Лабораторная работа №2 Проведение реакций осаждения белков с оценкой их первичного и вторичного состава с помощью цветных реакций. Проведение цветных реакций.

2. 1 Реакции осаждения белков. 
Реакции осаждения белков используют при разделении белковых фракций в процессе выделения и очистки белков, для получения безбелковых растворов (например, при выделении ДНК из животных тканей), для экспресс-обнаружения белка в биологических жидкостях (например, в моче).
Изменение зарядов белковых молекул и/или снятие гидратной оболочки приводит к агрегации белковых молекул и выпадению их в осадок (денатурации). 
При нагревании молекулы белков денатурируют, т.е. теряют свою нативную третичную конформацию, разворачиваются, но остаются во взвешенном состоянии, что проявляется в помутнении разбавленного белкового раствора.
Цель работы
Провести реакции осаждения дух растворов белков (желатин и яичный альбумин) различными методами. 
Оценить с помощью цветных реакций до начала и после окончания реакций осаждения качественный состав растворов белков.
Принцип метода
Для осаждения (денатупации) белка нужно лишить его стабилизирующих факторов: снять заряд, удалить гидратную оболочку или разрушить третичную структуру (вызвать денатурацию), используя различные химические реагенты или нагревание.
Пояснение
1. Нагревание вызывает денатурацию белка, сопровождающуюся помутнением раствора.
2. Минеральные и органические кислоты вызывают дегидратацию и перезарядку части белковых молекул, сопровождающуюся их денатурацией.
3. Соли тяжелых металлов вызывают денатурацию белка, что обусловлено адсорбцией ионов металлов на поверхности белковой молекулы и образованием нерастворимого комплекса.
4. Органические растворители снимают гидратную оболочку и понижают устойчивость белка в растворе, но осадок выпадает только в нейтральных и слабокислых растворах. Длительное действие органического растворителя вызывает денатурацию белка. 
5. Интенсивность окраски в цветных реакциях пропорциональна количеству реагирующих функциональных групп. 

2.2 Проведение цветных реакций с белковыми растворами 
Проведение цветных реакций с белковыми растворами (желатин и яичный альбумин) могут быть использованы для качественного и количественного определения белков, для определения присутствующих в них аминокислот или для анализа состава белков:

1. С помощью биуретовой реакции определяют наличие пептидных групп в олигопептидах и в белках (универсальная реакция для любых белков);
2. С помощью нингидриновой реакции определяют наличие а-аминогрупп в свободных аминокислотах, олигопептидах и белках (универсальная реакция для любых белков);
3. С помощью ксантопротеиновой реакции определяют наличие в белках ароматических аминокислот;
4. С помощью реакции Фоля определяют наличие в составе белков серосодержащей аминокислоты — цистеина.

Выполнение работы:
Приготовление растворов белков.
Раствор I: белок одного куриного яйца разводят в 300 мл дистиллированной воды и фильтруют; для приготовления раствора II используют 1%-ный раствор желатина. Раствор I содержит овальбумин (яичный белок), а раствор II — желатину (овальбумин содержит все 20 аминокислот, а желатина только 17).
1. Провести осаждение белка различными методами (таблица 1):
Таблица -1 Реакции осаждения белка
	№
	Реакция осаждения белка
	Ход работы*
	Наблюдения
	Чем обусловлена реакция

	1
	Нагреванием
	В пробирку вносят 10 капель раствора яичного белка, нагревают до появления осадка
	
	

	2
	Органическими кислотами [трихлоруксусная кислота (ТХУ)]
	В пробирку вносят 10 капель раствора белка, добавляют 5 капель 10%-ного раствора ТХУ, перемешивают
	
	

	3
	Солями тяжелых металлов (СиSО4)
	В пробирку вносят 5 капель раствора белка, прибавляют 1 каплю 7%-ного раствора СиSО4, перемешивают
	
	




3. Провести цветные реакции с каждым раствором белка и результаты занести в таблицу 2.









Таблица 2. Цветные реакции

	Реакция
	Номер пробирки
	Ход работы
	Окраска до осаждения р-ра белка
	Окраска после осаждения раствора белка

	Биурето-вая
	1
	Раствор 1 — 5 капель, 10%-ный раствор NаОН — 5 капель, 1 %-ный раствор СиSО4 — 1 капля
	
	

	

	2
	Раствор II — 5 капель, 10%-ный раствор NаОН — 5 капель, 1 %-ный раствор СиSО4 — 1 капля
	
	

	Нингид-риновая
	1
	Раствор I — 5 капель, 1%-ный раствор нингидрина в ацетоне — 2 капли; нагревают
	
	

	

	2
	Раствор II — 5 капель, 1%-ный раствор нингидрина в ацетоне — 2 капли; нагревают
	
	

	Ксанто-протеи-новая
	1
	Раствор 1 — 5 капель, НNО3 (конц.) — 3 капли; осторожно нагревают
	
	

	

	2
	Раствор II — 5 капель, НNО3 (конц.) — 3 капли; осторожно нагревают
	
	

	Фоля
	1
	Раствор 1 — 5 капель, 30%-ный раствор NaОН — 5 капель, 5%-ный раствор (СН3СОО)2Рb  - 1 капля; нагревают до кипения
	
	

	

	2
	Раствор 1 — 5 капель, 30%-ный раствор NaОН — 5 капель, 5%-ный раствор (СН3СОО)2Рb  - 1 капля; нагревают до кипения
	
	




[bookmark: _GoBack]3 Провести цветные реакции с растворами белка после осаждения и результаты занесите в таблицу 2.

Вопросы к лабораторной работе:
1. Выучите структурные формулы аминокислот, входящих в структуру белковой молекулы.
2. Объясните изменения окраски раствора яичного белка и желатина в ходе цветных реакций. Чем обусловлена разница в интенсивности окраски для данных белков. 
3. Сделайте выводы для каждого белка.
4. Что такое денатурация белка? Чем обусловлено осаждение белков под действием нагревания, ТХУ и СиSО4.. 
5. Сформулируйте выводы с обоснованием изменения окраски белковых растворов в реакциях осаждения.


