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Лабораторне заняття № 15
Будова і властивості нуклеопротеїнів. Загальні властивості ферментів

Мета заняття: засвоїти будову та властивості нуклеопротеїдів; на прикладі окремих ферментів вивчити їх загальні властивості. 

( Завдання для домашнього виконання

1. Охарактеризуйте особливості вторинної структури нуклеїнових кислот. Напишіть, як утворюються антипаралельні ланцюги в молекулі ДНК.

2. Надайте класифікацію ферментів.

Питання до обговорення

1.  Нуклеопротеїди. Нуклеїнові кислоти (ДНК, РНК). 

2.  Які азотисті основи і вуглевод зустрічаються в ДНК, РНК? Наведіть їх формули.

3.  Мононуклеозиди. Мононуклеотиди.

4.  Первинна та вторинна структури нуклеїнових кислот.

5.  Фізико-хімічні властивості ДНК. Правила Чаргафа.
6.  Різновиди РНК. Характеристика ролі кожної з них.

7.  Фермент. Хімічна природа ферментів. Каталіз.

8.  Механізм дії ферментів. Активний центр ферменту. Кофермент, ізофермент, апофермент.
9.  Чинники, які впливають на швидкість ферментативної реакції. Активатори та інгібітори ферментів.

10.  Класифікація ферментів.

ХІД ВИКОНАННЯ ЛАБОРАТОРНОЇ РОБОТИ
Матеріали, посуд, реактиви: штатив для пробірок, пробірки, термостат, пісочна баня, водяна баня; дріжджі, 5%-й розчин сульфатної кислоти, 20%-й розчин натрій гідроксиду, 1%-й розчин купрум (II) сульфату, концентрований розчин амоній гідроксиду, 2%-й амонійний розчин арґентум нітрату, молібденовий реактив, 1%-й розчин дифеніламіну.
Штатив для пробірок, пробірки, піпетки, крапельниці, фарфорова ступка з товкачиком, термостат, водяна баня з термометром, сірники, спиртівка,      скляні палички, годинникове або предметне скло, чашка Петрі; лід,            розчин амілази слини, дистильована вода, 1%-й розчин крохмалю, реактив Люголя (1%-й розчин йоду в калій йодиді), варена й сира картопля, 3%-й розчин Н2О2, 5%-й розчин сахарози або 2%-й розчин сахарози,                препарат сахарази (гідролізат дріжджів), 0,4%-й розчин натрій гідроксиду, 0,4%-й розчин гідрогенхлоридної кислоти, 1%-й розчин натрій хлориду, 1%-й розчин купрум (II) сульфату, реактив Фелінга (реактив Фелінга I та реактив Фелінга II).
Дослід 1. Гідроліз нуклеопротеїдів дріжджів (проводиться попередньо!).
Хід роботи. У пробірку із пробкою та вставленою довгою скляною трубкою, що являє собою зворотний холодильник, внесіть близько 1 г дріжджів та додайте 10-15 мл 5%-го розчину сульфатної кислоти. Нагрійте на пісочній бані протягом 45 хв. 
Після охолодження гідролізат відфільтруйте. Отримаєте гідролізат дріжджів.
Дослід 2. Виявлення в гідролізаті дріжджів білка за допомогою біуретової реакції.
Хід роботи. У пробірку до 5 крапель гідролізату дріжджів долийте 
10 крапель 20%-го розчину натрій гідроксиду, потім – 2 краплі 1%-го розчину купрум (II) сульфату. 
Спостерігайте появу рожевого або рожево-фіолетового забарвлення.
Дослід 3. Виявлення в гідролізаті дріжджів пуринових основ.
Хід роботи. У пробірку до 10 крапель гідролізату дріжджів додайте 
10 крапель концентрованого розчину амоній гідроксиду, потім – 10 крапель 
2%-го амонійного розчину арґентум нітрату. 
Через 3-5 хв утворюється пухкий осад солей пуринових основ.
Дослід 4. Виявлення в гідролізаті дріжджів фосфорної кислоти.
Принцип реакції. Метод ґрунтується на взаємодії фосфорної кислоти 
з молібденовим реактивом. У результаті утворюється забарвлена сполука – фосфорна сіль амоній молібдату.
	12 (NH4)2MoO4 + H3PO4 + 21 HNO3→

→ 21 NH4NO3 + (NH4)3PO4 ∙ 12 MoO3 ∙ 6 H2O + 6 H2O


Хід роботи. У пробірку до 3-5 крапель гідролізату дріжджів додайте
20 крапель молібденового реактиву та кип’ятіть на водяній бані протягом декількох хвилин. Розчин набуває жовтуватого забарвлення. При охолодженні утворюється осад жовтого кольору.

Дослід 5. Виявлення в гідролізаті дріжджів рибози та дезоксирибози.
Хід роботи. У пробірку до 5 крапель гідролізату дріжджів додайте 
20 крапель 1%-го розчину дифеніламіну та кип’ятіть на водяній бані протягом 15 хв. Спостерігайте появу синьо-зеленого забарвлення.
Результати дослідів 1-5 внесіть у табл. 8 за аналогією:

Таблиця 8 − Реакції на складові компоненти нуклеопротеїдів дріжджів

	№

з/п
	Назва досліду
	Реактиви, які використовують
	Зміни, що відбуваються 
під час реакції
	Висновок

	1
	2
	3
	4
	5

	1
	Гідроліз нуклеопротеїдів дріжджів (проводиться попередньо)
	1) 1 г дріжджів; 

2) 10-15 мл 
5%-го розчину сульфатної кислоти. Нагрівають
на пісочній бані протягом  45 хв
	Прозорий розчин жовтуватого забарвлення
	Утворення гідролізату дріжджів

	
	
	
	
	


Дослід 6. Виявлення у слині ферменту амілази та доведення її термолабільності.

Принцип методу. Амілаза є ферментом, який каталізує гідроліз 
α-глюкозидного зв’язку α-1-4-крохмалю до проміжних продуктів – декстринів. Крохмаль утворює з йодом сполуку синього кольору, амілодекстрин – фіолетового, еритродекстрин – червоно-бурого, ахродекстрин – жовтого. 
Хід роботи. У дві пробірки налийте по 2 мл 1%-го розчину крохмалю, в одну із пробірок додайте 2 мл розчину амілази слини; вміст пробірки добре перемішайте. Обидві пробірки із зануреними в них скляними паличками одночасно помістіть у водяну баню при температурі 40 0С. Через 4 хв із кожної пробірки за допомогою скляної палички відберіть по краплі рідини, змішайте їх окремо з краплею реактиву Люголя, заздалегідь нанесеною на годинникове або предметне скло. Повторіть взяття проб через 6 та l0 хв. 
Забарвлення з йодом проб із пробірки, що містить слину, змінюється 
від синього до синьо-фіолетового, буро-червоного, червоного і, зрештою, − жовтого. 

До вмісту пробірки з розчином амілазою слини додайте реактив Фелінга (реактив Фелінга I та реактив Фелінг II по 0,5 мл відповідно) і нагрійте до кипіння. Утворюється червоний осад купрум (I) оксиду.

Дослід 7. Вплив рН середовища на активність амілази.
Принцип методу. Для амілази слини оптимальне значення при рН = 6,8. У дуже кислому й сильнолужному середовищі активність амілази знижується.
Хід роботи. У першу, другу та третю пробірки додайте по 0,5 мл 1,0%-го розчину крохмалю, 0,5 мл розчину амілази слини; в першу пробірку − 1,0 мл 
0,4%-го розчину натрій гідроксиду, в другу – 1,0 мл 0,4%-го розчину хлоридної кислоти, у третю – 1,0 мл води. Нагрійте в термостаті при 
t = 38 0С (або водяній бані). Через 15 хв у кожну пробірку додайте по 3 краплі реактиву Люголя.

У першій пробірці спостерігається жовте забарвлення, у другій та третій пробірках − фіолетове забарвлення.

Дослід 8. Специфічність дії ферментів.

Принцип методу. Амілаза розщеплює полісахарид крохмаль і не діє на дисахариди (мальтозу чи сахарозу). Сахараза розщеплює тільки сахарозу й не розщеплює крохмаль та інші дисахариди. 

Хід роботи. В першу та другу пробірки налийте по 1 мл 1%-го розчину крохмалю. У першу пробірку додайте 1 мл розчину амілази слини, в другу – 1 мл препарату сахарази (гідролізат дріжджів), потім перемішайте й  помістіть у термостат при t = 38 0С (або у водяну баню).
У третю та четверту пробірки налийте по 1 мл 5%-го розчину сахарози або 2%-го розчину сахарози. У третю пробірку додайте 1 мл препарату сахарази (гідролізат дріжджів), а в четверту – 1 мл розчину амілази слини й залиште за тих самих умов.
Через 5 хв у першу та другу пробірки додайте по 5 крапель реактиву Люголя і спостерігайте за забарвленням.

У третю та четверту пробірки додайте реактив Фелінга (реактив Фелінг I та реактив Фелінг II по 0,5 мл відповідно) та нагрійте до кипіння.

У першій пробірці з розчином амілазою слини синє забарвлення розчину зникає внаслідок розщеплення крохмалю амілазою та спостерігається  прозора рідина або жовте забарвлення. У другій пробірці розчин набуває синього забарвлення.
Сахароза в присутності сахарази розщеплюється на глюкозу та фруктозу, утворюється червоний осад купрум (I) оксиду, відзначається червоне забарвлення. Але відомо, що сахароза не володіє відновлювальними властивостями.  

Дослід 9. Вплив активаторів та інгібіторів на активність амілази.

Активатором амілази є NaCl, а інгібітором − CuSO4. Про вплив цих речовин на активність амілази роблять висновок за ступенем гідролізу крохмалю під впливом ферменту при  наявності активаторів та інгібіторів.

Хід роботи. До 1 мл слини додайте 5 мл дистильованої води. Візьміть 3 пробірки. У першу пробірку налийте 1 мл дистильованої води, у другу − 2 краплі розчину натрію хлориду (NaCl), у третю − 2 краплі розчину сульфату купруму (CuSO4). 

У всі пробірки внести внесіть по 1 мл розчину слини, перемішайте й додайте по 5 крапель розчину крохмалю, знову перемішайте та поставте в термостат при 37 0С на 10 хв; після нагрівання додайте по 1 краплі розчину йоду. 

Зробіть загальний висновок до всієї лабораторної роботи.
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