenie wolnej glukozy w hepatocytach jest minimalne nawet przy duzym
positku weglowodanowym. Sprzyja to dalszemu naptywowi tego cukrowca do komodrek
watroby. W hepatocytach, zachodzi wtedy przede wszystkim uzupetnianie zapasu glikogenu.
Nalezy podkresdli¢, ze substancjg wyjsciowa oprécz glukozy mogg byc¢ takze inne heksozy, a
nawet zwigzki niecukrowe, a przede wszystkim mleczan. Wytworzony z tych zwigzkéw
glukozo-6-fosforan  ulega izomeryzacji do  glukozo-1-fosforanu pod  wptywem
fosfoglukomutazy. Powstajgca nastepnie, z glukozo-1-fosforanu i UTP pod wptywem
pirofosforylazy UDP-glukozy, aktywna glukoza UDPG) jest juz bezposrednim substratem
zuzywanym do syntezy glikogenu, przy czym enzymem kluczowym jest tu syntaza
glikogenowa. Proces ten polega przewaznie na wydtuzaniu tancucha polisacharydowego na
,primerze” glikogenowym, a czasami rozpoczyna sie od ,,primera” biatkowego zwanego
glikogening. Zawsze jednak pod wptywem syntazy glikogenowej tworzg sie wigzania
glikozydowe typu al,4, oraz uwalnia sie nieorganiczny pirofosforan. Ulega on hydrolizie pod
wptywem pirofosfatazy, co warunkuje nieodwracalno$é powstawania wigzania glikozydowego
pomiedzy C-1 aktywnej glukozy i C-4 koncowych reszt glukozowych w glikogenie. W ten
sposob watroba ,,przygotowuje” zapas glikogenu dla okreséw miedzytrawiennych. Glikogen
w watrobie stanowi okoto 6% masy mokrej tkanki.

Jezeli po positku, stezenie glukozy w zyle wrotnej utrzymuje sie w granicach 7-9
mmol/Il, to w watrobie dominuje magazynowanie glikogenu, zas nasilenie glikolizy jest tylko
umiarkowane. Przy diecie wysokoweglowodanowej, obok resyntezy glikogenu intensywnie
zachodzi zaréwno glikoliza, jak i tor pentozofosforanowy, za$ w konsekwencji synteza kwaséw
ttuszczowych i cholesterolu. Wtedy glikoliza moze zachodzi¢ nawet z 10-krotnie wiekszg
szybkoscig niz w innych tkankach. Obok duzego stezenia substratu (naptyw glukozy) nasila sie
takze aktywnos¢ enzyméw  kluczowych, takich jak fosfofruktokinaza-l i kinaza
pirogronianowa. Koncowym produktem glikolizy jest pirogronian, ktéry z cytoplazmy
przedostaje sie do mitochondriéw transportem nosnikowym, na zasadzie synportu (jon
pirogronianu z jonem H*). Rbwnoczesne wytwarzanie szczawiooctanu i acetylo~CoA prowadzi
do powstawania cytrynianu, co warunkuje prawidtowg szybkos$¢ cyklu Krebsa. Jednak
nadmiar powstajgcego cytrynianu przedostaje sie do cytoplazmy, gdzie powstaty z tego
zwigzku acetylo~CoA jest substratem wyjsciowym do syntezy kwaséw ttuszczowych, jak
rowniez cholesterolu. W trakcie syntezy tych zwigzkéw musi by¢é wykorzystywana
zredukowana forma dinukleotydu NADP*, ktdra powstaje w nieodwracalnym, oksydacyjnym
etapie toru pentozofosforanowego. Wtedy nawet do 40% glukozy dostajgcej sie do watroby
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moze by¢ metabolizowane na tej drodze. Powstajgce kwasy ttuszczowe sg bezposrednio
zuzywane do wytwarzania triacylogliceroli (TG). Czes$¢ cholesterolu jest natomiast
estryfikowana do jego estréw, zas pozostata czes¢ zuzywana do wytwarzania kwasow
z6tciowych. Zaréwno TG, jak i cholesterol oraz jego estry, jako zwigzki nierozpuszczalne w
wodzie s3 wigzane we frakcji lipoproteinowej VLDL, usuwanej z watroby do krwi
bezposrednio po jej wytworzeniu. Ponadto po positkach nasila sie utlenianie aktywnej
glukozy (UDPG) do UDP-glukuronianu. Zwigzek ten w watrobie jest zuzywany w reakcjach
sprzegania z substancjami nierozpuszczalnymi w wodzie. Powstajg wtedy glukuronidy z
niektdrymi substancjami endogennymi, takimi jak bilirubina i hormony steroidowe, a takze ze
zwigzkami egzogennymi, przyjmowanymi na przyktad z pokarmem, jak rowniez z niektorymi
lekami. Jednak UDP-glukuronian jest przede wszystkim zuzywany do syntezy
glikozaminoglikandéw, a nastepnie proteoglikanéw. Gtéwng funkcja watroby w okresach
miedzytrawiennych w zakresie przemiany weglowodanowej jest dostarczanie glukozy do
krwi. Zachodzi wiec wtedy degradacja, nagromadzonego w okresach popositkowych
glikogenu.

W miesniach, podobnie jak w watrobie, nasilenie toréw przemiany weglowodanowej,
jest zalezne od okreséw w ciggu doby (popositkowych i miedzytrawiennych). Po positkach
insulina oprécz pozytywnego wptywu na nosnik GLUT-4, od czego jest uzalezniona szybkos¢
pobierania glukozy, zwieksza takze aktywnos¢ heksokinazy-l. W miesniach glukoza jest
zuzywana przede wszystkim do regeneracji zapasu glikogenu. W pierwszym etapie powstaty
glukozo-6-fosforan jest zamieniany w glukozo-1-fosforan, a ten ostatni w UDPG, substrat
zuzywany w trakcie syntezy glikogenu. Zawartos¢ glikogenu w miesniach, po uzupetnieniu
zapasu, nawet po positkach nie przekracza 1-2% masy mokrej tkanki. Cze$¢ glukozo-6-
fosforanu jest wtedy réwniez wykorzystywana do wytwarzania innych monosacharydéw,
heksozoamin, kwaséw sjalowych i kwaséw uronowych oraz ich pochodnych, zuzywanych w
glikozylacji biatek, a takie w syntezie glikozaminoglikandw, a nastepnie proteoglikandw.
Nadmiar niewykorzystanej glukozy, moze byé wtedy materiatem energetycznym dla miesni,
przy czym stopien nasilenia glikolizy zalezy posrednio od ilosci weglowodandw w pozywieniu.
Powstajgcy w trakcie glikolizy pirogronian, po przedostaniu sie z cytoplazmy do
mitochondriéw, w miesniach ulega gtéwnie karboksylacji do szczawiooctanu. Acetylo~CoA
jest bowiem wytwarzany z kwaséw tfuszczowych w trakcie B-oksydacji. Kwasy ttuszczowe
stanowig podstawowy materiat energetyczny dla tej tkanki, stad w ciggu catej doby w
miesniach jest wystarczajgca ilos¢ acetylo~CoA. Pirogronian moze by¢ tez zuzywany do
wytwarzania alaniny, ktéra przedostaje sie do krwi, a nastepnie do watroby (cykl alaninowy).
W okresach miedzytrawiennych pobieranie glukozy przez miesnie jest ograniczone. Podobnie
jak w watrobie, zachodzi wtedy degradacja glikogenu na drodze glikogenolizy. Powstajacy
glukozo-1-fosforan jest przeksztatcany w glukozo-6-fosforan. Ze wzgledu na brak w mie$niach
fosfatazy glukozo-6-fosforanu, zwigzek ten jest zuzywany przede wszystkim w glikolizie. W
trakcie degradacji jednej czasteczki glukozo-6-fosforanu powstajg dwie czgsteczki ATP na
drodze fosforylacji substratowej (wytwarzanie ATP kosztem innych zwigzkow
wysokoenergetycznych, jak kwas 1,3 difosfoglicerynowy oraz 2-fosfoenolopirogronian, a
takze bursztynylo~CoA) i zachodzi w cytoplazmie oraz w mitochondriach. Zas fosforylacja
tlenowa przebiega w mitochondriach i prowadzi do wytwarzania ATP z ADP i fosforanu
nieorganicznego, kosztem energii uzyskiwanej w trakcie transportu elektronéw w tancuchu
oddechowym. W miesniach szybkos$¢ glikolizy musi by¢ jednak zawsze wystarczajgca do
wytwarzania takiej ilosci pirogronianu, a nastepnie szczawiooctanu, ktdra zapewniataby
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prawidtowg szybko$¢ cyklu Krebsa. Acetylo~CoA powstaje wtedy w trakcie degradacji
kwasoéw ttuszczowych (B—oksydacja). Ponadto znacznie wieksza ilos¢ pirogronianu jest
przeksztatcana do alaniny w okresach miedzytrawiennych niz po positkach.

W miesniach, zaleznie od potrzeb zmienia sie szybko$¢ glikolizy. Przyjmuje sie, ze w
spoczynku miesnie zuzywaja tylko okoto 30% tlenu pobieranego przez organizm. Stad przy
nadmiernym wysitku, w trakcie ktérego dochodzi do niedotlenienia miesni, zwieksza sie
szybkos¢ glikogenolizy, a nastepnie glikolizy. Zuzycie glukozy jest wiec wieksze niz w stanie
spoczynku. Miesnie sg wyjagtkowa tkanka, w ktérej szybkos¢ fosforylacji substratowej moze
by¢ wystarczajgca do uzyskania potrzebnej ilosci ATP, ale tylko przez krétki okres czasu. W
tych warunkach zasadniczym problemem jest reoksydacja zredukowanego dinukleotydu
NADH+H*. Redukcja NAD zachodzi podczas utleniania aldehydu 3-fosfoglicerynowego do 1,3-
difosfoglicerynianu, przy wspoétudziale dehydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego. W
warunkach ograniczonego dostepu tlenu taka reoksydacja zachodzi w cytoplazmie, a nie w
mitochondriach. Dla odtworzenia utlenionej formy koenzymu NAD* pirogronian jest
redukowany do mleczanu. Enzymem katalizujgcym te reakcje jest dehydrogenaza
mleczanowa wspotdziatajgca z NADH+H®*. Reakcja ta zapewnia wiec regeneracje dinukleotydu
NAD*, na skutek czego glikoliza moze zachodzi¢ nawet przy bardzo ograniczonym dostepie
tlenu. Nadmiar mleczanu jest usuwany do krwi na drodze dyfuzji niejonowej badz
transportem nosnikowym na zasadzie synportu. Istotne jest usuniecie jondw H* poza
komodrke, bowiem wtedy nastepuje dalsze nasilenie glikolizy. Z krwi mleczan przedostaje sie
do watroby, gdzie jest wykorzystywany do syntezy glukozy. Przechodzenie mleczanu z miesni
do watroby, a nastepnie jego przeksztatcanie w glukoze, ktéra poprzez krew moze ponownie
,wedrowaé¢” do miesni nazywane cyklem Corich, zachodzi przy niedotlenieniu. Tak wiec
podczas wysitku poziom glukozy we krwi, konieczny do funkcjonowania mozgu, ale takze
miesni  szkieletowych, jest podtrzymywany na skutek nasilenia glukoneogenezy
przebiegajgcej w watrobie. Substratem wykorzystywanym wtedy w duzym stopniu jest
mleczan wytwarzany w miesniach.

Tkanka ttuszczowa jest najbardziej wrazliwa na dziatanie insuliny, stad po positku
glukoza bardzo szybko przedostaje sie do adipocytéw przy udziale nosnika GLUT-4.
Proporcjonalnie do ilosci pobranej glukozy, nasila sie wtedy szybkos¢ glikolizy. Powstajgcy
fosfodihydroksyaceton ulega redukcji do fosfoglicerolu pod wptywem dehydrogenazy
fosfoglicerolu dziatajgcej z dinukleotydem NAD*. Fosfoglicerol jest zuzywany wraz z
naptywajgcymi kwasami ttuszczowymi do syntezy triacylogliceroli (TG), ktére sg nastepnie
magazynowane w adipocytach, jako rezerwa energetyczna ustroju. Gdy naptyw glukozy do
adipocytdw jest zbyt duzy, a ilosé ATP wystarczajaca, pirogronian ulega redukcji do mleczanu,
ktory jest nastepnie usuwany do krwi. Podobnie jak w pozostatych tkankach pewna ilo$¢
glukozy jest przeksztatcana do innych monosacharyddéw, heksozoamin, kwasdw sjalowych i
kwaséw uronowych oraz ich pochodnych, zuzywanych w glikozylacji biatek oraz do syntezy
glikozaminoglikanéw, a nastepnie proteoglikanéw. W tkance tluszczowej tor
pentozofosforanowy zachodzi wolno i to gtéwnie nieoksydacyjny, odwracalny etap tego toru.
W okresach miedzytrawiennych transport glukozy do komdrek insulinozaleznej tkanki
ttuszczowej jest w bardzo znacznym stopniu zahamowany, co ogranicza szybkos¢ glikolizy,
podobnie jak inne tory przemiany weglowodanowe;.

Glukoza, jako substancja dobrze rozpuszczalna w wodzie jest fatwo transportowana w
osoczu krwi. Jednak jej przechodzenie do komodrek jest juz uwarunkowane sprawnoscig
nosnikow glukozowych. Po przedostaniu sie do komodrek glukoza wchodzi w tory
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metaboliczne przemiany weglowodanowej, zaleznie od specyfiki funkcjonalnej danej tkanki.
Przy ocenie przemiany weglowodanowej w organizmie nalezy tez uwzgledniaé¢ wystepujace
po sobie w ciggu doby okresy popositkowe i miedzytrawienne. Szybkos¢ toréw
metabolicznych przemiany weglowodanowej, jest zawsze regulowana hormonalnie.
Utrzymanie prawidtowego stezenia glukozy we krwi zalezy gtdéwnie od dziatania takich
hormondw jak insulina, glukagon, aminy katecholowe i kortyzol. Oznaczanie stezenia glukozy,
jako jedno z waznych i czesto wykorzystywanych badan diagnostycznych w ptynach
ustrojowych, daje pewng mozliwos¢ wgladu w przemiane weglowodanowa. Zmiany stezenia
glukozy we krwi moga by¢ bowiem pierwszym sygnatem zaburzenia nie tylko w obrebie
przemiany weglowodanowej, ale takze lipidowej.

Fermentacja alkoholowa glukozy

Organizmami zdolnymi do fermentacji alkoholowej, polegajacej na degradacji glukozy
do alkoholu etylowego, sg przede wszystkim drozdze. Fermentacja alkoholowa do etapu
wytwarzania pirogronianu nie rézni sie od glikolizy. Powstajagcy z glukozy w warunkach
tlenowych pirogronian jest utleniany dalej do acetyloCoA, badZ karboksylowany do
szczawiooctanu. Zapewnia to prawidtowy przebieg cyklu Krebsa, a nastepnie tancucha
oddechowego, co prowadzi do powstawania ATP na drodze fosforylacji tlenowe;.

GLIKOLIZA
C5H120&+ 2Pi+ 2ADP + 2NAD* >  2CH,COCO0 + 2ZATP + 2ZNADH + 2H*
CLUKNZA FIROGRONIAN
DEKARBOKSYLAZA
PIROGRONIANOWA
2CH,COCO0H *  2CH,CHO+ 2CO,
PIRQGRONIAN ALDEHYD OCTOWY
DEHYDROGENAZA
ALKOHOLOWA
2CH,CHO + ZNADH + 2H* > 2CH;CH,OH + 2ZNAD*
ALDEHYD OCTOWY ETANOL
REAKCIA SUMARTCZNA
ALKOHOLOWA
FERMENTACJA
CcH,,0, + 2Pi + 2ADP JA . 2cH ;CH,OH + 2C0O, + 2ATP

W warunkach ograniczonego dostepu tlenu nastepuje uposledzenie proceséw
mitochondrialnych. W drozdzach dochodzi do nasilenia fermentacji alkoholowej, w trakcie
ktorej pirogronian jest metabolizowany do etanolu. Biorg w tym udziat dwa enzymy. W
pierwszym etapie pirogronian ulega nieoksydacyjnej dekarboksylacji do aldehydu octowego.
Reakcja zachodzi pod wptywem dekarboksylazy pirogronianowej, wspédtdziatajgcej z
pirofosforanem tiaminy TPP (brak u cztowieka). Jest to reakcja nieodwracalna, stad mozna
przyjaé, ze bezposrednio po wytworzeniu aldehyd jest redukowany do etanolu przy udziale
dehydrogenazy alkoholowej. Utworzony alkohol jest koricowym produktem fermentacji
alkoholowej, ktérg sumarycznie mozna zapisac:

CsH1206 + 2 ADP +2 P — 2 CH3CH,0H + 2 CO; + 2 ATP



Donorem atomoéw wodoru jest zredukowany dinukleotyd NADH+H*, powstajgcy
podczas utlenienia aldehydu 3-fosfofoglicerolowego do kwasu 1,3-difosfoglicerolowego.
Redukcja aldehydu octowego do etanolu umozliwia regeneracje NAD*, zas w konsekwencji
powoduje nasilenie fermentacji etanolowej w warunkach ograniczonego dostepu tlenu. ATP
powstaje wtedy na drodze fosforylacji substratowe;.

Sg takze drobnoustroje w ktérych moze zachodzi¢ fermentacja mleczanowa. Wtedy
regeneracja NAD* nastepuje w trakcie redukcji pirogronianu do mleczanu pod wptywem
dehydrogenazy mleczanowej wspdtdziatajgcej z dinukleotydem NADH+H*, jako dawca
wodoréw. Ponadto u jeszcze innych drobnoustrojéw wystepujg rézine modyfikacje
fermentacji lub zupetnie odrebne procesy, ktorych celem jest regeneracja powstajgcego w
glikolizie zredukowanego dinukleotydu NADH+H* do NAD*. Jak sie podaje, wsrdd koricowych
produktéw tych reakcji mogg byé takie metabolity, jak propionian, jabtczan, maslan, octan
lub mréwczan. Procesy te, zachodzgce przy ograniczonym dostepie tlenu, stanowig pewien
rodzaj przystosowania bakterii do wytwarzania energii metabolicznej na drodze fosforylacji
substratowe;j.

bursztynian mleczan octan

*[ ATP)/'

jablczan * acetylo-SCoA
*[ CO, «
szczawiooctan =— pirogronian CO,
Id
/ % chyd —* . etanol
COs octowy
Hs Co,

acetoacetylo ~ SCoA  acetylomleczan  mréwezan \

*J \‘CO 2 COQ*) H2

butyrylo ~ SCoA acetoina
/ \»ATP *
butanol maslan glikol

2,3-butylencwy

Schemat przebiegu réznego typu fermentacji.

W komoérkach drozdzy glukoza moze by¢ metabolizowana zaréwno w warunkach
tlenowych jak i beztlenowych. Ekstrakt bezkomodrkowy drozdzy, powstaty przez autolize (liza
komérek spowodowana w odpowiednich warunkach ich wifasnymi enzymami
hydrolitycznymi), inkubowany jest z glukozg. Przemiany glukozy mogg by¢ badane
dodatkowo w obecnosci zwigzkéw, ktére sg inhibitorami roinych etapéw glikolizy lub
mitochondrialnego transportu elektronéw. Prowadzi to do mniejszego zuzywania glukozy.
Inhibitorami glikolizy s3:

- jodooctan — zwigzek hamujgcy aktywnos¢ dehydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego
przez kowalencyjne blokowanie grup —SH istotnych dla funkcji katalitycznych enzymu,

- fluorek — hamujacy aktywnos$¢ enolazy, ktéra wytwarza kompleks z dwuwartosciowymi
kationami Mg?* przed zwigzaniem substratu. Jony fluorkowe blokujg przytgczenie substratu,
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tworzac w miejscu aktywnym w obecnosci Pi, kompleks z Mg?* i inaktywuja w ten sposdb
enzym,

- azydek — podobnie jak CN-, hamuje transport elektronéw przez kompleks IV (oksydaza
cytochromowa) tancucha oddechowego.



Czes$¢ doswiadczalna

Zasada metody oznaczania glukozy wg Somogyi-Nelsona

Stezenie glukozy w badanych prébkach oznacza sie kolorymetrycznie metoda Somogyi-
Nelsona. Jest ona oparta na wtasciwosciach redukcyjnych glukozy, zwigzanych z obecnoscig
grupy aldehydowej. W metodzie tej ilos¢ jondw Cu?* redukowanych do tlenku miedzi (1) jest
proporcjonalna do ilosci grup redukcyjnych w prébce, a wiec tym samym ilosci zawartej
glukozy. llo$¢ powstatego CuO mozna oznaczyé kolorymetrycznie w wyniku reakcji z
nadmiarem kwasu arseno — lub fosfomolibdenowego, ktéry ulega redukcji do niebiesko
zabarwionego bfekitu molibdenowego, oznaczanego przez pomiar absorbancji przy A=660
nm. Stezenie glukozy w badanej prébce odpowiada stezeniu btekitu molibdenowego.

Procedura

W trakcie éwiczen nalezy przygotowac trzy (I-1ll) zestawy probowek.

=

. Ponumeruj probdéwki od 1 do 8 (zestaw I, mate probdéwki):

Probdéwki 1-3 — préby kontrolne z glukozg (bez ekstraktu drozdzowego, bez inhibitorow)
Probowka 4 — préba kontrolna z zawiesing drozdzy (bez glukozy, bez inhibitoréw)
Probdowka 5 — préba badana (z glukozg, bez inhibitorow)

Probdéwki 6-8 — préoby badane (z glukozg i inhibitorami)

N

. Przygotuj zawartos¢ probdowek zgodnie z tabelg. Rozpocznij od dodania do probdwek
wody i buforu, nastepnie dodaj inhibitory oraz zawiesine drozdzy. Na koricu doktadnie
wymieszaj zawartos¢ probdéwek.

Préba H20 Bufor fosforanowo 0,2M 0,3 M 3% Zawiesina
- potasowy jodooctan | NaF | azydek | droidiy
0.06 M (pH 7,4) (ml) (ml) (ml) (ml)
(ml)
1,2,3 1,6 0,7
4 1,8 0,7 0,5
5 1,1 0,7 0,5
6 0,4 0,7 0,7 0,5
7 0,4 0,7 0,7 0,5
8 0,4 0,7 0,7 0,5

3. Prébowki 5-8 inkubuj w tazni wodnej, w temperaturze 37 °C, przez 5 min.

4. Po zakoniczeniu inkubacji, do probéwek 5-8 (zestaw |) dodaj po 0,7 ml 0,06 M roztworu
glukozy. Nastepnie wymieszaj zawartos¢ probdwek i inkubuj przez kolejne 10 min w tazni
wodnej w temperaturze 37 °C.

5. Do probdéwek 1-3 (proby nieinkubowane) dodaj po 0,7 ml 0,06 M roztworu glukozy.



6. Przygotuj zestaw Il matych probéwek. Ponumeruj probdéwki od 1 do 8, a nastepnie
do kazdej z nich dodaj po 1 ml 0,15 M roztworu Ba(OH)..

7. Z probdéwek 1-8 zestawu | pobierz po 0,5 ml mieszaniny i przenies do nowych probdwek
1-8 zestawu Il.

8. Do wszystkich probéwek zestawu Il dodaj po 1 ml 5% roztworu ZnSOas. Zawartosé
probowek doktadnie wymieszaj.

9. Z probowek 1-8 zestawu Il pobierz po 1,5 ml mieszaniny inkubacyjnej i przenies
do 8 mikroprobowek typu Eppendorf.

10. Zawarto$¢ mikroprobdéwek odwiruj przy uzyciu wirdwki laboratoryjnej (10 min, 6100 rcf).

Procedura oznaczenia glukozy metoda Somogyi-Nelsona
1. Przygotuj 9 duzych probdéwek (zestaw lll), ponumeruj je od 1-8 oraz dodatkowo ,0”.

2. Przygotuj zawartos¢ probowek zgodnie z tabelg. Na koricu doktadnie wymieszaj zawartos¢
probowek.

Supernatant Woda Odczynnik miedziowy
z zestawu Il destylowana (ml)
(ml) (ml)
Préby 1-8 0,2 - 0,2
»0” - 0,4 0,4

3. Ogrzewaj wszystkie probdéwki we wrzacej tazni wodnej przez 10 min. Nastepnie nalezy
oziebié ostroznie zawarto$¢é probdéwek pod biezgcg woda.

4. Dodaj odczynnik fosfomolibdenowy zgodnie z ponizszg tabelg i doktadnie wymieszaj
zawartos$¢ probdéwek.

5. Uzupetnij zawartos¢ probowek wodg destylowang zgodnie z tabelg. Doktadnie wymieszaj
zawartos$é probdéwek.

Odczynnik fosfomolibdenowy Woda destylowana
(ml) (ml)
Proby 1-8 0,2 4
»0” 0,4 6

6. Zmierz absorbancje prob badanych przy dtugosci fali 660 nm wobec préby Slepe;j (,,0”).
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