[bookmark: _TOC_250065]Практическое занятие №2. 
Тепловая денатурация белков

Реактивы: раствор яичного белка (без добавления NaCl); раство- ры растительных белков; 1%-ный раствор CH3COOH; 10%-ный раствор СН3СООН; 10%-ный раствор NaOН; насыщенный раствор NaСl.
Свертывание большинства белков начинается уже при температуре 50 – 55 °С. Воздействие высокой температуры ведет к тепловой денату- рации белков, в результате которой происходят необратимые изменения физико-химических и биологических свойств макромолекул. Нагревание вызывает разрыв дисульфидных связей между полипептидными цепями (разрушение вторичной и третичной структур), что приводит к их раскру- чиванию и изменению конформации макромолекул. В результате разверты- вания полипептидных цепей на поверхность белковой молекулы выходят гидрофобные группы. При этом белок теряет растворимость, агрегирует и выпадает в осадок. При кратковременном нагревании (при относительно невысоких температурах) денатурация может и не произойти или проявить- ся в слабой степени, дальнейшее же повышение температуры (а особенно при кипячении) ведет к быстрому свертыванию белка.
На скорость и интенсивность процесса тепловой денатурации оказы- вают большое влияние рН раствора и добавление электролитов. Быстро и наиболее полно белки свертываются в изоэлектрической точке. Сдвиги рН в кислую и щелочную стороны затормаживают процесс осаждения белков. В сильно кислых и в сильно щелочных растворах осаждения белков при кипячении практически не происходит. При добавлении кислот молекулы белка заряжаются положительно, а в щелочных растворах они приобретают отрицательные заряды.
Прибавление электролитов (например, NaCI) ускоряет процесс коагу- ляции даже в кислой среде.
Ход работы. В пять пробирок наливают по 1−2 мл раствора яичного или растительного белка. Белок в первой пробирке нагревают до кипения: раствор мутнеет (разрушаются гидратные оболочки вокруг белковых ча- стиц), но осадок не выпадает, так как мицеллы сохраняют одноименные заряды, что препятствует их коагуляции.
К раствору белка во второй пробирке добавляют одну каплю 1%-ного раствора уксусной кислоты СН3СООН и нагревают: осадок белка выпадает быстро, поскольку заряд мицелл нейтрализован и белок близок к изоэлек- трическому состоянию.
К раствору белка в третьей пробирке прибавляют 5 – 8 капель 10%-ного раствора уксусной кислоты СН3СООН и нагревают до кипения: осадок не образуется, так как мицеллы белка приобрели положительные заряды, что является стабилизирующим фактором и препятствует коагуляции.
В четвертую пробирку добавляют 5 – 8 капель 10%-ного раствора ед- кого натра NaOH и нагревают до кипения: осадок не выпадает, поскольку мицеллы заряжены отрицательно.
[bookmark: _GoBack]В пятую пробирку прибавляют 4 – 5 капель 10%-ного раствора уксус- ной кислоты СН3СООН и 5 – 6 капель насыщенного раствора хлористого натрия NaCI, нагревают до кипения − белок выпадает в осадок.
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