Тема 2. БЕЛКИ

Белки представляют собой природные высокомолекулярные азотсодержащие органические соединения, построенные из остатков (-аминокислот.

Белки широко распространены в природе и играют первостепенную роль во всех явлениях жизни. В организме человека и животных они выполняют самые разнообразные функции (строительную, каталитическую, транспортную, защитную и др.)

Белки делятся на две основные группы: протеины или простые белки, состоящие только из остатков (-аминокислот и протеиды – сложные белки, построенные из белковой части и небелковой, называемой простетической группой.

Особое внимание следует обратить на полипептидную теорию строения белковых молекул. В структуре белков выделяют четыре организационных уровня. Первичная структура представлена последовательностью остатков (-аминокислот в полипептидной цепи и осуществляется взаимодействием аминогруппы и карбоксильных групп с образованием пептидной связи.
Вторичная структура определяется способом скручивания полипептидной цепочки в пространстве и в белках в основном представлена - спиралью. Третичная и четвертичная структуры отражают целостное представление о строении молекулы.

Белки имеют большую молекулярную массу. Большинство из них растворимы в воде, но образуют, как правило, коллоидные растворы. При нагревании с кислотами и щелочами, а также под действием протеолитических ферментов белки подвергаются ступенчатому гидролизу.

Следует обратить внимание на качественные реакции белков: биуретовая, ксантопротеиновая, нингидриновая и реакция с реактивом Миллона.

Опыт 1. Обнаружение в молекулах белков пептидных связей (биуретовая реакция)

В пробирку помещают 3-4 капли раствора белка, добавляют 2-3 капли CuSO4 и затем 4 капли раствора NaOH. Наблюдают красно-фиолетовое окрашивание. Объясните результаты опыта.

Опыт 2. Нингидриновая реакция

К 3-4 каплям раствора белка добавляют 2-3 капли раствора нингидрина. Пробирку осторожно нагревают в пламени газовой горелки. Наблюдают образование фиолетового окрашивания.

Опыт 3. Ксантопротеиновая реакция

К 3-5 каплям раствора белка добавляют 2-3 капли концентрированной HNO3. При этом наблюдается появление белого осадка денатурированного белка. При нагревании раствор и осадок окрашиваются в желтый цвет. Объясните результаты опыта.

Опыт 4. Реакция с реактивом Миллона

В пробирку помещают 4-5 капель раствора белка и добавляют 5-6 капель реактива Миллона. Белок свертывается под действием солей ртути и азотной кислоты, входящих в реактив, образуя сгусток белого цвета. При нагревании пробирки в пламени горелки осадок окрашивается в кирпично-красный цвет.

Опыт 5. Нитропруссидная реакция на белок

В пробирку помещают 8-10 капель раствора белка и добавляют столько же капель насыщенного раствора сульфата аммония и 1 каплю раствора нитропруссида натрия. Затем раствор подщелачивают 5-8 каплями раствора аммиака. При наличии в белке остатков молекул аминокислоты цистеина развивается пурпурное окрашивание.

Опыт 6. Обратимое осаждение (высаливание)

К 10 каплям раствора белка добавляют немного кристаллического (NH4)2SO4 до образования осадка. При разбавлении водой осадок растворяется.

Опыт 7. Реакция осаждения белков

В четыре пробирки помещают по 10 капель раствора белка и добавляют по 8 капель в одну раствора уксуснокислого свинца, во вторую – раствора соляной кислоты, в третью – раствора фенола, в четвертую – формалина. Наблюдается выпадение осадков белка.

Опыт 8. Осаждение белков ионами тяжелых металлов.

При необратимых реакциях осаждения белки подвергаются глубоким изменениям, происходит денатурация белка с разрушением его структуры. К таким реакциям относятся реакции осаждения белков солями тяжелых металлов, алкалоидами, минеральными и органическими кислотами и при нагревании. Осадок белка не растворяется в избытке первоначального растворителя. Полное и быстрое осаждение белков происходит в изоэлектрической точке.

Под влиянием ионов солей тяжелых металлов (свинца, меди, серебра, ртути и др.) белки из состояния золя необратимо коагулируют в гель, ионы солей тяжелых металлов с белками образуют прочные комплексные соединения. Кроме того, тяжелые металлы снижают электрический заряд и, очевидно, глубоко изменяют вторичную и третичную структуру макромолекулы белка.

Ход работы: В 2 пробирки наливают по 1-2 мл раствора белка. Прибавляют по каплям в первую пробирку раствор уксусного свинца, во вторую – CuSO4. В пробирках образуется осадок белков.
Опыт 9. Осаждение белков органическими растворителями.
Осаждение органическими растворителями может стать необратимым, если после осаждения белок будет длительное время находиться в таком растворе. В этом случае произойдет денатурация. Поэтому данный вид осаждения необходимо проводить на холоде и полученный осадок быстро освободить от растворителя.
Если в растворе белка присутствуют соли щелочных, щелочноземельных металлов, то при действии органических растворителей осадок образуется быстрее.

В две пробирки наливают по 1 мл сыворотки крови, добавляют несколько кристаллов хлорида натрия и энергично встряхивают для растворения соли. В первую пробирку по каплям приливают 2 мл этанола, во вторую - 2 мл ацетона. Пробирки энергично взбалтывают и через некоторое время наблюдают выпадение мелкого осадка белков.

Нарисуйте строение мицеллы кислого и основного белка.

Опыт 10. Осаждение белка минеральными кислотами.

Концентрированные минеральные кислоты (за исключением фосфорной) вызывают необратимое осаждение белков. Выпадение белка в осадок вызвано дегидратацией белковых частиц, снятием заряда и образованием комплексных солей из белка и кислот.
Это свойство минеральных кислот применяется в лабораторной практике для получения безбелковых фильтратов крови при определении метаболитов в биологических жидкостях.

Избытком минеральных кислот (за исключением азотной) растворяют выпавший осадок белков (гидролиз).

Осаждение белка концентрированной азотной кислотой - очень чувствительная реакция. Она используется в клинике для определения белка в моче. Если белок в моче отсутствует, то на границе появляется красное прозрачное кольцо, обусловленное изменением пигментов мочи под действием азотной кислоты.

1. В три пробирки наливают по 0,5 мл концентрированных азотной, соляной и серной кислот и осторожно по стенке наслаивают по 5 капель раствора белка. На границе двух жидкостей образуется осадок в виде белого кольца.

Во все пробирки добавляют избыток кислот и встряхивают. Что наблюдаете?

2. В две пробирки наливают по 1 мл дистиллированной воды. В первую пробирку приливают равный объем мочи здорового животного, во вторую пробирку - равный объем мочи, содержащей белок. Содержимое пробирок тщательно перемешивают. В обе пробирки осторожно по стенке приливают по 0,5 мл 50%-ной азотной кислоты. Что наблюдаете на границе двух жидкостей?
Опыт 11. Осаждение белков кипячением.

При температуре больше 50°С белки коагулируют. Происходит их денатурация, сопровождающаяся изменением их растворимости, вязкости, расщепляемое протеолитическими ферментами. Это является следствием изменения конфигурации белков, разрыва связей, поддерживающих нативную структуру. Белки теряют гидрофильность и становятся гидрофобными, т. к. на поверхность выходят гидрофобные группы.

Особенно быстрое и полное осаждение белков наблюдается при кипячении в изоэлектрической точке.
В сильно кислых и щелочных растворах белки не коагулируют, т. к. белковые частицы вследствие их амфотерности перезаряжаются и приобретают устойчивость.
1. В три пробирки наливают по 1 мл раствора белка, затем в одну пробирку прибавляют 1 каплю 1%-ного раствора уксусной кислоты (нельзя добавлять избыток!), в другую - 1 каплю 1%-ного раствора щелочи.
Все три пробирки нагревают до кипения. Наблюдают за выпадением белка. Объясните результат.

2. Проба кипячением на белок в моче. В одну пробирку помещают около 2 мл мочи здорового животного, а в другую - равный объем мочи, содержащей белок. Предварительно проверяют реакцию мочи на лакмус. Если моча имеет кислую реакцию, то ее прямо кипятят в пробирке. Если моча имеет щелочную реакцию, то ее сначала очень слабо подкисляют добавлением по каплям 1%-ной уксусной кислоты, проверяя реакцию на лакмус. В присутствии белка при кипячении образуется муть или осадок, не растворяющийся при повторном кипячении после добавления к жидкости 3-5 капель 10%-ной уксусной кислоты. Этим осадок свернувшихся белков отличается от осадка фосфатов и карбонатов кальция и магния, которые могут выпасть при кипячении в слабокислой среде, но растворяются при нагревании в более кислом растворе уксусной кислоты.

Напишите реакции диссоциации кислого и основного белка в кислой и щелочной среде.

