


Протокол № 6
Обратимо утаяване на белтъци. Диализа
 І. Теоретична част 

Солите на алкалните и на алкалоземните метали и амониевият сулфат утаяват белтъците от техните колоидни разтвори. Утая​ването (наречено още изсолване) се дължи на неутрализирането на електричните заряди на белтъчните молекули от йоните на тези соли и намаляването на хидратационната им обвивка. В ре​зултат на това белтъците агрегират в по-големи комплекси и па​дат в утайка. След отстраняване на солите те отново се разтва​рят, т.е. утаяването е обратимо. Утаяването зависи от рН на средата. Различните белтъци се утаяват при различни концентра​ции на солите. "Утаимостта" на даден белтък е в права зависимост от молекулната му маса и се влияе от формата на молекулата. Концентрацията на наситения разтвор от дадена сол се приема за 100%-ово насищане и спрямо него се изчисля​ват другите степени на насищане. Например 100%-ово насищане с амониев сулфат означава разтвор, съдържащ 76 g сол на 100 ml разтвор. Концентриран разтвор на амониев сулфат изсолва всички белтъци. Глобулините се утаяват още при полунаситен разтвор на амониев сулфат, а албумините - при пълно насищане на разтвора. Натриевият хлорид и магнезиевият сулфат утаяват глобулините при пълно насищане, а при слабо подкиселяване (в ИЕП) утаяват и албумини​те при много по-ниска концентрация.

 Изсолването се използва широко за фракциониране на белтъчни смеси. Тъй като белтъците запазват биологичните си свойства, то се прилага като начален етап за пречистване на биологичноактивни вещества — ензими, хормони, антитела и др.

Отстраняването на солите (обезсолването), за да се разтворят отново утаените белтъци, може да се извърши по различни на​чини: чрез диализа, чрез молекулноситова хроматография и др. При диализата обезсолването се извършва с помощта на полупро​пускливи мембрани (мембрани, които имат пори със строго опреде​лена големина). През тези пори могат да преминават нискомо​лекулните вещества, но не могат да преминат белтъчните моле​кули.
ІІ. Практическа част

А/ Необходими материали: Разтвор на яйчен белтък, наситен разтвор на амониев сулфат, стрит на прах амониев сулфат, 10%-ов разтвор на NaOH, 5%-ов разтвор на меден сулфат, 0,9%-ов разтвор на NaCl, 5%-ов разтвор на BaCl2.

Б/ Ход на анализа: В епруветка се налива около 5 ml белтъчен разтвор прибавя се равен обем наситен разтвор на амониев сулфат и двата разтвора се размесват. Получава се полунаситен разтвор на амониев сулфат. Глобулините се утаяват. След няколко минути съдържанието на епруветката се филтрува. Албуминът остава разтворен във филтрата. За изсолва​нето му се прибавя стрит на прах амониев сулфат до пълно насищане, т. е. докато няколко кристалчета останат неразтворени. След няколко минути албуминът се утаява и се отделя чрез фил​труване.

С филтрата се прави биуретова реакция. 

Утайките от албумина и глобулина се разтварят поотделно в 3 ml вода. Към глобулиновата утайка се прибавят 2—3 кристал​чета NaCl. 
Процеса може да бъде представен чрез схемата:
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С част от разтворите се прави биуретова реакция. По​ложителната биуретова реакция доказва обратимостта на процеса изсолване.

Разтворите на глобулиновата и албуминовата фракция се подлагат  на  диализа. За   целта   на   отвора   на  епруветките   (с   албумини и с гло​булини)   се  завързва  парче  целофан,  епруветките  се обръщат и се потапят с отвора  в чаша с  вода.  След известно време  с  по  1  ml  от съдържимото на епруветките и от течността в чашата се прави биуретова реакция. В чашата се доказва наличие на амониев сул​фат. За целта към 1 ml от разтвора в чашата се прибавя на кап​ки 5%-ов разтвор на BaCl2.
ІІІ. Здравословни и безопасни условия на труд

1. Правила за безопасна работа с NaOH.

……………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………

2. Правила за работа с BaCl2.
……………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………

ІV. Резултати и изводи 
А/ Попълнете резултатите в таблицата
	
	Проба
	Биуретова реакция
	Качествена реакция с BaCl2

	Преди диализата
	Разтвор от глобулини
	
	

	
	Разтвор от албумини
	
	

	След диализата в епруветките
	Разтвор от глобулини
	
	

	
	Разтвор от албумини
	
	

	След диализата в чашата с вода
	Разтвор от глобулини
	
	

	
	Разтвор от албумини
	
	


Б/ Определете посоката на движетието на различните молекули и йони при диализата (глоблини, албумини, NH4+, SO4- ).
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                Глобулини                                               Албумини
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