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Введение

Основа клеточной химии – соединения углерода

Живая клетка состоит из ограниченного набора элементов, причем на долю шести из них (C, H, N, O, P, S) приходится более 99% ее общей массы. Соединение, которое живая клетка содержит в наибольшем количестве, - это вода. Она составляет около 70% массы клетки, и большинство внутриклеточных реакций протекает в водной среде. «Конструкция» всех живых организмов связана с уникальными свойствами воды, такими, как полярный характер ее молекул, способность к образованию полярных связей и большое поверхностное натяжение.

Если не считать воды, можно сказать, что почти все молекулы клетки, за небольшим исключением, относятся к соединениям углерода. Среди всех элементов Земли углерод занимает особое место по способности к образованию больших молекул. Благодаря малому размеру и наличию на внешней оболочке четырех электронов атом углерода может образовывать четыре прочные ковалентные связи с другими атомами. Наиболее важное значение имеет способность атомов углерода соединяться друг с другом, образуя цепи и кольца и создавая в результате большие и сложные молекулы, на размеры которых не накладывается никаких видимых ограничений. Другие атомы, широко представленные в клетке (H, N, O и P), имеют, как и углерод, небольшие размеры и способны образовывать очень прочные ковалентные связи.

Четыре основных типа молекул клетки

Определенные простые комбинации атомов, такие как метильные (-CH3), гидроксильные (-ОН), карбоксильные (-СООН) группы и аминогруппы (-NH2), многократно повторяются в биологических молекулах. Каждая такая группа обладает определенными химическими и физическими свойствами, которые оказывают влияние на поведение любых молекул, содержащих такие группы.

Малые органические молекулы клетки представляют собой соединения углерода с мол. массой от 100 до 1000, содержащие до 30 атомов углерода. Молекулы такого рода обычно находятся в свободном состоянии в цитоплазме, образуя пул промежуточных продуктов, дающих начало крупным молекулам, называемым макромолекулами. Они служат также важнейшими промежуточными продуктами в химических реакциях, преобразующих извлеченную из пищи энергию в пригодную для использования форму.

На долю малых молекул приходится около 1/10 всего клеточного органического вещества, причем в клетке присутствует около 1000 различных видов таких молекул. Расщепляясь, все биологические молекулы распадаются до тех простых соединений, из которых они и синтезируются, причем синтез и распад происходят в результате ограниченного количества химических превращений, которые подчиняютя определенным правилам.

Малые органические молекулы образуют четыре семейства: аминокислоты, простые сахара, жирные кислоты и нуклеотиды. В состав каждого из этих семейств входит много различных соединений, имеющихобщие химические свойства.

К макромолекулам клетки относятся белки, нуклеиновые кислоты и полисахариды. Макромолекулы обычно имеют мол. массы от 10 000 до 1 млн. Они состоят из малых молекул клеткии отличаются от них не только более крупными размерами. Белки, нуклеиновые кислоты и полисахариды обладают уникальными свойствами, мало похожими на те, которые характерны для составляющих их малых молекул. Биологические макромолекулы построены из тысяч, иногда миллионов атомов, собранных в точно детерминированную пространственную структуру. Каждая из этих макромолекул несет специфическую информацию, заключенную в ее структуре. Ее можно рассматривать как серию биологических посланий, которые могут быть «прочитаны» при их взаимодействии с другими молекулами. Это похволяет осуществить определенную функцию, необходимую для клетки.

Статическая биохимия изучает состав, строение и свойства биологических макромолекул и составляющих их малых органических молекул клетки с целью выяснения особенностей их функционирования, взаимодействия и взаимопревращений, результатом которых является любой живой организм.

Часть I. Статическая биохимия

Тема I. Строение и физико-химические свойства аминокислот и белков

Белки – это высокомолекулярные азотсодержащие органические соединения, построенные из аминокислотных остатков, соединенных между собой пептидной связью. На долю белков приходится более ½ сухого вещества клетки. Белки определяют структуру и форму клетки; кроме того, они служат инструментами молекулярного узнавания и катализа.

Многообразие белковых молекул и большое количество выполняемых ими функций определяется аминокислотной последовательностью и взаимным расположением боковых радикалов аминокислот.

Лабораторная работа № 1 Качественные реакции на аминокислоты 

Радикалы аминокислот исключитель​но разнообразны. Это дает возможность для обнаружения боль​шинства аминокислот использовать цветные реакции. Многие из них весьма чувствительны и высокоспецифичны, что позво​ляет открывать ничтожные количества той или иной индивиду​альной аминокислоты в составе сложных смесей, биологических жидкостях, гидролизатах белков и т. п. Некоторые цветные реак​ции находят применение для количественного определения ами​нокислот.

1. Цветная реакция на аргинин (реакция С а к а г у ч и). В пробирку наливают 2 мл 0,01 %-ного раствора ар​гинина, прибавляют 2 мл 10%-ного раствора гидроксида натрия и несколько капель 0,2 %-ного спиртового раствора α-нафтола. Хорошо перемешивают содержимое пробирки, приливают 0,5 мл раствора гипобромита и вновь перемешивают. Немедленно до​бавляют 1 мл 40 %-ного раствора мочевины для стабилизации быстро развивающегося оранжево-красного окрашивания.

Предполагаемый механизм реакции аргинина с α--нафтолом в присутст​вии окислителя следующий: сначала а-нафтол в присутствии окислителя соединяется с гуанидиновой груп​пировкой аргинина:
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Затем при дальнейшем окислении нафтиларгинина образуется соединение типа хинонимина:
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Так как производные хинониминов (в данном случае нафто-хинонимина), у которых водород иминогруппы замещен на алкильный или арильный радикал, всегда окрашены в желто-крас​ные тона, то, по-видимому, оранжево-красный цвет раствора при проведении реакции Сакагучи объясняется возникновением имен​но производного нафтохинонимина. Не исключена, однако, ве​роятность образования еще более сложного соединения за счет дальнейшего окисления оставшихся NН-групп гуанидинового ос​татка и бензольного ядра а-нафтола.
2. Цветная реакция на гистидин (реакция Паули). К 1 мл 1 %-ного раствора сульфаниловой кислоты в 5%-ном растворе соляной кислоты прибавляют 2 мл 0,5 %-ного ра​створа нитрита калия, сильно встряхивают и немедленно при​ливают сначала 2 мл 0,01 %-ного раствора гистидина, а затем, после перемешивания содержимого пробирки, 6 мл 10%-ного раствора карбоната натрия. Развивается интенсивная вишнево-красная окраска.

При взаимодействии кислого раствора сульфаниловой кисло​ты с нитритом натрия осуществляется реакция диазотирования и образуется диазобензолсульфоновая кислота: 
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При реакции последней с гистидином образуется соединение вишнево-красного цвета:
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3. Цветная реакция на триптофан (реак​ция Г о п к и н с а-К о л е). 1 мл 0,005%-ного раствора трип-тофана смешивают в пробирке с ровным объемом раствора глиокси-ловой кислоты (см. приложение) и добавляют 10 капель 0,04 М раствора сульфата меди (II). Приливают небольшими порциями (по нескольку капель) 2—3 мл концентрированной серной кислоты, охлаждая пробирку каждый раз под водопроводным краном или, лучше, в ванночке со льдом. Оставляют на 10 мин при комнатной температуре и ставят на 5 мин в кипящую водя​ную баню. Развивается сине-фиолетовое окрашивание.

Триптофан в этой реакции конденсируется с формальдеги​дом, выделяющимся из глиоксиловой кислоты под действием кон​центрированной серной кислоты:
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Продукт конденсации окисляется до бис-2-триптофанилкарбинола:
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Последний в присутствии минеральных кислот образует окра​шенные в сине-фиолетовый цвет соли (явление галохромии).
4. Ц в е т н а я реакция на м е т и о н и н (по М а к-Карти и Салливану). К5мл 0,02%-ного раствора метио-нина прибавляют при помешивании сначала 1 мл 14,3 н. раствора гидроксида натрия, а затем 0,3 мл свежеприготовленного 10%-ного раствора ннтропруссида натрия. Смесь нагревают 10 мин на водяной бане при температуре 35—40°С. Затем ее охлаждают

2 мин в ледяной воде и добавляют при помешивании 5 мл смеси соляной и фосфорной кислот. Смесь взбалтывают 1 мин и охлажда​ют водой комнатной температуры в течение 10 мин. Развивается яркая красно-фиолетовая окраска.
5. Цветная реакция на глицин (реакция Циммермана). К 2 мл 0,01%-ного раствора глицина дове​денного добавлением 10%-ного раствора щелочи до рН 8, приливают 0,5 мл водного раствора о-фталевого диальдегида. Реакционная смесь немедленно окрашивается в ярко-зеленый цвет. Через не​сколько минут выпадает зеленый осадок.
6. Цветные реакции на пролин. Два наиболее распространенных реагента на присутствие аминокислот—нин-гидрин (с. 6) и изатин —взаимодействуют с аминокислотой про-лином особым образом.

1) Цветная реакция продана с нингидрином. В пробирке к

3 мл 0,01%-ного раствора пролина прибавляют несколько ка​пель 1%-ного раствора нннгидрина в 95%-ном ацетоне. Содер​жимое пробирки перемешивают и нагревают на водяной бане при 70°С в течение 5 мин. Развивается ярко-желтая окраска в результате возникновения продукта конденсации пролина с нин​гидрином:
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2) Цветная реакция пролина с изатином. В пробирке сме​шивают 0,01%-ный раствор пролина в ледяной уксусной кисло​те с 0,03%-ным раствором изатина в ледяной уксусной кислоте (под тягой). Немедленно появляется синее окрашивание.

Предполагается следующий механизм данной реакции;
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Лабораторная работа № 2 Приготовление растворов белка для проведения качественных реакций. Качественные реакции на белки.

Неразбавленный белок куриного яйца. Отделяют белок трех куриных яиц от желтков. Принимая, что масса белка одного яйца равна 33 гр., получают около 100 мл неразбавленного раствора белков куриного яица. Массовые доли воды, углеводов и минеральных веществ в полученном растворе приблизительно равны соответственно 0,88; 0,01; 0,005. Остальное приходится на белок. Таким образом, полученный неразбавленный белок куриного яйца представляет собой примерно 10% раствор белка.

Разбавленный раствор яичного альбумина. Белок одного куриного яйца после отделения от желтка аккуратно взбивают и затем смешивают в колбе при встряхивании с десятикратным объемом дистиллированной воды. Раствор отфильтровывают через марлю. Фильтрат представляет собой раствор яичного альбумина. В осадке остается яичный глобулин. Исходя из того, что концентрация альбумина в белке куриного яйца составляет около 6%, полученный раствор яичного альбумина является примерно 0,5%-ным.

Белки молока. К 20 мл свежего молока добавляют равный объем насыщенного раствора сульфата аммония. При этом выпадают в осадок глобулины и казеин. Отфильтровывают через складчатый бумажный фильтр раствор альбуминов.

1. Обнаружение в молекулах белков пептидных связей. (Биуретовая реакция)

К 1-2 мл разбавленного белка прибавляют двойной объем 30 %-ного раствора гидроксида натрия, хорошо перемешивают и добавляют 2-3 капли 1%-ного раствора сульфата меди. Снова тщательно перемешивают. Развивается красно-фиолетовое окрашивание. 

2. Нингидриновая реакция

К 2-3 мл разбавленного раствора белка приливают 3-4 капли 1%-ного раствора нингидрина в 95%-ном растворе ацетона. Раствор перемешивают и ставят в водяную баню при 700С на несколько минут. Развивается сине-фиолетовое окрвшивание.

3. Ксантопротеиновая реакция

К 1 мл раствора белка добавляют 5-6 капель конц. азотной кислоты до появления белого осадка или мути от свернувшегося белка. При нагревании раствор и осадок окрашиваются в ярко-желтый цвет. При этом осадок почти полностью растворяется. Охлаждают смесь и осторожно добавляют к раствору, имеющему кислую реакцию, не взбалтывая, по каплям избыток конц. гидроксида аммония или щелочи до щелочной реакции. Выпадающий вначале осадок кислотного альбумината растворяется, и жидкость окрашивается в ярко-оранжевый цвет. 

Ксантопротеиновая реакция происходит только при наличии в белках остатков ароматических аминокислот. 

4. Реакция с пикриновой кислотой

К 2 мл разведенного раствора белка прибавляют 0.5 гр карбоната натрия, добавляют 1 мл насыщенного водного раствора пикриновой кислоты, перемешивают и нагревают в пламени горелки несколько минут. Желтая окраска раствора постепенно переходит в красную вследствие восстановления пикриновой кислоты в пикраминовую.

5. Реакция Сакагучи

Берут в пробирку 2-3 мл разбавленного раствора белка, добавляют 1 мл  10%-ного раствора гидроксида натрия и несколько капель 0,2 %-ного спиртового раствора α-нафтола. Хорошо перемешивают содержимое пробирки, приливают 0,5 мл раствора гипобромита и вновь перемешивают. Развивается   оранжево-красное окрашивания, которое объясняют взаимодействием α-нафтола в присутствии оксилителя с гуанидиновыми группировками радикалов аргинина.

6. Реакция Паули

К 1мл 1%-ного раствора сульфаниловой кислоты в 5%-ном растворе соляной кислоты приливают 2 мл 0.5%-ного раствора нитрита натрия, сильно встряхивают и немедленно добавляют сначала 2 мл разбавленного раствора белка, а затем, после перемешивания содержимого пробирки, 6 мл 10%-ного раствора карбоната натрия. После смешивания растворов развивается вишнево-красное окрашивание, которое обусловлено наличием в белковой молекуле остатков гистидина и тирозина.

7. Нитропруссидная реакция

В пробирку берут 3 мл разбавленного раствора белка, приливают равный объем насыщенного раствора сульфата аммония и 2-3 капли 5%-ного раствора нитропруссида натрия. Затем раствор подщелачивают несколькими каплями конц. раствора аммиака. Если в белке присутствует цистеин, то происходит реакция, в результате которой развивается пурпурное окрашивание.

 Лабораторная работа № 3. Сложные белки. Способы осаждения белков.

1. Доказательство наличия углевода в яичном альбумине

В две пробирки берут по 4—5 мл разбавленного раствора яич​ного альбумина, прибавляют в одну из них 0,5 мл 0,1%-ного раст​вора а-нафтола, а в другую столько же 1%-ного раствора тимола и хорошо перемешивают. В обе пробирки осторожно по стенке на​слаивают концентрированную серную кислоту. В первом случае при стоянии на границе раствора наблюдают фиолетовое, а во втором — красное кольцо. Окрашенные кольца возникают за счет реакции фурфурола (образуется при взаимодействии концентриро​ванной серной кислоты с углеводом белка) с α-нафтолом или тимолом.

2.  Выделение казеина из молока

Казеин выделяют чаще всего путем подкисления молока, т. е. методом, введенным еще Г. Я. Мульдером в начале прошлого века. Считают, что казеин содержится в молоке в виде казеиногена, ко​торый в процессе выделения превращается в казеин.

30 мл снятого молока разбавляют четырьмя объемами воды в стакане на 200 мл и при помешивании добавляют к нему по каплям 0,1%-ный раствор уксусной кислоты до прекращения выделения осадка казеина. Необходимо избегать избытка кислоты, так как казеин растворяется в нем. Казеин отфильтровывают, промывают водой и для очистки от жиров и других веществ растворяют в 0,1%-ном растворе карбоната натрия. Казеин растворяется, жир остается во взвешенном состоянии. Смесь фильтруют через влаж​ный фильтр, при этом жиры остаются на фильтре.

Фильтрат, содержащий натриевую соль казеина, снова осаж​дают 0,1%-ным раствором уксусной кислоты. Осадок казеина от​фильтровывают, отжимают между листами фильтровальной бума​ги по возможности досуха и растирают для обезвоживания в ступ​ке со спиртом (15—20 мл). Затем казеин встряхивают в большой пробирке для удаления жира сначала с эфиром, а затем с 20 мл смеси метилового спирта и хлороформа (1:1). Полученный чистый казеин после высушивания на воздухе представляет собой белый порошок.

3. Определение наличия остатка фосфорной кислоты в казеине.

В 100 г казеина содержится примерно 0,8 г фосфора в составе фосфорной кислоты. Обнаружение фосфора в казеине осуществля​ют сжиганием казеина в смеси концентрированных серной и азот​ной кислот. Навеску казеина около 0,05 г смешивают в тугоплав​кой пробирке с 0,3 мл (пятью каплями) концентрированной сер​ной и таким же количеством азотной кислоты. Пробирку нагревают в песочной бане. Смесь обугливается, а при дальнейшем нагре​вании принимает бурую окраску. Через 10 мин, если раствор не обесцветится, добавляют еще 2 капли азотной кислоты и продол​жают нагревание. Так поступают и дальше, пока смесь не обесцве​тится. Затем добавляют 2 мл воды и продолжают нагревание для удаления оставшейся азотной кислоты. После этого смесь нейтра​лизуют по фенолфталеиновой бумаге, прибавляя по каплям 5 н. раствор гидроксида натрия. Если добавлен избыток-щелочи, то его нейтрализуют одной-двумя каплями 5 н. раствора серной кислоты. Раствор делят на две части и проверяют наличие в нем фосфорной кислоты молибдатом аммония и магнезиальной смесью.

1) К 2 мл раствора молибдата аммония в азотной кислоте прибавляют 1 мл. испытуемого раствора. Смесь слегка нагревают. Образуется желто-зеленый осадок фосфоромолибдата аммония.

2) К 2 мл испытуемого раствора постепенно прибавляют концентрированный раствор аммиака до резкого запаха, после чего добавляют равный объем магнезиальной смеси. Образуется кристаллический осадок (потирание стеклянной палочкой) фосфата магний-аммония.

4. Способы осаждения белка из растворов.

В состав белков входят разнообразные аминокислотные ра​дикалы, поэтому белки вступают во вза​имодействие со многими соединениями (кислотами, ионами металлов, спиртами и т. п.), а также конкурируют с ними за мо​лекулы растворителя (воды). Во многих случаях результатом указанных процессов является выпадение белков в осадок.

Для проведения реакций осаждения белков пользуются раст​ворами белков, приготовленными ранее.

а) Высаливание белков сульфатом аммония    

Наливают в пробирки 1—1,5 мл раствора белка, добавляют равный объем насыщенного раствора сульфата аммония и слег​ка встряхивают смесь. Появляется муть от выпадающего осадка глобулинов.

Мутную жидкость фильтруют через сухой складчатый фильтр. Часть прозрачного фильтрата нагревают до кипения и наблю​дают свертывание альбуминов, находящихся в растворе. К  другой части фильтрата добавляют при перемешивании избыток сульфата аммония в порошке до прекращения его растворения. Появ​ляется муть или хлопья выпадающего в осадок альбумина (срав​нить с исходным фильтратом). Осаждение белков солями являет​ся обратимым процессом, и при добавлении воды белки снова растворяются.

В водном растворе белков их частицы заряжены и гидратированы, что обусловливает устойчивость белковых растворов. Но при высокой концентрации солей, ионы которых тоже гидратированы, происходит разрушение водных оболочек белковых молекул и снимается заряд с белковой молекулы адсорбирую​щимися на ней ионами соли. В результате этих двух процессов белковые растворы теряют устойчивость, частицы белка слипа​ются друг с другом, укрупняются и, наконец, выпадают в осадок.

Использованный в опыте сульфат аммония обладает резко выраженной высаливающей способностью и осаждает белки в нейтральной среде, а еще лучше в слабокислой среде. Другие соли, например хлорид натрия, вызывают полное осаждение бел​ков только при подкислении раствора белка.

Из приведенного опыта следует, что для высаливания раз​личных белков требуется разная концентрация одних и тех же солей. Следовательно, белки можно высаливать фракционно: действительно, глобулины выпадают уже при полунасыщении растворов сульфатом аммония, а альбумины выпадают только при полном насыщении.

б) Свертывание белков при нагревании        

В пять пробирок наливают по 2 мл раствора белка.

1) Нагревают содержимое первой пробирки. Осадок белка появляется еще до того, как жидкость закипит.

2) Добавляют во вторую пробирку одну каплю 1%-ного раст​вора уксусной кислоты и нагревают. Хлопьевидный осадок белка выпадает скорее и полнее вследствие того, что в результате подкисления рН раствора приблизился к изоэлектрической точке белка.

3) Добавляют в третью пробирку около 0,5 мл 10%-ного раст​вора уксусной кислоты и нагревают. Осадок белка не образуется даже при кипячении.

4) Добавляют в четвертую пробирку около 0,5 мл 10%-ного раствора уксусной кислоты, несколько капель насыщенного рас​твора хлорида натрия и нагревают. Образуется осадок белка.

5) Добавляют в пятую пробирку около 0,5 мл раствора гид-роксида натрия и нагревают. Осадок белка не образуется даже при кипячении.

Выпадение белков в осадок при нагревании — свертывание — характерно почти для всех белков (исключение составляет же​латина, не свертывающаяся при нагревании). Особенно легко и более полно происходит осаждение белка в слабокислой среде, вблизи от изоэлектрической точки. В нейтраль​ной и сильнокислой средах осаждение белков идет значительно хуже, а в щелочной среде вовсе не наблюдается.

Белки, как амфотерные электролиты, могут диссоциировать как кислоты и как основания. Условно молекулу белка с рав​ным количеством аминных и карбоксильных групп можно изо​бразить так:
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В водной среде, особенно вблизи изоэлектрической точки, молекулы белка представлены в виде нейтрального биполярного иона:
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В кислой среде подавляется диссоциация белка по карбок​сильным группам, и молекула белка заряжается положительно (белок находится в растворе даже при .кипячении, п. в).
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В щелочной среде понижается диссоциация белка по ради​калам диаминокислот, и молекулы его приобретают отрицатель​ный заряд, вследствие чего остаются в растворе даже при нагре​вании до кипения.
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Добавление к раствору белка нейтральных солей (хлорида натрия, сульфата аммония) облегчает и ускоряет свертывание белков при кипячении вследствие наступающего дегидратирования белковых частиц. Но есть вещества, стабилизирую​щие белки, — полисахариды, сахара, альдегиды и др.

В отличие от осаждения солями свертывание белков при на​гревании — денатурация белков — необратимо.

в) Осаждение белков концентрированными   минеральными кислотами

В три сухие пробирки наливают по 1—2 мл концентрирован​ной азотной, серной и соляной кислот. Затем, наклонив каждую пробирку, осторожно по стенке приливают в нее из пипетки по 0,5 мл исследуемого раствора белка так, чтобы он не смеши​вался с кислотой.В месте соприкосновения двух жидкостей появ​ляется белый аморфный осадок белка. При встряхивании оса​док, выпавший при действии азотной кислоты, увеличивается, а осадки, выпавшие при действии соляной и серной кислот, раст​воряются в их избытке.

Желатина не осаждается минеральными кислотами.

Концентрированные минеральные кислоты вызывают необ​ратимое осаждение белков. Это связано как с дегидратацией бел​ковых молекул, так и с денатурацией белка.

 г) Осаждение белков органическими кислотами   

В две пробирки наливают по 2—3 мл раствора белка и до​бавляют в одну из них несколько капель 5%-ного раствора трихлоруксусной кислоты, в другую—несколько капель 20%-ного раствора сульфссалициловой кислоты. В обоих случаях наблю​дается выпадение осадка белка.

Сульфосалициловая и трихлоруксусная кислоты являются чувствительными и специфическими реактивами на белок. Трихлоруксусная кислота осаждает только белки и не осаждает про​дукты распада белка и аминокислоты, поэтому ею пользуются часто для полного удаления белков из биологических жидкостей (например, сыворотки крови). В этих условиях продукты распада белков остаются в растворе.

д) Осаждение белков солями тяжелых металлов    

В две пробирки наливают 1—1,5 мл исследуемого раствора-белка и медленно, по каплям при встряхивании прибавляют, в одну из них раствор сульфата меди, а в другую — раствор аце​тата свинца. Выпадает хлопьевидный осадок вследствие обра​зования малорастворимого солеобразного соединения (с солью меди — голубого цвета, с солью свинца — белого цвета). При избытке реактива осадок снова растворяется.

Соли тяжелых металлов (Hg, Ag, Cu, Pb и др.) вызывают не​обратимое осаждение белков, образуя с ними нерастворимые в воде соединения. Поэтому белки применяют в качестве противо​ядия при отравлении, например, ртутными солями (сулема). Но некоторые из таких осадков (например, с солями меди, свин​ца, цинка) растворяются в избытке осадителя вследствие адсорб​ции ионов поверхностью белковых частиц: в результате этого белковые частицы приобретают заряд и вновь растворяются. Растворение осадков денатурированных белков в избытке солей тяжелых металлов называется адсорбционной пептизацией.

Лабораторная работа № 4 Количественное определение белков

Для количественного определения белков применяют физи​ческие, химические и биологические методы.

Из физических методов простейшим кажется взвешивание чистого белка. Однако белки очень гигроскопичны, и полностью удалить из их состава воду столь трудно, что этот способ коли​чественного определения белков применяют редко. Кроме того, выделить весь белок из препарата практически невозможно.

Наибольшее распространение из физических методов количе​ственного определения белков получили три: рефрактометриче​ский (по показателю преломления  белковых растворов), спектрофотометрический (по поглощению в ультрафиолетовой области спектра) и полярографический (по кривым, показывающим за​висимость между силой тока и напряжением, приложенным к системе, содержащей белок). 

Самым распространенным химическим методом количествен​ного определения белков является колориметрический метод. Он основан на измерении интенсивности цветных реакций, раз​вивающихся при взаимодействии белков с тем или иным специ​фическим реагентом.  Чтобы рассчитать концентрацию белка, в этом случае строят калибровочный график.

Биологические методы количественного определения белков применимы лишь к белкам, обладающим ферментативной и гор​мональной активностью. Измеряя степень биологической актив​ности препарата, можно составить представление о содержании в нем белка, обладающего данной активностью. Этот метод тоже не дает абсолютных результатов.

а) Количественное определение белка по биуретовой реакции.

Биуретовая реакция белков не отличается высокой чувствительностью. Поэтому она применяется в тех случаях, когда содержание белка в исследуемом образце достаточно велико (не ниже нескольких миллиграммов на миллилитр).

Готовят три серии стандартных растворов, содержащих от 1 до 10 мг белка в 1 мл раствора. Вместо кристаллического белка для этого может быть взята сыворотка крови или гемолимфа, в которой предварительно определено содержание белка рефракто​метрическим методом. Разведение до необходимых концентраций белка при приготовлении серии растворов осуществляют 1%-ным раствором хлорида натрия.

Берут из первой серии по 1 мл каждого стандартного рас​твора белка в отдельные пробирки и приливают в каждую из них по 8 мл биуретового реактива. Оставляют на 30 мин при ком​натной температуре и фотометрируют в кюветах (длина 1 см) при 540 им против контроля (вместо раствора белка берут 1 мл ди​стиллированной воды). Определение повторяют трижды, беря каждый раз новую серию стандартных растворов белка. По полу​ченным значениям экстинкций строят калибровочную кривую.

1 мл сыворотки или I мл гемолимфы разводят 1%-ным раст​вором хлорида натрия в 10 раз. К 1 мл разведенного раствора, взятому в пробирку, приливают 8 мл биуретового реактива, пере​мешивают и оставляют на 30 мин. Фотометрируют против контро​ля при 540 нм в кювете (длина 1 см). По калибровочному графику определяют содержание белка в пробе и выражают его далее с учетом разведения в процентах в целом препарате.

б) Количественное определение белка по методу Лоури

Среди методов, основанных на количественной определении белков посредством цветных реакций, наиболее распространен и обладает высокой чувствительностью метод Лоури. Как и все другие основанные на цветных реакциях методы, он дает абсо​лютные данные о содержании белков только в том случае, если калибровочный график (см. ниже) построен по тому же самому белку, определение которого ведут при посредстве цветной реакции.

Метод Лоури основан на измерении интенсивности окраски раствора, в котором осуществляется цветная реакция на белок (реакция Фолина) с тирозиновым и цистеиновым радикалами белковой молекулы, состоящая в восстановлении смеси фосфорно-вольфрамовой и фосфорно-молибденовой кислот (реактив. Фолина) с образованием комплексного соединения синего цвета. Указан​ной реакции восстановления способствуют комплексные соеди​нения меди, возникшие при взаимодействии белка со щелочным раствором медного купороса. Хотя реакция Фолина не очень специфична, но зато весьма чувствительна. Поэтому метод Лоури позволяет вести определения белков в сильно разбавленных раст​ворах, где количество их выражается всего лишь десятками ми​крограммов и, как правило, применяется для учета белков в элюатах с колонок при фракционировании на ионообменных смолах и сефадексах.

Перед проведением определения смешивают 49 мл раствора А с 1 мл раствора В. К 1 мл исследуемого белкового раствора, со​держащего от 10 до 100 мкг белка, добавляют 4 мл смеси растворов А и В. Встряхивают и оставляют на 10 мин при комнатной тем-пературе. Затем быстро приливают из пипетки 0,4 мл реактива Фолина, энергично перемешивают и оставляют на 30 — 90 мин для развития окраски. При этом желтая окраска раствора посте​пенно переходит в синюю. Оптическую плотность раствора изме​ряют на фотоэлектроколориметре или спектрофотометре при 750 нм в кюветах с толщиной слоя в 1 см.

Содержание белка в испытуемой пробе устанавливают по ка​либровочной кривой, построенной заранее по раствору какого-либо чистого белка точно известной концентрации. Лучше всего использовать раствор того белка или смеси белков, определение которых ведут по методу Лоури. Для этого готовят серию раст​воров белка (кристаллического яичного или сывороточного аль​бумина, казеина и т. п., а еще лучше белка или смеси белков, определение которых предполагают осуществить) с содержанием от 20 до 400 мкг в 1 мл. Естественно, что концентрацию белков в сложных белковых смесях, используемых для приготовления стандартных растворов, определяют каким-либо иным методом, например рефрактометрически в случае сыворотки крови или гемолимфы беспозвоночных.
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Рис. Калибровочная кривая для определения белка по методу Лоури.

   В ка​честве эталона использован кристаллический сывороточный   альбумин быка, гемолимфы беспозвоночных  Белки растворяют в 0,1 н, растворе гидроксида натрия. Серию растворов готовят путем разведения исходного концентрированного раствора белка (400 мкг и 1 мл) до необходимых значений. С каждым из указанных растворов проделывают не менее пяти раз реакцию Лоури, приме​няя те же объемы реагентов, что указаны выше (всего 5,4 мл). По полученным данным строят график — калибровочную кривую (рис).

Контрольные вопросы по теме:

1. Биомолекулы. Функциональные группы. Виды связей и взаимодействий в живой клетке.

2. Вода – биорастворитель. Аномальные свойства воды. Понятие о гидратации. Водородная связь.

3. Аминокислоты. Распространение и структура аминокислот. Физико-химические свойства

4. Белки. Определение, состав, понятие о пептидах. Характеристика пептидной связи, I-структура белка. Классификация белков

5. II-структура белка. Факторы, направляющие свертывание белка. Регулярные структуры: α-спираль, β-складчатый слой.

6.  Высшие уровни структурной организации белка. Понятие о конформации. Стабилизация III-структуры в глобулярных белках

7. Физико-химические свойства белков, биологические функции белков. Методы анализа белковых молекул.

Тема II. Строение и свойства ферментов

Все ферменты относятся к глобулярным белкам. Каждый фермент выполняет специфичную функцию, связанную с присущей ему глобулярной структурой. Однако максимальная активность многих ферментов зависит от участия небелковых соединений – кофакторов (совместно помогающий фактор - СоФ). Молекулярный комплекс белка и кофактора называется холоферментом; он обладает максимальной каталитической активностью. Белковый компонент, лишенный кофактора – апофермент, обладающий очень низкой активностью, а часто он вообще неактивен. Роль кофакторов могут играть неорганические ионы либо низкомолекулярные органические соединения. Органические кофакторы обычно называются коферментами. Большая часть их образуется из витаминов или непосредственно ими является. 

Главное отличие ферментов от катализаторов небиологической природы состоит в исключительно высокой каталитической актив​ности и ярко выраженной специфичности действия, что обусловле​но особенностями строения и механизмом их действия.

Лабораторная работа № 5 Изучение свойств ферментов

Приготовление разбавленной слюны. Рот ополаскивают 2-3 раза водой для удаления остатков пищи. Отмеряют цилиндром 50 мл дистиллированной воды и ополаскивают ею рот в течение 3-5 минут в несколько приемов. Жидкость собирают (50-60 мл), фильтруют через вату и фильрат используют для работы.

1. Сравнение действия неоганических катализаторов и ферментов.

В три пробирки наливают по 5 мл 1%-ного раствора крахмала. В первую пробирку добавляют 1 мл дистиллированной воды, во вторую '— 1 мл 10%-ной соляной кислоты, а в третью — 1 мл слю​ны. Пробирки 1 и 3 после перемешивания помещают в водяную баню при 38°С, а пробирку 2 — в кипящую водяную баню. Через 15—20 мин все пробирки вынимают из водя​ной бани, охлаждают и из каждой берут пробы для определения в них крахмала и глюкозы: первой — по реакции с иодом, вто​рой — по реакции Троммера. Стеклянной палочкой наносят по кап​ле раствора из каждой пробирки на фарфоровую пластинку рядом с ранее нанесенной каплей раствора иода в иодиде калия, после чего капли соединяют и перемешивают. По интенсивности окраски пробы делают заключение о степени гидролиза крахмала. Для опре​деления глюкозы из каждой пробирки берут по 3мл раствора, до​бавляют 1 мл 10%-ного раствора гидроксида натрия и несколько капель 1%-ного раствора сульфата меди. Верхний слой жидкости нагревают до кипения. Появление желтого осадка оксида меди (I) или красного металлической меди указывает на наличие глюкозы. Результаты опыта заносят в таблицу:

	№ пробирки
	Субстрат
	Катализатор


	После инкубации



	
	
	
	проба с йодом


	проба Троммера



	1

2

3
	Крахмал

Крахмал

Крахмал
	------

Соляная кислота

Амилаза слюны
	
	


2. Специфичность действия ферментов.

Специфичность действия — одно из важнейших свойств фер​ментов. Основной причиной специфичности взаимодействия фермента и субстрата является комплементарность структуры активного центра фермента таковой субстрата.

а) Специфичность действия амилазы 

Нумеруют четыре пробирки. В пробирки 1 и 2 наливают по 2 мл раствора крахмала; в пробирки 3 и 4 — по 2 мл раствора са​харозы. Затем в пробирки 1 и 3 вносят по 0,5 мл раствора слюны, а в пробирки 2 и 4 — по 0,5 мл 1 %-ного раствора препарата дрож​жевой сахаразы. Перемешивают содержимое и ставят на 10 мин в водяную баню, нагретую до 38—40°С. После охлаждения проде​лывают реакции с иодом на присут​ствие крахмала в пробах 1 и 2 и глюкозы - в пробах 3 и 4. Делают заключение о специфичности изученных ферментов.

б) Специфичность действия сукцинатдегидрогеназы 

В три пронумерованные пробирки помещают 3-4 мл мышеч​ной кашицы и добавляют: в первую — 0,5 мл 3 %-ного раствора янтарной кислоты, во вторую — 0,5 мл 3%-ного раствора яблоч​ной кислоты и в третью — 0,5 мл воды. В каждую пробирку вно​сят по 2-3 капли 0,02 %-ного раствора метиленового синего (до окрашивания смеси в голубой цвет). Содержимое пробирок перемешивают и одновременно помещают их в водяную баню при температуре 37-40°С. Через 5-10 мин наблюдается обесцвечива​ние метиленового синего в первой пробирке и отсутствие обесцве​чивания в двух других. Первую пробирку сильно взбалтывают, вновь появляется синее окрашивание вследствие окисления лейко-основания метиленовой сини кислородом воздуха.

Сукцинатдегидрогеназа (флавопротеид) окисляет янтарную кис​лоту в фумаровую. В роли промежуточного акцептора водорода в данном опыте выступает метиленовая синь,  которая далее

в) Абсолютная специфичность действия уреазы 

В одну пробирку наливают 5%-ный раствор мочевины, в дру​гую —5%-ный раствор ацетамида. Добавляют при помешивании в каждую пробирку около 1 г соевой муки. В отверстие каждой из пробирок помещают полоску влажной красной лакмусовой бу​мажки. Через несколько минут лакмусовая бумажка в пробирке с мочевиной синеет от выделяющегося аммиака, который можно обнаружить и по запаху. В пробирке с ацетамидом изменения ок​раски лакмусовой бумажки не наблюдается, что доказывает абсо​лютную- специфичность действия уреазы. 

3.Термолабильность ферментов.

Зависимость между возрастанием скорости ферментативных реакций и денатурацией белков-ферментов при повышении темпе​ратуры носит довольно сложный характер. Температура, соответствующая максимальной скорос​ти ферментативной реакции, называется оптимальной. Для большинства ферментов, выделенных из теплокровных животных, она равна 37-40°С. Как правило, ферментативные процессы не могут протекать при температуре выше 70°С. При переходе к суб​оптимальным температурам скорость ферментативного катализа падает, достигая при 0°С минимальной величины.

а) Влияние температуры на активность амилазы слюны

В четыре пронумерованные пробирки наливают по 2 мл 1%-ного раствора крахмала. Пробирку 1 помещают в кипящую водяную баню, пробирку 2 — в водяную баню при 40°С, пробирку 3 остав​ляют при комнатной температуре и пробирку 4 помещают в лед. Через 10 мин, когда содержимое пробирок примет заданную тем​пературу, во все пробирки добавляют по 0,5 мл разбавленной в 10 раз слюны, перемешивают с помощью стеклянной палочки и оставляют в тех же условиях. Наблюдение за ходом гидро​лиза крахмала ведут по реакции с иодом. Для этого наносят на фар​форовую пластинку несколько капель раствора иода в иодиде ка​лия и смешивают их с каплями гидролизуемой смеси из каждой пробирки, беря пробы-через 1, 2, 4, 6, 8, 10 и 12 мин. По изменению окраски крахмала с иодом судят о степени гидролиза крахмала в каждой пробирке. Результаты наблюдений заносят в таблицу, помечая буквой «с» (синяя окраска) положительную пробу с иодом на крахмал, буквой «к» — положительную пробу на декстрины (окраска красных тонов) и буквой «ж»—отрицательную пробу (желтая окраска иода).

	№ пробирок
	Температура в пробирке (в оС)
	Реакция с йодом по истечении времени (в мин)

	
	
	1
	2
	4
	6
	8
	10
	12

	1
	100
	
	
	
	
	
	
	

	2
	40
	
	
	
	
	
	
	

	3
	15-20
	
	
	
	
	
	
	

	4
	0
	
	
	
	
	
	
	


На основании полученных данных делают вывод о величине температурного оптимума для амилазы слюны.

б) Влияние температуры на активность пепсина

В четыре пробирки наливают по 2 мл молочноацетатной смеси. Пробирку / помещают в кипящую водяную баню; пробирку 2 — в водяную баню при 40°С; пробирку 3 оставляют при комнатной температуре; пробирку 4 помещают в лед. Через 10 мин, когда содержимое пробирок примет необходимую температуру, во все пробирки добавляют по 0,1 мл желудочного сока, быстро перемеши​вают и оставляют в тех же условиях. Наблюдая за моментом появления на стенках пробирок первых сгустков казеина, образую​щегося из казеиногена под действием пепсина, отмечают оптималь​ную температуру действия данного фермента.

4. Действие активаторов и ингибиторов на активность ферментов.

Помимо температуры и рН, большое влияние на активность ферментов оказывает присутствие в растворе некоторых химичес​ких соединений. Одни из них повышают активность ферментов (активаторы), другие понижают (ингибиторы). К активаторам от​носят многие ионы Na+, Mg2+, Mn2+, Co2+ и др. Из ингибиторов фер​ментов известны - соли синильной кислоты, угнетающие некоторые геминовые ферменты, моноиодуксусная кислота, приостанавливаю​щая спиртовое и молочнокислое брожение, фосфорорганические соединения, необратимо  инактивирующие  ряд эстераз, и др.

а) Действие активаторов и ингибиторов на амилазу слюны

1. В одну пробирку вносят 10 капель дистиллированной воды, во вторую – 8 капель воды и 2 капли 1%-ного раствора хлорида натрия, втретью – 8 капель воды и 2 капли раствора сульфата меди (II).
2. В каждую пробирку добавляют по 10 капель разбавленной слюны, содержимое пробирки перемешивают, добавляют по 5 капель раствора крахмала и оставляют стоять при комнатной температуре 5 мин.

3. В это время готовят три пробирки с водой (по 1мл в каждой), подкрашенной каплей раствора йода, и добавляют в них по 2-3 капли содержимого опытных проб. Наблюдают окрашивание в зависимости от степени расщепления крахмала амилазой. В первой пробирке появляется фиолетовая или красно-бурая окраска, во второй пробирке, где ионы хлора играют роль активатора, появляется желтая окраска, а в третьей пробирке, где ионы меди тормозят действие амилазы, окраска остается синей. Если описанной картины не наблюдается, то опыт повторяют через 10 мин. Результаты вносят в таблицу и делают выводы о характере влияния хлорида натрия и сульфата меди на активность амилазы. 
Контрольные вопросы по теме:

1. Строение ферментов. Коферменты. Классификация и номенклатура ферментов.

2. Свойства ферментов. Природа катализа. Энергия активации.

3. Основы ферментативной кинетики. Уравнение Михаэлиса-Ментен. Фермент-субстратный комплекс.

4. Механизм действия ферментов. Активный центр. Специфичность связывания фермента с субстратом.

5. Ингибирование ферментов. Понятие о регуляторном центре.

6. Факторы, влияющие на активность ферментов. Регуляция активности ферментов в клетке.

7. Множественные формы ферментов. Методы исследования ферментов, область их применения.

Тема III. Строение и химические свойства углеводов.

В любом живом организме веществами, наиболее легко мобилизуемыми в целях производства энергии, являются углеводы, в первую очередь – глюкоза. В энергетическом обмене важнейшую роль играют моносахариды, и особенно их фосфатные эфиры; однако эти вещества имеются в организме в сравнительно небольших количествах. Один из полисахаридов, гликоген, находится в организме человека и животных в значительных количествах – в качестве запаса питательных веществ. Аналогичную роль в растениях выполняет крахмал – полисахарид, очень похожий на гликоген по строению.

Все углеводы делятся на три класса: моносахариды, олиго- и полисахариды. Моносахариды в составе полисахаридов соединены между собой гликозидной связью. Наличие ассиметрических атомов углерода в структуре моносахаридов определяет большое разнообразие их стереоизомеров. В связанном виде моносахариды встречаются также в нуклеиновых кислотах и нуклеотидах, некоторых липидах (цереброзиды). Большое количество разных полисахаридов в связанном с белком виде содержится в цитоплазме клеток и внеклеточном веществе, в первую очередь в соединительной ткани, в белках крови и в некоторых белковых гормонов.

С химической точки зрения моносахариды (или простые сахара) представляют собой альдегиды или кетоны с одной или несколькими гидроксильными группами. В связи с этим им присущи характерные свойства альдегидов, кетонов и спиртов. 

Лабораторная работа № 6 Качественные реакции на углеводы.

1. Реакция Подобедова — Молиша с α-нафтолом

Чувствительной реакцией на углеводы является реакция с α-нафтолом. 

В пробирку берут 1 мл испытуемого раствора или крупинку твердого вещества, растворенного в 1 мл воды. Добавляют 2 кап​ли 10%-ного спиртового раствора α-нафтола и по стенке пробир​ки приливают осторожно, без встряхивания, 2 мл концентрированной серной кислоты. Серная кислота опускается на дно пробирки, и на границе двух жидкостей образуется кольцо красно-фиолето​вого цвета. Фурфурол и 5-оксиметилфурфурол, образующиеся из углеводов под действием серной кислоты, конденсируясь с 2 моль сульфированного α-нафтола, дают триарилметановый хромоген, который окисляется серной кислотой в окрашенное хиноидное сое​динение.

2. Нафторезорциновая проба Толленса.

К 5—6 мл испытуемого раствора прибавляют 1 мл 1%-ного спиртового раствора нафторезорцина и такой же объем концентри​рованной соляной кислоты. Смесь осторожно нагревают до кипе​ния и кипятят 1 мин. Затем охлаждают и взбалтывают с эфиром или бензолом. Эфирный (бензольный) слой окрашивается в различные цвета. Глюкоза, манноза, галактоза дают сине-зеленую окраску; рамноза — фиолетовую; арабиноза и ксилоза — темно-синюю; уроновые кислоты, для обнаружения которых часто применяется эта реакция, окрашивают эфирный (бензольный) слои в фиолето​вый цвет.

3.Пробы на редуцирующие сахара.

Моносахариды, окисляясь в щелочной среде, восстанавливают соли оксида меди (II) в соли оксида меди (I), соли оксида висму​та —до металлического висмута, соли серебра —до металличес​кого серебра. Эти реакции используются для количественного определения так называемых восстанавливающих (редуцирующих) моносахаридов, молекула которых содержит карбонильную груп​пу. Восстанавливающими свойствами обладают также некоторые дисахариды - мальтоза, лактоза и целлобиоза, молекулы кото​рых имеют по одной свободной карбонильной группе.  Окисление легко протекает в щелочной, труднее - в нейтральной и особенно трудно—в кислой средах.

а) Реакция Троммера

Моносахариды в щелочной среде восстанавливают оксид ме​ди (II) в оксид меди (I), а сами окисляются до альдоновых кислот.

В пробирку наливают 1—2 мл раствора глюкозы и равный объем 10%-ного раствора гидроксида натрия. К смеси прибав​ляют при встряхивании по каплям 5%-ный раствор сульфата меди до появления неисчезающей мути гидроксида меди (11). Осто​рожно нагревают верхнюю часть содержимого пробирки, появляет​ся желтое окрашивание (гидроксид меди (1)), переходящее в крас​ное (оксид меди (1)), что указывает на положительную реакцию Троммера. Проделывают реакцию Троммера с растворами мальтозы, саха​розы и крахмала. Избыток медной соли маскирует реакцию, так как гидроксид меди (II) при нагревании теряет воду и дает черный оксид меди (II).

б) Реакция с фелинговой жидкостью

Нередко пользуются так называемой фелинговой жидкостью, в которой ион меди в степени окисления .4-2 находится в виде комплексного соединения с тартратами. Механизм реакции ре​дуцирующих углеводов с фелинговой жидкостью такой же, как и реакции Троммера. Преимуществом фелинговой жидкости яв​ляется то, что медь при избытке реактива не выпадает в виде оксида меди (II).

К 1—2 мл раствора глюкозы приливают равный объем фе​линговой жидкости и смесь нагревают до начинающегося кипе​ния. Образуется красный осадок оксида меди (I). Проделывают реакцию с фелинговой жидкостью с растворами мальтозы, сахарозы и крахмала.

в) Реакция  Барфеда (отличие восстанавливающих дисахаридов от моносахаридов)

Проба Барфеда отличается от всех предыдущих реакций вос​становления того или иного реагента тем, что окисление сахара протекает не в щелочной среде, а в среде, близкой к нейтральной. В этих условиях редуцирующие дисахариды в противоположность моносахаридам практически не окисляются, что позволяет отли​чить их от моносахаридов.

К 5 мл реактива Барфеда прибавляют 1 мл раствора исследуемого сахара. Смесь нагревают на водяной бане в течение 10 мин. Моносахариды восстанавливают реактив до оксида меди (I), диса​хариды реакции не дают. Следует избегать длительного кипячения, так как дисахариды в кислой среде могут гидролизоваться до моно​сахаридов, и в результате реакция Барфеда станет положи​тельной.

г) Реакция Селиванова на кетозы

При нагревании фруктозы (и других кетогексоз) с соляной кислотой образуется оксиметилфурфурол, который с резорцином образует соединение, окрашенное в вишнево-красный цвет. Альдозы также дают эту реакцию, но реакция у них протекает медленнее и в особых условиях (температура и кислотность среды).

В две пробирки наливают по 3 мл реактива Селиванова, в одну из них прибавляют 3 капли раствора фруктозы, в другую — 3 капли раствора глюкозы. Обе пробирки помещают в водяную ба​ню, нагретую до 80°С, и держат в ней 8 мин. За это время в про​бирке с фруктозой появляется красное окрашивание.

д) Реакция на пентозы с орцином (Реакция Билля)

Пентозы в кислой среде образуют фурфурол, который конден​сируется с орцином в присутствии слгдов хлорида железа (III).

К 1 мл испытуемого раствора прибавляют равный объем орци-нового реактива. Смесь нагревают на кипящей водяной бане в течение 20 мин. При наличии пентоз или метилпентоз появляется зеленое окрашивание раствора.

Зеленое окрашивание дают также уроновые кислоты, но толь​ко после более продолжительного нагревания. Чтобы отличить пентозы от метилпентоз при помощи этой реакции, исследуют спектр поглощения окрашенного раствора. Для этого его встряхивают с амиловым спиртом и окрашенный в зеленый цвет слой последнего исследуют в спектроскопе. В случае пентоз видно две полосы по​глощения: широкая в области 670 нм и слабая в области 610 нм, в случае метилпентоз — одна в области 670 нм.

е) Реакция крахмала и гликогена с иодом

К 2—3 мл раствора крахмала прибавляют 1—2 капли раствора Люголя. Раствор окрашивается в синий цвет. Содержимое про​бирки делят на 3 части: к первой части прибавляют 1—2 мл 10%-ного раствора гидроксида натрия, ко второй —2—3 мл этилового спирта; третью часть нагревают. Во всех случаях окраска исче​зает, причем в третьей пробе окраска вновь появляется при охлаж​дении. Реакция основана на образовании нестойкого адсорбцион​ного соединения иода с амилозой.

В пробирку наливают 2—3 мл раствора гликогена, добавляют 1—2 капли раствора Люголя, перемешивают, появляется красно-бурое окрашивание. Окраска усиливается при добавлении несколь​ких кристалликов хлорида натрия, но исчезает при добавлении раствора гидроксида натрия или нагревании.

Различие в цвете комплексов иод-крахмала и иод-гликогена свидетельствует о различии структур крахмала и гликогена.

Контрольные вопросы по теме:

1. Классификация углеводов. Биологические функции углеводов в клетке.

2. Строение и изомерия моносахаридов.

3. Реакции сахаров.

4. Гликозиды. Производные сахаров в клетке. Их функциональная роль.

5. Строение и свойства олигосахаридов. Редуцирующие и нередуцирующие сахара.

6. Строение и свойства полисахаридов.
Тема IV. Строение и химические свойства липидов.

Липидами называются вещества, экстрагируемые из тканей неполярными растворителями (эфир, хлороформ, бензин). С физико-химической точки зрения липиды отличаются родственными свойствами, так как они в большинстве своем являются соединениями неполярной природы. Неполярный характер органических соединений зависит в первую очередь от содержания в них большого числа –СН2-групп. Хотя таким образом в группу липидов по свойству растворимости входят различные вещества, все же обмен липидов имеет много общих черт и биосинтез их исходит из общих начал.

В состав липидов могут входить высшие жирные кислоты, глицерин, остаток фосфорной кислоты, аминоспирт – сфингозин, высшие предельные спирты, моно- и олигосахариды. Все липиды при экстрагировании можно разделить на три класса: простые, сложные и производные липидов. В зависимости от того, подвергаются или нет те или иные липиды щелочному гидролизу их делят на омыляемые и неомыляемые. Производные липидов являются неомыляемыми липидами. Неполярный характер большинства липидов определяет их функции в живом организме. Простые липиды являются жировыми депо и защитными оболочками. Подавляющее большинсто сложных липидов являются структурными компонентами биологических мембран. Производные липидов являются предшественниками стероидных гормонов, каротиноидов и витаминов липидной природы.

Лабораторная работа №7 Качественные реакции на жиры.

1. Качественная реакция на жиры и масла

К капле масла на часовом стекле добавляют одну каплю 1 %-но-го раствора осмиевой кислоты. Масло окрашивается в черный цвет. Кроме осмиевой кислоты, в качестве реактива на масла при​меняют краситель судан III, который окрашивает масла в различ​ные оттенки красного цвета. Все эти реактивы — 1%-ная осмиевая кислота, судан III и другие—пригодны для микрохимических определений. Срезы тканей (растительных или животных) смачи​вают одним из этих реактивов и наблюдают под микроскопом: кап​ли масла в ткани окрашиваются в черный или красный цвег.
2. Обнаружение глицерина в жирах (акролеиновая проба)

В пробирку вносят 2—3 капли масла (жира) и прибавляют пятикратное количество безводного гидросульфата калия. Нагре​вают пробирку осторожно, но сильно (в вытяжном шкафу) до появления белых густых паров. Отмечают (осторожно.) резкий раздражающий запах акролеина. Если в эти пары внести кусочек фильтровальной бумаги, смоченной аммиачным раствором оксида серебра, то бумага почернеет вследствие выделе​ния металлического серебра. Затем у отверстия пробирки держат фильтровальную бумагу, смоченную раствором фуксинсернистой кислоты. Появляется ярко-розовое пятно. Обе эти реакции (с аммиачным раствором оксида серебра и с фуксинсернистой кислотой) являются качественными реакциями на альдегиды, в данном слу​чае — на акролеин.

Повторяют опыт, но вместо масла берут кусочек воска. Акролеиновая проба проводится для обнаружения в липидах глицерина. При нагревании глицерина в присутствии водоотнимающих средств (гидросульфат калия, борная кислота, сульфат магния) происходит образование непредельного акрилового аль​дегида — акролеина.

Липиды, не содержащие глицерина (воски, стериды и др.), акролеиновой пробы не дают. При проведении этой реакции с ку​сочком воска образования акролеина не происходит.

3. Определение констант жиров

1.Определение насыщенности жиров

Ненасыщенность жира зависит от присутствия в его составе непредельных жирных кислот. Ненасыщенные соединения легко присоединяют по два атома галогена по месту каждой двойной связи. Обычно степень ненасыщенности определяют йодным чис​лом. Йодное число измеряется количеством граммов иода, которое присоединяется к 100 г жира.

Йодное число является одним из наиболее важных химиче​ских показателей для масел (жиров). Оно позволяет судить о сте​пени ненасыщенности масла (жира), о склонности его к «высыха​нию», прогорканию и другим изменениям, происходящим при хранении и переработке пищевых и технических масел.

С двойными связями, кроме иода, реагируют также и другие галогены — хлор и бром. Однако они не только присоединяются по двойным связям, но и замещают атомы водорода в радикале. Иод же в определенных условиях реагирует преимущественно с двойными связями.

Механизм реакции взаимодействия ненасыщенных жирных кислот с иодом таков.

а) Сравнение ненасыщенности различных жиров

Отвешивают в пробирки по 0,5 г различных жиров (свиное сало, коровье масло, маргарин, подсолнечное масло). Растворяют каждый жир в 3 мл хлороформа и титруют из микробюретки 0,001 н. раствором иода в хлороформе до отчетливо розовой окраски. Запи​сывают объем раствора иода, пошедшего на насыщение каждого вида жира. Располагают исследованные жиры по убывающей степени насыщенности.

б) Определение иодного числа 

В сухую коническую колбу емкостью 250 мл с пришлифован​ной стеклянной пробкой помещают исследуемое масло. Навеску берут на аналитических весах следующим образом: взвешивают склянку (из-под пенициллина) с маслом и пипеткой в пробке, от​меривают из нее пипеткой в колбу 3—4 капли масла и снова взве​шивают склянку. По разности масс определяют величину навески масла. В колбу добавляют 25 мл спирта для растворения навески. Если масло плохо растворяется, можно подогреть колбу на водя​ной бане. Во второй колбе ставят «слепой опыт» (контроль), т. е. берут в нее 25 мл спирта. В каждую колбу (опыт и контроль) при​бавляют по 12,5 мл 0,2 н. спиртового раствора иода (из бюретки), смешивают, приливают по 100 мл дистиллированной воды и хоро​шо встряхивают, закрыв пробкой. Через 5 мин содержимое колб оттитровывают 0,1 н. раствором тиосульфата сначала до появления слабо-желтого окрашивания, а потом, прибавив 1 мл раствора крахмала, титруют до исчезновения синего окрашивания.

Разность между количеством 0,1 н. раствора тиосульфата, за​траченного на титрование опыта и контроля, является показателем количества иода, сеязанного навеской масла. Йодное число (в г) вычисляют по формуле:

Йодное число = 
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где V1 —количество 0,1 н. раствора тиосульфата натрия пошедшее на титро​вание контроля (в мл); V2 — количество 0,1 н. раствора тиосульфата натрия, пошедшее на титрование в опыте (в мл); 0,0127—титр тиосульфата по иоду; а — навеска жира ( в г).

Расхождения в параллельных опытах допускаются лишь в де​сятых долях получаемых йодных чисел.

в) Определение кислотного числа жиров

Кислотное число характеризует кислотность жира, и измеря​ется оно числом миллиграммов гидроксида калия, необходимого для нейтрализации свободных жирных кислот, содержащихся в 1 г жира.

Кислотное число наряду с другими физико-химическими пока​зателями характеризует качество масла. Например, если масло получено из зрелых семян, то свободных жирных кислот в нем ма​ло, в масле же из незрелых семян содержание свободных жирных кислот значительно. При хранении масла наблюдается гидролиз глицеридов, который приводит к накоплению свободных жирных кислот, т. е. к возрастанию кислотности. Повышенная кислотность масла указывает на снижение его качества.

Метод определения кислотного числа основан на том, что сво​бодные жирные кислоты, имеющиеся в масле, оттитровывают 0,1 н. раствором КОН. Обычно титрование проводят гидроксидом калия, а не гидроксидом натрия, так как образующиеся калиевые мыла лучше растворимы в условиях опыта.

Навеску масла для определения берут на аналитических весах по разности (с. 262). Для определения кислотного числа навеску жира (масла) в 2—3 г, взвешенную на аналитических весах, поме​щают в коническую колбу емкостью 50—100 мл и растворяют в 10—15 мл нейтральной смеси спирта и эфира (1:1). Для нейтра​лизации к смеси спирта и эфира (1:1) прибавляют 3—4 капли фенолфталеина и затем 0,1 н. спиртовой раствор гидроксида калия по каплям, до появления слабого розового окрашивания. После растворения жира вносят 1—2 капли раствора фенолфталеина и титруют 0,1 н. спиртовым раствором гидроксида калия до слабо​розового окрашивания. Окраска после взбалтывания не должна исчезать в течение 0,5—1 мин.

Кислотное число вычисляют по формуле:

Кислотное число = 
[image: image15.wmf]a

T

V

*


где V — количество (в мл) 0,1 н. раствора КОН, израсходованное на титрование взятой навески жира; Т — титр 0,1 н. раствора гидроксида калия (в мг); а — навеска жира (в г).

г) Определение числа омыления жиров

Числом омыления называется число миллиграммов гидроксида калия, необходимое для нейтрализации, как свободных, так и свя​занных (в форме глицеридов) жирных кислот, содержащихся в 1 г масла.

Содержание свободных жирных кислот в масле характеризуется кислотным числом (см. выше), а содержание связанных в виде эфиров кислот—эфирным числом, т. е. числом миллиграммов гидроксида калия, необходимого для нейтрализации освобождаю​щихся при омылении эфирных связей жирных кислот в 1 г масла.

Экспериментально эфирное число определяется по разности между числом омыления и кислотным числом.

В одну колбу емкостью 50 мл вносят 0,5 г жира, отвешенного на аналитических весах, а в другую —0,5. мл воды. Затем в обе колбы добавляют из бюретки по 15 мл 0,5 н. спиртового раствора гидроксида калия. Колбы закрывают пробками с обратными воз​душными холодильниками (длина 70 см) и нагревают на кипящей водяной бане в течение 30—40 мин при периодическом встряхива​нии. Следят, чтобы жидкость в колбе слабо кипела и чтобы верх​няя часть трубки не нагревалась.

По окончании омыления в каждую колбу добавляют по 15 —20 мл воды, по 3—4 капли фенолфталеина и титруют 0,5 н. раствором соляной кислоты до исчезновения розового окрашивания (определя​ют количество несвязавшейся щелочи). Исходя из того, что 1 мл 0,5 н. раствора гидроксида калия соответствует 28 мг его, расчет числа омыления ведут по формуле:

Число омыления = 
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где V1 —объем (в мл) 0,5 н. раствора НС1, затраченный на титро​вание контроля (колба с водой); V2 —объем (в мл) 0,5 н. раствора НС1, затраченный на титрование опыта (колба с жиром); а — масса жира (в г).

Контрольные вопросы по теме:

1. Понятие о липидах. Биологические функции липидов в организме.

2. Классификация и состав липидов.

3. Строение и свойства жирных кислот.

4. Строение и свойства простых липидов.

5. Строение и свойства фосфолипидов.

6. Строение и свойства гликолипидов.

7. Производные липидов в клетке. Строение, биологические функции.

8. Перекисное окисление липидов. Свободные радикалы. Способы их обезвреживания в клетке.

9. Ферментативное окисление жирных кислот. Простагландины, тромбоксаны, лейкотриены.
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