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ВВЕДЕНИЕ

Лабораторные работы являются одной из важнейших составных частей дисциплины «Химические основы биологических процессов». Для их выполнения студенту необходимо ознакомиться с лабораторным оборудованием, измерительными приборами, а также с техникой проведения эксперимента.

Поскольку в химической лаборатории находятся электроприборы, газовые горелки, ядовитые и огнеопасные вещества, студенты должны строго соблюдать правила работы в химической лаборатории, правила техники безопасности и противопожарной безопасности, а также должны уметь оказывать первую помощь при несчастных случаях. 

ПРАВИЛА РАБОТЫ В ХИМИЧЕСКОЙ ЛАБОРАТОРИИ

Общие правила работы в лаборатории

Выполнение лабораторных работ связано с использованием разнообразного оборудования, химических реактивов, химической посуды, которые при неумелом обращении способны нанести травмы и отравления. Поэтому работающие обязаны строго соблюдать правила техники безопасности и внутреннего распорядка.

1. Для успешной работы и лучшего усвоения темы необходима предварительная подготовка к лабораторной работе. Перед каждым занятием студент должен проработать по учебникам, пособиям или лекциям теоретический материал, относящийся к теме лабораторной работы, а также выполнить самостоятельную работу по заданию преподавателя.
2. Не разрешается входить в лабораторию в верхней одежде и категорически запрещается принимать пищу.
3. Для работы в лаборатории студенту отводится постоянное рабочее место, которое следует содержать в чистоте и порядке, так как грязь нередко бывает причиной искажения результатов опытов.

4. Не следует загромождать рабочий стол посторонними вещами. На рабочем столе должны находиться только необходимое оборудование, посуда и лабораторный журнал.

5. Записи всех проведенных опытов, полученных экспериментальных результатов производят в специальном лабораторном журнале. 

6. По окончании работы следует тщательно вымыть посуду, выключить электроприборы, проверить, закрыт ли водопроводный кран, вытереть влажной тряпкой поверхность стола и вымыть руки.

Меры предосторожности при работе в лаборатории

1. К проведению опыта следует приступать после внимательного ознакомления с его содержанием и уяснения техники его выполнения.

2. Опыты с ядовитыми и неприятно пахнущими веществами следует проводить в вытяжном шкафу.

3. Опыты с легко воспламеняющимися веществами необходимо проводить вдали от огня и нагревательных приборов.

4. При разбавлении концентрированных кислот, особенно серной, следует вливать небольшими порциями кислоту в воду, а не наоборот.

5. Не следует наклоняться над нагреваемой жидкостью или сплавляемыми веществами во избежание попадания брызг на лицо.

6. Не следует нагревать дно пробирки во избежание выброса содержимого. Отверстие пробирки должно быть направлено в сторону, противоположную от себя и окружающих.

7. При определении выделяющегося газа по запаху нужно легким взмахом кисти направлять струю его к себе и осторожно вдохнуть. 

8. В случае воспламенения горючих веществ следует засыпать пламя песком или накрыть кошмой (одеялом, куском ткани), но не следует пользоваться водой.

9. Концентрированные кислоты и щелочи ни в коем случае не выливать в раковину, а сливать в специальные склянки. Бумагу и другие твердые отходы следует бросать в урны. 

10. Остатки щелочных металлов следует сдавать лаборанту и ни в коем случае не бросать в раковину или в урну.

Лабораторный журнал                                                                                                   и оформление лабораторных работ

1. Лабораторный журнал должен быть подписан, т. е. на его обложке должны быть написаны фамилия студента, его инициалы, номер группы и название предмета, а также номер варианта.

2. Перед каждым лабораторным занятием студент должен изучить соответствующий раздел учебника, конспекта лекций и описание лабораторной работы.
3. Предварительная подготовка к лабораторной работе включает подготовку лабораторного журнала по следующей схеме:
дата и название выполняемой лабораторной работы;

цель работы;

теоретические сведения (краткий конспект);

порядок выполнения работы.
4. Записи в журнале производят лаконично, аккуратно и обязательно непосредственно после проведения опыта, лабораторная работа завершается описанием полученных результатов, уравнениями реакций, объяснением наблюдаемых явлений и выводом.
5. Перед выполнением лабораторной работы всем студентам необходимо получить допуск у преподавателя, для которого необходимо: 

1) проработать теоретический материал по данной теме;

2) оформить лабораторную работу (согласно п. 3).
1. БЕЛКИ

Белки – высокомолекулярные органические соединения. Они играют огромную роль в жизнедеятельности клеток и тканей, являются важнейшей составной частью всего живого. С белками в живом организме связаны важнейшие функции: рост и развитие клеток, пищеварение, размножение, передача наследственных признаков, раздражимость, мышечные сокращения, образование антигенов и антител, обратимое связывание и перенос жизненно важных веществ и др. Белки – основной материал, из которого строится структура живой клетки. В состав белков входят (в процентах): углерод                    (50,6–54,5), кислород (21,5–23,5), азот (15,0–17,6), водород (6,5–7,3), сера                   (0,3–2,5), фосфор (0,5–0,6). Суммарное количество белков в тканях определяют, умножая общее содержание в них азота на коэффициент 6,25.

Все белковые вещества разделяют на две группы: простые (протеины) и сложные белки (протеиды). Простые белки при гидролизе распадаются только на аминокислоты. В состав сложных белков, кроме аминокислот, входят также вещества небелковой природы – нуклеиновые кислоты, углеводы, липиды, пигменты, фосфорная кислота, металлы и т. д.

В белковой молекуле аминокислоты соединены между собой пептидными связями. При образовании пептидной связи карбоксильная группа одной аминокислоты взаимодействует с аминной группой другой, при этом выделяется молекула воды:
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Белки отличаются различной растворимостью. При растворении белков в воде происходит гидратация их молекул. Вокруг каждой из них образуется водная оболочка (гидросфера). Наличие оболочек, состоящих из ориентированных в пространстве молекул воды, является наряду с зарядом белковых частиц фактором устойчивости белковых растворов. Под действием факторов, уменьшающих гидратацию белковых частиц (например, водоотнимающих средств) и нейтрализующих их заряд, растворимость белков понижается, и они могут выпасть в осадок. В зависимости от осадителя реакции осаждения разделяют на обратимые и необратимые.

Аминокислоты и белки обладают амфотерным характером. При диссоциации как свободных аминогрупп, так и свободных карбоксильных групп они приобретают заряды: в кислой среде – положительный, в щелочной – отрицательный. Регулируя рН среды, можно достигнуть такого состояния, когда диссоциация аминогрупп и карбоксильных групп будет одинаковой, т. е. уравняется количество положительных и отрицательных зарядов, следовательно, общий заряд частицы окажется равным нулю. Значение рН, при котором сумма положительных зарядов равна сумме отрицательных зарядов белковой частицы, называется изоэлектрической точкой. В изоэлектрической точке растворы белка весьма неустойчивы, белок из них легко выпадает в осадок. 

Лабораторная работа № 1

Выделение белков из объектов животного и растительного происхождения и их качественное определение
Цель работы: изучение методов гомогенизации, разделения и очистки биологического материала; изучение методов качественного определения белков.

Реактивы 

Яичный белок; молоко; мука пшеничная; вода дистиллированная; насыщенный раствор аммония сернокислого; раствор NaOH 10 %; раствор CuSO4 1 %; HNO3 концентрированная; раствор аммиака концентрированный; HCl концентрированная; раствор NaOH 1 %. 

Ход работы

Приготовление растворов белка

Раствор яичного белка. Белок одного куриного яйца отделяют от желтка, растворяют в 15–20-кратном объеме дистиллированной воды. Раствор фильтруют через марлю, сложенную в 3–4 слоя. Хранят в холодильнике.

Раствор молочных альбуминов. К 200 мл снятого молока добавляют равный объем насыщенного раствора сернокислого аммония, перемешивают и оставляют на 10–15 мин, после чего фильтруют через складчатый бумажный фильтр. В растворе содержатся альбумины, в осадке – глобулины и казеин.

Раствор растительных белков. К 40 г пшеничной муки прибавляют                  160 мл дистиллированной воды, перемешивают и колбу переносят в холодильник (1–2 °С) на сутки, затем снова перемешивают и фильтруют вначале через гигроскопическую вату, а потом через складчатый бумажный фильтр. Раствор содержит главным образом альбумины. Хранят в холодильнике.

Качественное определение белков

С выделенными из биологического материала белками проводят качественные реакции.
Биуретовая реакция. К 1 мл раствора белка добавляют 1 мл 10%-го раствора NaOH и 1–2 капли 1%-го раствора CuSO4. Появляется фиолетовое окрашивание.

Ксантопротеиновая реакция. К 1 мл раствора белка приливают 0.5 мл концентрированной HNO3. Выпадает осадок, который при подогревании частично растворяется, при этом раствор приобретает желтую окраску. Если после охлаждения в пробирку добавить 1 мл концентрированного раствора аммиака, то желтое окрашивание переходит в оранжевое. Фенилаланин лучше нитруется при добавлении смеси концентрированных HNO3 и H2SO4.

Реакция на триптофан. К 1 мл раствора белка приливают 2 мл концентрированной НСl и нагревают, не доводя до кипения, чтобы не улетучился хлористый водород. Осадок, выпавший при добавлении кислоты, при подогревании растворяется, и жидкость окрашивается в фиолетовый цвет.
Лабораторная работа № 2
Агрегация белка и определение изоэлектрической точки
Цель работы: изучение физико-химических свойств белковых молекул.

Реактивы
Водные растворы яичного белка (1:4), желатина (1:4), казеина (1:6); хлорид натрия; сульфат аммония; гидрокарбонат натрия; хлорид аммония; концентрированные кислоты: соляная, уксусная, муравьиная; этиловый спирт, 96%-й; 0,5%-й раствор желатина; дистиллированная вода; 0,01 н. раствор уксусной кислоты; 0,1 н. раствор уксусной кислоты.

Ход работы

Агрегация белка

Осаждение белков солями. В четыре пробирки, содержащие по 1 мг раствора белка, наливают по 1 мл насыщенного раствора одного из электролитов (хлорида натрия; сульфата аммония; гидрокарбоната натрия; хлорида аммония). Пробирки встряхивают, оставляют в штативе на 1–2 мин. Наблюдаемые результаты записывают. Разбавляют двойным – тройным количеством воды, встряхивают. 
Осаждение белков кислотами. В три пробирки наливают по 1 мл раствора белка. Осторожно добавляют в одну пробирку концентрированной соляной кислоты так, чтобы кислота не смешивалась с белком. В месте соприкосновения двух жидкостей образуется белый хлопьевидный осадок. Повторяют опыт с концентрированной уксусной и муравьиной кислотами. Наблюдаемые результаты записывают. Разбавляют двойным–тройным количеством воды, встряхивают.
Осаждение белков спиртом. В пробирку наливают 1 мл раствора белка и добавляют 2 мл этилового спирта. Наблюдаемые результаты записывают. Разбавляют двойным – тройным количеством воды, встряхивают.
Нагревание раствора белка. Небольшое количество раствора белка нагревают до кипения и наблюдают помутнение жидкости. Наблюдаемые результаты записывают. Разбавляют двойным – тройным количеством воды, встряхивают.
Определение изоэлектрической точки белка
0,5%-й раствор желатина готовят следующим образом: растворяют 0,5 г желатина при подогревании в 10 мл 1 н. раствора ацетата натрия и доводят водой до 100 мл.
В каждую из 8 пронумерованных пробирок по нижеприведенной схеме (табл. 1) вносят соответствующие растворы. В каждую пробирку добавляют 0,5 мл 96%-го этилового спирта. В той пробирке, где обнаружится максимальное помутнение среды (визуально), рН раствора будет соответствовать изоэлектрической точке белка. Отмечают степень помутнения знаками «–»,«+», «+++» или «– – –» в таблице.
Таблица 1 

Приготовление растворов с заданным рН

	Реактивы
	№ пробирок

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	Н2О
	8,4
	7,75
	8,75
	8,5
	8,0
	7,0
	5,0
	1,0

	0,01 н. CH3COOH
	0,6
	1,25
	–
	–
	–
	–
	–
	–

	0,1 н. CH3COOH
	–
	–
	0,25
	0,5
	1,0
	2,0
	4,0
	8,0

	Раствор белка
	1,0
	1,0
	1,0
	1,0
	1,0
	1,0
	1,0
	1,0

	рН
	5,8
	5,6
	5,3
	5,0
	4,7
	4,4
	4,1
	3,8

	Степень помутнения
	
	
	
	
	
	
	
	


2. ФЕРМЕНТЫ
Ферменты (энзимы) – биологические катализаторы процессов обмена веществ. Они представляют собой высокомолекулярные соединения и относятся к простым или сложным белкам. По характеру своего действия ферментативный катализ чаще всего является гетерогенным (микрогетерогенным). Обладая многими свойствами, сходными со свойствами неорганических катализаторов, ферменты характеризуются рядом особенностей, к которым следует отнести термолабильность, большую зависимость их активности от рН среды, высокую специфичность (как групповую, так и индивидуальную, включая стереохимическую), огромную эффективность каталитического действия и др. Протекает ферментативный катализ с большой скоростью и в мягких условиях. Активность ферментов в значительной мере зависит от состава среды. Многие химические вещества способны усиливать (активаторы) или затормаживать (ингибиторы) каталитическую активность ферментов.

В названиях ферментов отражается не только характеристика катализируемой реакции, но и наименование субстрата, который подвергается превращению. Как правило, они составляются из двух частей. Первая указывает название субстрата или (при бимолекулярных реакциях) двух субстратов. Вторая часть названия с окончанием «-аза» характеризует природу реакции. В соответствии с рекомендациями Международного биологического союза все ферменты разделены на 6 классов: оксидоредуктазы; трансферазы; гидролазы; лиазы; изомеразы; лигазы (синтетазы). 
Большинство ферментов являются лабильными белками. При переводе их в экстракт они лишаются своего естественного (в клетке) окружения и легко подвергаются денатурации и инактивации под влиянием различных факторов. В связи с этим при выделении и очистке ферментов необходимо соблюдать целый ряд предосторожностей. Как правило, все операции следует проводить при 2–4 °С (лучше – в холодной комнате), а фракционирование органическими растворителями – при температуре ниже 0 °С. С помощью соответствующего буфера необходимо поддерживать значение рН в достаточно узком диапазоне, так как ферменты весьма чувствительны к его изменению. При выделении фермента на разных стадиях его очистки требуется интенсивное перемешивание раствора. Чтобы предотвратить сильное вспенивание и возможность денатурации фермента на поверхности раздела, используют различные типы мешалок. 

При реакциях, катализируемых ферментами, как при химических реакциях вообще, по мере повышения температуры растет реакционная способность. Но так как ферменты являются белками, которые при высокой температуре могут необратимо денатурироваться, то для ферментативного действия характерно, что повышение скорости реакции идет при повышении температуры до определенного значения, а затем, при дальнейшем повышении температуры скорость снижается. Температурный оптимум большинства ферментов животного тела близок к температуре тела и лежит в пределах                   37–40 оС. 

Большое влияние на активность ферментов оказывает присутствие в тканях ряда химических веществ. Одни из них повышают активность ферментов (активаторы), другие резко угнетают ферментативную активность (парализаторы или ингибиторы). Активаторы необходимы для проявления максимальной активности ферментов. Зачастую, активаторы являются необходимым условием деятельности фермента. Изолированные и очищенные от примесей активатора ферменты оказываются неактивными. После добавления активатора активность фермента восстанавливается. Ингибиторы тормозят ферментативные реакции, вызывая структурные изменения белковой молекулы фермента. Замедления каталитической активности фермента, вызываемые парализаторами, могут быть обратимыми и необратимыми.
Лабораторная работа № 3
Методы выделения ферментов из биологического сырья.                             Выделение сахаразы из дрожжевых клеток
Цель работы: изучение методов выделения ферментов из биологического сырья.
Реактивы 

Сухие дрожжи; кварцевый песок; вода дистиллированная; сахароза                     2%-й раствор; реактив Фелинга.

Ход работы

Выделение сахаразы

10 г сухих дрожжей поместить в ступку, добавить 10 мл дистиллированной воды и гомогенизировать в фарфоровой ступке с небольшим количеством кварцевого песка для разрушения клеточных стенок. Затем фарфоровую ступку с гомогенизатом поместить в сушильный шкаф с температурой 60 оС на 30–40 мин. По истечении указанного времени вынуть ступку, охладить, добавить 30 мл дистиллированной воды и растереть содержимое ступки до однородной массы. Затем гомогенизат для осаждения клеточной массы центрифугируют при 3 000 об./мин в течение 15 мин. Полученная надосадочная жидкость – экстракт сахаразы.

Проверка активности экстракта сахаразы

В две пробирки берут по 1 мл экстракта сахаразы. Одну из пробирок нагревают до кипения, чтобы разрушить фермент. После охлаждения в обе пробирки прибавляют по 2–3 мл 2%-го раствора сахарозы и ставят на водяную баню при 40 оС на 10–15 мин, после чего вынимают пробирки из бани, охлаждают. Добавляют в каждую 1 мл реактива Фелинга. Верхний слой жидкости нагревают до кипения. Появление желтого, затем красного                     осадка указывает на наличие в пробе моносахаридов, т. е. на произошедшее расщепление сахарозы ферментом сахаразой.
Лабораторная работа № 4
Изучение некоторых общих свойств ферментов
Цель работы: ознакомление с основами ферментативного катализа.
Реактивы

1%-й раствор крахмала на 0,3%-м растворе NaCl; 10%-й раствор HCl; раствор Люголя; разбавленная слюна; M/3 раствор фосфата натрия однозамещенного; M/3 раствор фосфата натрия двузамещенного; 0,5%-й раствор крахмала, свежеприготовленного на 0,3%-м растворе NaCl; раствор Люголя; 1%-й раствор СuSO4; 1%-й раствор NaCl.
Ход работы

Сравнительное действие неорганических катализаторов и ферментов 
Перед началом работы готовят раствор разбавленной слюны. Для этого, ополоснув рот дистиллированной водой и выплюнув ее в раковину, набирают в рот дистиллированную воду повторно и держат ее во рту 2–3 мин. Качество приготовленной разбавленной слюны зависит от того, давно ли человек ел и голоден ли он. Желательно, чтобы тот студент, который готовит слюну, за                      0,5 ч до этого не курил и не жевал жевательную резинку.
В три пробирки наливают по 5 мл 1%-го раствора крахмала. Затем в первую пробирку добавляют 1 мл дистиллированной воды, во вторую – 1 мл 10%-ой HCl, а в третью – 1 мл слюны. Содержимое пробирок №№ 1 и 3 размешивают и ставят на водяную баню при 38 оС, а пробирку № 2 – в кипящую водяную баню. Через 15–20 мин все пробирки вынимают из водяной бани, охлаждают и добавляют туда 1–2 капли раствора Люголя. В растворе Люголя содержится йод, в присутствии которого крахмал (не расщепленный) имеет синий цвет. Если в пробирке наблюдается фиолетовое окрашивание – это значит, что расщепление находится на первоначальном этапе, красновато-бурое окрашивание свидетельствует о более полном расщеплении крахмала.                   Буро-желтое – об окончательном расщеплении. Полученные результаты заносят в табл. 2.
Таблица 2

Результаты эксперимента
	№ пробирки
	Субстрат
	Катализатор
	Окрашивание р-ра

	1

2

3
	Крахмал

Крахмал

Крахмал
	–
Соляная кислота Амилаза слюны
	


Термолабильность ферментов 
В опыте используются 4 температурных режима (0 оС, комнатная температура, 37 оС, 80 оС).

В четыре пробирки наливают по 5 мл раствора крахмала и добавляют по 2–3 мл разбавленной слюны. Перемешивают содержимое каждой пробирки и ставят первую пробирку в сосуд со льдом (0 оС) или в морозильную камеру, вторую оставляют в штативе при комнатной температуре на лабораторном столе, третью и четвертую помещают в водяные бани при температуре                             37 и 80 оС. Значение всех температур во время опыта постоянно фиксируется.  Через 10 мин пробирки, помещенные в баню, охлаждают и во все четыре пробирки добавляют 1–2 капли раствора Люголя. Отмечают окраску растворов. Если затем поместить пробирку № 1 в водяную баню при 38–40 оС на 10 мин, то произойдет гидролиз крахмала, что и покажет изменение цвета раствора. Таким образом, может быть показана обратимость тормозящего действия низкой температуры на активность фермента.

Влияние рН на действие ферментов
В семи пронумерованных пробирках приготавливают фосфатные буферные смеси с различным значением рН следующим образом (табл. 3): 

Таблица 3
рН растворов
	Реактивы
	№ пробирки

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	М/3 NaH2PO4, мл

M/3 Na2HPO4, мл
	4,7

0,3
	4,4

0,6
	3,3

1,7
	2,5

2,5
	1,7

3,3
	0,6

4,4
	0,3

4,7

	рН буферной смеси
	5,6
	6,0
	6,5
	6,8
	7,0
	7,9
	8,1


Затем в семь других пронумерованных пробирок наливают по 5 мл свежеприготовленного 0,5%-го раствора крахмала на 0,3%-м растворе NaCl. В каждую из пробирок добавляют по 1 мл фосфатной буферной смеси и по 1 мл разбавленной слюны, ставят в водяную баню при 38–40 оС..Через 3–5 мин из пробирки № 4 берут несколько капель раствора и проводят реакцию с раствором Люголя. Операцию повторяют несколько раз (через каждые 2 мин) до тех пор, пока в пробирке № 4 не произойдет полное расщепление крахмала (появляется желто-красная окраска). После этого в остальные пробирки добавляют по несколько капель раствора Люголя. Содержимое пробирок окрашивается в разные цвета в соответствии с глубиной ферментативного гидролиза крахмала. Делают вывод о том, какое значение рН является оптимальным для ферментов слюны (в данном случае ее амилазы).

Активаторы и ингибиторы ферментов
В три пробирки помещают по 1 мл следующих растворов: в первую – дистиллированную воду, во вторую – раствор NaCl, в третью – раствор CuSO4. Во все пробирки наливают по 2 мл раствора крахмала и по 1 мл разбавленной слюны. Тотчас же пробирки одновременно помещают в водяную баню при 38 оС и через 10–15 мин во все пробирки добавляют раствор Люголя. Наилучшее переваривание крахмала наблюдается в присутствии NaCl, являющегося активатором амилазы слюны. В присутствии ионов меди переваривание крахмала сильно заторможено или полностью отсутствует (CuSO4 является парализатором амилазы слюны).
3. УГЛЕВОДЫ
Углеводы – это органические соединения, содержащие в своем составе углерод, водород и кислород с общей формулой (СН2О)n. Классификация углеводов основана на их способности гидролизоваться, поэтому их, как правило, делят на моносахариды (негидролизуемые) и полисахариды (гидролизуемые). Гидролиз полисахаридов проходит в присутствии сильных кислот по ступенчатому механизму. Одним из представителей полисахаридов является крахмал. При нагревании крахмала в концентрированной соляной кислоте он расщепляется по эфирным связям (связь между монозами) с образованием «осколков» разной величины – декстринов. Последние различаются между собой молекулярной массой и характером окраски при действии на них раствором йода.

Гидролиз идет по следующей схеме:
Крахмал + I2 → синее окрашивание

Амилодекстрины + I2 → сине-фиолетовое окрашивание

Эритродекстрины + I2 → красно-бурое окрашивание

Ахродекстрины → не дают окраски

Мальтодекстрины → не дают окраски

Мальтоза → не дает окраски

Глюкоза → не дает окраски
Количественное определение моносахаридов выполняют на основании метода Хагедорна-Йенсена, который позволяет определять сахар в небольшом количестве исследуемого материала. В основу метода положена реакция восстановления красной кровяной соли (феррицианид калия, железо-синеродистый калий, К3Fе(СN)6) в щелочной среде в присутствии глюкозы и некоторых редуцирующих веществ (мочевой кислоты, глутатиона, креатина, креатинина и др.) в желтую кровяную соль (железистосинеродистый калий, ферроцианид калия, K4Fe(CN)6). Остаток невосстановленного К3Fе(СN)6 определяют йодометрическим титрованием в кислой среде:

6 K3Fe(CN)6 + C6H12O6 + 3 KOH → 6 K4Fe(CN)6 + 3 C2H4O6 + 3 H2O

2 K3Fe(CN)6 + 2 KI + 3 ZnSO4 → I2 + K2Zn3[Fe(CN)6]2 + 3 K2SO4

I2 + Na2S2O3→ 2 NaI + Na2S4O6

Реакция восстановления феррицианида калия обратима, поэтому ее ведут в присутствии сернокислого цинка. Феррицианид калия выпадает в осадок в виде двойной соли K2Zn3[Fe(CN)6]2 и выводится из реакции:
2K4Fe(CN)6+3ZnSO4 → K2Zn3[Fe(CN)6]2 + 3K2SO4

Лабораторная работа № 5
Исследование гидролиза крахмала в кислых и щелочных средах

Цель работы: исследование свойств полисахаридов.

Реактивы
Крахмал, 1%-й раствор; реактив Фелинга; концентрированная соляная кислота; раствор Люголя; лакмусовая бумага; гидроксид натрия, 10%-й раствор; уксусная кислота, 6%-й раствор; универсальный индикатор; гидрокарбонат натрия, кристаллический; соляная кислота, 0,1 н. раствор.

Ход работы

Гидролиз крахмала в концентрированной соляной кислоте (контрольный опыт)

В пробирку наливают 10 мл раствора крахмала и несколько капель концентрированной соляной кислоты. Перемешивают, кипятят на открытом огне. Через 1–2 мин после начала кипения берут пробу для реакции с йодом (несколько капель раствора пипеткой). Пробу выливают в пробирку, в которой налито 5–6 мл дистиллированной воды, а затем приливают 1–2 капли раствора Люголя.

Появившееся сине-фиолетовое окрашивание указывает на наличие в растворе амилодекстринов. Пробирку с раствором крахмала кипятят еще                       1–2 мин и снова проводят такую же пробу с йодом; появляется красно-бурое окрашивание от присутствия эритродекстринов. Пробирку с раствором снова кипятят и через 2–3 мин повторяют опыт с йодом.

Крахмал через ахродекстрины, мальтодекстрины и мальтозу расщепляется до глюкозы. Реакция с йодом будет отрицательная – жидкость окрашивается в желтый цвет за счет окраски раствора Люголя.

Гидролизат крахмала нейтрализуют по лакмусовой бумаге раствором гидроксида натрия, прибавляют реактив Фелинга и нагревают. Выпавший желтый осадок гидроксида меди (I) или красный оксида меди (I) укажет на присутствие в растворе продуктов гидролиза, обладающих восстановительными свойствами.

Гидролиз крахмала в уксусной кислоте

В пробирку наливают 10 мл раствора крахмала и добавляют 2 мл 6%-ой уксусной кислоты. Замеряют рН раствора универсальным индикатором. Опыт проводят так же, как и предыдущий. Пробы на йод берут через 5–6 мин, т. к. гидролиз идет медленнее (слабая кислота).

Гидролиз крахмала пищевой содой

В пробирку наливают 10 мл раствора крахмала и добавляют 0,2 г кристаллической пищевой соды. Соду растворяют встряхиванием, измеряют рН раствора. Далее гидролиз ведут как в предыдущих опытах. Перед добавлением раствора йода пробу нейтрализуют несколькими каплями 0,1 н. соляной кислоты.

Лабораторная работа № 6
Методы количественного определения углеводов                                                        в растительном материале

Цель работы: ознакомление с методами количественного определения углеводов.

Реактивы
Стандартный раствор крахмала (С = 0,250 г/л); раствор йода в водном растворе йодида калия (С = 0,04 мг/мл); растительный материал                             (листья сахарной свеклы, пшеницы и т. п.); стеклянный песок; мел; железосинеродистый реактив, K3Fe(CN)6 (красная кровяная соль) – 0,005 н. раствор; сульфат цинка, 10%-й раствор; сульфат цинка, 3%-й раствор в уксусной кислоте; йодид калия, 20%-й раствор; тиосульфат натрия, 0,005 н. раствор; соляная кислота, 1 н. раствор; натрия гидроксид, 1 н. раствор; фенолфталеин спиртовой; 1%-й раствор на насыщенном растворе NaCl; вода дистиллированная.
Ход работы
Фотоэлектроколориметрическое определение амилозы в муке

Построение градуировочного графика. В химических стаканах готовят серию стандартных растворов крахмала в соответствии с табл. 4.

Таблица 4

Стандартные растворы
	Состав стандартного раствора
	Номер стандартного раствора

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Раствор крахмала, мл
	0
	2
	4
	6
	8
	10

	Дистиллированная вода, мл
	10
	8
	6
	4
	2
	0

	Раствор йода, мл
	0,2
	0,2
	0,2
	0,2
	0,2
	0,2

	Концентрация крахмала, %
	0
	0,05
	0,1
	0,15
	0,2
	0,25


Измеряют оптическую плотность растворов, окрашенных в синий цвет; раствор сравнения не содержит крахмала. Длина волны 550–590 нм.

Анализ муки. Пробу муки 0,5–1 г тщательно растирают в фарфоровой ступке с 20 мл дистиллированной воды. Пробу количественно переносят в плоскодонную колбу на 250 мл, добавляют около 250 мл теплой дистиллированной воды и нагревают на водяной бане до 95 оС. Затем колбу охлаждают под струей водопроводной воды до комнатной температуры. Раствор количественно переносят в мерную колбу на 500 мл, доводят до метки дистиллированной водой и перемешивают. Приготовленный раствор центрифугируют в нескольких центрифужных пробирках в течение 5 мин (при 4 500–5 000 об./мин). Мерной пипеткой отбирают 10 мл центрифугата и помещают в химический стакан, добавляют 0,2 мл раствора йода и измеряют оптическую плотность относительно раствора сравнения в тех же условиях, что и при построении градуировочного графика. По графику находят концентрацию крахмала в растворе. 

Массовую долю крахмала (%) в муке рассчитывают по формуле
                                         W = CxV 100/m,                                                 (1)

где Cx – концентрация крахмала найденная по графику, г/л; V – вместимость колбы, л; m – масса навески, г.
Объемно-йодометрический метод определения углеводов

Навеску растительного сырья берут с таким расчетом, чтобы в ней было не более 50 мг моносахаридов и 100 мг суммы сахаров (листьев сахарной свеклы и пшеницы весной – 3–5 г, озимой пшеницы осенью – 1–2 г). Чем старее листья, тем меньше навеска. Измельченный исследуемый материал взвешивают в бюксе, закрывают и помещают в пары кипящей воды на 10–15 мин для дезактивации ферментов. После этого пробу переносят в ступку, растирают и смывают дистиллированной водой в мерную колбу на 100 мл, доводят объем до 70–80 мл. Для осаждения белков и других мешающих веществ прибавляют на каждый грамм навески 1 мл 1 н. раствора NaOH (на сырое вещество). После осаждения добавляют 10%-й раствор ZnSO4 в количестве, превышающем объем прилитой щелочи в 1,2 раза. Общий объем в колбе доводят дистиллированной водой до 100 мл, перемешивают, дают отстояться и фильтруют в сухую колбу через складчатый фильтр, выбрасывая первую порцию фильтрата.

Определение содержания фруктозы и глюкозы. В две пробирки набирают пипеткой по 5 мл фильтрата, добавляют по 5 мл железосинеродистого реактива, перемешивают, закрывают пробирки пробками и помещают одну пробирку в кипящую водяную баню на 15 мин, а другую – в водяную баню, нагретую до температуры 55 оС, и выдерживают при этой температуре 30 мин. После этого пробирки охлаждают под струей холодной воды, растворы переносят в колбы для титрования, добавляют по 1 мл 20%-го раствора KI, по 5 мл 3%-го раствора сульфата цинка в уксусной кислоте и титруют выделившийся йод 0,005 н. раствором тиосульфата натрия в присутствии крахмала до исчезновения синей окраски. Отдельно титруют 5 мл реактива, что служит контролем. 

Из полученных данных вычисляют процентное содержание глюкозы и фруктозы по формулам:
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где A – общий объем исследуемого раствора, мл; V – объем, взятый для титрования, мл; N – навеска исследуемого вещества, г; а – объем 0,005 н. раствора тиосульфата натрия, затраченный при титровании реактива, мл; b – объем 0,005 н. раствора тиосульфата натрия, затраченный при титровании реактива после реакции при 55 оС, мл; с – объем 0,005 н. раствора тиосульфата натрия, затраченный при титровании реактива после реакции при 100 оС, мл.

Определение содержания суммы сахаров и сахарозы. 25 мл исследуемого раствора (фильтрат после отделения белков и мешающих веществ) переносят в мерную колбу на 50 мл, прибавляют 1 мл 1 н. раствора соляной кислоты, перемешивают, помещают колбу в кипящую водяную баню и выдерживают                    10 мин. После этого охлаждают, прибавляют каплю спиртового раствора фенолфталеина и нейтрализуют 1 н. раствором NaOH до появления розовой окраски (избегая избытка щелочи). Объем раствора доводят дистиллированной водой до 50 мл и перемешивают. Из полученного раствора отбирают пипеткой 5 мл (должно содержаться от 0,3 до 3 мг суммы сахаров), вносят в пробирку, добавляют 5 мл железосинеродистого реактива, закрывают пробкой и ставят в кипящую водяную баню на 15 мин. Затем охлаждают, погружая пробирку в холодную воду, переносят раствор в колбу для титрования, добавляют 1 мл 20%-го раствора KI, 5 мл 3%-го раствора ZnSO4 и титруют 0,005 н. раствором тиосульфата натрия в присутствии крахмала до исчезновения синей окраски.
Из полученных данных вычисляют содержание суммы сахаров в пересчете на глюкозу по формуле
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Количество сахарозы вычисляется по формуле
                                          Х = 0,95*(Z–Хм),                                               (6)

где Х – содержание сахарозы в исследуемом веществе, %; Z – содержание суммы сахаров в пересчете на глюкозу, %; Хм – содержание редуцирующих сахаров, %.

4. ЛИПИДЫ
Липиды – органические вещества, которые извлекаются из клеток животных, растений и микроорганизмов неполярными растворителями и по химическому строению состоят на 90 % из углеводородов. По химическому составу липиды разнообразны и могут содержать спирты, жирные кислоты, азотистые основания, фосфорную кислоту, углеводы и т. д. Классификация липидов основана на их способности к омылению. В соответствии с этим липиды делятся на омыляемые (глицеринсодержащие): нейтральные жиры, фосфоглицериды; и неомыляемые (не содержащие глицерин): сфинголипиды, воска, терпены, стероиды. В особую группу выделяются липиды, связанные с другими веществами: липопротеины, протеолипиды, фосфатидопептиды, липоаминокислоты, липополисахариды. Липиды по своей структуре являются амфифилами, т. е. имеют гидрофильную и гидрофобную часть молекулы. 

Основным показателем качества растительных и животных липидов (нейтральных жиров) является содержание в них свободных и ненасыщенных жирных кислот. Кислотное число характеризует присутствие в жире свободных жирных кислот. Выражают кислотное число количеством миллиграммов гидроксида калия, пошедшего на нейтрализацию свободных жирных кислот в 1 г жира. Это число является одним из важнейших показателей, характеризующих качество жира. Кислотное число свежего жира обычно не превышает 1,2–3,5. В процессе хранения жира происходит гидролиз глицеридов и накопление свободных жирных кислот. 

Определение степени непредельности кислот, входящих в состав жира можно провести непосредственно на пробе жира методом йодометрии или перманганатометрии. В случае йодометрии, метод называется «определением йодного числа». Йодным числом называется количество граммов йода, прореагировавшего со 100 г жира. Чем больше в жире ненасыщенных жирных кислот, тем выше йодное число. Определение йодного числа основано на реакции присоединения йода по месту разрыва двойных связей у ненасыщенных жирных кислот по схеме, представленной ниже. Не прореагировавший йод отфильтровывается тиосульфатом натрия.
R–CH=CH–R' + I2 + H2O → R–CHI–CH(OH)–R' + HI
Одной из наиболее распространенных групп жироподобных веществ, или липоидов, являются фосфолипиды, или фосфатиды. Различают три группы фосфолипидов: а) фосфоглицериды, в состав которых входят глицерин, жирные кислоты, фосфорная кислота и азотистые основания (холин, коламин, оксиаминокислота серин); б) инозитфосфатиды (фосфатиди-линозитиды), содержащие вместо азотистого основания циклический шестиатомный спирт инозит; в) сфингомиелины (сфингофосфолипиды), молекулы которых состоят из высокомолекулярного двухатомного ненасыщенного аминоспирта сфингозина, остатков жирной и фосфорной кислот и азотистого основания холина. 

Лецитины относятся к фосфоглицеридам (фосфатидилхолинам). При гидролизе лецитинов освобождается молекула глицерина, две молекулы жирных кислот (из которых одна является непредельной), молекулы фосфорной кислоты и азотистого основания холина. В зависимости от того, к какому углеродному атому глицерина присоединен остаток холинфосфорной кислоты, выделяют α- и β-лецитины. Лецитины различаются также по жирным кислотам, входящим в их состав.
Лабораторная работа № 7
Выделение и определение качественного состава фосфолипидов

Цель работы: изучение качественного состава фосфолипидов.

Реактивы 

Желток куриного яйца; этиловый спирт, 96 %; ацетон; едкое кали или едкий натр, 10%-й раствор; серная кислота, 10%-й раствор.

Ход работы

Выделение лецитина. В небольшой стаканчик вносят около                                 1/5–1/6 желтка куриного яйца и, помешивая стеклянной палочкой, добавляют 10 мл горячего спирта. После остывания содержимое стаканчика фильтруют в сухую пробирку. Фильтрат должен быть прозрачным. Если в нем появляется муть, фильтрование повторяют до получения прозрачного фильтрата. Со спиртовым раствором лецитинов проделывают ряд реакций.

Осаждение ацетоном. В сухую пробирку наливают 2–3 мл ацетона и по каплям прибавляют спиртовой раствор лецитинов. Выпадает осадок, так как лецитины в ацетоне не растворяются.

Получение эмульсии лецитинов. Для получения эмульсии к 2–3 мл спиртового раствора лецитинов добавляют (по каплям) дистиллированную воду. Образуется устойчивая эмульсия лецитинов в воде.

Гидролиз лецитинов и исследование их состава. К спиртовому раствору лецитинов прибавляют ацетон до выпадения осадка, с которым производят дальнейшие реакции. Часть осадка лецитинов нагревают с несколькими миллилитрами 10%-го раствора едкого натра или едкого кали. Лецитины гидролизуются на свои компоненты. При гидролизе происходит частичный распад холина с отщеплением триметиламина, обладающего селедочным запахом. С гидролизатом производят реакцию на жирные кислоты.

Проба на жирные кислоты. К части гидролизата добавляют по каплям 10%-й раствор серной кислоты – выделяются свободные жирные кислоты. Содержимое пробирки фильтруют через бумажный фильтр, на котором задерживаются жирные кислоты.

Лабораторная работа № 8
Определение жирных кислот в растительных жирах
Цель работы: изучение качественного состава растительных жиров.

Реактивы
Растительное масло; нейтрализованная спирто-эфирная смесь (смесь спирта и эфира 1:2, которую нейтрализуют 0,1 н. раствором гидроксида калия по фенолфталеину); гидроксид калия, 0,1 н. раствор; фенолфталеин, 0,1%-й раствор; хлороформ; йод, 0,1 н. спиртовой раствор; тиосульфат натрия; крахмал, 1%-й раствор.

Ход работы

Определение свободных жирных кислот в жире

В коническую колбу помещают 1 г подсолнечного масла, добавляют 10 мл смеси спирта с эфиром и хорошо перемешивают. Добавляют 2–3 капли фенолфталеина и быстро титруют 0,1 н. раствором гидроксида калия при встряхивании до появления розовой окраски, не исчезающей в течение                              1 мин.

Кислотное число вычисляют по формуле
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где Хк.ч. – кислотное число, мг; а – объем щелочи, израсходованной на титрование исследуемой пробы, мл; 5,6 – количество мг гидроксида калия, содержащегося в 1 мл 1 н. раствора гидроксида калия; к – коэффициент поправки на 0,1 н. раствор щелочи; с – навеска масла, г.
Определение суммарного количества непредельных связей                                                 в жирных кислотах

В одну колбу (опытная работа) помешают 0,1 г исследуемого растительного масла (отвешивают на аналитических весах), в другую (контрольная работа) – 0,1 мл воды и в каждую добавляют из бюретки по 5 мл хлороформа. После растворения навески масла в колбы добавляют пипеткой (точно!) по 10 мл 0,1 н. спиртового раствора йода, закрывают их пробками, перемешивают встряхиванием и ставят в темное место на 5 мин. Пробы титруют при постоянном взбалтывании 0,1 н. раствором тиосульфата натрия до появления светло-желтого окрашивания. Затем добавляют 1 мл 1%-го раствора крахмала и титруют до исчезновения синего окрашивания.

Йодное число вычисляют по формуле
                             
[image: image7.wmf],

100

*

01269

,

0

*

*

)

(

.

.

с

к

а

в

Х

ч

и

-

=

                                           (8)

где Хи.ч. – йодное число, мг; а – объем тиосульфата натрия, израсходованного на титрование опытной пробы, мл; в – объем раствора тиосульфата натрия, израсходованного на титрование контрольной пробы, мл; 0,012 69 – количество граммов йода, эквивалентное 1 мл 0,1 н. раствора тиосульфата натрия; 100 – коэффициент пересчета на 100 г; к – коэффициент поправки на титр 0,1 н. раствора тиосульфата натрия; с – навеска масла, г.
Йодное число (X) пересчитывают на количество двойных связей в молекуле триглицерида.

5. НУКЛЕИНОВЫЕ КИСЛОТЫ
Нуклеиновые кислоты и нуклеопротеиды играют огромную и разностороннюю роль в сохранении и передаче генетической информации и регулировании важнейших биосинтетических процессов в организме. Нуклеопротеиды – сложные белки, молекулы которых построены из простых белков (гистонов, протаминов, реже альбуминов и глобулинов), связанных с нуклеиновыми кислотами.

Нуклеиновые кислоты (полинуклеотиды) – полимеры, построенные из нуклеотидов. В состав нуклеотидов входят азотистые основания (производные пурина или пиримидина), углеводный компонент – пентоза (рибоза или дезоксирибоза) и остатки фосфорной кислоты. В зависимости от пентозы, входящей в их состав, нуклеиновые кислоты делят на две большие группы: рибонуклеиновые (РНК) и дезоксирибонуклеиновые кислоты (ДНК). Молекулы РНК содержат рибозу, в состав молекул ДНК входит дезоксирибоза.

Структурными звеньями нуклеиновых кислот являются нуклеотиды. При гидролизе нуклеотидов освобождаются: азотистые основания пуринового (аденин, гуанин) или пиримидинового (цитозин, урацил, тимин) ряда, пентоза и фосфорная кислота.
В состав РНК входят аденин, гуанин, цитозин и урацил, в молекулах ДНК находим те же азотистые основания, но место урацила занимает тимин. У ДНК молярная сумма пуриновых оснований равна молярной сумме пиримидиновых оснований. У РНК нет такой отчетливой закономерности, и отношение пуриновых и пиримидиновых оснований в значительной степени изменчиво.

Для молекул ДНК характерен коэффициент видовой специфичности, который определяется соотношением азотистых оснований: 
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Молекулы ДНК отличаются отчетливо выраженной видовой специфичностью, тогда как у РНК это свойство выражено значительно слабее.

Названия нуклеотидов образуются по азотистым основаниям, которые входят в их состав. Так, нуклеотиды, содержащие аденин, называются адениловыми кислотами, гуанин – гуаниловыми, цитозин – цитидиловыми, тимин – тимидиловыми, урацил – уридиловыми. Например, адениловая (аденозинмонофосфорная кислота). РНК преимущественно содержатся в органоидах клеток (митохондриях, рибосомах и т. д.), меньше – в ядре и ядрышке. ДНК главным образом находятся в ядре. ДНК является основным веществом, из которого состоят гены. Нуклеотиды соединены между собой в линейном порядке через фосфорные и пентозные группировки.

Основу строения молекул ДНК и РНК составляют полинуклеотидные цепи. Различают первичную, вторичную и третичную структуры нуклеиновых кислот. Под первичной структурой понимают порядок чередования нуклеотидных остатков в полинуклеотидных цепях. Вторичной структурой нуклеиновых кислот называют конфигурацию полинуклеотидных цепей, т. е. их спирализацию. Вторичная структура молекулы ДНК представляет собой двойную спираль, состоящую из двух полидезоксирибонуклеотидных цепей, одновременно спирализованных друг около друга. В молекулах РНК спирализация происходит в пределах одной полирибонуклеотидной цепи, причем свернуто в спираль лишь около 40–60 % этой цепи. Устойчивость вторичной структуры нуклеиновых кислот обеспечивается главным образом водородными связями, образующимися между двумя парами азотистых оснований: в молекулах ДНК – аденин-тимин и гуанин-цитозин, в молекулах РНК – аденин-урацил и гуанин-цитозин. Такие пары азотистых оснований, в которых они соединены водородными связями, называют комплементарными. Третичной структурой считают конфигурации, которые могут принимать спирализованные полинуклеотидные цепи в пространстве. Особенно полиморфна третичная структура РНК (развернутая полирибонуклеотидная цепь, компактная структура-палочка, клубок и т. д.). Третичная структура ДНК проявляется в виде спирализадии второго порядка (например, в хромосомах) либо клубков двойных спиралей.
Лабораторная работа № 9
Выделение и исследование качественного состава нуклеиновых кислот

Цель работы: изучение методов выделения и исследования нуклеиновых кислот.

Реактивы

Дрожжи пекарские, прессованные; серная кислота, 5%-й раствор; аммиак, концентрированный раствор (20–25%-й); аммиачный раствор окиси серебра (к 1–2%-му раствору азотнокислого серебра добавляют концентрированный раствор аммиака до растворения образующегося вначале осадка); молибденовый реактив (3,75 г молибденовокислого аммония растворяют в 50 мл воды и добавляют 50 мл 32%-ой азотной кислоты, ρ20 = 1,200 г/см3); серная кислота, концентрированная; едкий натр, 10%-й раствор; сернокислая медь, 1%-й раствор.
Ход работы
Гидролиз нуклеопротеидов происходит при кипячении с разбавленной серной кислотой. Отвешивают 1 г прессованных дрожжей, переносят навеску в круглодонную колбу, вливают 30–40 мл 5%-го раствора серной кислоты, закрывают колбу пробкой с воздушным холодильником, нагревают на малом огне до кипения, подложив под колбу асбестовую сетку. Кипятят 1–1,5 ч, после чего колбу охлаждают, содержимое ее фильтруют через бумажный фильтр. С фильтратом проделывают перечисленные ниже реакции.

Открытие полипептидов. С частью фильтрата (1–2 мл) проделывают биуретовую реакцию.

Открытие пуриновых оснований. К 2 мл фильтрата добавляют концентрированный раствор аммиака до щелочной реакции на лакмус и приливают 1 мл аммиачного раствора окиси серебра. Через несколько минут выпадают хлопья осадка серебряных солей пуриновых оснований.
Открытие фосфорной кислоты. Фосфорная кислота образует с молибденовым реактивом желтый кристаллический осадок фосфорномолибденовокислого аммония:
H3PO4 + 12(NH4)2MoO4 + 21HNO3→ (NH4)3PO4∙12MoO3 + 21NH4NO3 + 12H2O

К 1–2 мл фильтрата приливают равный объем молибденового реактива, нагревают до кипения и кипятят 2–3 мин. Появляется желтое окрашивание, обусловленное образованием фосфорномолибденовокислого аммония. При стоянии выпадает желтый осадок.
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