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Обмен белков. 



Лабораторная работа   

 

Белки являются основной составной частью протоплазмы. Обмен 

белков в общем обмене веществ занимает ведущее место. 

Белки обеспечивают воспроизводство  основных  структурных  эле- 

ментов клеток, тканей и органов, выполняют регуляторную, каталити- 

ческую, транспортную, защитную и энергетическую функции. 

Питательная ценность белка для животных организмов определяет-

ся аминокислотным составом. Белок считается полноценным, если 

содержит все жизненноважные аминокислоты (незаменимые). Одного 

грамма такого белка достаточно для восстановления одного грамма 

тканевого белка. 

Белок, поступая в составе пищи в организм,  расщепляется в ЖКТ 

при участии группы протеолитических ферментов до смеси аминокис-

лот. Аминокислоты всасываются и поступают вначале в печень. Часть 

аминокислот используется клетками печени для синтеза различных 

белков, а также превращения в гликоген (гликогенные кислоты) и ли-

пидов (кетогенные кислоты). Часть аминокислот разносится кровью 

дальше к различным органам и тканям и используется для синтеза 

специфических тканевых белков. Только незначительная часть амино-

кислот используется как энергетический материал. 

Тканевое превращение аминокислот включает синтез заменимых 

аминокислот (в реакциях восстановительного аминирования и пере-

аминирования), а из них далее пептидов и белков организма и расщеп-

ление аминокислот, образовавшихся в результате гидролиза устарев-

ших биомолекул белка. Окисление аминокислот происходит вначале в 

реакциях декарбоксилирования и дезаминирования и заканчивается в 

цикле трикарбоновых кислот. В процессе декарбоксилирования обра-

зуются биогенные амины – вещества, обладающие сильным физиоло-

гическим действием. Поэтому тканевое декарбоксилирование амино-

кислот носит избирательный характер. Конечными продуктами распа- 

да аминокислот в организме являются: аммиак, мочевая кислота, мо-

чевина, углекислый газ и вода. 

Цель занятия. Провести ферментативный гидролиз белка и обна-

ружить продукты гидролиза. Изучить особенности переваривания бел-

ка у различных видов животных и рыб. Познакомиться с методами 

количественного определения веществ белкового обмена. 

Материалы и оборудование. Соляная кислота, 0,2% и 1% раствор; 

желудочный сок или 0,1% раствор пепсина в 0,2% соляной кислоте;  



гидрокарбонат натрия, 1 % раствор; моноиодуксусная кислота, 0,002М 

в 0,1% растворе гидрокарбоната калия; гидроксид натрия 10% раствор; 

сульфат меди, 5% раствора; этиловый спирт, 75% раствор; нингидрин, 

1 % раствор в 95% ацетоне; трихлоруксусная кислота, 10% раствор; 

насыщенный  раствор  гидроксида  калия;  салициловый  альдегид, 2% 

раствор; фибрин или коагулированный яичный белок; сухой размоло-

тый биологический материал (ткань животного, фиксированная этано-

лом при нагревании и переведенная в сухой порошок), мышечная 

ткань, сыворотка крови. 

Пробирки, пипетки на 1 и 5 мл, штативы, ступки, воронки, складча-

тые фильтры, чашки для выпаривания, термостат, водяная баня, реф-

рактометр. 

Опыт 1. Переваривание белков пепсином. В желудочно-

кишечном тракте животных расщепление белка до смеси аминокислот 

происходит при участии группы протеолитических ферментов (проте-

аз) по схеме: 

 

 

Схема ферментативного гидролиза белка 
                  желудок                                 тонкий отдел кишечника 

 
         рН 1,5-2,5                               рН8,0-9,5                                  карбокси- 
          пепсин                                    трипсин                                     и амино- 

  (катепсин рН 4,40-5,0)              химотрипсин 

Белок   высокомолекулярные        низкомолекулярные    
          +nН2О        полипептиды       + mH2O         пептиды           пептидазы 

           +HCl             (пептон)                                                               +Н2О 

                             три- и дипептидазы(эрепсин) 

        три- и дипептиды                              смесь аминокислот   

                                                   + Н2О 

     В реальных условиях на любом этапе гидролиза может образоваться 

часть свободных аминокислот, а часть непереварившихся белков и 

пептидов перейти в толстый отдел кишечника без изменения. Протео-

литические ферменты синтезируются в неактивной форме. В активное 

состояние  пепсин   приводит  соляная  кислота,  трипсинэнтерокиназа  

(фермент слизистой кишечника), химотрипсин активируется активной 

формой трипсина.  

Протеолитические ферменты расщепляют пептидные связи специ-

фично. Пепсин производит гидролиз связей, образованных с одной 

стороны ароматическими, с другой – дикарбоновыми аминокислотами. 



Как правило, эти связи расположены далеко внутри полипептидной 

цепи. 

Трипсин расщепляет пептидные связи, образованные между кар-

боксильной группой аргинина (лизина) и любой другой кислоты. Хи-

мотрипсин катализирует связи, образованные карбоксильной группой 

ароматических аминокислот и аминогруппой любой другой кислоты. 

Амино- и карбоксипептидазы отщепляют свободные аминокислоты с 

соответствующего конца пептидной цепи. 

Действию пепсина поддаются почти все белки, но с трудом перева-

риваются белки соединительной ткани - коллаген и эластин. Кератины, 

муцин, мукоиды совсем не перевариваются. Это их свойство защищает 

стенки желудка от самопереваривания. 

Нумеруют четыре пробирки и вносят в первую – 3-4 мл 0,2% раст- 

вора соляной кислоты; во вторую – 3-4 мл желудочного сока (или рас-

твора пепсина в НCl); в третью – 3-4 мл раствора пепсина, нейтрализо-

ванного предварительно до слабощелочной реакции раствором соды; в 

четвертую – 3-4 мл предварительно прокипяченного раствора пепсина. 

Затем во все четыре пробирки вносят равные по объему кусочки фиб-

рина или коагулированного яичного белка. Все пробирки  ставят  в 

термостат на  45-60 минут при 37-40
о
С. После термостатирования про-

делывают биуретовую реакцию. Для этого во все пробирки  вносят  по  

1 мл 10% раствора NaOH  и 2-3 капли 5% раствора сульфата меди, все 

встряхивают и наблюдают характерное окрашивание. Биуретовую ре-

акцию способны давать вещества, содержащие не менее двух  пептид-

ных связей. В щелочной среде белок реагирует с ионами меди с обра-

зованием биуретового комплекса фиолетового цвета. Интенсивность 

окраски зависит от концентрации белка. В реакцию с гидроксидом 

меди  (II)  полипептиды  вступают  в  енольной  форме,  и   фиолетовая  

Cu–Na– комплексная соль полипептидов и белков имеет следующее 

строение: 

NH2–CH–CO–NH–CH–CO–NH–CH–COOH
][OH

 

         R1                    R2                   R3 
                 OH            OH    

NH2–CH–C=N–CH–C=N–CH–COOH 
][ 2Cu

 

         R1              R2              R3 

                  R1                                 R1 
 O              CH–COONa     NaOOC–CH        O 

 C              N                                  N               C 

 
                                    Cu 



 
 CH           N                                  N               CH 

                 C–ONa               NaO–C                 

 R2             R3                                 R3              R2. 

Цвет комплекса зависит от длины  пептидной цепи, тетрапептиды и 

более длинные цепи образуют комплекс красного цвета, трипептиды – 

фиолетовый, дипептиды – синий.  

Выводы по каждой из пробирок записать в тетрадь. 

Опыт 2. Выделение свободных аминокислот из биологического 

материала. Свободные аминокислоты извлекают из биологического 

материала 75-80%-ным водным раствором этанола. Аминокислоты в 

вытяжке из биологического материала обнаруживают реакцией с нин-

гидрином. 
                                         О                                                                 OH                         
                                                                       O 

 HOOC–CH–NH2 +                 О  R–C    + CO2 + NH3 +                   OH 

               R                                   +H2O           H 

 -аминокислота            О                 альдегид                                 О 

                               нингидрин                                        восстановленный нингидрин 

                         (окисленная форма)                                      (енольная форма) 
 

       

      ОН                     О                                     ОН                 О      

           ОН + О                  + NH3                   N                       + 2 Н2О 

 

      О                        О                                      О                   О 

При нагревании (до70
о
С) -аминокислоты окисляются нингидри-

ном и подвергаются окислительному дезаминированию и декарбокси-

лированию с образованием аммиака, углекислого  газа  и  альдегида. 

Восстановленный нингидрин конденсируется с аммиаком и с молеку-

лой окисленного нингидрина. В результате образуется соединение, 

енольная форма которого окрашена в сине-фиолетовый цвет.  

В  ступку  помещают  2 г размолотого сухого биологического мате- 

риала и заливают 10 мл 75%-ного раствора этилового спирта, нагрето-

го до t 60-70
о
С на водяной бане. Полученную смесь тщательно расти-

рают в течение 15 мин и фильтруют через вставленный в воронку 

складчатый бумажный фильтр в чашку для выпаривания, используя ее 

в качестве приемника. Чашку помещают на кипящую водяную баню и 

полностью выпаривают спирт. Полученный сухой остаток растворяют 

в 1 мл раствора соляной кислоты и тщательно его растирают стеклян-

ной палочкой в течение 10-15 мин. Для обнаружения аминокислот в 

вытяжке к 5 каплям смеси добавляют 2 мл дистиллированной воды 



(разводят вытяжку) и 3-4 капли раствора нингидрина. Полученную 

смесь  тщательно  перемешивают  и  нагревают  на  водяной  бане  при  

t 70
о
С в течение 5 мин. Появляется сине-фиолетовая окраска, свиде-

тельствующая о наличии в пробе -аминокислот. 

Если плотность окраски вытяжки с нингидрином измерить с помо-

щью колориметра и сопоставить с плотностью окраски нингидрином 

смеси  -аминокислот  известной  концентрации, то  можно рассчитать 

концентрацию -аминокислот в исследуемой пробе. 

Опыт 3. Переаминирование между глутаминовой и пировино-

градной кислотой. Пути образования заменимых аминокислот в орга-

низме разнообразны. Одноосновные аминокислоты могут образовы-

ваться путем декарбоксилирования двух основных. Путем восстанови-

тельного аминирования -кетокислот синтезируются преимуществен-

но аланин, аспарагиновая и глутаминовая кислоты. Другие аминокис-

лоты образуются в результате реакций переаминирования или транса-

минирования.  В  реакциях   переаминирования   происходит  перенос 

аминогруппы между аминокислотами и -кетокислотами без проме-

жуточного образования аммиака. В обмене белка переаминирование 

играет центральную роль. Это реакция распада  одних  аминокислот  и  

синтеза других. Все аминокислоты участвуют в этой реакции и именно 

реакции переаминирования создают необходимый организму набор 

аминокислот. Наиболее интенсивно процесс протекает при участии 

дикарбоновых аминокислот (аспарагиновой и глутаминовой) и соот-

ветствующих им -кетокислот. Катализируют реакции переаминиро-

вания аминотрансферазы (трансаминазы), коферментом которых вы-

ступает фосфопиридоксаль (В6).  

Изучить процесс переаминирования можно на примере переамини-

рования глутаминовой и пировиноградной кислот при участии фер-

мента, содержащегося в мышцах. Об интенсивности реакции можно 

судить по  убыли  в  результате  переаминирования  пировиноградной 

кислоты, которая с салициловым альдегидом дает оранжевое окраши-

вание. В качестве источника фермента используют мышечный гомоге- 

нат. Готовят его после подготовки реакционных смесей. 

 
       СООН                                   глутамат-                СООН 

       СН–NH2         COOH                                С=О                     СООН 

       СН2           +   С=О                                    СН2             +       СН–NH2  
       СН2                СН3               -пируват-                  СН2                      СН3 

       СООН                           аминотрансфераза          СООН 

      глутаминовая       ПВК                                              -кетоглу-            аланин 



        кислота                                                                 таровая кислота 
 

Мышечную ткань измельчают ножницами в фарфоровой чашке и 

растирают с пятикратным объемом 0,1% гидрокарбоната калия (лучше 

провести гомогенизацию в специальном гомогенизаторе). Полученный 

гомогенат фильтруют через двойной слой марли, отжимают и исполь-

зуют для опыта.   

Реакционные  смеси для  опыта  готовят  в  широких  пробирках  по 

 схеме, внося гомогенат в последнюю очередь. 
 

Схема подготовки реакционных смесей 

 

№ 

пробы 

KHCO3 c 
CH2ICOOH, 

мл 

Глутаминовая 

кислота, мл 

Пировиноградная 

кислота, мл 

Вода, 

мл 

Гомогенат, 

мл 

1 0,5 0,5 0,5 - 1,5 

2 0,5 0,5 0,5 - 1,5 

3 0,5 - 0,5 0,5 1,5 

Раствор  гидрокарбоната  калия  вносят  для создания оптимального  

рН. Монойодуксусную кислоту вносят для предотвращения гликолиза. 

Пробу № 1 на инкубацию не ставят, мышечную кашицу  помещают 

только после внесения 1 мл 10 % раствора трихлоруксусной кислоты. 

Пробы № 2 и 3 после внесения гомогената перемешивают, ставят на 

инкубацию в термостат на 60-90 минут при температуре 37-40
о
С, пе-

риодически встряхивая (через 5-10 минут). По окончании инкубации 

для удаления белка во 2 и 3 пробы вносят 1 мл трихлоруксусной ки-

слоты и через 10 минут все три пробы фильтруют в отдельные пробир-

ки. Отбирают по 1 мл безбелкового фильтрата из всех трех проб и в 

каждую   вносят   1 мл  насыщенного   раствора  гидроксида  калия  и  

0,5 мл 2% раствора салицилового альдегида. Содержимое пробирок 

перемешивают и помещают на 10 минут в водяную баню (t 37-38
о
С) 

для развития окраски.  

Сравнивают окраску во всех трех пробах и делают выводы об ин-

тенсивности процесса переаминирования. 

Опыт 3. Определение общего белка в сыворотке крови рефрак-

тометрическим методом. Одним из методов определения общего 

белка в сыворотке крови является рефрактометрический метод. 

В основе данного метода лежит способность исследуемого раство-

ра преломлять проходящие из другой среды лучи света. Степень пре-

ломления света, или величина рефракции сыворотки крови, зависит в 

основном от содержания в ней белков. Поэтому количественно оцени-



вая величину рефракции по показателю преломления сыворотки с по-

мощью специального прибора – рефрактометра, можно определить 

содержание белков в сыворотке крови. 

Перед началом работы проводят установку прибора на ноль (юсти-

ровку) по дистиллированной воде, коэффициент преломления которой 

равен 1, 333. Для этого на поверхность измерительной призмы наносят 

несколько капель воды и осторожно закрывают измерительную каме-

ру. Осветительным  зеркалом  пучок  света  направляют  через  освети- 

тельную призму так, чтобы он равномерно осветил поле зрения. Махо-

вичком устанавливают индекс отсчета (неподвижный горизонтальный 

штрих сетки) на 1,333, винтом компрессора устраняют окрашенность 

границы светотени. При правильной настройке прибора граница раз-

дела светлого и темного полей должна совпадать с визирным перекре-

стием. 

Настроив прибор, тщательно вытирают воду в призме. Для опреде-

ления общего белка сыворотки крови 1-2 капли ее наносят на измери-

тельную призму и, глядя в окуляр, вращением маховичка совмещают 

границу темного и светлого полей с перекрестием визирных линий. 

Затем по шкале показателей преломления снимают отсчет. 

Определив показатель преломления исследуемой сыворотки, по 

таблице Рейса находят соответствующее процентное содержание бел-

ка. Показатель преломления определяют при рассеянном дневном све-

те при 20
о
С. Если показатель преломления определяют при какой-либо 

другой температуре, то вводят поправку на отклонения температуры. 

При отклонении температуры на 1
о
С показатель преломления изменя-

ется на 0,00035. При понижении температуры – поправка отнимается, 

а при повышении – прибавляется. 
Содержание общего белка в сыворотке крови, г/л 

 

Коэффициент 

рефракции 
г/л белка 

Коэффициент 

рефракции 
г/л белка 

1,3409 28,4 1,3484 72,0 

1,3412 30,6 1,3487 74,2 

1,3416 32,8 1,3491 76,3 

1,3420 35,0 1,3495 78,5 

1,3424 37,2 1,3498 80,6 

1,3428 39,4 1,3502 82,8 

1,3431 41,6 1,3506 84,9 

1,3435 43,8 1,3510 87,10 

1,3439 46,0 1,3513 89,2 

1,3443 48,1 1,3517 91,4 

1,3446 50,3 1,3521 93,5 



1,3450 52,5 1,3524 95,7 

1,3454 54,7 1,3528 97,8 

1,3458 56,8 1,3532 99,9 

1,3461 59,0 1,3535 102,0 

1,3465 61,2 1,3539 104,1 

1,3469 63,4 1,3542 106,2 

1,3472 65,5 1,3546 108,3 

1,3476 67,7 1,3550 110,4 

1,3480 69,8 1,3553 112,5 

По окончании работы смывают водой с призм прибора сыворотку, 

удаляют воду фильтровальной бумагой и осушают призмы спирто-

эфирной смесью. На нижнюю призму  накладывают  кусочек  фильтро- 

вальной бумаги и закрывают камеру. В таком состоянии прибор остав-

ляют до следующего определения. 

    Вывод: коэффициент рефракции исследуемой сывротки крови со-

ставил …., что по таблице соответствует ……… г/л белка. 
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