Лабораторная работа. Цветные реакции на белки и аминокислоты

Биуретовая реакция (реакция Пиотровского). Эта реакция получила свое название от биурета, который образуется при нагревании мочевины. Биуретовая реакция получается с несколько иными оттенками не только с биуретом, но и с другими веществами, к таким веществам относятся белки. Реакция обусловлена присутствием в белке пептидных связей, которые с ионами меди образуют окрашенные комплексные соединения.

Окраска биуретового комплекса зависит от количества медной соли в растворе и от длины полипептида, с которым связан ион меди. Продукты неполного распада белка дают биуретовую реакцию с красным оттенком, а белки – с фиолетовым. 

Ход работы. В пробирку наливают исследуемый раствор, прибавляют 1 мл 10 % раствора NaOH и 2 – 3 капли 1 % раствора CuSO4. Содержимое всех пробирок тщательно перемешивают. Развивается красно-фиолетовое окрашивание, свидетельствующее о присутствии в растворе белка.

Реакции для определения определенных групп аминокислот

1. Ксантопротеиновая реакция. При нагревании растворов большинства белков с концентрированной азотной кислотой жидкость окрашивается в желтый цвет, переходящий при подщелачивании в оранжевый. Эта реакция характерна для бензольного ядра циклических аминокислот – фенилаланина, тирозина и триптофана, которые содержатся почти во всех белках.

При действии крепкой азотной кислоты на бензольное ядро этих аминокислот происходит нитрование бензольного кольца с образованием нитросоединений желтого цвета. При добавлении щелочи желтый цвет переходит в оранжевый, обусловленный образованием аммонийной соли динитротирозина.

Белки, в которых циклические аминокислоты отсутствуют, ксантопротеиновой реакции не дают. 

Ход работы. В две пробирки наливают: в первую – 1 мл раствора растительного белка, во вторую – 1 мл раствора яичного белка. Во все пробирки прибавляют 5–6 капель концентрированной азотной кислоты. В случае присутствия циклических аминокислот в исследуемых белках в пробирках появляются осадки свернувшегося под влиянием кислоты белка, который окрашивается при нагревании в желтый цвет.

2. Реакция Адамкевича (реакция на триптофан). Если к раствору белка добавить концентрированную уксусную кислоту, а затем осторожно по стенке пробирки приливать по каплям концентрированную серную кислоту, то на границе двух жидкостей образуется красно-фиолетовое кольцо. Реакция обусловлена наличием в белке триптофана, который, реагируя с глиоксиловой кислотой, находящийся в виде примеси в концентрированной уксусной кислоте, дает окрашенные продукты конденсации. 

Ход работы. В первую пробирку наливают 1мл раствора яичного белка, во вторую – 1 мл растительного белка. В каждую пробирку прибавляют по 1 мл концентрированной уксусной кислоты, и, сильно наклонив пробирки, очень осторожно по стенке приливают по 1 мл концентрированной серной кислоты так, чтобы обе жидкости не смешались. В пробирках на границе двух слоев жидкости появляется красно-фиолетовое кольцо, постепенно распространяющееся на всю жидкость. 

3. Реакция Фоля на серосодержащие аминокислоты. При прибавлении к белку крепкой едкой щелочи и уксуснокислого свинца при кипячении раствор начинает темнеть. Это объясняется тем, что едкая щелочь разрушает цистеин и отщепляет серу от белка в виде щелочного сульфида, а этот сульфид при добавлении уксуснокислого свинца образует черный сернистый свинец.

Ход работы. В две пробирки наливают: в первую – 1 мл раствора яичного белка, во вторую – 1 мл раствора растительного белка. В каждую пробирку прибавляют по 2 мл 10 % раствора NaOH, затем добавляют по 0,05 мл 5 % раствора уксуснокислого свинца и осторожно нагревают на спиртовке 1–2 мин. В присутствии цистеина в белках жидкость темнеет, и через несколько минут выпадает черный осадок сернистого свинца.

4. Нингидриновая реакция (реакция на α-аминокислоты). Если к раствору белка прибавить 1 % ацетоновый раствор нингидрина и подогреть, то появляется сине-фиолетовое окрашивание вследствие взаимодействия двух молекул нингидрина с аминокислотой.

Ход работы. В две пробирки наливают: в первую – 2 мл раствора яичного белка, во вторую – 2 мл раствора растительного белка. В каждую пробирку приливают 0,5 мл 1 % ацетонового раствора нингидрина. Растворы в пробирках перемешивают и ставят в водяную баню при 70° С на несколько минут. Появляется сине-фиолетовое окрашивание.

5. Реакция Паули (реакция на гистидин и тирозин). Реакция состоит в том, что при прибавлении к белку кислого раствора сульфаниловой кислоты с нитритом натрия, встряхивания пробирок и добавления карбоната натрия развивается интенсивная вишнево-красная окраска.

Ход работы. В две пробирки наливают: по 1 мл 1 % раствора сульфаниловой кислоты в 5 % соляной кислоте и по 2 мл 0,5 % раствора нитрита натрия в каждую. В первую пробирку немедленно прибавляют 2 мл раствора белка куриного яйца, во вторую – 2 мл раствора растительного белка, в третью – 2 мл раствора желатина. После перемешивания содержимого пробирок в каждую пробирку приливают по 6 мл 10 % карбоната натрия. После смешивания растворов в присутствии гистидина появляется вишнево-красное окрашивание в результате образования 2,5-Бис-п-сульфо-бензолазогистидина. При наличии в белке аминокислоты тирозина возникает менее интенсивное окрашивание.

Указания к составлению отчета. Результаты опытов заносят в таблицу. 

Таблица

Сравнительный анализ аминокислотного состава белков 
разного происхождения

	Название реакции
	Наименование белка
	Окрашивание
	Присутствующие аминокислоты

	Ксантопротеиновая
	яичный белок
	
	

	
	растительный белок
	
	

	Адамкевича
	яичный белок

	
	

	
	растительный белок
	
	

	Нингидриновая
	яичный белок

	
	

	
	растительный белок
	
	

	Паули
	яичный белок

	
	

	
	растительный белок
	
	


Лабораторная работа. Качественные реакции на углеводы

Реакции получаются со всеми моносахарами (например, глюкоза и фруктоза), восстанавливающими дисахарами (лактоза) и полисахарами (крахмал), после предварительного гидролиза. Невосстанавливающие углеводы (сахара), которые не имеют в своем составе свободную альдегидную группу, в большинстве реакций дают отрицательный результат.
1. Реакция Троммера. Реакция основана на восстановлении гидрата окиси меди в оксид меди (I) в присутствии сахаров.

Ход работы. В пробирку наливают 2 мл исследуемого раствора, затем добавляют 0,5 мл 4 % раствора медного купороса и 1 мл 10 % раствора едкой щелочи. Раствор нагревают на спиртовке, происходит образование тяжелого осадка оксида меди (I) кирпично-красного цвета, который выпадает в осадок на дно пробирки. При значительном избытке сахара содержимое пробирки окрашивается в оранжевый или кирпично-красный цвет.
2. Тимоловая проба. Замкнутая структура сахаров, которая образуется при действии на сахар крепких кислот, способна давать цветные реакции с рядом органических соединений – таких, как тимол, α-нафтол, резорцин и другими.

Ход работы. В пробирку наливают 1 мл исследуемого раствора, приливают по 3–4 мл крепкой соляной кислоты и несколько капель 3 % спиртового раствора тимола. Содержимое пробирок нагревают не менее 3 мин на спиртовке. В каждой пробирке появляется красное или розовое окрашивание. Интенсивность окрашивания зависит от концентрации сахара в растворе. 

3. Реакция Фелинга. Эта реакция является модификацией реакции Троммера, в которой вместо гидрата окиси меди используется медный алкоголят сегнетовой соли.

Ход работы. К 2 мл раствора углевода приливают 1 мл реактива Фелинга, перемешивают и нагревают. Выпадает красный осадок оксида меди (I).

2. Реакция с AgNO3. Сахара в щелочной среде восстанавливают соли серебра до металлического серебра. 
Ход работы. К 2 мл раствора сахара приливают 1 мл 5 % раствора AgNO3, и 2 мл 25 % раствора аммиака. Смесь нагревают до появления на стенках пробирки налета металлического серебра (реакция «серебряного зеркала»). Положительный результат реакции во многом зависит от чистоты внутренних стенок пробирки. 

3. Реакция Барфеда. Ход работы. В пробирку наливают 2 мл раствора сахара и 2 мл 10 % раствора уксуснокислой меди. Смесь нагревают до образования осадка оксида меди (I) кирпично-красного цвета.

4. Реакция Молиша. Реакция основана на образовании фурфурола и оксиметилфурфурола.

Ход работы. К 2 мл раствора любого сахара добавляют две капли 3 % спиртового раствора α-нафтола, взбалтывают и затем осторожно, по стенке пробирки приливают около 2 мл крепкой серной кислоты. При этом образуется кольцо красно-фиолетового цвета. 
Указания к составлению отчета. Результаты опытов занести в таблицу.

Таблица

Качественные реакции на углеводы

	Реакция
	Появление окрашивания

	
	глюкоза
	сахароза

	Реакция Фелинга
	
	

	Реакция с AgNO3
	
	

	Реакция Барфеда
	
	

	Реакция Молиша
	
	


Качественные реакции на липиды (жиры)
Проба на образование пятна. Наносят стеклянной палочкой каплю исследуемого раствора на бумагу. Наблюдают появление сального пятна, не исчезающего при нагревании.
Акролеиновая проба. Помещают в сухую пробирку 1–2 капли исследуемого раствора, добавляют пятикратное количество борной кислоты (сухой). Пробирку осторожно нагревают в вытяжном шкафу до появления белых густых паров. Отмечают (осторожно) резкий, раздражающий запах акролеина.
