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ЛАБОРАТОРНЫЕ РАБОТЫ ПО ТЕМЕ «БЕЛКИ»

ЛАБОРАТОРНАЯ РАБОТА 1.

ЦВЕТНЫЕ РЕАКЦИИ НА БЕЛКИ. 

Присутствие белка в биологических объектах и водных растворах можно определить методами качественного анализа. Методы качественного анализа белков основаны на двух типах реакций:

1) по пептидным связям белковой молекулы;

2) по аминокислотным радикалам.

Примером реакции первого типа является качественная реакция на пептидную связь – биуретовая реакция, второго – многочисленные цветные реакции на аминокислоты (нингидриновая, ксантопротеиновая, реакции Миллона, Адамкевича, Сакагучи, Паули, Фоля).

1. Биуретовая реакция.  
Биуретовая реакция обусловлена наличием пептидных связей, однако, эту реакцию способны давать вещества, содержащие не менее двух пептидных связей. При добавлении к сильно щелочному раствору белка или продукту его неполного гидролиза ионов меди (II), образуются комплексные соединения, окрашенные в красно-фиолетовый  или  сине-фиолетовый цвет. 

Интенсивность окраски зависит от количества пептидных связей, поэтому биуретовая реакция используется для количественного определения белка в биологических объектах.

Биуретовую реакцию дают также некоторые аминокислоты (гистидин, треонин, серин, аспарагин).

Комплексной медно-натриевой соли пептидов приписывают следующее строение:
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Реактивы: водный раствор яичного белка,  10%-ный раствор гидроксида натрия, 1%-ный раствор сульфата меди (II). 

Приготовление раствора белка.
Белок одного куриного яйца отделяют от желтка, растворяют в 15-ти кратном объеме дистиллированной воды.  Раствор  фильтруют  через марлю, сложенную в 3-4 слоя. Хранят в холодильнике.

Выполнение работы.  К 5 каплям 1%-ного раствора белка прибавляют 5 капель 10%-ного раствора гидроксида натрия и 1-2 капли 1%-ного раствора сульфата меди и перемешивают. Содержимое пробирки приобретает сине-фиолетовый цвет. В случае избытка сульфата меди образуется синий осадок гидроксида меди (II), который маскирует характерное фиолетовое окрашивание биуретового комплекса белка.

 2. Реакции по аминокислотным радикалам - нингидриновая и ксантопротеиновая реакции, а также реакции Миллона, Фоля, Сакагучи, Адамкевича, Паули рассмотрены в методической разработке «Белковые аминокислоты».

Контрольные вопросы.

1. С помощью какой качественной реакции можно обнаружить пептидную связь в белках?

2. Охарактеризуйте цветные реакции по аминокислотным радикалам.

3. В чем заключается практическое значение цветных реакций на белки?

4. На чем основано разнообразие функций, выполняемых белками в живых организмах?

ЛАБОРАТОРНАЯ РАБОТА 2.
 РЕАКЦИИ ОСАЖДЕНИЯ БЕЛКОВ.

Большинство белков относятся к высокомолекулярным соединениям, которые хорошо растворяются в воде. Растворение белков в воде связано с гидратацией его молекул  и  образованием  вокруг  частиц  белка гидратной оболочки. 

Любые физические и химические факторы, нарушающие гидратацию молекул белка и нейтрализующие их заряд, приводят к понижению растворимости белка и  способствуют  выпадению его в осадок.  

1. Осаждение белков при нагревании.
Воздействие высокой температуры ведет к тепловой денатурации белков,  в результате которой нарушается вторичная, третичная и четвертичная структуры белка. Свертывание большинства белков начинается при  температуре 50-550С. При кратковременном нагревании денатурация может и не произойти или проявится в слабой степени,  дальнейшее же повышение температуры ведет к быстрому свертыванию белка. 

На скорость и интенсивность процесса тепловой денатурации оказывают большое влияние рН раствора и присутствие электролитов. Быстро и наиболее полно белки свертываются в изоэлектрической точке. В сильно кислых и в сильно щелочных растворах осаждение белков при кипячении практически не происходит, так как молекулы белка приобретают положительный или отрицательный заряды соответственно.

Реактивы:  водный раствор яичного белка, 1 и 10%-ные растворы уксусной кислоты, 10%-ный раствор гидроксида натрия, насыщенный раствор хлорида натрия.

Выполнение работы.  В пять  пробирок  наливают по 1 мл раствора белка. Белок в первой пробирке нагревают до кипения, при этом раствор мутнеет, но осадок не выпадает.  

К раствору  белка  во  второй  пробирке  добавляют одну каплю 1%-ного раствора  уксусной кислоты и нагревают, при этом выпадает хлопьевидный осадок белка.

К раствору  белка  в  третьей пробирке прибавляют 5 капель 10%-ного раствора уксусной кислоты и нагревают до кипения, при этом осадок не образуется.

В четвертую пробирку прибавляют 5 капель 10%-ного раствора уксусной кислоты и 6 капель насыщенного раствора хлорида натрия, нагревают до кипения - белок выпадает в осадок.

В пятую пробирку добавляют 5 капель 10%-ного раствора гидроксида натрия и нагревают до кипения, при этом осадок не выпадает.

Объяснить наблюдаемые явления, если известно, что в состав яичного белка входят: яичный альбумин с рНИЭТ = 4,8  и яичный глобулин с рНИЭТ = 6,6.

2. Осаждение белков органическими растворителями. 

Органические растворители (спирт, эфир, ацетон и др.) разрушают гидратную оболочку белка, что приводит к понижению его устойчивости и выпадению белка в осадок.

Осаждение белков этанолом обратимо при кратковременном воздействии  реагента и без нагревания. Длительный контакт белка со спиртом приводит  к  необратимой денатурации.

Реактивы: раствор яичного белка, этиловый спирт, ацетон.

Выполнение работы.  К 1 мл раствора белка прибавляют 2 мл этилового спирта и взбалтывают. Выпадает осадок белка, который вновь растворяется при разбавлении водой.

К 1 мл того же раствора белка прибавляют 2 мл ацетона и энергично встряхивают. Раствор белка мутнеет.

3. Осаждение белков минеральными кислотами.

Концентрированные минеральные кислоты  (азотная, серная, соляная) вызывают дегидратацию белковых частиц и нейтрализацию их заряда, при этом возможно образование комплексных соединений. Все это приводит к необратимой денатурации белка. Осадок белка, полученный под действием кислот, в избытке серной и соляной кислоты растворяется, но не растворяется в избытке азотной кислоты.

Реактивы:  раствор яичного белка, концентрированные  растворы соляной, серной и азотной кислот.

Выполнение работы. В три пробирки наливают по 1 мл раствора кислот: в первую – соляной, во вторую - серной, в третью – азотной. Осторожно по стенке пробирки, чтобы жидкости не смешивались, приливают равный объем раствора белка. На границе двух жидкостей образуется осадок в виде небольшого кольца. Пробирки осторожно встряхивают, добавляют избыток кислот и наблюдают растворение осадков в первых двух пробирках. 

4. Осаждение белков солями тяжелых металлов.

Белки осаждаются солями свинца, ртути, серебра, меди и других тяжелых металлов. В этом случае денатурация  белка  вызывается адсорбцией ионов тяжелых металлов на поверхности белковых молекул с образованием  нерастворимых комплексов. 

Избыток некоторых солей (сульфата меди, ацетата свинца и других) ведет к растворению осадка (пептизации).

Реактивы:  раствор яичного белка, 1%-ный раствор сульфата меди,  5%-ный раствор ацетата свинца, 1%-ный раствор нитрата серебра. 

Выполнение работы.  В три пробирки наливают по 1 мл раствора яичного белка и по каплям добавляют растворы солей: в первую – сульфата меди, во вторую – ацетата свинца, в третью – нитрата серебра до выпадения осадков. Затем прибавляют избыток солей и наблюдают растворение осадков в первых двух пробирках. Осадок, образованный нитратом серебра, не растворяется в избытке соли.

5. Осаждение белков нейтральными солями (высаливание). 

Выпадение белков в осадок при действии на них растворов нейтральных солей аммония, щелочных и щелочноземельных металлов называется высаливанием. Этот процесс основан на дегидратации белков и  нейтрализации зарядов белковых частиц адсорбирующимися  на них ионами соли. При этом белковые растворы теряют устойчивость, частицы белка слипаются и выпадают в осадок. 

Изменяя концентрации солей, можно выделить различные белковые фракции. Так, в случае высаливания хлоридом натрия, глобулины (pHИЭТ = 6.6) осаждаются насыщенным раствором соли, а для осаждения альбуминов    (pHИЭТ = 4.8) необходимо добавить 1%-ный раствор уксусной кислоты для нейтрализации заряда белка. 

Реактивы: раствор яичного белка с хлоридом натрия,  кристаллический хлорид натрия (тонко растертый порошок в виде пудры), 1%-ный раствор уксусной кислоты, 1%-ный раствор гидроксида натрия, 1%-ный раствор сульфата меди.

Приготовление раствора белка (с добавлением хлористого натрия).
Белки трех куриных яиц отделяют от желтков, растворяют в 7 мл  дистиллированной воды и приливают 3 мл насыщенного раствора хлорида натрия. Раствор фильтруют через марлю, сложенную в 3-4 слоя. Хранят в холодильнике.

Выполнение работы. В пробирку наливают 3 мл раствора яичного белка и добавляют до получения насыщенного раствора порошок хлорида натрия. Через  5-6  минут  в пробирке наблюдается выпадение осадка глобулинов. Альбумины из нейтральных растворов солей щелочных и щелочноземельных металлов не осаждаются. Содержимое пробирки отфильтровывают через  бумажный  фильтр.  

В фильтрате остаются  альбумины, для их осаждения раствор подкисляют 1%-ным раствором уксусной кислоты. Появившийся осадок отфильтровывают, а в фильтрате с помощью биуретовой реакции доказывают отсутствие белка.

Контрольные вопросы.

1. Дайте понятие нативного белка.

2. Какие факторы влияют на растворимость белков?

3. Что происходит при обратимом и необратимом осаждении белков?

4. Какими реактивами вызывается необратимое осаждение белков?

5. Какие органические растворители вызывают осаждение белков из растворов и почему?

6. Как влияет изоэлектрическое состояние на осаждение белков при нагревании?

7. Какие факторы вызывают денатурацию белков и почему?

8. Почему при тепловой денатурации яичного белка в сильно кислой или сильно щелочной среде белок не выпадает в осадок даже при нагревании?

9. На чем основано разделение альбуминов и глобулинов?

10.  На чем основан метод высаливания белков? 

11. Предложите способ осаждения белков: пепсина (рНИЭТ=1,1), уреазы (рНИЭТ=4,9), каталазы (рНИЭТ=6,7).

12. На чем основаны методы извлечения белков?

ЛАБОРАТОРНАЯ РАБОТА 3.
ОЧИСТКА БЕЛКОВЫХ ВЕЩЕСТВ ОТ ПРИМЕСЕЙ

НИЗКОМОЛЕКУЛЯРНЫХ СОЕДИНЕНИЙ МЕТОДОМ ДИАЛИЗА.

Диализом называется процесс разделения высокомолекулярных и низкомолекулярных веществ с помощью полупроницаемых мембран.  

Диализ широко используется для очистки белков от примесей низкомолекулярных соединений (соли, сахара и др.), которые легко проходят через поры полупроницаемых мембран.  Белковые  молекулы,  обладая  большим молекулярным весом,  не способны проникать через искусственные или естественные мембраны (коллодий, пергамент, целлофан и другие).

Прибор, в котором проводят диализ, называется диализатором.  Простейший диализатор представляет собой мешочек из полупроницаемого материала, в который заливается диализируемая жидкость. Мешочек опускается в сосуд с водой. Белок, помещенный в мешочек, остается в нем, а низкомолекулярные вещества в результате процесса диффузии проходят через мембрану во внешний раствор. Необходимый градиент концентрации поддерживают путем смены воды во внешнем сосуде.

Диализ можно ускорить более частой или непрерывной сменой воды, нагреванием (для растворов белков не выше 400С), увеличением поверхности, через которую идет диализ, уменьшением слоя диализируемой жидкости.

Реактивы и оборудование: раствор яичного белка, насыщенный сульфатом  аммония, 1%-ный раствор хлорида бария, 10%-ный раствор гидроксида натрия, 1%-ный раствор сульфата меди, пробирки: обыкновенные и мерная, химический стакан, целлофановый мешочек, штативы.

Приготовление раствора белка: белок одного куриного яйца отделить от желтка, смешать с 300 мл дистиллированной воды и 100 мл насыщенного  раствора сульфата аммония и отфильтровать через марлю, сложенную в 3 слоя.

Выполнение работы. В простейший диализатор с помощью воронки вливают 10 мл раствора яичного белка.  Целлофановый  мешочек  погружают  в стакан с дистиллированной водой так,  чтобы уровень жидкости в мешочке совпадал с уровнем воды во внешнем сосуде.  Через каждые 10-15 минут меняют и анализируют воду из внешнего сосуда: в одной пробирке проводят биуретовую реакцию и убеждаются  в  том, что белки  через мембрану не проходят, в другой пробирке проводят реакцию на ион SO42-
[image: image2.wmf]для  установления  проникновения  соли  через поры мембраны.  Для  этого к 1 мл анализируемого раствора добавляют 6-10 капель 1%-ного раствора хлорида бария. Если диализ проводился правильно,  то должен выпадать белый мутноватый осадок BaSO4.                             

Через 2 часа  проба на сульфат-ионы становится отрицательной или очень слабой. Это свидетельствует о завершении диализа, т.е. о почти полной диффузии соли через целлофановую мембрану.  В мешочке к этому времени прозрачный фильтрат мутнеет, вследствие выпадения в осадок глобулинов, нерастворимых в дистиллированной воде.

Контрольные вопросы.

1. Что называется диализом?

2. От каких факторов зависит скорость диализа? Как ее можно увеличить?

3. На чем основано отделение высокомолекулярных веществ от низкомолекулярных методом диализа?

4. Для чего используется диализ? В чем его достоинства и недостатки?

ЛАБОРАТОРНАЯ РАБОТА 4.

ОПРЕДЕЛЕНИЕ ИЗОЭЛЕКТРИЧЕСКОЙ ТОЧКИ ЖЕЛАТИНА.

В изоэлектрической точке растворы белков неустойчивы и белок легко выпадает в осадок. Выпадение белка в осадок можно ускорить добавлением веществ, разрушающих гидратную оболочку белковых макромолекул (спирт, ацетон).

Реактивы и оборудование:  0,5%-ный раствор белка желатина, 0,1 н раствор уксусной кислоты, 0,1 н раствор уксуснокислого натрия, 96%-ный этиловый спирт, мерные пипетки на 2 мл.

Выполнение работы. Для определения  изоэлектрической точки желатина  в пять пробирок наливают растворы уксусной кислоты и уксуснокислого натрия в количествах, указанных в таблице 1. После чего в каждую пробирку добавляют по 1 мл раствора желатина и хорошо перемешивают,  затем прибавляют по 4 мл этилового спирта и осторожно перемешивают стеклянной палочкой. Через 5-10 минут оценивают степень мутности каждой смеси по пятибалльной системе. рН наиболее мутной смеси соответствует изоэлектрической точке желатина.  Результаты опыта записывают в таблицу 1.

Таблица 1. Определение изоэлектрической точки белка желатина.

	№ про-бирки
	Состав буферной смеси, мл
	рН

смеси
	Объем раствора желати-на, мл
	Объем этилового спирта, мл
	Степень мутнос-ти

	
	0,1 н СН3СООH
	0,1 н СН3СООNa
	
	
	
	

	1

2

3

4

5
	1,8

1,4

1,0

0,6

0,2
	0,2

0,6

1,0

1,4

1,8
	3,8

4,4

4,7

5,1

5,7
	1

1

1

1

1
	4

4

4

4

4
	


Контрольные вопросы.

1. Что такое изоэлектрическая точка белка?

2. Почему в изоэлектрической точке растворы белков неустойчивы?

3. Как влияет на осаждение белков добавление этанола?

4. Для каких целей при проведении лабораторной работы используется буферная смесь?
ЛАБОРАТОРНАЯ РАБОТА 5.

НУКЛЕОПРОТЕИДЫ. ВЫДЕЛЕНИЕ НУКЛЕОПРОТЕИДОВ ИЗ ДРОЖЖЕЙ И ОПРЕДЕЛЕНИЕ ИХ СОСТАВА.

Нуклеопротеиды - сложные белки, простетической группой которых являются нуклеиновые кислоты (дезоксирибонуклеиновая - ДНК и рибонуклеиновая - РНК). Они представляют собой слож​ные агрегаты, построенные из 1-2 молекул нуклеиновой кислоты и большого числа прикрепленных к ним белковых субъединиц. Связь между белком и нуклеиновыми кислотами осуществляется за счет ионных, водородных и гидрофобных взаимо​действий.

Нуклеиновые кислоты характеризуют​ся определенным составом и распадаются:

- при неполном ферментатив​ном гидролизе РНК и ДНК, щелочном гидролизе РНК  (ДНК не гидролизуются под действием щелочей) до структурных единиц нуклеиновых кислот – мононуклеотидов.

- при полном гидролизе мононуклеотидов до пуриновых (аденина, гуанина) и пиримидиновых (цитозина, тимина – только в ДНК, урацила – только в РНК) азотистых оснований, пентоз (рибозы – в РНК, дезоксирибозы – в ДНК) и фосфорной кислоты. 

Нуклеопротеидами богаты печень, селезенка, поджелудочная железа, почки. Доступным и удобным объектом, особенно богатым нуклеопротеидами, являются дрожжи.  Нуклеопротеиды  извлекаются  из  дрожжевых клеток при  механическом  разрушении клеток.  Дальнейшее их выделение связано со свойством нуклеопротеидов растворяться в разбавленных растворах щелочей и легко осаждаться при подкислении раствора. При непродолжительном гидролизе дрожжевой массы или выделенных из нее  нуклеопротеидов последние распадаются на полипептиды, пуриновые и пиримидиновые  основания,  рибозу и  дезоксирибозу , фосфорную кислоту.

Продукты гидролиза нуклеопротеидов могут быть обнаружены в гидролизате специфическими для каждого соединения реакциями.

Реактивы и оборудование: дрожжи, диэтиловый эфир, 5%-ный раствор  уксусной кислоты, 0,4, 10, 30%-ные растворы гидроксида натрия, 10%-ный раствор серной кислоты, 25%-ный раствор аммиака, 1%-ный раствор нитрата серебра, 1, 7%-ные растворы сульфата меди, этанол, молибденовый реактив (3,75 г молибдата аммония растворяют в 50 мл воды и добавляют 50 мл 32%-ного раствора азотной кислоты), ступки с пестиками, центрифуга, центрифужные пробирки, технические весы, пипетки, стеклянный лом, стеклянные палочки, фарфоровые чашки, бумажные фильтры, воронки, воздушный холодильник, электрическая плитка, спиртовки, пробирки.

Выполнение работы. 

I. Извлечение нуклеопротеидов из дрожжей.
Навеску 1 г сухих дрожжей помещают в ступку, добавляют туда 0,5 г стеклянного лома, диэтилового эфира и воды по каплям и тщательно растирают до образования пластичной массы. Затем в ступку добавляют 5 мл 0,4%-ного раствора едкого натрия и продолжают растирать еще в течение 15-20 минут. Содержимое ступки центрифугируют в течение 10 минут (при 2000 оборотах в минуту). После центрифугирования надосадочную жидкость осторожно пипеткой переносят в фарфоровую чашку и по каплям прибавляют 2 мл 5%-ного раствора уксусной кислоты. При добавлении уксусной кислоты происходит выпадение нуклеопротеидов в осадок, который отделяют центрифугированием. Затем надосадочную  жидкость  сливают, а осадок  используют для дальнейшего гидролиза.

II. Кислотный гидролиз нуклеопротеидов.

В колбу для гидролиза (с обратным воздушным холодильником) помещают осадок нуклеопротеидов, заливают 10-15 мл 10%-ного раствора серной кислоты и кипятят в течение 1,5 ч, поддерживая только слабое кипение. После кипячения колбу охлаждают, содержимое ее фильтруют через бумажный фильтр, а фильтрат подвергают дальнейшему анализу.

III. Анализ гидролизата.

Охлажденный гидролизат используют для качественного анализа на полипептиды,  пуриновые основания, пентозы и фосфорную кислоту.

Белки обнаруживают с помощью биуретовой реакции. 

Пуриновые основания обнаруживают по их реакции с аммиачным раствором нитрата серебра.

10 капель гидролизата нейтрализуют по каплям 25%-ным раствором аммиака (до рН=4 по универсальному индикатору, так как серебрянный комплекс пуриновых оснований выпадает в слабокислой среде) и затем добавляют 5 капель 1%-ного раствора нитрата серебра. Наблюдается образование комплекса серебра с  пуриновыми  основаниями  в виде желтовато-белого аморфного осадка.

Пентозы обнаруживают по реакции Троммера.

5 капель гидролизата нейтрализуют 15 каплями 30%-ного раствора гидроксида натрия (до рН=9),  затем добавляют 1 каплю 7%-ного раствора сульфата  меди  (избыток сульфата меди меняет окраску). Раствор при этом окрашивается в фиолетовый цвет, так как образуется алкоголят  меди.  Пробирку  с  раствором нагревают до кипения и наблюдают выпадение бурого осадка, так как медь (II) окисляется до оксида меди (I), имеющего красно-кирпичный цвет.

Фосфорную кислоту обнаруживают по реакции с молибдатом аммония:

12(NH4)2MoO4 + H3PO4 + 21HNO3 →  (NH4)3PO4·12MoO3↓ + 21NH4NO3 + 12H2O.  

К 1-2 мл гидролизата приливают 2-3 мл молибденового реактива, нагревают до кипения. Образуется желтый осадок фосфоромолибдата аммония (NH4)3PO4·12MoO3. 

Контрольные вопросы.

1. Что такое нуклеопротеиды? К какому классу биомолекул они относятся?

2. В каких участках клетки локализуются нуклеопротеиды?

3. При каких условиях нуклеопротеиды распадаются на нуклеиновые кислоты и белки?

4. Какие продукты полного гидролиза нуклеопротедов? Какими качественными реакциями их можно обнаружить?

ЛАБОРАТОРНАЯ РАБОТА 6.

КОЛИЧЕСТВЕННОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ БЕЛКОВ

В БИОЛОГИЧЕСКИХ ОБЪЕКТАХ.

Для количественного определения белков применяют биологические, физические и химические методы. 

Биологические методы количественного определения белков основаны на измерении степени биологической активности препарата и, поэтому, применимы лишь к белкам, обладающим ферментативной и гормональной активностью. Эти методы не дают абсолютных результатов.

Более точными являются физические методы количественного определения белков. Наибольшее распространение из них получили три: рефрактометрический (по показателю преломления белковых растворов), спектрофотометрический (по интенсивности светопоглощения в ультрафиолетовой области спектра) и полярографический (по полярографическим кривым, показывающим зависимость между силой тока и напряжением, приложенным к системе, содержащей белок).

Химические методы количественного определения белков разнообразны. Самым распространенным и наиболее точным является фотоколориметрический метод. Он основан на измерении интенсивности светопоглощения, которая зависит от количества белка в исследуемой пробе.

КОЛИЧЕСТВЕННОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ БЕЛКОВ

РЕФРАКТОМЕТРИЧЕСКИМ МЕТОДОМ

Рефрактометрический метод анализа белка основан на измерении показателя преломления  белкового  раствора,  зависящего от его кон​центрации, температуры,  длины волны падающего света и  природы  ве​щества.

Между показателем преломления (n) и концентрацией белка в растворе характерна прямо пропорциональная зависимость. Поэтому концентрацию белка в исследуемом растворе находят по показателю преломления с помощью калибровочной кривой, построенной по стандартному раствору белка.

Измерения проводят с помощью специального прибора – рефрактометра, с устройством которого можно ознакомиться по инструкции, прилагаемой к прибору.

Реактивы и оборудование: стандартный раствор белка, раствор исследуемого белка, рефрактометр, пипетки мерные на 1, 2, 5 мл, колба мерная на 100 мл, стеклянные палочки, фильтровальная бумага.

Выполнение работы. В колбах на 100 мл готовят серию (5-6) стандартных растворов белка с концентрациями 1 – 8 мг/мл,  измеряют  их  показатели преломления (n) с помощью реф​рактометра, предварительно установив ноль по воде (показатель преломления воды при температуре 20°С равен 1,333). Если во время  проведения  измерений температура не равна 20°С,  то в полученное значение показателя преломления вносят поправку 0.0001 на каждый  градус.  В  случае  более низкой температуры  поправку  вычитают,  более высокой – прибавляют. После этого строят график зависимости в координатах n - f (c). Затем, измерив показатель преломления исследуемого раствора, по построенной калибровочной кривой определяют его концент​рацию. Результат пересчитывают на 100 г продукта. 

КОЛИЧЕСТВЕННОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ БЕЛКОВ

ФОТОКОЛОРИМЕТРИЧЕСКИМ БИУРЕТОВЫМ МЕТОДОМ

Фотоколориметрический метод анализа белка основан на измерении оптической плотности белкового раствора, зависящей от его кон​центрации, температуры,  интенсивности падающего света и  природы  ве​щества. Эта зависимость выражается основным законом светопоглощения - законом Бугера-Ламберта-Бера: D = lg (I0 / I) = ( · c · l, где D - оптическая плотность (экстинкция); I0 - интенсивность падающего света; I - интенсивность прошедшего через раствор света; ( - молярный коэффициент поглощения; c - концентрация вещества, моль/л; 1 - толщина слоя раствора, погло​щающего свет.

Биуретовый фотоколориметрический метод количественного определения белка в исследуемом материале основан на проведении биуретовой реакции. Интенсивность окрашивания прямо пропорциональна количеству пептидных связей, а, следовательно, и концентрации белка в растворе.

Оптическая плотность измеряется на фотоэлектроколориметре (ФЭК), с устройством которого можно ознакомиться по инструкции, прилагаемой к прибору. По оптической плотности исследуемого раствора с помощью калибровочной кривой находят концентрацию белка в растворе.

Реактивы и оборудование: раствор стандартного белка, раствор исследуемого белка, биуретовый реактив, 0,9%-ный раствор хлорида натрия, ФЭК, кювета на 10 мм, пипетки мерные на 1, 2, 5 мл, колбы мерные на 100, 200, 500 мл, фильтровальная бумага.

Приготовление биуретового реактива.

В колбе на 200 мл растворяют 9 г сегнетовой соли, после растворения добляют 3 г сульфата меди и 1 г иодида калия и доводят до метки 0,2 н раствором гидроксида натрия, к полученному раствору добавляют 300 мл 0,5%-ного раствора иодида калия.
Выполнение работы. При анализе яичного белка, белка сыворотки крови исследуемые растворы предварительно разбавляют 0,9%-ным раствором хлорида натрия (яичный белок в 50 раз, сыворотку крови - в 100 раз). Готовят серию (5-6) стандартных растворов белка с концентрациями 1 – 8 мг/мл. Разведение до необходимых концентраций белка осуществляют раствором, который использовали для разбавления исследуемого материала. В пробирки отбирают по 1 мл приготовленных стандартных растворов и добавляют 5 мл биуретового реактива. Пробы перемешивают, оставляют на 30 минут при комнатной температуре и измеряют оптическую плотность (D) с помощью ФЭКа при 540 нм в кювете на 10 мм против контроля. В качестве раствора сравнения используют дистиллированную воду. По полученным значениям D строят калибровочный график в координатах D - f (c). Затем, измеряют аналогично оптическую плотность исследуемого раствора белка, смешав 1 мл исследуемого раствора и 5 мл биуретового реактива, и по построенной калибровочной кривой определяют его концент​рацию. Результат пересчитывают на 100 г продукта. 

Контрольные вопросы.

1. Какие существуют методы количественного определения белков?

2. На чем основаны рефрактометрический и фотоколориметрический методы анализа белковых молекул?

3. В чем заключается принцип биуретового метода?

4. От чего зависят оптическая плотность и показатель преломления белковых растворов?

5. Для чего и как составляют калибровочный график?
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