[bookmark: _TOC_250068]Лекция №1
СВОЙСТВА И МЕТОДЫ ВЫДЕЛЕНИЯ БЕЛКОВ

1.1 [bookmark: _TOC_250067]Свойства белков
Все животные и растительные ткани состоят из различных химических соединений: белков, углеводов, жиров и витаминов. И хотя все эти веще- ства необходимы для нормального развития организма, наибольшее значе- ние имеют белки. Именно они служат той основной материей, из которой состоят все частицы отдельной клетки и целого организма. Белки являются высшей ступенью развития материи и с ними неразрывно связаны все неис- числимые многообразные проявления жизни, начиная с простейших функ- ций самых примитивных существ и заканчивая сложнейшими функциями человеческой деятельности.
Различают белки простые и сложные. Простой белок (протеин) рассма- тривается как продукт поликонденсации аминокислот, т.е. как специфиче- ский природный полимер. Сложные белки (протеиды) состоят из простого белка и небелковых компонентов − углеводов, липидов, нуклеиновых и фосфорной кислот и др.
Аминокислоты являются карбоновыми кислотами, содержащими аминную и карбоксильную группы, которые находятся у одного и того же углеродного атома:
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Разные аминокислоты могут содержать разное количество групп NH2 и COOH. В настоящее время открыто 26 аминокислот, входящих в состав белка. Примерно половина из них содержит лишь по одной группе NH2 и COOH − моноаминокислоты. Другие (дикарбоновые) содержат две кар- боксильные группы на одну аминогруппу и обладают характерными кис- лотными свойствами. Третья группа аминокислот (диаминовые) содержит одну карбоксильную группу на две аминогруппы и обладает выраженными основными свойствами.
В строении белка различают микроструктуру, т.е. относительно не- большие фрагменты, представляющие собой полимеры из аминокислот, и макроструктуру, образованную за счет объединения большого числа микро- структур, или субъединиц. На поверхности белков имеется большое число гидрофильных групп, которые обусловливают создание вокруг этих макро- структур почти сплошной водной оболочки. Гидрофобные радикалы ами- нокислот, образующие полипептидные цепи, обращены преимущественно внутрь структуры. Принято различать интермицеллярную воду, находящу-
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юся в свободном состоянии между отдельными белковыми макромолеку- лами, и интрамицеллярную, − находящуюся внутри белковых глобул. Для устойчивости коллоидных частиц имеет значение только вода, создающая внешнюю водную оболочку. Именно она и препятствует столкновению и объединению белковых макромолекул.

1.2 [bookmark: _TOC_250066]Изоэлектрическая точка белков
Электрический заряд белков, помимо их своеобразного строения, яв- ляется особенностью их свойств. В белковой молекуле содержатся две полярные группы: основная − NH2 и кислотная − COOH, которые и со- общают макромолекуле амфотерные свойства. Эти группы принадлежат концевым аминокислотам, т.е. находящимся на концах полипептидных цепочек, а также дикарбоновым и диаминовым аминокислотам, располо- женным в середине цепочки. Заряд белковой молекулы в нейтральной среде определяется соотношением количества свободных карбоксильных и аминных групп и степенью их диссоциации. Чем больше карбоксиль- ных групп, тем выше отрицательный заряд, и белок будет проявлять свой- ства слабой кислоты. Преобладание аминогрупп сообщает белку основ- ные свойства и положительный заряд. В кислой среде белок заряжается положительно:
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В щелочной среде белок заряжается отрицательно:
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Значение рН раствора белка, при котором белок находится в изоэлек- трическом состоянии, т.е. в состоянии, при котором число разноименных зарядов в белковой частице одинаковое и ее общий заряд равен нулю, на- зывается изоэлектрической точкой данного белка.
Большинство природных белков содержат значительные количества дикарбоновых кислот (глутаминовой и аспарагиновой) и, следовательно, относятся к кислым белкам. Существует и относительно небольшая группа основных белков с преобладанием свободных аминогрупп за счет повы- шенного содержания диаминовых кислот (лизина, аргинина, орнитина).
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Изоэлектрическая точка (ИЭТ) кислых белков лежит в слабокислой, основ- ных − в слабощелочной среде.
В изоэлектрической точке растворы белков неустойчивы. Молекулы белка с одинаковым количеством положительных и отрицательных за- рядов легко выпадают в осадок. Значение рН, соответствующее изоэлек- трической точке, является характерным для каждого белка. Например, для желатина рН равно 4,7, для яичного альбумина – 4,71, зеина (кукурузного белка) – 6,2; у протаминов и гистонов изоэлектрическая точка лежит в сла- бощелочной среде.
Выпадение белка в осадок в изоэлектрической точке можно ускорить добавлением водоотнимающих веществ (спирта, ацетона, эфира) или тани- на. Одни из них (органические растворители) уменьшают степень гидрата- ции белковых макромолекул, разрушают их водные оболочки, другие, как, например, танин, образуют нерастворимые в воде соединения с азотистыми гетероциклическими группировками.
Реактивы: желатин, 0,5%-ный раствор; уксусная кислота, 0,1 н рас- твор; ацетат натрия, 0,1 н раствор; этиловый спирт, 96%-ный раствор; танин, 0,1%-ный раствор.
Ход работы. В пять пробирок наливают растворы уксусной кислоты и уксуснокислого натрия в количествах, указанных в таблице, после чего в каждую пробирку добавляют по 1 мл раствора желатина и хорошо переме- шивают, затем прибавляют по 4 мл этилового спирта (или по 1 мл раствора танина) и снова перемешивают. Через 5−10 минут просматривают все про- бирки и оценивают степень мутности смеси в каждой из них. рН наиболее мутной смеси соответствует изоэлектрической точке желатина. Результаты опыта записывают в таблицу.

Определение изоэлектрической точки белка

	№ пробирки
	Состав буферной смеси, мл
	
рН смеси
	0,5%-ный раствор желатина, мл
	
Этиловый спирт,
мл
	Степень мутности (по пяти- балльной системе)

	
	0,1 н СН3СООН
	0,1 н
CH 3COONа
	
	
	
	

	1
	1,8
	0,2
	3,8
	1
	4
	1

	2
	1,4
	0,6
	4,4
	1
	4
	3

	3
	1,0
	1,0
	4,7
	1
	4
	5

	4
	0,6
	1,4
	5,1
	1
	4
	4

	5
	0,2
	1,8
	5,7
	1
	4
	3
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Для изучения структур и функций белков требуется выделение и очист- ка их с минимальным количеством примесей, а в идеале − до гомогенного состояния.
Реакции осаждения белков могут быть обратимыми и необратимыми. В первом случае белки не подвергаются глубоким изменениям, поэтому по- лучаемые осадки могут быть вновь растворены в первоначальном раство- рителе с сохранением своих нативных свойств. При необратимых реакциях белки подвергаются глубоким изменениям.
Белковая молекула в растворе удерживается двумя факторами: зарядом и гидратной оболочкой. Снятие заряда осуществляется путем подведения рН к изоэлектрической точке. Удаление гидратной оболочки производится водоотнимающими средствами (органические растворители, соли щелоч- ноземельных металлов в высокой концентрации), изменением температуры и др. Для осаждения белка необходимо устранить оба фактора устойчиво- сти белковой молекулы.

1.3 [bookmark: _TOC_250065]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.
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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.
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.

1.4 [bookmark: _TOC_250064]Осаждение белков солями тяжелых металлов
Реактивы: раствор яичного белка; раствор растительного белка: 5%-ный раствор (СН3СОО)2Рb; 2,5%-ный раствор AgNO3; 5%-ный рас- твор FеСl3; 5%-ный раствор СuSO4.
Белки осаждаются солями меди, свинца, ртути, цинка, серебра и других
тяжелых металлов.
Характер взаимодействия белков с ионами тяжелых металлов сложен и многообразен. Это прежде всего образование комплексных соедине- ний, не растворимых в воде, но растворяющихся в избытке соли (кроме AgNО3 и HgCl2); соли тяжелых металлов, адсорбируясь на белковых ми- целлах, изменяют их электрический заряд (вплоть до полной нейтрали- зации). Денатурация белков солями тяжелых металлов вызывается глубо- кими нарушениями вторичной и третичной структур макромолекул бел- ка, изменением положения пептидных цепей, которое обусловливается в основном разрывом связей между ними (главным образом дисульфидных). Дисульфидным связям принадлежит видная роль в поддержании вторич- ной и третичной структур белка. Разрыв их влечет за собой изменение структур – необратимую денатурацию белка.
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Растворение осадка белков в избытке соли объясняется явлением ад- сорбционной пептизации. Ионы металла, адсорбируясь на поверхности белковых мицелл, придают им положительные заряды. Одноименно заря- женные мицеллы отталкиваются, что способствует их переходу из осадка в раствор.
Свойство белков связывать ионы тяжелых металлов используется в ме- дицине при оказании первой помощи пострадавшим от отравления солями меди, свинца, ртути и др.
Ход работы. В четыре пробирки наливают по 1 – 2 мл раствора белка и по каплям добавляют растворы солей: в первую – ацетата свинца, во вто- рую − сульфата меди, в третью − хлорида железа (III), в четвертую − нитрата серебра (до выпадения осадков). Затем прибавляют избыток указанных реак- тивов и наблюдают растворение осадков в первых трех пробирках. Осадок, вызванный прибавлением нитрата серебра, не растворяется в избытке соли.

1.5 [bookmark: _TOC_250063]Методика решения задач
Как заряжены частицы белка при рН = 4,0, если ИЭТ этого белка равна 8,5?
	Дано: рН = 4,0
ИЭТ = 8,5
	Решение:
Изоэлектрическая точка данного белка − значение рН раствора белка, при котором белок становится элек- тронейтральным, т.е. суммарный заряд белковой мо- лекулы равен нулю.
Таким образом, при рН = 8,5 число противоположно заряженных ионов NH + и СОО− равно. При смещении
3
рН к 4,0, т.е. в кислую сторону, увеличится концен-
трация ионов Н+. В результате заряд на группе NH +
3
сохраняется, а диссоциация по карбоксильной группе
подавляется:

В результате суммарный заряд белковой молекулы бу- дет иметь положительный знак.
Ответ: суммарный заряд белковой молекулы будет иметь положительный знак.

	Как заряжены частицы белка?
	








[bookmark: _GoBack]
