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Лабораторная работа № 1

Тема: осаждение белков

Эксперимент 1. Осаждение белков неорганическими кислотами.

В три пробирки внесите по 10 капель раствора яичного белка (разведенного в 10 раз). Добавьте в каждую пробирку по 2-3 капли концентрированной кислоты (серной, соляной, азотной). Добавьте еще кислоты. Наблюдения запишите в тетрадь. Объясните происходящие явления.

Эксперимент 2. Осаждение белков органическими растворителями.

В две пробирки внесите по 10 капель раствора белка и добавьте в одну 10 капель спирта, в другую — столько же ацетона. Наблюдения запишите в тетрадь. Объясните происходящие явления.

Эксперимент 3. Осаждение белков органическими кислотами.

В две пробирки внесите по 10 капель раствора белка и добавьте в одну 10 капель трихлоруксусной кислоты, в другую — столько же сульфосалициловой кислоты. Наблюдения запишите в тетрадь. Объясните происходящие явления.

Эксперимент 4. Осаждение белков алкалоидными реактивами.

В две пробирки внесите по 10 капель раствора белка и по 5 капель 1 % раствора уксусной кислоты (объясните значение добавления кислоты). Затем добавьте в одну пробирку 5-7 капель пикриновой кислоты, в другую — столько же таннина. Наблюдения запишите в тетрадь. Объясните происходящие явления.

Эксперимент 5. Осаждение белков солями тяжелых металлов.

В три пробирки внесите по 10 капель раствора белка и добавьте в каждую по 2 капли одного из растворов солей (CuSO4, FeCl3, (CH3COO)2Pb). Наблюдения запишите в тетрадь. Объясните происходящие явления.
Эксперимент 6. Осаждение белка солями щелочных металлов и аммонийными солями.

В две пробирки внесите по 10 капель раствора белка и добавьте в одну 10 капель насыщенного раствора сульфата натрия, в другую — столько насыщенного раствора сульфата аммония. Наблюдения запишите в тетрадь. Объясните происходящие явления.

Общее замечание: после добавления осадителей к растворам белка перемешайте смеси встряхиванием. Из каждой группы пробирок выберите одну, с наибольшим осадком, и проверьте растворимость осадка добавлением 20 капель дистиллированной воды. 

Результаты оформите в виде таблицы. Сделайте вывод о том, какие из исследованных осадителей вызывают обратимое осаждение. Дайте объяснение своим выводам.

Лабораторная работа № 2

Тема: качественные реакции на белки и отдельные аминокислоты.

Все качественные реакции выполняйте с сывороткой крови и с раствором желатины (в каждом случае по две пробирки: в одной 5 капель сыворотки, в другой — столько же раствора желатины).

Эксперимент 1. Биуретовая реакция.

Данную реакцию дают все соединения, содержащие пептидную группу, т.е. все белки, пептиды и некоторые другие вещества. В щелочной среде пептидные группы образуют с сульфатом меди окрашенный в сине-фиолетовый цвет комплекс. Реакция используется как для качественного, так и для количественного анализа.

К растворам исследуемых белков добавьте по две капли 10 % раствора NaOH и по две капли 1 % раствора CuSO4. Перемешайте. Наблюдения запишите в тетрадь.

Эксперимент 2. Нингидриновая реакция.

Эту реакцию дают соединения, содержащие свободную α-аминогруппу, в том числе свободные аминокислоты, пептиды, белки. При нагревании с нингидрином происходит окисление указанных групп с образованием CO2, NH3 и соответствующих альдегидов. Нингидрин при этом восстанавливается и конденсируется с аммиаком и избытком гидратированной кетоформы нингидрина, образуя окрашенный в фиолетовый цвет комплекс.

К растворам исследуемых белков добавить по 3-5 капель 0,5 % раствора нингидрина, перемешать и нагреть до кипения. Наблюдения запишите в тетрадь.

Эксперимент 3. Ксантопротеиновая реакция.

Эту реакцию дают все белки и пептиды, содержащие ароматические аминокислоты. При нагревании их с концентрированной азотной кислотой происходит нитрование ароматических колец. Образующиеся продукты имеют желтую окраску, при подщелачивании переходящую в оранжевую.

К растворам исследуемых белков добавьте по 2-3 капли концентрированной азотной кислоты и осторожно (!) нагрейте пробирки. В случае появления желтого окрашивания раствор охладите, и добавьте 30 % раствор NaOH или NH4OH по каплям до появления оранжевого оттенка. Наблюдения запишите в тетрадь.

Эксперимент 4. Реакция Адамкевича на триптофан.

Триптофан в кислой среде взаимодействует с альдегидами, образуя окрашенные продукты. В качестве источника альдегида можно использовать раствор сахарозы, которая при обработке кислотой дает оксиметилфурфурол, обладающий альдегидной группой.

К исследуемым белковым растворам добавьте по 1-2 капли 10 % раствора сахарозы и слегка подогрейте. После остывания по стенке пробирке подслоите концентрированную серную кислоту. На границе раздела жидкостей появляется красновато-фиолетовое кольцо в случае наличия в белке триптофана. Наблюдения запишите в тетрадь.

 Эксперимент 5. Реакция Эрлиха на гистидин.

При смешивании реактивов 1 (раствор сульфаниловой кислоты в HCl) и 2 (водный раствор NaNO2) друг с другом и с аммиаком образуется диазобензолсульфоновая кислота, дающая оранжевое окрашивание с гистидином.

К растворам исследуемых белков добавьте по 3 капли реактива 1, по 2-3 капли реактива 2 и по 3-5 капель любого щелочного раствора (NaHCO3, NH4OH, NaOH). Наблюдения запишите в тетрадь.

Эксперимент 6. Реакция Фоля на серусодержащие аминокислоты.

Цистин, цистеин, метионин при нагревании с концентрированными растворами щелочей разрушаются с образованием сульфидов. При добавлении к их растворам ацетата свинца происходит образование сульфида свинца — нерастворимой соли черного цвета.

К исследуемым белковым растворам добавьте по 5-7 капель 30 % раствора NaOH и по 1 капле 5 % раствора ацетата свинца. Нагрейте до кипения и осторожно кипятите 1-2 минуты. Затем в пробирку поместите немного волос или кусочек ногтя и обработайте вышеописанным способом. 

Наблюдения запишите в тетрадь. Сделайте выводы.

Общее замечание: результаты всех работ отобразите в таблице, отмечая, какие из реакций дал каждый из исследуемых белков. В выводах укажите различия аминокислотного состава этих белков и их относительную пищевую ценность.

Лабораторная работа № 3

Тема: влияние различных факторов на активность ферментов

Для знакомства со свойствами ферментов используем амилазу слюны. Она катализирует гидролиз крахмала и гликогена и является эндополиглюкозидазой, разрушающей α-1,4-глюкозидные связи. В ходе ферментативного гидролиза крахмала образуются олигосахариды различной величины — декстрины. Следить за ходом гидролиза можно с помощью окрашивания реакционной смеси реактивом Люголя (раствор йода в водном йодиде калия). Крахмал окрашивается реактивом Люголя в синий цвет; раствор мутен. Декстрины имеют разную окраску в зависимости от их величины. Крупные амилодекстрины окрашены, как и крахмал, в синий цвет, но их растворы прозрачны и менее вязки, чем раствор крахмала. Средние по величине обломки молекул крахмала — эритродекстрины — окрашиваются в красный цвет. Мелкие ахродекстрины реактивом Люголя не окрашиваются (желтоватая окраска их растворов после обработки реактивом Люголя определяется цветом самого реактива). Конечный продукт гидролиза крахмала α-амилазой — мальтоза и небольшое количество ахродекстринов. Появление конечных продуктов можно обнаружить с помощью реакции Фелинга. 

Эксперимент 1. Влияние температуры на активность ферментов

Поставьте в штатив 2 ряда пробирок (по 3 в ряду). Внесите в пробирки 1-го ряда (пробирки 1-3) по 2 мл 0,5 % раствора крахмала, а в пробирки 2-го ряда (пробирки 4-6) по 10 капель разведенной в 5-6 раз слюны. Пробирки 1 и 4 поставьте на 10 минут в лед; пробирки 2 и 5 — в термостат при 37º С; пробирки 3 и 6 — в кипящую водяную баню. Через 10 минут содержимое пробирок 1 и 4, 2 и 5, 3 и 6 объедините, тщательно перемешайте и оставьте на 10-15 минут. Добавьте в каждую по 3-5 капель реактива Люголя. Сравните окраску растворов в пробирках. Результаты оформите в виде таблицы. Сделайте вывод о влиянии температуры на активность ферментов.

Эксперимент 2. Влияние рН на активность ферментов

В четыре пробирки налейте по 1 мл буферных растворов, имеющих рН 5,0, 6,9, 7,5 и 8,2. В каждую пробирку добавьте по 5 капель 0,5 % раствора крахмала и по 1 капле слюны, предварительно разбавленной в 10 раз. Перемешайте и поместите в термостат или водяную баню при 37º С на 6-7 минут. Затем добавьте в каждую пробирку по 1 капле реактива Люголя и сравните окраску растворов. Результаты оформите в виде таблицы. Сделайте вывод о влиянии рН на активность ферментов.

Эксперимент № 3. Специфичность действия ферментов

В одну пробирку налейте 1 мл 0,5 % раствора крахмала, в другую — 1 мл 0,5 % раствора сахарозы. В обе пробирки внесите по 5 капель разведенной в три раза слюны. Содержимое пробирок перемешайте и поставьте на 15 минут в термостат или водяную баню при 37º С. Затем проведите в обеих пробирках реакцию Фелинга, с помощью которой обнаруживаются свободные альдегидные группы. Указанные группы отсутствуют у сахарозы и негидролизованного крахмала, но появляются после гидролиза у продуктов расщепления.

Для выполнения реакции Фелинга добавьте к исследуемым растворам равные объемы реактива Фелинга и нагрейте (одновременно!) обе пробирки до появления красного или желтого осадка в одной из них. Сравните поведение двух растворов и сделайте выводы.

Реакция Фелинга

В этой реакции происходит окисление углеводов до соответствующих кислот с параллельным восстановлением Cu2+ до Cu+. Реакция идет в щелочной среде:

1) CuSO4 + 2NaOH → ↓Cu(OH)2 + Na2SO4;

2) CH2OH(CHOH)4CHO + 2Cu(OH)2 → CH2OH(CHOH)4COOH + ↓Cu2O + 2H2O.

При этом выпадает осадок кирпично-красного цвета — закись меди.

В 8 пробирок внесите по 2 мл растворов глюкозы, фруктозы, сахарозы, мальтозы, лактозы, какой-либо из пентоз, крахмала. Добавьте в каждую по 1 мл раствора Фелинга (содержит CuSO4, NaOH и сегнетову соль для связывания избытка меди). Перемешайте. Нагрейте в пламени горелки или кипящей водяной бане до появления в некоторых пробирках кирпично-красного осадка закиси меди или желтого осадка гидрата закиси меди. 

Проведите реакцию Фелинга также и с гидролизованными сахарозой и крахмалом. Для гидролиза сахарозы к 1 мл раствора этого углевода добавьте 0,5 мл 10 % раствора H2SO4 и кипятите 1-2 минуты. Кислоту нейтрализуйте 1 мл 10 % раствора NaOH. Аналогично гидролизуйте 2 мл крахмала.

Лабораторная работа № 4

Тема: наблюдение действия некоторых ферментов 

Эксперимент № 1. Действие уреазы.

Уреаза относится к классу гидролитических ферментов, катализирующих гидролиз связей —C—N—. Уреаза расщепляет мочевину согласно уравнению:

CO(NH2)2 + H2O 
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 CO2 + 2NH3.

В большом количестве уреаза имеется в соевых бобах. В небольшом количестве уреаза присутствует в желудочном соке человека.

Налейте в две пробирки по 2 мл 2 % раствора мочевины и по 2-3 капли фенолфталеина. В одну из них добавьте щепотку соевой муки. Перемешайте. Вторая пробирка служит контролем. Обе пробирки оставьте при комнатной температуре и наблюдайте за окраской растворов. Сделайте выводы.

Эксперимент № 2. Действие дегидрогеназ.

Дегидрогеназы относятся к классу оксидоредуктаз. Они катализируют окисление различных субстратов путем отнятия водорода и переноса его на различные акцепторы. Действие дегидрогеназ удобно наблюдать в анаэробных условиях, используя в качестве акцептора водорода метиленовый синий. Этот краситель легко окисляется и восстанавливается, изменяя при этом цвет (восстановленная форма бесцветна и называется лейкоформой, окисленная — окрашена в синий цвет и называется хромоформой).

У декапитированной крысы извлеките мышцы и измельчите их ножницами. Поместите мышечную кашицу в две пробирки. В одну добавьте 1 мл воды, нагрейте до кипения и кипятите 2-3 минуты, после чего слейте воду. В обе пробирки добавьте раствор метиленового синего так, чтобы покрыть мышцы. Сверху наслоите тонкий слой растительного масла для создания анаэробных условий. Поместите пробирки в термостат (37º С) на 20-30 минут. Сравните окраску в пробирках. Объясните наблюдаемую картину. Встряхните пробирки и пронаблюдайте за изменением окраски. Дайте пояснения и сделайте выводы.

Эксперимент № 3. Действие каталазы крови и определение ее активности.

Каталаза — фермент из класса оксидоредуктаз — катализирует реакцию разложения пероксида водорода:

2Н2О2 
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2Н2О + ↑О2.

Активность каталазы крови выражается так называемым каталазным числом — количеством мг пероксида водорода, которое разлагается ферментом, содержащимся в 1 мкл крови, при комнатной температуре за 30 минут. 

Подопытное животное декапитируйте и соберите кровь в подготовленную посуду, ополоснутую антикоагулянтом (например, раствором цитрата натрия). В мерную колбу на 100 мл налейте немного дистиллированной воды. Внесите туда же микропипеткой, ополоснутой антикоагулянтом, 0,1 мл крови. Пипетку ополосните водой дважды, и промывные воды слейте в ту же колбу. Доведите объем водой до метки. Т.о., кровь разведена вами в 1000 раз.

В два стаканчика внесите по 5 мл воды и отмерьте туда же по 1 мл разведенной крови. Содержимое одной из проб (контрольной) прокипятите в течение 2-3 минут для инактивации каталазы. Охладите до комнатной температуры. В обе пробы добавьте по 2 мл 1 % раствора пероксида водорода и оставьте при комнатной температуре на 30 минут. 

Добавьте в каждую пробу по 5 мл 10 % раствора серной кислоты. Оттитруйте перекись водорода 0,1 N раствором перманганата калия:

2KMnO4 + 5H2O2 + 3H2SO4 → K2SO4 + 2MnSO4 + 8H2O + ↑5O2.

Зная разность объемов раствора перманганата калия, пошедшего на титрование контрольной и опытной проб, концентрацию раствора перманганата калия, разведение крови и эквивалентную массу пероксида водорода, рассчитайте каталазное число. Сделайте выводы.

Лабораторная работа № 5

Тема: проба на брожение

Ферменты дрожжей сбраживают некоторые углеводы с образованием этанола и выделением углекислого газа. Данная проба используется в качественном анализе для определения сбраживаемости углеводов, а также для оценки технологической пригодности дрожжей по объему выделившегося углекислого газа.

Налейте в пробирки по 9 мл растворов глюкозы, фруктозы, галактозы, лактозы, сахарозы, мальтозы, ксилозы. Добавьте в каждую по 2 мл суспензии дрожжей. Перемешайте. Заполните смесью бродильный сосуд Эйхгорна так, чтобы в запаянном колене его не было пузырьков воздуха. Поставьте в термостат (37-40º С) на 30-40 минут. Проверьте, какие углеводы подверглись сбраживанию. Сделайте выводы.

Лабораторная работа № 6

Тема: выделение липидов и исследование их некоторых свойств.

Эксперимент № 1. Определение кислотного числа жира.

Природные нейтральные жиры всегда имеют примеси свободных жирных кислот. Количество их увеличивается при прогоркании жира. Поэтому для оценки пищевой пригодности жира применяется определение количества указанных веществ, выражаемое в так называемом кислотном числе жира. Кислотное число — это количество мг КОН, необходимое для нейтрализации свободных жирных кислот, содержащихся в 1 г жира.

Внести в колбу 1 мл растительного масла. Добавить 5 мл эфира, 5 мл этилового спирта и 2-3 капли фенолфталеина. Оттитруйте кислоты 0,01 N спиртовым раствором КОН до розовой окраски. Рассчитайте кислотное число с учетом плотности подсолнечного масла (0,94 г/мл).

Эксперимент № 2. Определение йодного числа жира.

Количество ненасыщенных жирных кислот в жире во многом определяет его пищевую ценность. Степень насыщенности жира определяется с помощью насыщения содержащихся в нем непредельных кислот йодом и определения непрореагировавшего йода (йодометрия). Йодное число — это количество граммов йода, которое связывается непредельными жирными кислотами, содержащимися в 100 г жира. В клинической биохимии иногда определяют йодное число сыворотки или цельной крови и выражают его в мг% (количество мг йода, связавшегося с непредельными жирными кислотами, содержащимися в 100 мл крови или сыворотки). В норме йодное число цельной крови колеблется от 340 до 420, сыворотки — от 370 до 700 мг%.

Внесите в колбу 0,2 мл растительного масла (опыт); во вторую колбу — 0,2 мл воды (контроль). Добавьте в обе по 10 мл хлороформа и по 10 мл 0,1 N спиртового раствора йода. Перемешайте и оставьте на 15 минут. Оттитруйте не связавшийся с пробами йод 0,1 N раствором гипосульфита натрия сначала до появления темно-желтой окраски, а затем, после добавления 1 мл 1 % раствора крахмала, до исчезновения синего оттенка. Исходя из разницы объемов раствора гипосульфита натрия, пошедшего на титрование опытной и контрольной проб, концентрации указанного раствора, эквивалентной массы йода, навески жира в граммах, определите йодное число. Сделайте выводы.

Эксперимент № 3. Выделение лецитина (фосфатидилхолина) из яичного желтка.

Поместите в пробирку немного яичного желтка (можно кусочек сухого желтка). Залейте 3-4 мл эфира. Встряхивайте 5-10 минут. Эфир экстрагирует липиды, в том числе и лецитин. Дайте смеси отстояться и слейте экстракт. К эфирному экстракту прилейте равный объем ацетона и взболтайте смесь. Лецитин выпадает в осадок в виде белых хлопьев. На этом принципе основано препаративное получение лецитина.

Эксперимент № 4. Реакция Либермана на холестерол.

Внесите в сухую пробирку 10 капель 10 % хлороформного раствора холестерина. Добавьте 1-2 капли уксусного ангидрида и 1-2 капли концентрированной серной кислоты. Осторожно встряхните и поместите в кипящую водяную баню на 1-2 минуты, или оставьте при комнатной температуре на 5-7 минут. Развивается зеленая окраска, обусловленная образованием холестеролсульфокислоты. Данная цветная реакция лежит в основе количественного определения холестерина в тканях и крови.

Лабораторная работа № 7

Тема: обнаружение минеральных вещества в биологических объектах.

Эксперимент № 1. Определение кальция в моче титриметрическим методом м применением мурексида.

В основе метода лежит образование мураксидом  комплексного соединения красноватого цвета с ионами кальция в щелочной среде. При титровании раствором более сильного комплексообразователя этот комплекс разрушается и мурексид освобождается, что приводит к появлению его натуральной окраски сине-фиолетового цвета.

В конусную колбу на 100 мл налейте 3 мл мочи. Добавить 47 мл дистиллированной воды, 5 мл 10 % раствора NaOH и 2 мл 0,5 % раствора мурексида. Медленно титруйте 0,002 М раствором трилона Б из микробюретки до появления сине-фиолетовой окраски. Параллельно с опытной пробой приготовьте контрольную пробу для контроля окраски свободного мурексида в щелочной среде. Для этого вместо мочи возьмите 3 мл воды и добавьте все перечисленные компоненты. Исходя из концентрации раствора трилона Б, его объема, пошедшего на титрование опытной пробы, и эквивалентной массы кальция рассчитайте содержание кальция в пробе. Обычно конечный результат выражают в количестве мг кальция, выводимого с мочой за сутки, для чего определение ведут в суточной моче и учитывают суточный диурез.

Эксперимент № 2. Обнаружение фосфора в моче и сыворотке крови по восстановлению фосфорно-молибденовой кислоты.

К 1 мл разбавленной в 10 раз мочи и к 1 мл сыворотки крови добавьте 4 мл дистиллированной воды и 5 мл 10 % раствора трихлоруксусной кислоты (ТХУ) для осаждения белков. Тщательно перемешайте. Через 10 минут профильтруйте растворы. К 5 мл фильтрата добавьте 1 мл раствора молибдата аммония, 0,2 мл 1 % раствора аскорбиновой кислоты и 1,8 мл дистиллированной воды. Параллельно с опытными пробами проведите цветную реакцию со стандартным раствором, содержащим 0,439 г КН2РО4 в 1 л (0,1 мг фосфора в 1 мл раствора). К 1 мл стандартного раствора добавьте 2,5 мл ТХУ, 1 мл раствора молибдата аммония, 0,2 мл раствора аскорбиновой кислоты и 3,3 мл воды. Сравните окраску стандартного и опытных растворов. Сделайте выводы. Данная методика используется для количественного определения фосфора.
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