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Лабораторне заняття №13
Якісні (кольорові) реакції на білки та амінокислоти. Властивості білків
Мета заняття: ознайомитися з якісними (кольоровими) реакціями на білки й амінокислоти; провести реакції зворотного та незворотного осадження білка (висолювання та денатурацію відповідно).
( Завдання для домашнього виконання

1. Зобразіть схематично, як утворюється первинна, вторинна, третинна та четвертинна структура білка. Які зв’язки беруть участь в утворенні цих структур?

2. Наведіть приклади простих (протеїнів) і складних (протеїдів) білків. Охарактеризуйте їх.
3. Які функції виконують білки? Наведіть приклади.
Питання для актуалізації знань
1. Амінокислоти. Їх будова та класифікація.

2. Фізико-хімічні властивості амінокислот.

3. Якісні реакції на амінокислоти.
4. Білки. Функції білків.

5. Структури білка. Характерні типи зв’язків.
6. Висалювання та денатурація білка. Зміни в білковій молекулі.
7. Класифікація білків.

ХІД ВИКОНАННЯ ЛАБОРАТОРНОЇ РОБОТИ
Матеріали, посуд, реактиви: штатив для пробірок, пробірки, пробіркотримач, піпетки, сухе пальне, сірники; дистильована вода, 1%-й розчин яєчного білка або концентрований розчин яєчного білка, 10%-й розчин натрій гідроксиду, 1%-й розчин купрум (II) сульфату, розчин нінгідрину, концентрована нітратна кислота, волосся або шматочок нігтя, розчин плюмбум ацетату, розчин натрій нітриту, концентрована оцтова кислота.
Штатив для пробірок, пробірки, пробіркотримач, піпетки, сухе пальне, сірники; дистильована вода, 1%-й розчин яєчного білка або концентрований розчин яєчного білка, розчин амоній сульфату, 1%-й розчин купрум (II) сульфату, 10%-й розчин плюмбум ацетату; концентрована нітратна кислота, концентрована хлоридна кислота; 1%-й розчин желатину; 0,1 моль/л, 1 моль/л розчини оцтової кислоти, 0,1 моль/л розчин натрій ацетату, 96%-й етиловий спирт або 95 %-й ацетон.
Дослід 1. Біуретова реакція (Піотровського) відкриває пептидний зв’язок (-СО-NH-) у білках.

Принцип реакції. Біуретова реакція доводить наявність у молекулах білків пептидних зв’язків (-СО-NН-). Сполуки, які мають у своєму складі 
не менше двох пептидних зв’язків (білки, пептиди), в лужному середовищі утворюють із купрум сульфатом комплекс фіолетового кольору. Біуретова реакція доводить наявність пептидних зв’язків у білках і поліпептидах.
Хід роботи. До 5 крапель 1%-го розчину яєчного білка (або концентрованого яєчного білка) додайте 5 крапель 10%-го розчину натрій гідроксиду, 2 краплі 1%-го розчину купрум (II) сульфату та все перемішайте. Вміст пробірки набуває фіолетового забарвлення.
Примітка. Не можна додавати надлишок купрум (II) сульфату, оскільки маскується характерне фіолетове забарвлення біуретового комплексу білка.

Дослід 2. Нінгідринова реакція характерна для аміногруп, що знаходяться в α-положенні у вільних амінокислот.

Принцип реакції. Білки, поліпептиди, вільні амінокислоти при нагріванні з нінгідрином дають рожево-фіолетове забарвлення. Реакція характерна для α-NH2-групи. Використовується для виявлення α-амінокислот.
Хід роботи. До 3-4 крапель 1%-го розчину яєчного білка додайте 
1-2 краплі розчину нінгідрину і нагрійте. У пробірці з’являється рожево-фіолетове забарвлення, що із часом синішає.

Дослід 3. Ксантопротеїнова реакція (Мульдера) доводить наявність у білках ароматичних амінокислот: триптофан, фенілаланін, тирозин.

Принцип реакції. Реакція характерна для бензенового ядра ароматичних амінокислот, а саме: фенілаланіну, тирозину, триптофану. Ароматичне кільце амінокислот нітрується при дії концентрованої нітратної кислоти з утворенням нітросполук, забарвлених у жовтий колір.
Хід роботи. У пробірку до 3-4 крапель 1%-го розчину яєчного білка або концентрованого яєчного білка додайте 1-2 краплі концентрованої нітратної кислоти. Пробірку обережно нагрійте, спостерігаючи за зміною забарвлення. Утворюється нітросполука жовтого кольору.
Дослід 4. Реакція Фоля на амінокислоти, що мають у структурі Сульфур (цистин, цистеїн).

Принцип реакції. Реакція відкриває сульфурвмісні амінокислоти (цистин, цистеїн). При нагріванні цистеїну (або цистину) в лужному середовищі від них легко відщеплюється Сульфур у вигляді гідрогенсульфіду, який у лужному середовищі утворює натрій сульфід.

Утворення натрій сульфіду можна визначити за допомогою іонів важких металів, наприклад, іонів плюмбуму, які утворюють з іонами Сульфуру нерозчинний плюмбум сульфід чорного кольору.
Для виявлення Сульфуру можна використовувати плюмбум ацетат, який при взаємодії з натрій гідроксидом утворює натрій плюмбіт. Своєю чергою натрій плюмбіт, реагуючи з натрій сульфідом, зумовлює утворення плюмбум сульфіду.
Хід роботи. В першу пробірку помістіть трохи волосся або шматочок нігтя, а в другу − 5 крапель 1%-го розчину яєчного білка або концентрованого яєчного білка. У кожну із пробірок додайте по 1 краплі розчину плюмбум ацетату, а потім − 1 краплю розчину натрій гідроксиду; пробірки нагрійте до кипіння. У першій пробірці з’являється осад чорного кольору, у другій – нічого не відбувається або ж утворюється осад білого кольору.
Дослід 5. Визначення аміногрупи -NН2 в амінокислотах і білках (реакція Ван-Слайка).

Принцип реакції. Реакція дозволяє визначити NН2-групу 
в амінокислотах і білках. У результаті взаємодії амінокислоти з натрій нітритом та оцтовою кислотою відбувається утворення газоподібного азоту. 

Хід роботи. У пробірку налийте 1-2 мл 1%-го розчину яєчного білка (або концентрованого яєчного білка) або амінокислоти, додайте рівний об’єм           (1-2 мл) розчину натрію нітриту та декілька крапель концентрованої оцтової кислоти. При цьому утворюється нітритна кислота, яка вступає в реакцію 
з аміногрупою. Виділяються бульбашки газу – азоту.
Результати дослідів 1-5 внесіть у табл. 4 за аналогією:

Таблиця 4 − Якісні реакції на амінокислоти й білки

	№

з/п
	Назва

досліду
	Реактиви, 

які використовують
	Зміни, що відбуваються під час реакції
	Висновок

	1
	2
	3
	4
	5

	1
	Біуретова реакція
	1) 5 крапель 1%-го розчину яєчного білка 
(або концентрованого яєчного білка); 
2) 5 крапель 10%-го розчину натрію гідроксиду;

3) 2 краплі 1%-го розчину купрум (II) сульфату;

все перемішують.
	Фіолетове забарвлення
	Реакція доводить наявність 
у молекулах білків, пептидів, пептидних зв’язків
(-СО-NН-).

	
	
	
	
	


Дослід 6. Зворотне осадження білків − висалювання.

Принцип реакції. Реакція висолювання зумовлена дегідратацією макромолекул білка з одночасною нейтралізацією його електричного заряду. 
При додаванні солей лужних і лужноземельних металів (NH4)2SO4, Na2SO4, NaCl, MgSO4 до розчину білка відбувається дегідратація білкових часток, і білки випадають в осад. При додаванні води до цього розчину гідратаційна оболонка білкових часток відновлюється, осад розчиняється.
Хід роботи. До 1 мл нерозведеного яєчного білка або концентрованого розчину яєчного білка додайте 1 мл розчину амоній сульфату. Рідину збовтайте та спостерігайте незначне помутніння. Долийте 1 мл води.
Дослід 7. Незворотне осадження білків.

Принцип реакції. Осаджуються білки з розчинів солями важких металів (купрум сульфат, плюмбум ацетат), мінеральними й органічними кислотами, кип'ятінням. При незворотному осадженні порушується гідратаційна оболонка й заряд білка. При додаванні води до розчину гідратаційна оболонка білкових часток не відновлюється, осад не розчиняється.
Хід роботи.

а) осадження білків солями важких металів. У дві пробірки налийте 
по 1 мл концентрованого розчину яєчного білка, в першу пробірку додайте декілька крапель 1%-го розчин купрум (II) сульфату, в другу – 10%-й розчин плюмбум ацетату;

б) осадження білків неорганічними кислотами. У дві пробірки налийте по 1 мл кислот: у першу пробірку – концентровану нітратну кислоту, в другу – концентровану гідрогенхлоридну кислоту. Потім у кожну обережно по стінці долийте рівний об’єм концентрованого розчину яєчного білка;

в) осадження білків при нагріванні. У пробірку налийте 1 мл концентрованого розчину яєчного білка та кип’ятіть.
! Долийте 1 мл води в усі пробірки – осад не зникає. Денатурація − незворотний процес осадження білків.

Результати дослідів 6-7 внесіть у таблицю 5 за аналогією:

Таблиця 5 − Властивості білків

	№

з/п
	Назва досліду
	Реактиви, 

які використо-вують
	Зміни, що відбуваються під час реакції
	Зміни після додавання води
	Висновок

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	1
	Зворотне осадження білків – висолю-вання
	1)1 мл нерозведеного яєчного білка;

2) 1 мл розчину амоній сульфату; збовтують
	Слабке помутніння
	Помут-ніння зникає 
	Висолю-вання − зворотний процес осадження білків

	
	
	
	
	
	


Зробіть загальний висновок до всієї лабораторної роботи.
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