Практичне заняття № 7
Тема: НЕЙТРАЛІЗАЦІЯ ТОКСИЧНОЇ ДІЇ ФЕНОЛУ БУРШТИНОВОЮ КИСЛОТОЮ

Мета: ознайомитися з фармакологічними ефектами застосування бурштинової кислоти, навчитися визначати захисний вплив бурштинової кислоти в залежності від концентрації фенолу.

Обладнання та реактиви: чашки Петрі, циліндри, пробірки, розчин фенолу з концентрацією 5%, розчин бурштинової кислоти з концентрацією 0,5%, насіння рослин.
Основні теоретичні положення

Одним із методів подолання токсичної дії шкідливої ​​речовини є мобілізація внутрішніх резервів організму для того, щоб компенсувати негативну дію токсиканту. Проростання насіння – дуже відповідальний етап у розвитку рослин. У цей момент починається зростання паростку з дуже нечисленних клітин зародка, причому початкові можливості рослини невеликі. Тому будь-яка несприятлива дія може виявитися летальною через нестачу, наприклад, енергетичних ресурсів у рослини, оскільки ще не розвинені шляхи подачі поживних речовин із ендосперму. Додавання бурштинової кислоти, одного з основних субстратів дихання, дозволяє швидко отримати енергію клітинами внаслідок активації мітохондріального дихання. Тому проростки більшою мірою здатні протистояти токсичній дії фенолу.

Бурштинова кислота (бутандіова кислота, етан-1,2-дикарбонова кислота) (рис. 8.1) є універсальним джерелом енергії в організмі людини та тварин. 
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Рисунок 8.1. – Хімічна структура бурштинової кислоти

Будучи природною біогенною речовиною, яка постійно утворюється в організмі, ця кислота окиснюється в цитратному циклі з виділенням великої кількості енергії, що запасається у формі АТФ. Бурштинова кислота – продукт п’ятої і субстрат шостої реакції циклу трикарбонових кислот. Її окиснення в шостій реакції циклу Кребса здійснюється за допомогою сукцинатдегідрогенази. Остання локалізується на внутрішній поверхні мембран мітохондрій, і активність її не залежить від концентрації окисненої та відновленої форми НАД(Ф)Н2. Це дозволяє зберегти енергосинтезуючу функцію мітохондрій в умовах гіпоксії при порушенні НАД-залежного дихання клітин. 

Виконуючи каталітичну функцію стосовно циклу Кребса, бурштинова кислота знижує в крові концентрацію інших інтермедіатів даного циклу – лактату, пірувату та цитрату, які накопичуються в клітині на ранніх стадіях гіпоксії. Феномен швидкого окиснення бурштинової кислоти сукцинатдегідрогеназою, що супроводжується АТФ-залежним відновленням пулу піримідинових динуклеотидів, отримав назву «монополізація дихального ланцюга». Біологічне значення його полягає у швидкому ресинтезі АТФ. У нервовій тканині функціонує так званий гама-амінобутиратний шунт (цикл Робертса), під час якого бурштинова кислота утворюється з γ-аміномасляної кислоти через проміжну стадію бурштинового альдегіду. В умовах стресу та гіпоксії утворення бурштинової кислоти можливе також у реакції окисного дезамінування α-кетоглутарової кислоти в печінці. Екзогенне введення лише одного сукцинату є достатнім для поповнення пулу всіх органічних кислот циклу Кребса.

Практична частина

З початкового розчину фенолу методом послідовних розведень у п’ять разів готують розчини з концентраціями 0,1 %, 0,02 %, 0,004 %, 0,0008 %, 0,00016 %, 0,000032 % та воду як контроль. 

8 мл цих розчинів додають чашки Петрі, що містять по 25-50 насінин обраної рослини. Одночасно в ці чашки Петрі додається розчин бурштинової кислоти до концентрації 0,005 мг/мл. Чашки Петрі встановлюють в темне місце, і через 7 днів проводять підрахунок пророслого насіння. 

Результати заносять в таблицю 8.1. 

Таблиця 8.1

Результати проростання насіння на середовищі з фенолом та бурштиновою кислотою

	Концентрація розчину
	Кількість пророслого насіння, шт.
	Схожість, %

	
	
	

	
	
	


На підставі отриманих результатів складається графік залежності проростання насіння від концентрації фенолу, та дія на нього бурштинової кислоти. 
