Лабораторная работа по теме БЕЛКИ
Теоретическая часть

Белки – биополимеры, -макромолекулы которых состоят из одной или нескольких полипептидных цепей. Каждая полипептидная цепь построена из большого количества аминокислотных остатков, соединенных пептидной ковалентной связью –СО–NH– . Линейная полипептидная связь имеет следующую структуру, где Ri - радикалы аминокислот:



Пептидные связи имеют некоторые особенности строения. Во-первых, это своеобразное расположение атомов углерода и азота, которые находятся примерно в одной плоскости, и атомов водорода и радикалов, направленных к этой плоскости под углом 109°28'. Во-вторых, своеобразие пептидной связи состоит в том, что расстояние между атомами С и N в ней (равное 0,132 нм) является промежуточным между простой (одинарной) связью (связь —С—N—, равная 0,147 нм) и двойной связью (связь —C=N—, равная 0,125 нм). 

                               

В состав радикалов боковых цепей могут входить гидрофобные неполярные углеводородные радикалы, иногда содержащие бензольное кольцо.
Структуры белков

Первичная структура

Первичная структура белка – это число и последовательность аминокислотных (АК) остатков, соединённых друг с другом пептидными связями. 

Аминокислотная последовательность в молекуле белка строго определена генетическим кодом и определяет его биологические функции. Замена одной АК в молекуле белка может изменить все функции.



Вторичная структура

Вторичная структура белка представляет собой способ укладки полипептидной цепи в упорядоченную форму за счёт системы водородных связей.

Существует две формы вторичной структуры:

1. Спиральная (в пределах одной полипептидной цепи).Спираль (α-спираль) – сохраняет форму за счёт многочисленных водородных связей между находящимися рядом СО и NН группами.
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α-спираль
 Витки спирали регулярны. В одном витке α-спирали 3, 6 АК-остатка, каждая пептидная группа образована водородной связью, с четвёртой от неё пептидной группой. α-спираль – устойчива.

2. Слоисто-складчатая структура белка образуется за счет водородных связей между смежными полипептидными цепями. В этом случае связываются водородной связью антипараллельные соседние две цепи (против «N» - конца одной полипептидной цепи стоит «С» - конец второй). Водородные связи перпендикулярны цепям и эта конфигурация (β-складчатый слой) прочна на разрыв, гибка (фиброин шёлка, волосы). 
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β-складчатый слой

Третичная структура

Третичная структура – ещё более высокая организация белковых молекул. Она даёт представление об объёмной форме и взаимном расположении участков белковой молекулы.  Глобула – это свернувшаяся в клубок спираль, которая поддерживается за счёт водородных, ионных, ковалентных (дисульфидных) связей, гидрофобных взаимодействий между боковыми неполярными радикалами АК. Спирали могут компактно укладываться в пучки, которые также удерживаются вышеперечисленными связями 
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Глобула

В количественном отношении при формировании третичной структуры более важны гидрофобные взаимодействия. Белки сворачиваются таким образом, чтобы его гидрофобные боковые цепи были скрыты от взаимодействия с водой, а гидрофильные – высовывались наружу.

Четвертичная структура (характерна для глобулярных белков)

Образуется при взаимодействии нескольких белковых глобул, образующих субъединицу за счёт водородных и ионных связей. Например, субъединица гемоглобина состоит из четырёх отдельных полипептидных цепей двух типов : двух α-цепей и двух β-цепей. Две α-цепи содержат по 141 АК-остатку, β-цепи содержат по 146 АК-остатков. Молекулярная формула гемоглобина С3032Н4816О172N780S8Fe4
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Структура гемоглобина

Денатурация белков

Денатурация – это утрата белком его природной структуры при разрушении нековалентных связей. Денатурация может быть: обратимой, необратимой, полной и частичной. Степень денатурации зависит от интенсивности разрушающего фактора и природы белка. Сначала разрушается четвертичная структура, затем третичная, потом вторичная. Первичная структура при денатурации остаётся.

Вызывать денатурацию могут: 

– нагревание или действие излучения, при этом кинетическая энергия, сообщённая белку, вызывает сильную вибрацию атомов, водородные и ионные связи разрываются, белок свёртывается;

– действие сильных электролитов: кислот, щелочей, концентрированных растворов солей, которые разрушают ионные связи, а при длительном воздействии могут разрывать даже пептидные связи, то есть разрушаться первичная структура;

– действие солей тяжёлых металлов, катионы которых образуют прочные связи с карбоксильными ионами, вследствие чего происходит разрыв ионной связи, они также нейтрализуют отрицательный заряд белковой молекулы, уменьшают его растворимость, и таким образом вызывают выпадение белка в осадок;

– органические растворители и детергенты (поверхностно-активные вещества – ПАВ), которые разрушают гидрофобные связи, образуя связи с гидрофобными неполярными группами. (например, использование спирта в качестве дезинфицирующего средства основано на денатурации белка любых присутствующих бактерий).

Денатурация может быть обратимой, когда разрушенные связи могут восстановиться или же может произойти перезарядка белковой молекулы, и осадок может раствориться. 

Экспериментальная часть

Денатурация (осаждение) белков

Опыт № 1. Осаждение белков кипячением.

Ход работы:
 Раствор яичного белка получить растворением белка свежего яйца в холодной воде в соотношении 1:10.
В 5 пробирок налить по 5 капель раствора яичного белка. Содержимое первой пробирки нагреть до кипения. Жидкость мутнеет. Нагревание вызывает нарушение структуры белка, молекулы частично агрегируют друг с другом. Однако кратковременное нагревание, вызывая дегидратацию, не оказывает заметного влияния на заряд белковой молекулы.
Содержимое второй пробирки также нагреть до кипения и внести 1 каплю 1% уксусной кислоты. Это приводит к подавлению диссоциации карбоксильных групп и снижению заряда молекул. При стоянии наблюдается образование хлопьевидного осадка белка.

В третью пробирку добавить 5 капель 1% уксусной кислоты до получения кислой реакции. Нагреть до кипения. При этом осадка не образуется, так как в сильнокислой среде молекулы белка перезаряжаются и несут положительный заряд, препятствующий агрегации белковых молекул.

В четвертую пробирку добавить 5 капель 1% уксусной кислоты и 2 капли насыщенного раствора NaCl. Нагреть до кипения. Вследствие уменьшения положительного заряда, вызванного добавлением ионов хлора Cl-, выпадает осадок белка.

В пятую пробирку добавить 2 капли 10% NaOH (сильнощелочная среда). Нагреть до кипения. Осадка не образуется из-за увеличения отрицательного заряда белковых молекул в щелочной среде.
Опыт № 2. Осаждение белков спиртами. 

Ход работы:
К 1мл подкисленного несколькими каплями уксусной кислоты раствору белка добавить равный объем спирта. При этом белок осаждается.

Опыт № 3. Осаждение белков солями тяжелых металлов.

Ход работы:
К 1 мл раствора белка в одной пробирке добавить 1 мл 5% раствора сульфата меди.

В другой пробирке к 1 мл белка прилить по каплям 5% раствор уксуснокислого свинца. 
Образующиеся осадки свидетельствует о том, что белки с тяжелыми металлами образуют соли, нерастворимые в воде, поэтому соли тяжелых металлов в больших количествах ядовиты для организма, ингибируя действия белков-ферментов. 

Опыт № 4. Осаждение белка кислотами. Проба Геллера.

Сильные минеральные кислоты, за исключением ортофосфорной, осаждают белок уже при комнатной температуре.

Ход работы:
Налить в пробирку 1 мл азотной кислоты и пипеткой осторожно добавить по стенке пробирки раствор белка (1 мл) так, чтобы оба раствора не перемешивались. На границе слоев появится белое кольцо выпавшего белка.

Цветные (качественные) реакции на белки
Реактивы:
Хлорид натрия, концентрированная азотная кислота, 1% уксусная кислота, спирт, 5% раствор сульфата меди, 5% раствор уксуснокислого свинца, 10% раствор гидроксида натрия, сульфат аммония, раствор яичного белка (разбавить яичный белок дистиллированной водой в соотношении 1:10).

Опыт № 6. Биуретовая реакция.

 Обусловлена наличием пептидных связей в молекуле белка, благодаря которым в щелочной среде с солями меди белок образует цветную комплексную соль.
Белок + CuSО4 + NaOH ( ярко фиолетовое окрашивание
Ход работы:
К 1мл раствора белка (1мл яичного белка в 10 мл дистиллированной воды) добавляют 1мл 10 % раствора NaOH и 1-2 капли 1% раствора CuSО4 Появляется фиолетовое окрашивание. Эту реакцию могут давать поли- и олигопептиды, но с другими оттенками краски.
Опыт № 7. Ксантопротеиновая реакция 

Основана на способности присутствующих в молекуле белка аминокислот, содержащих бензольные кольца (тирозии, триптофан и фенилалани) образовывать с концентрированной азотной кислотой при подогревании желто окрашенные нитросоединения .
Ход работы:
К 1мл раствора белка прилить под тягой 0,5 мл концентрированной азотной кислоты (набирать пипеткой с резиновой грушей). Выпадает осадок, который при подогревании приобретает жёлтую окраску. Если после охлаждения в пробирку добавить 1мл концентрированного раствора аммиака, то желтое окрашивание переходит в оранжевое вследствие превращения нитропроизводных циклических аминокислот в соли хиноидной структуры.

Опыт №8. Цистеиновая реакция (реакция Фоля)

Этой реакцией открывают в белках радикалы цистеина, содержащие как свободные –SH (тиоловые) радикальные группы, так и окисленные с образованием дисульфидных (-S-S-) связей цистина.

При нагревании белка, содержащего в молекуле остатки цистеина и цистина, с концентрированным раствором щелочи и ацетатом (или другой растворимой солью) свинца (реактив Фоля) образуется бурое или черное окрашивание. Это объясняют тем, что под действием щелочи от радикалов цистеина отщепляется сера в виде иона со степенью окисления минус два, который, взаимодействуя с ионом свинца (II), дает бурый или черный нерастворимый осадок сульфида свинца. Белки, в составе которых нет цистина и цистеина, реакцию Фоля не дают. Химизм процесса можно описать следующими реакциями:

Ход работы:
К 1 мл раствора белка добавить двойной объём 10 % раствора NaOH, прокипятить в течение 2-3 минут, а затем добавить 1-2 капли 5 % раствора уксуснокислого свинца Pb(CH3COO)2 и продолжать нагревать до выпадения чёрного осадка

Контрольные вопросы

1. Общая характеристика пептидов, полипептидов, белков и их строения.

2. Как соединяются аминокислоты в молекуле белка и за счёт каких групп? Соедините Ала, Цис, Сер.

3. Перечислите цветные реакции на белки и аминокислоты.

4. Какая реакция открывает пептидные связи? Её химизм.

5. Что характеризуют цвет и интенсивность окраски при положительной биуретовой реакции?

6. Назовите аминокислоты, имеющие в радикале бензольное кольцо. Какой реакцией можно обнаружить ароматические аминокислоты? Её химизм.

7. Назовите аминокислоты, содержащие серу. Какую из них обнаруживает реакция Фоля? Химизм реакции.

8. Что такое денатурация белков? Какие факторы могут вызвать её? 
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