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[bookmark: _Toc72314467]Лабораторная работа № 1. Отделение биомассы микробов от культуральной жидкости
Продукты микробного синтеза поступают из биореактора в виде водных суспензий или растворов, при этом характерно невысокое содержание основного компонента и наличие многих примесных веществ. 
В большинстве промышленных производств на первом этапе переработки культуральной жидкости производят отделение массы продуцента от жидкой фазы - сепарацию. Жидкость далее также подвергается переработке, если содержит метаболиты, представляющие практическую ценность. В производствах, где целевым продуктом являются клетки как источник белка, культуральная жидкость подвергается лишь очистке, позволяющей использовать водную фазу многократно и снизить образование сточных вод. 
Технологические приемы, используемые для отделения клеток от среды зависят от природы продуцента. Например, сахаромицеты (хлебопекарные дрожжи) имеют относительно большие клетки и способны флотироваться, поэтому после сгущения биомассы флотацией их отделяют на обычных барабанных вакуум-фильтрах. В дальнейшем биомассу, снятую с фильтра, подвергают прессованию и получают продукт с высоким содержанием живых клеток, имеющих высокую хлебопекарную активность. 
Дрожжи же рода Candida, служащие источником кормового белка плохо флотируются и фильтруются. Поэтому дрожжи, растущие на углеводородах, а также бактерии-продуценты белка на основе метана и метанола, на первом этапе сепарируются, причем в несколько ступеней. Оставшаяся вода удаляется путем выпаривания, а все компоненты жидкой фазы остаются в конечном продукте. К аналогичному приему прибегают и при производстве бактериальных энтомопатогенных препаратов и удобрений. Конечный продукт удается получить в активной форме лишь в принципе отказавшись от выделения его из культуральной жидкости: содержимое реактора выпаривают и сушат в условиях, обеспечивающих жизнеспособность конечного продукта. Неутилизированные компоненты культуральной жидкости могут отразиться на способности продукта к хранению. 
При выделении и очистке метаболитов биомасса, если она не содержит заметных количеств целевого продукта, осаждается добавлением извести или других твердых компонентов, увлекающих клетки или мицелий на дно - физическое осаждение.
Отделение твердой фазы (мелкодисперсный клеточный материал, внутриклеточные биополимеры возможно и методом фильтрации. Так как фильтруемая суспензия склонная к гелеобразованию, то производительность фильтров быстро падает. Предотвратить это можно добавлением в смесь или на фильтрующую ткань размолотых вулканических пород, содержащих оксиды кремния и алюминия, тогда осадки приобретают пористую структуру. 
Некоторые виды биомассы отделяют центрифугированием. Осаждение взвешенных частиц происходит под действием центробежной силы. После разделения образуется 2 фракции: биомасса (твердая) и культуральная жидкость. 
Культуральная жидкость перерабатывается путем экстракции, ионообмена, кристаллизации или с помощью микро- и ультрафильтрации через полимерные мембраны со специально подобранным размером пор. 
Для выделения и очистки продуктов, находящихся внутри клеток продуцента (например интерферонов, гормонов) вводится стадия разрушения клеточных оболочек (дезинтеграция биомассы); обычно для этого применяются механические, химические или комбинированные методы. 
К физическим методам дезинтеграции относятся обработка ультразвуком, вращение лопасти или вибратора, встряхивание со стеклянными бусами, продавливание через узкое отверстие под давлением, раздавливание замороженной клеточной массы, растирание в ступке, осмотический шок, замораживание-оттаивание, декомпресия (сжатие с последующим резким снижением давления). 
Химические и химико-ферментативные методы более избирательны. Клетки могут быть разрушены толуолом или бутанолом, антибиотиками, ферментами. Культуральную жидкость освобождают от сопутствующих растворимых веществ и фракционируют. 
Освобождение от растворимых веществ производят несколькими способами: 
1. Осаждение - физическое (нагревание, охлаждение, разбавление, концентрирование) или химическое (с помощью органических и неорганических веществ). 
Осаждение органическими растворителями основано на снижении диэлектрической постоянной среды. Устойчивость белковых растворов обусловлена наличием гидратного слоя у молекулы. Если его разрушить, белки осаждаются. Для этого молекулы добавляемых веществ должны быть более гидрофильны, чем молекулы белков. В качестве осадителей используют этанол, метанол, ацетон, изопропанол. При разных количествах растворителя и разных значения рН осаждаются разные фракции. Пример: 50% этанол осаждает 80% протеазы и 3-5% амилазы, 70% спирт осаждает 98% амилазы. 
Высаливание - механизм тот же, что и при действии органических веществ, гидратируются диссоциирующие ионы неорганических солей. Как наиболее дешёвый реагент используют сульфат аммония. Также применяют сульфаты натрия, магния и фосфат калия. 
2. Экстракция. 
При твердожидкофазной экстракции вещество из твердой фазы переходит в жидкую, при жидкожидкофазной - из одной жидкости в другую (например, хлорофилл из спиртовой вытяжки переходит в бензин). Для извлечения антибиотиков, витаминов, каротиноидов, липидов применяют жидкожидкофазную экстракцию, когда культуральную жидкость смешивают с органическими растворителями. 
3. Адсорбция - частный случай экстракции, когда экстрагирующий агент - твердое тело. Адсорбция применяется для веществ, имеющих функциональные группы, заряженные положительно или отрицательно. В качестве адсорбента используют иониты на основе целлюлозы: - катионит - карбоксиметилцеллюлоза (КМЦ); - анионит - диэтиламиноэтилцеллюлоза (ДЭАЭ), а также сефадексы на основе декстрана и т.д. Адсорбция идет по ионообменному механизму.
Более тонкую очистку веществ осуществляют несколькими способами.
Наибольшее распространение получила хроматография. Каплю образца наносят на специальную бумагу (хроматография на бумаге) или пластинку стекла или пластмассы, покрытую тонким слоем инертного сорбента, например, целлюлозы или силикагеля (хроматография в тонком слое или тонкослойная хроматография). Затем такую пластинку одним концом помещают в смесь растворителей (например, воды и спирта). 
По мере движения растворителей по пластинке, они подхватывают те молекулы образца, которые растворяются в них. Растворители выбирают таким образом, чтобы они связывались сорбентом по-разному. В результате молекулы образца, более растворимые в связанном растворителе, движутся медленнее, а другие, более растворимые в слабо сорбированном растворителе, движутся быстрее. Через несколько часов пластинку сушат, окрашивают и определяют положение различных молекул.
Гель-фильтрация обычно используется и для разделения молекул, и для определения их размеров. 
Гораздо более эффективен метод аффинной хроматографии (хроматография по сродству). В основе этого метода лежат биологически важные взаимодействия, происходящие на поверхности белковых молекул. При аффинной хроматографии используется нерастворимый матрикс, ковалентно связанный со специфичными лигандами (антителами или субстратом ферментов), которые присоединяют определенный белок.
Экстракты разрушенных клеток можно фракционировать, подвергая их высокоскоростному центрифугированию. Такая обработка делит клеточные компоненты по их размеру: более крупные частицы при центрифугировании движутся быстрее. Крупные компоненты экстракта, в том числе ядра или неразрушенные клетки, быстро оседают (седиментируют) при относительно низких скоростях и образуют осадок на дне центрифужной пробирки. Центрифугирование является, как правило, первым этапом фракционирования, с его помощью разделяются только значительно отличающиеся по размеру компоненты. Чтобы достигнуть более высокой степени разделения фракций, необходимо гомогенат наслоить тонким слоем поверх солевого раствора. 
При ультрацентрифугировании различные фракции седиментируют с различной скоростью и образуют отдельные полосы, которые можно выделить. Во избежание перемешивания осажденных компонентов солевой раствор должен содержать инертный и хорошо растворимый материал (например, сахарозу), плотность которого постепенно увеличивается сверху вниз, формируя градиент плотности. При седиментации сквозь такие градиенты сахарозы различные компоненты клетки собираются в отдельные полосы, которые можно выделить.
Электрофорез - метод разделения белков и нуклеиновых кислот в свободном водном растворе и пористом матриксе, в качестве которого можно использовать полисахариды, например, крахмал или агарозу. Биомолекулы обычно несут суммарный положительный или отрицательный заряд, обусловленный наличием на их поверхности положительно или отрицательно заряженных групп аминокислот.
Виды сепарации:
1. Флотация. Если клетки продуцента в биореакторе из-за низкой смачиваемости накапливаются в поверхностных слоях жидкости, то жидкость предварительно вспенивают, затем отделяют ее верхний слой с клетками. Флотаторы различных конструкций сцеживают, откачивают или соскребают пену, состоящую из пузырьков газа с прилипшими к ним клетками. Флотацию широко используют как первый этап отделения дрожжевой массы для осветления культуральной жидкости.
2. Фильтрация - задержание биомассы на пористой фильтрующей перегородке. Применяют фильтры однократного или многократно использования: барабанные, дисковые, ленточные, тарельчатые, карусельные, вакуум-фильтры, фильтр-прессы различных конструкций, мембранные фильтры. Диаметр пор может превышать размеры клеток. Иногда биомассу сдувают с поверхности фильтра сжатым воздухом или срезают специальным ножом.
3. Центрифугирование - осаждение взвешенных в жидкости частиц с применением центробежной силы. Требует более дорогостоящего оборудования, чем фильтрование. Поэтому оно оправдывает себя, если: 
а) суспензия фильтруется медленно; 
б) поставлена задача максимального освобождения культуральной жидкости от содержащихся частиц; 
в) необходимо наладить непрерывный процесс сепарации в условиях, когда фильтры рассчитаны только на периодическое действие.
Цель работы: Изучить  методы выделения и очистки конечных продуктов биотехнологического производства.

Задание:
1. Изучить теоретическую часть лабораторной работы.
2. Отделение биомассы гриба от культуральной жидкости.
3. Определение массы сухого мицелия.
4.Оформить отчет по результатам лабораторной работы.
5. Ответить на контрольные вопросы.

Материалы и оборудование: микроскоп, хлопчатобумажная салфетка, фильтровальная бумага, дезинфицирующий раствор, чистые культуры грибов, колбы, пробирки.
	
Ход работы

1. Отделение биомассы гриба от культуральной жидкости

На аналитических весах взвешивают пустые бумажные фильтры, предварительно высушенные до постоянной массы (вес записывают), и вставляют в воронки. Колбу открывают, и содержимое фильтруют через фильтр. Отделенная от культуральной жидкости биомасса гриба является материалом для определения массы сухого мицелия. После фильтрования замеряют объем культуральной жидкости и доводят до 100 мл дистиллированной водой. 
Альтернативный способ: отделение биомассы от культуральной жидкости центрифугированием в течение 10 мин при 6000 об/мин.

2. Определение массы сухого мицелия
Фильтры с биомассой гриба помещают в сушильный шкаф при температуре 130С на 40 мин (до полного высушивания). Затем фильтры переносят в эксикатор для охлаждения на 10-15 мин, после чего взвешивают на аналитических весах. Разность между массой фильтра с сухим мицелием и массой пустого фильтра является массой сухого мицелия (Х), образовавшегося за период культивирования гриба в термостате:

Х = Мм - Мф ,     (2.1)
где Х – масса сухого мицелия, г; Мф - масса пустого фильтра, г; Мм - масса фильтра с высушенным мицелием, г.

Контрольные вопросы:
1. По какому принципу различается стадия выделения целевого продукта?
2. Что такое сепарация ?
3. Что такое флотация?
4. Что такое фильтрация?
5. Что такое центрифугирование ?
6. Основные процессы отделение и очистка продуктов?

[bookmark: _Toc72314468]Лабораторная работа №2. Химические методы дезинтеграции клеток
Под дезинтеграцией (деструкцией) клеток понимают процесс необратимого нарушения анатомической целостности клеток. С практической точки зрения необходимым и достаточным является разрыв клеточной оболочки, который может быть вызван различными повреждающими факторами - физическими, механическими, химическими, энзиматическими, биологическими. В природных условиях дезинтеграция клеток и клеточных систем вызывается внутриклеточными (внутренними) и внешними причинами. К внутренним причинам можно отнести факторы генетической природы. К различным внешним воздействиям можно отнести физические, физико-химические, химические и биологические факторы. Причем любой из этих факторов при достаточной интенсивности и продолжительности может стать дезинтегрирующим. 
Вызванную действием внутренних факторов дезинтеграцию обычно определяют как естественную. Наряду с естественной дезинтеграцией бывает искусственная (насильственная) дезинтеграция. Последняя целенаправленно применяется человеком и часто используется в научной и производственной деятельности. При этом основной задачей дезинтеграции является извлечение функционально активных структур и биополимеров. 
В настоящее время можно определить три направления практического применения методов искусственной дезинтеграции клеточных систем: 
1. Дезинтеграция биомассы (животной, растительной, микробной) для производства продуктов пищевого, кормового и технического назначения. 
2. Дезинтеграция как способ стерилизации и инактивации живых систем. 
3. Дезинтеграция как инструмент для направленного разрушения клеток и клеточных систем в научной деятельности. 
Первое и второе направление традиционны. Биомасса подвергается комплексному внеклеточному дезинтегрирующему разрушению (механическому, химическому и энзиматическому), а затем продукты распада (дезинтеграты) используются для биосинтеза. Второе направление применяет методы, в том числе биологические, направленные на тотальное уничтожение или полное, желательно необратимое, прекращение жизнедеятельности вредных и болезнетворных микроорганизмов и других вредителей различной природы. Они могут применяться для консервации и хранения продуктов, в борьбе с инфекционными болезнями, для обеззараживания различных сред и материалов. 
Третье направление получило название инструментальной дезинтеграции клеток и осуществляется с помощью специальных технических средств - дезинтеграторов. Особенно интенсивное развитие инструментальная дезинтеграция получила в период бурного развития современной экспериментальной биологии, которая подошла к изучению и расшифровке молекулярно-метаболической организации живой клетки. Это потребовало создания инструментальных средств и методов для искусственного разрушения клеток и выделения содержащихся в ней биоструктур и макромолекулярных компонентов. Инструментальная дезинтеграция клеток возникла сравнительно недавно и встретила определенные трудности. 
В случае дезинтеграции некоторых клеток растений и микроорганизмов наблюдается исключительно высокая механическая прочность клеточных стенок, для разрушения таких структур необходимы высокоинтенсивные воздействия. Применение таких воздействий приводит к крайне нежелательным явлениям инактивации, модификации и деградации извлекаемых из дезинтегрируемой клетки целевых компонентов. В этом заключается одна из основных проблем инструментальной дезинтеграции.
Цель работы: сформировать навык дезинтеграции клеток физическими и химическими методами. 
Материалы и оборудование: прессованные хлебопекарные дрожжи, пробирки,  технические весы, стеклянная палочка, эфир. 
Ход работы. В химическую пробирку помещают 8 г прессованных дрожжей и, проверив, что в лаборатории погашены все горелки и нет включенных электроплиток, добавляют 2-4 мл эфира для разрушения клеточных оболочек. Содержимое пробирки растирают стеклянной палочкой. Эфир разрушает оболочки дрожжевых клеток. 

1. Общая биотехнология: методические указания к лабораторным работам / сост.: В.А. Блинов, С.Н. Буршина. – Саратов: «РИК «Полиграфия Поволжья», 2004. – С. 18.
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Студенты делятся на подгруппы, каждая подгруппа получает индивидуальное задание от преподавателя: провести ультразвуковую дезинтеграцию биомассы микроорганизмов, контроль эффективности дезинтеграции провести, измерив активность фермента и концентрацию белка в супернатанте фотометрическим методом (методики проведения эксперимента предоставляются преподавателем в зависимости от выбранного объекта исследования Gluconobacter oxydans, Methylobacterium extorquens или др.)
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Для получения ферментных препаратов используют как микроскопические грибы, так и бактерии и дрожжи. Иногда получение технического ферментного препарата кончается проведением процесса ферментации, например в спиртовой промышленности для осахаривания крахмала используют жидкую культуру Aspergillus niger, выращенную глубинным методом культивирования на спиртовой барде с добавками крахмала (1%) и различных солей. Впоследствии ее добавляют в жидком виде в количестве 10—12% к осахариваемому затору. Однако активность ферментов в культуральной жидкости быстро снижается. Поэтому широко практикуют получение сухих технических ферментных препаратов.
Технические препараты ферментов.  Комплексный амилолитический ферментный препарат получают путем выращивания плесневых грибов на твердой питательной среде с последующей сушкой и измельчением полученной массы. Более активный препарат фермента получают путем экстракции такого «грибного солода» с последующим выпариванием и сушкой. Еще более активные ферментные препараты можно выделить из культуральной жидкости путем осаждения амилазы ацетоном и дальнейшим высушиванием коагулята при температуре 27—28°С. Для осаждения фермента часто используют и сульфат аммония. Предварительно культуральную жидкость выпаривают при температуре 40°С до 40%-ного содержания сухих веществ. Коагулят сушат вместе с наполнителем. В Японии для пищевых нужд используют технический препарат амилазы, полученный адсорбцией фермента из культуральной жидкости особо обработанным крахмалом. Затем амилазу вместе с крахмалом лиофилизируют.
Препарат, содержащий пектиназу, получают из отходов производства лимонной кислоты — мицелия Aspergillus niger, высушивая его или коагулируя из экстракта белковую фракцию мицелия. Этот препарат используют для осветления соков и увеличения их выхода при обработке ягод и фруктов. В качестве продуцента амилазы применяют Aspergillus awamori или другую культуру рода Aspergillus.
Характерной особенностью синтеза целлюлазы Т. lignorum на среде с молочной сывороткой является активное накопление ферментов в культуральной жидкости в интервале 36—54 ч и довольно быстрое падение активности в последующие часы. Максимум накопления целлюлазы в культуральной жидкости совпадает по времени с максимальным потреблением лактозы среды и рН 7,6— 7,8. Далее, в течение нескольких часов (в среднем 2—4) происходит повышение рН до 8,0—8,1 и резкое падение активности целлюлазы почти вдвое. Об окончании ферментации можно судить по рН среды 7,8, внешнему виду мицелия — плотный желтого цвета и прозрачной культуральной жидкости. Повышение рН до 8,0 и выше сопровождается началом автолиза мицелия и помутнения культуральной жидкости. Быстрое падение активности целлюлаз в культуральной жидкости через несколько часов после завершения ферментации происходит, по-видимому, из-за действия протеолитических ферментов, образующихся за счет наличия сывороточного белка в среде. Осаждение целлюлаз из культуральной жидкости можно осуществить ацетоном, изопропанолом и танином с желатином. При использовании ацетона, изопропанола и этанола необходимо добавить три объема осадителя на объем культуральной жидкости. Исходный рН среды 7,6—7,8, температура 10—15°С. Осадок отделяют через 20—30 мин после добавления осадителя.
Высаливание сульфатом аммония необходимо вести при 80% насыщении, исходном рН среды 7,8 и температуре 10—15°С. Длительность формирования осадков 24 ч. Отделяют осадок центрифугированием при 3000—4000 об/мин в течение 10—15 мин. Ферментный осадок лиофильно или под вакуумом сушат при 25—30°С до остаточной влажности 10—12%. 
Наиболее эффективно осаждение целлюлозы танином и желатином.
Выделение и очистка ферментов. Ферменты, растворенные в цитоплазме клеток, легко экстрагируются из них водой или разбавленными растворами солей. Затем эти ферменты очищают и отделяют друг от друга, фракционируя сульфатом аммония.
Ферменты, связанные со структурными элементами клеток, можно выделить только после разрушения клеточной оболочки — дезинтеграции. Клетки можно разрушить механически — растирая, замораживая и оттаивая, подвергая действию ультразвука, или же ферментативно, используя специальные ферментные препараты. Для разрушения клеток биомассу вначале промывают децимолярным раствором сахарозы (рН 7,3), содержащим какой-либо буфер, этилендиаминтетрауксусную кислоту и альбумин. Затем добавляют стеклянные микрошарики и гомогенизируют в дезинтеграторе 1—2 мин при 13000 об/мин. Клеточные стенки и стеклянные микрошарики отделяют центрифугированием.
Если фермент содержится в липопротеидных комплексах, не растворимых в воде, тогда при помощи бутилового спирта в количестве 3—6% объема ферментного раствора из него извлекают липиды. Фермент остается в водном слое, а липиды переходят в слой бутилового спирта. Концентрирование растворов ферментов достигают, избавляясь прежде всего от балластных белков. Если фермент термостабилен, например рибонуклеаза, то от белков освобождаются нагреванием раствора. Осадок отделяют центрифугированием.
Для коагуляции белков и очистки фермента используют также органические растворители — ацетон, этиловый спирт, метиловый спирт, диоксан.
Дальнейшую очистку ферментного препарата, содержащего в небольших количествах примеси белков, сходных по физико-химическим свойствам с ферментом, ведут методом ионообменной хроматографии. Белки в ионообменном процессе взаимодействуют с ионитом и при помощи электростатического взаимодействия связываются с его поверхностью. Для элюирования белков с поверхности ионита используют изменение концентрации при рН пропускаемого через ионит буфера или введение нейтральных солей (NaCl, КС1).

Получение витаминов. Рибофлавин. Цианкоболамин.
Микроорганизмы содержат много витаминов, которые чаще всего входят в состав ферментов. Состав и количество витаминов в биомассе зависят от биологических свойств данной культуры микроорганизмов и условий культивирования. Некоторые витамины микроорганизмы синтезируют, другие напротив усваивают в готовом виде из окружающей среды. Культура, способная синтезировать какой-либо витамин, называется аутотрофной по отношению к нему, если культура не способна синтезировать данный витамин, она является аутогетеротрофной.
Витамины группы В. Сравнительно богаты витаминами группы В дрожжи (хлебопекарные, пивные, кормовые). Изменяя условия среды, содержание отдельных витаминов можно увеличить. Так, количество рибофлавина зависит от интенсивности аэрации и содержания железа в среде. Количество витаминов в клетках, а также их выделение из последних можно изменить при помощи микроэлементов. Например, небольшие добавки марганца способствуют накоплению инозита в клетках. Так, повышенные дозы кобальта (100— 500 мкг хлорида кобальта на 100 г) увеличивают содержание пиридоксина (витамин Вб) в культуральной жидкости. 
Рибофлавин. Для получения препарата витамина В2 используют культуру дрожжей Candida guilliermondia, бактерии Clostridium acetobutylicum, даже продуцент лизина Brevibacterium и др. Однако наибольшую продуктивность в биосинтезе рибофлавина имеет дрожжеподобная культура Eremothecium ashbuii, дающая до 6000 мкг рибофлавина на 1 г сухого вещества питательной среды.
Рибофлавин накапливается в клетках микроорганизмов либо в виде флавинадениннуклеотида, либо в свободном виде. В последнем случае он представляет собой желтые кристаллы, находящиеся в вакуолях. Максимального количества биомассы культура Eremothecium ashbuii достигает на второй день культивирования. В это время наблюдается интенсивное спорообразование и синтез рибофлавина. При старении культуры, особенно через 4—5 сут культивирования, клетки начинают автолизироваться и рибофлавин переходит в среду.
Микроорганизм Eremothecium ashbuii развивается и синтезирует рибофлавин на синтетических средах с уменьшенным содержанием углеводов (0,25—1,5%) и повышенным количеством пептона (1—5%), в присутствии витаминов — тиамина, биотина и инозита, а также аминокислот — лейцина, аргинина, метионина, гистидина и тирозина.
Биосинтез рибофлавина стимулируют ацетат аммония и ненасыщенные жирные кислоты, а замедляет железо, поэтому питательную среду предварительно обрабатывают для уменьшения содержания железа до 5—10 мкг на 1 л. В производственных, условиях питательную среду готовят из 1—3% мелассы, гидроля или глюкозы, 3—8% кукурузного экстракта или дрожжевого автолизата, добавляя N, Р205, К, Mg, Zn. Процесс ведут по методу глубинной ферментации при интенсивности аэрации 1,5—2,0 м3/мин воздуха на каждый кубический метр культуральной жидкости и температуре 29—30°С. Ферментация Длится до стадии лизиса мицелия и образования спор. 
Многочисленными опытами на животных установлена высокая биологическая эффективность как кристаллического препарата витамина В12, так и его кормовых концентратов. В природе витамин В12 синтезируют только микроорганизмы, например Ргоpionibacterium shermanii, метанобразующие бактерии, Bact. Megatherium и др. 
Для синтеза молекулы витамина В12 в питательной среде должен быть кобальт, а также 5, 6- диметилбензимидазол, который некоторые микроорганизмы синтезируют сами. Для получения медицинского препарата витамина B12 широко используют Propionibacterium freudenreichii  или Рг. shermanii, их выращивают по методу глубинной ферментации, на среде, содержащей 1 % гидролизата казеина, 1% пептона, 1,25% лактата натрия, 0,3% дрожжевого экстракта, соли кобальта и 5,6-диметилбензимидазол. В анаэробных условиях ферментация культуры Propionibacterium длится 72 ч при температуре 28—30°С.
За это время в культуральной жидкости накапливается 3000—10 000 мкг/л витамина B12. Биосинтез витамина В12 может идти и при аэробных условиях, используя актиномицеты, например Actinomyces olivaceus. 
В этом случае среду готовят из кукурузного экстракта или барды спиртовой промышленности, гидроля, крахмала, глюкозы, сульфата аммония и солей кобальта. Образование активной формы витамина и в этом случае стимулируют добавки 5,6-диметил-бензимидазола. 
Для получения кристаллов витамина B12 культуральную жидкость центрифугируют и выделяют содержащую витамин клеточную массу. Затем ее гидролизуют и очищают полученный раствор витамина. Очистку витамина B12 из водных растворов можно провести, обрабатывая раствор:
1) бензиловым спиртом, добавляя к экстракту хлороформ и экстрагируя витамин водой;
2) гидроокисью цинка;
3) смесью крезола и тетрахлоруглерода (1 : 1);
4) хроматографически, пропуская через колонку с А120з и элюируя витамин 50% смесью вода — ацетон.
Очищенный раствор витамина кристаллизуют. Получают темно-фиолетовые кристаллы витамина B12 с 75—76%-ной степенью чистоты. Выход витамина составляет 67—70%. Себестоимость витамина, полученного в процессе стерильной ферментации, сравнительно высока, поэтому для нужд животноводства его получают по более простому) методу метанового брожения, используя в качестве сырья отходы пищевой промышленности. 

Получение липидов.
Под липидами в данном случае подразумеваются растворимые в неполярных растворителях клеточные компоненты микроорганизмов. Их концентрация составляет до 75% сухой биомассы. В состав липидов микроорганизмов входит сравнительно много ненасыщенных жирных кислот. Так, в липидах плесневого гриба Penicillium soppii из жирных кислот содержатся пальмитиновая — 22%, стеариновая — 7,6%, олеиновая —45,2% и линолевая — 20% от общего их количества. Соотношение насыщенных и ненасыщенных кислот зависит не только от свойств продуцента, но и от условий культивирования. Низкая температура стимулирует синтез ненасыщенных жирных кислоту грибов. Общее количество и соотношение жирных кислот зависит и от присутствия К, Mg, Na и их соотношения в среде.
Синтез липидов стимулируют ингибиторы углеводного обмена, например арсенит натрия. 
Для производства липидов микробного происхождения может быть использовано дешевое сырье, они в перспективе могут заменить жиры и масла растительного и животного происхождения, используемые для технических нужд. Таким дешевым исходным сырьем являются гидролизаты древесины или торфа, а также продукты нефти. В качестве примера можно привести культивирование дрожжей Lipomyces lipoferus на гидролизатах торфа, нейтрализованных известковым молоком до рН 6,0 и содержащих 1,5% РВ. К среде добавляют дополнительно КН2РО4— 0,1 г/л, MgS04 — 0,04 г/л и СаС12 —0,04 г/л. Содержание азота в гидролизате вполне достаточно для роста культуры.
Содержание липидов в биомассе после 4—5 сут выращивания составляет 50% по сухому веществу. В их состав входят 5,0 — 6,0% фосфолипидов, 4,8 — 6,5% стеринов, 2,1 — 10,7% моно- и диглицеридов, 2,3—9,6% свободных жирных кислот, 70,7—75,1% триглицеридов и 1,7—2,1% эфиров стеринов и воска.
Липиды выделяют из биомассы экстракцией эфиром. Из 1 т сухого торфа можггЪ получить 40—50 кг липидов. По физико-химическим свойствам они близки к растительным маслам, которые используют во многих отраслях промышленности для технических нужд. Возможно отобрать такие культуры микроорганизмов и создать условия культивирования, чтобы в биомассе накапливалось меньше липидов (15—30%), но больше белков (30—40%)- В этом случае после экстракции липидов получают ценный кормовой препарат — микробный жмых. В последнее время доказано, что микроорганизмы могут выделять липиды из клеток в культуральную жидкость. Культура дрожжей Rhodotorula glutinis выделяет из клеток уксусную  (40%), миристиновую (1%), пальмитиновую (14%), стеариновую (1,5%), олеиновую (29%), линолевую (3%), линоленовую (0,5%) и 3-дигидроксигексадекановую (8,5% ) кислоты (данные приведены в процентах к общей массе экстрацеллюлярных липидов). При культивировании Candida bogoriensis в среде образуются игольчатые кристаллы липидов с температурой плавления 74—76°С. 

Цель работы: Иметь представление о методах микробиологического производства и выделения ферментов, витаминов и липидов.
 
Задание:
1. Ознакомиться с теоретической частью лабораторной работы.
2. Провести экстрагирование из микробной массы ферменты, витамины, липиды. 

Материалы и оборудование: Жидкая питательная среда с культурой Staphylococcus, ацетон, пустые флаконы, выпарные чашки, баня водяная, шкаф вытяжной, 5% раствор соляной кислоты, культура Аspergillus.
	
Ход работы
1 метод.Культуру микроорганизмов отделяют центрифугированием. К осадку добавляет при постоянном перемешивании 5 мл ацетона на 1 г осадка. Перемешивание проводят в течение 10-15 мин. Жидкую фракцию отделяют и выпаривают ацетон на водяной бане. В выпарной чашке остаются микробные липиды.
	Культуру Аspergillus заливают кипящей водой в соотношение 1:5, перемешивают в течение 10 минут и подкисляют раствором соляной кислоты. Жидкую фракцию отделяют центрифугированием. Затем к ней добавляют ацетон в количестве 1 мл на каждый мл жидкости и помещают в морозильную камеру холодильника для выпадения кристаллов ферментов. После этого кристаллы ферментов отделяют декантацией.

2 метод.
Засеять питательную среду суспензией спор гриба. Для этого в пробирку с культурой гриба на скошенной агаризованной среде налить стерильную воду до верхнего края косяка. Конидий перевести концом стерильной пипетки во взвешенное состояние и отобрать 1 мл суспензии спор, перенося ее затем в колбу со стерильной средой. После засева среду тщательно перемешать путем встряхивания и пересыпать в стерильную кювету, потом закрыть ее крышкой. Кювета имеет перфорации для воздухообмена. Операции по засеву среды необходимо производить, соблюдая асептические условия, возле пламени спиртовки. Кюветы с засеянной средой поместить в термостат. Выращивание проводить в течение 48…54 ч при температуре 33 °С в течение первых 12 ч роста и 28…30 °С – в последующие. Выросшая культура имеет вид коржа с пушистой поверхностью. Провести экстракцию ферментов из выросшей культуры гриба. Корж тщательно измельчить в кювете с помощью шпателя и на технических весах взвесить 5 г поверхностной культуры. Шпатель обязательно погрузить в дезинфецирующий раствор. Взвешенную порцию поместить в фарфоровую ступку и тщательно растереть пестиком со 100 мл забуференной дистиллированной воды, которую получают смешивая 10 мл ацетатного буфера (рН 4,7) и 90 мл дистиллированной воды. После чего поместить в термостат на 30 мин при 30 °С. По истечению времени экстракции содержимое фарфоровых ступок перенести на капроновый фильтр и хорошо отжать для отделения экстракта от биошрота (остатков питательной среды и мицелия). Осветлить полученный экстракт (вытяжку) путем центрифугирования. Для этого мерным цилиндром отмерить 25 мл фильтрата и перенести в центрифужные стаканчики, которые устанавливают на роторе центрифуги попарно напротив друг друга. Центрифугирование длится 5 мин при 3 тыс. оборотах. Осветленный экстракт слить в колбу для дальнейшего анализа.
Определить амилолитическую способность (АС) экстракта, используя капельный метод (по Климовскому и Родзевич).
В основе метода лежит способность фермента амилазы, находящегося в вытяжке, катализировать гидролиз крахмала до не окрашиваемых йодом продуктов.
Для определения АС важно строго соблюдать температурные условия реакции. Для этого все растворы – субстрат (1 %-ный раствор крахмала), раствор фермента и дистиллированная вода должны быть нагреты до 30 °С в ультратермостате в течение 10 мин.
В широкую пробирку залить 25 мл раствора крахмала. Не вынимая пробирок из термостата, с помощью пипеток добавить воду, а затем вытяжку от 1 до 25 см3. Общий объем реакционной смеси должен составлять 50 см3. Если ферментная вытяжка малоактивна, то можно внести только ее в количестве 25 см3, а воду вообще не добавлять.
Содержимое в пробирке перемешать палочкой и отметить время по секундомеру, когда была добавлена вытяжка к раствору крахмала:
• каждые 60 с из пробирки, не вынимая ее из термостата, отбирать палочкой каплю пробы;
• каплю помещать на белую фарфоровую пластину, соединяя эту каплю с каплей рабочего раствора йода и наблюдать окраску;
• реакция расщепления крахмала считается оконченной, когда йод перестает давать изменение окраски при соединении с каплей испытуемого раствора в течение первых 10 с;
• изменение окраски йода отчетливо видно на границе соприкосновения двух капель – йода и реакционной смеси.
Время, за которое происходит расщепление крахмала до продуктов, не окрашивающихся йодом, должно быть в пределах 10…20 мин. Если время гидролиза крахмала менее 10 мин, то определение повторяют, уменьшая объем вытяжки, а увеличивая объем воды. Если гидролиз крахмала не заканчивается в течение 20 мин, то анализ также повторяют, увеличивая объем ферментной вытяжки и уменьшая объем воды. Количество ферментной вытяжки, которое необходимо брать на повторный анализ, вычисляют с учетом полученного времени гидролиза.

Вопросы для самоконтроля:
1. Опишите процесс экстрагирования ферментов из микробной массы.
2. Охарактеризуйте процесс экстрагирования витаминов.
3. Как проводят экстрагирование липидов из микробной массы?

[bookmark: _Toc72314471]Лабораторная работа № 5. Экстракция фотосинтетических пигментов из растительных тканей
Цель работы: ознакомиться с методами экстракции пигментов и с их химическими свойствами.
Задание 1. Химические и оптические свойства пигментов листа
В процессе фотосинтеза высших растений участвуют две группы пигментов: зеленые – хлорофиллы а и b; желтые – каротины и ксантофиллы. Мы познакомимся с методом выделения пигментов, разделения по методу Крауса, с основными химическими и оптическими свойствами пигментов. Работа состоит из отдельных этапов, которые выполняют в приведенной ниже последовательности.
1. Получение спиртового раствора пигментов
С этой целью можно использовать как сухие листья, так и свежий растительный материал. При работе с сухими листьями рекомендуется увлажнить их перед экстракцией пигментов. При работе с сырым материалом удобны листья герани, гороха, фасоли. 
Для получения большого объема экстракта употребляют высушенные листья крапивы, которые помещают в коническую колбу вместимостью 200 мл и обваривают кипятком, затем воду сливают. В колбу приливают 100 мл этилового спирта, закрывают ее пробкой с обратным холодильником и ставят на 5 минут на баню с кипящей водой для экстрагирования пигментов. Затем содержимое колбы охлаждают и раствор осторожно декантацией сливают через воронку со складчатым бумажным фильтром. Отфильтрованный раствор используют в последующих опытах. Хранить растворы пигментов следует в темноте в холодильнике.
Ход работы: 1–2 г листьев герани поместить в фарфоровую ступку, добавить немного кварцевого песка (для лучшего измельчения растительных тканей) и щепотку мела (для создания нейтральной или слабощелочной реакции среды). Листья растереть до однородной массы, в которую добавить 10–15 мл 96%-ного этанола. После тщательного перемешивания гомогенат отфильтровать в пробирку через бумажный фильтр с белой лентой. Чтобы жидкость при выливании из ступки не стекала по стенке, приставить стеклянную палочку к носику ступки, смазанному снаружи вазелином. Ступку и пестик можно ополоснуть несколькими миллилитрами этанола, который надо сливать на этот же фильтр. Работа носит качественный характер; поэтому можно не добиваться полного переноса пигментов в раствор. Если первые порции фильтрата получились мутными, их снова надо профильтровать, не меняя фильтра. Полученный экстракт зеленого цвета пригоден для последующих опытов.
2. Разделение пигментов по методу Крауса
Метод основан на различной растворимости пигментов в спирте и бензине, которые при сливании не смешиваются, образуя два слоя: верхний – бензин; нижний – спирт. Эмпирическая формула хлорофилла a – С55Н72О5N4Mg, хлорофилла b – С55Н70О6N4Mg. Хлорофилл является сложным эфиром дикарбоновой кислоты хлорофиллина и двух спиртов – метанола и фитола. Фитол имеет длинную углеводородную цепочку (С20Н39), которая и определяет гидрофобность молекулы хлорофилла. Он лучше растворяется в гидрофобном растворителе – бензине. Каротин, будучи углеводородом (С40Н56), также обладает гидрофобными свойствами и имеет большое сродство с бензином. Ксантофиллы – спирты (С40Н56О2), и поэтому они лучше растворяются в этаноле, чем в бензине.
Ход работы: в пробирку налить 2–3 мл спиртовой вытяжки пигментов и добавить 3–4 мл бензина Калоша (вместо бензина можно использовать петролейный эфир). Пробирку встряхнуть и дать отстояться содержимому. Происходит отслоение эмульсии. Сверху собирается бензин с перешедшими в него хлорофиллами, которые окрашивают данный слой в зеленый цвет. Каротин также находится в бензине, но его желтая окраска маскируется хлорофиллом. Нижний спиртовой слой содержит пигмент ксантофилл, который окрашен в желтый цвет.
Если разделение пигментов происходит недостаточно четко, в пробирку надо добавить 1–2 капли воды и снова сильно встряхнуть ее. Избытка воды следует избегать, так как может произойти помутнение раствора.
Результат работы зафиксировать в виде рисунка.
В заключение следует дать объяснение различной растворимости пигментов в спирте и бензине.
3. Омыление хлорофилла щёлочью
Сложные эфиры способны к реакции со щелочью (реакция омыления), при этом их молекула расщепляется на кислоту и спирт. Из пигментов листа омыляется только хлорофилл, от молекулы которого под влиянием щелочи отщепляются метанол и фитол:
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Образующаяся при омылении натриевая соль хлорофиллиновой кислоты сохраняет зеленую окраску, но приобретает гидрофильные свойства, а значит, и большее сродство к спирту. Желтые пигменты при действии щелочи не изменяют своей химической природы.
Ход работы: в пробирку с 2–3 мл вытяжки пигментов добавить 1–2 капли 20%-ного раствора NaОН. Пробирку нагреть на водяной бане до закипания в ней раствора. После охлаждения добавить в пробирку 2–3 мл бензина и 2–3 капли воды (для лучшего разделения смеси). Затем содержимое пробирки сильно встряхнуть и дать отстояться. В пробирке должны присутствовать два слоя: нижний (спиртовый), окрашенный в зеленый цвет; верхний (бензиновый), окрашенный в желтый цвет. В спиртовом слое растворены натриевая соль хлорофиллиновой кислоты и ксантофиллы, окраска которых маскируется хлорофиллом. В бензиновом слое растворен каротин.
В конце работы зарисовать картину разделения пигментов после омыления хлорофилла.
В заключение необходимо объяснить распределение окраски в спиртовом и бензиновом слоях.
4. Получение феофитина и обратное замещение водорода атомом металла
Хлорофилл относится к Mg-порфиринам. Главной частью его молекулы является порфириновое ядро, состоящее из четырех пиррольных колец.
Их вершины с атомами азота направлены к центру порфиринового ядра и взаимодействуют с атомом магния, занимающим центральное положение. Магний в порфириновом ядре удерживается непрочно и при осторожном воздействии сильных кислот может быть замещен на два атома водорода.
Водородзамещенный хлорофилл называется феофитином и имеет бурый цвет:
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Водород феофитина можно заменить снова металлом, если подействовать солями меди или цинка; при этом восстанавливается зеленая окраска пигмента. Следовательно, цвет хлорофилла зависит от наличия металлорганической связи в молекуле.
Процесс феофитинизации часто наблюдается в природе и свидетельствует об увеличении проницаемости живых мембран, а значит, о повреждении и гибели клеток.
Ход работы: в две пробирки налить по 2–3 мл спиртового раствора пигментов и прибавить по одной-две капли 10%-ной соляной кислоты. Зеленая окраска раствора переходит в бурую, так как образовался феофитин. Одну пробирку оставить для контроля, во вторую внести небольшой кристаллик уксуснокислой меди и нагреть раствор на водяной бане до кипения. Бурый цвет раствора изменится на зеленый, так как произошло образование хлорофиллпроизводного меди:
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В конце работы зарисовать картину разделения пигментов после омыления хлорофилла.
В заключение необходимо объяснить изменение окраски.
Задание 2. Разделение фотосинтетических пигментов методом бумажной хроматографии

Разделение пигментов в настоящем задании основано на различной скорости их продвижения с растворителем. Это обусловлено различной адсорбцией пигментов на бумаге и частично – разной растворимостью в бензине и массой молекул. Эмпирическая формула хлорофилла a – С55Н72О5N4Mg, хлорофилла b – С55Н70О6N4Mg. Каротин (С40Н56) имеет большое сродство с бензином. Ксантофиллы (С40Н56О2) лучше растворяются в этаноле, чем в бензине.
Ход работы: приготовить ацетоновую (или спиртовую) вытяжку из свежих листьев любых растений. Навеска растительного материала должна составлять 2–3 г, объем ацетонового экстракта – 25 мл (100%-ный ацетон).
Из хроматографической бумаги вырезать полоску шириной 1,5–2,0 см, длиной 20 см. Держа полоску вертикально, опустить ее кончик на несколько секунд в вытяжку пигментов, налитую в бюксу. При кратковременном погружении вытяжка поднимается по бумаге на 1–1,5 см. 
Затем бумагу высушить в токе воздуха и снова погрузить в раствор пигментов. Эту операцию повторить 5–7 раз, пока у верхней границы не образуется полоска ярко-зеленого цвета. После этого нижний конец хроматограммы опустить на несколько секунд в чистый ацетон, чтобы все пигменты поднялись на 1–1,5 см. Таким образом, на бумаге получают окрашенную зону в виде зеленой полоски, где сконцентрирована смесь пигментов, которую необходимо разделить.
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Рис. 1. Вид хроматограммы с разделенными пигментами

Хорошо высушенную хроматограмму (до исчезновения запаха ацетона) поместить в строго вертикальном положении в камеру, на дне которой находится чашка Петри с растворителем (смесь бензин:бензол – 1:2), так, чтобы растворитель не касался зоны пигментов. Камеру герметично закрыть. Через 10–15 мин растворитель поднимется на 10–12 см. Смесь пигментов при этом разделится на отдельные компоненты в виде полос, расположенных в следующем порядке: первый снизу – хлорофилл b, над ним – хлорофилл a, затем – ксантофилл (рис. 1). Каротин продвигается вместе с фронтом растворителя быстрее других компонентов, и зона его на бумаге располагается выше всех других пигментов.
Полученную хроматограмму приклеить в тетрадь, обвести зоны пигментов карандашом и подписать.

[bookmark: _Toc72314472]Лабораторная работа №6. Методы получения аминокислот из микробной массы
В состав природных белков обычно входят следующие аминокислоты: аланин, аргинин, аспарагин, аспарагиновая кислота, цистеин, глицин, глутаминовая кислота, гистидин, глутамин, изолейцин, лейцин, лизин, метионин, оксипролин, пролин, серии, тирозин, треонин, триптофан и валин. Восемь аминокислот организм животных не может синтезировать, поэтому их называют биологически незаменимыми аминокислотами. К ним относятся фенилаланин, изолейцин, лейцин, лизин, метионин, треонин, триптофан и валин. Эти аминокислоты должны регулярно и в нужном количестве поступать в организм вместе с пищевыми продуктами. Недостаток одной из этих аминокислот в пище может стать фактором, лимитирующим рост и развитие организма. 
В растительных продуктах, составляющих основу питания человека и животных, в недостаточном количестве может быть лизин, метионин и иногда триптофан. Препараты этих аминокислот имеют большое значение в формировании правильного питания человека и в сбалансированности кормов для домашних животных. В пищевой промышленности и кулинарии многих стран в качестве специи используется натриевая соль глутаминовой кислоты, придающая ощущение сытости. Сейчас во всем мире в больших количествах получают глутаминовую кислоту или ее натриевую соль (около 100 ООО т в год), L-лизин и метионин (по 50 000 т в год). Большую часть этого количества дает микробиологический синтез (за исключением получения метионина). Для биосинтеза используют ауксотрофные мутанты, т. е. бактерии, которые под влиянием мутагенных факторов (облучение, химическое воздействие и др.), утратили способность самостоятельно синтезировать какую-нибудь необходимую для роста и развития аминокислоту, например гомосерин, а с другой стороны, приобрели способность к сверхсинтезу другой аминокислоты. Это значит, что для роста и размножения таких бактерий в среде должны содержаться определенные аминокислоты — гомосерин, треонин или метионин и т. д. Очень часто этим мутантам необходим и биотин. Такие бактерии называют гомосериндефицитными или биотиндефицитными. В то же время эти мутанты обладают способностью в большом количестве синтезировать другую аминокислоту — лизин или глутаминовую кислоту и выделять их в окружающую среду.
Мутагенные факторы могут изменить нормальный биосинтез аминокислот в клетке, воздействуя на генетический аппарат. Если в результате облучения или воздействия химических факторов ДНК не дает информацию для синтеза фермента и в клетке не синтезируется, например фермент гомосериндегидрогеназа, катализирующий превращение полуальдегида аспарагиновой кислоты в гомосерин, то клетка может синтезировать необходимые для своего существования белки только в том случае, если в питательной среде уже содержится готовый гомосерин.
Так как аспарагиновая кислота является исходным пунктом биосинтеза не только гомосерина, но и треонина, изолейцина, метионина, а также лизина, то отсутствие упомянутого фермента влияет на биосинтез всех этих аминокислот. Прекращение биосинтеза гомосерина одновременно прекращает биосинтез треонина, изолейцина и метионина, поэтому эти аминокислоты также должны содержаться в среде роста данной культуры. В данных условиях весь ход биосинтеза аминокислот в клетке идет в направлении от аспарагиновой кислоты к лизину.
В результате изучения ауксотрофных мутантов выяснено, что продуценты орнитина являются аргинин- или цитруллиндефицитными; продуценты гомосерина или диаминопимелиновой кислоты треониндефицитными; продуценты изолейцина — лизин-дефицитными; продуценты тирозина — фенилаланиндефицитными. Иногда встречаемые  природе бактерии способны в процессе роста накопить в среде до 2—5 г/л свободных аминокислот, но ауксотрофные мутанты продуцируют их в значительно больших количествах — 20—100 г/л.
Еще 50 лет назад ученые Осборн и Мендель доказали, что в белке пшеницы мало лизина. В настоящее время установлено, что лизин в организме является не только структурным элементом белка, но и выполняет ряд важных биохимических функций — является предшественником карнитина и оксилизина, способствует транспорту кальция и стронция в клетки и др. В настоящее время во многих странах препарат лизина добавляют к хлебу для повышения его биологической ценности, а также для улучшения внешнего вида. Доказано, что лизин улучшает аппетит, способствует секреции пищеварительных ферментов, предотвращает кариес зубов у детей.
Лизин является самой дефицитной в кормах животных незаменимой аминокислотой. Установлено, что добавка лизина в количестве 0,1—0,4% к кормам значительно увеличивает продуктивность домашних животных.
Для биосинтеза лизина используют гомосериндефицитные мутанты ауксотрофных бактерий родов Brevibacterium, Micrococcus, Corynebacterium и др.
Активный продуцент лизина Brevibacterium sp. 22 получен в Институте биохимии им. А. Баха АН СССР под руководством В. Букина.
Продуценты лизина культивируются на средах, содержащих углеводы или уксусную кислоту, источники азота и кислород. В клетках бактерий лизин синтезируется из пировиноградной, аспарагиновой и янтарной кислот по схеме, показанной при получении лизина необходимо исключить нежелательные побочные процессы. Так, при недостаточной аэрации может идти образование аланина или молочной кислоты вместо синтеза лизина. Очень важным фактором является концентрация дефицитных аминокислот — гомосерина, метионина и треонина. Для нормального роста и биосинтеза лизина культурой Brevibacterium sp. 22 оптимальной считается концентрация треонина в 800 мг, метионина — 200 мг на литр питательной среды. Кроме того, для развития культуры необходим тиамин в концентрации 200 мкг на 1 л среды. Важным регулятором процесса является биотин. Одна и та же культура Brevibacterium sp. 22 при концентрации биотина в среде, равной 1—4 мкг/л, продуцирует глутаминовую кислоту, а при концентрации 15—20 мкг/л — лизин. Считают, что биотин изменяет проницаемость клеточной оболочки. При концентрации биотина 2,5 мг/л стимулируется также образование молочной кислоты.
Важную роль играет треонин, являясь обязательным фактором роста на начальном этапе ферментации. Однако концентрация его не должна быть большой, так как на дальнейших этапах ферментации (при синтезе лизина) он может действовать как ингибитор фермента аспартаткиназы. Присутствие лизина усиливает ингибирующие свойства треонина. 
Среду для получения лизина готовят из мелассы (7—12% сахара), кукурузного экстракта (1—2%), солей аммония (1 — 2%), одно- и двузамещенного фосфата калия (по 0,05%). В Институте микробиологии им. А. Кирхенштейна было показано, что кукурузный экстракт можно заменить концентратом клеточного сока картофеля (побочный продукт при производстве крахмала), дрожжевым гидролизатом или вытяжкой из пшеничных отрубей. После стерилизации такую среду используют для выращивания посевного материала, а также и для главной ферментации. Сначала культуру размножают на качалке в колбах, затем в ферментаторах объемом 100 и 3000 л. Количество посевного материала 5—10%, оптимальная температура 30—33°С, рН 7,4. Длительность ферментации посевного материала на каждой стадии около 24 ч.
Главная ферментация идет 50—70 ч при аналогичных режимах. Концентрация лизина в растворе достигает 20—40 г/л, а выход по сахару — 25—35%. Концентрация клеточной биомассы 10—15 г/л (по сухой массе).  Проточная культура обладает повышенной лизин-синтезирующей способностью (на 20—25% выше по сравнению с периодической), поэтому рациональной является комбинированная технология получения лизина: непрерывная ферментация на стадии приготовления посевного материала и периодический процесс главной ферментации.
При наличии хорошо герметизированной и автоматически управляемой ферментационной аппаратуры можно осуществить трехступенчатый процесс, который обеспечивает 20— 30 г/л лизина при выходе культуральной жидкости из третьего аппарата (табл. 16).
Высокую концентрацию лизина (до 60 г/л) в культуральной жидкости можно получить на мелассной среде, если во время ферментации вести подкормку путем дробной подачи части питательной среды при соблюдении точной регуляции культивирования. Мелассу можно заменить на сахарозу, диффузионный сок сахарной свеклы, глюкозу или гидролизаты крахмала, древесины, торфа, а также на уксусную кислоту.Для получения кристаллического лизина клеточную массу центрифугируют, а культуральную жидкость пропускают через катионит КУ-2 или КВ-4-Р-2. Лизин элюируют 2,0—3,5%-ным раствором NH4OH, элюат упаривают в вакууме при температуре 60°С до V20—7зо части исходного объема. Затем при помощи НС1 устанавливают рН 4,5—5,0, охлаждают до 14—18°С и кристаллизуют. Фильтрацией или центрифугированием кристаллов получают технический лизин, содержащий 94—96% лизина монохлоргидрата. Для получения чистого лизина кристаллы технического лизина в небольшом количестве воды нагревают до 70°С, добавляют активированный уголь, перемешивают и фильтруют. При помощи НС1 устанавливают рН 4,9, раствор упаривают и кристаллизуют. Кристаллы сушат при температуре 60°С. Полученный таким образом лизин содержит 99,9% лизина монохлоргидрата, 0,1% золы и не более 0,001% тяжелых металлов. После отделения лизина из фильтрата еще выделяют бетаин, используемый в медицине (препарат асидин), а также в животноводстве.
Для кормовых нужд на Ливанском опытном биохимическом заводе (Латвийская ССР) получают концентрат лизина. В соответствии с методом, разработанным в Институте биохимии им. А. Баха АН СССР совместно с Институтом микробиологии им. А. Кирхенштейна АН ЛатвССР, после ферментации культуральную  жидкость подкисляют до рН 5,0—6,0, добавляют для стабилизации 0,15%-ный раствор бисульфита натрия и выпаривают в вакуум-аппаратах до 40—50%-ного содержания сухих веществ. Полученный жидкий концентрат лизина (ЖКЛ) можно использовать для обогащения кормов. При высушивании жидкого концентрата лизина в распылительных сушилках (температура поступающего воздуха 300°С, выходящего — 90—100°С) до влажности 5—6% получают сухой кормовой концентрат лизина (ККЛ).
Термическое обезвоживание продуктов ферментации лизина может вызвать связывание лизина с редуцирующими сахарами среды. При соединении глюкозы или других соединений, содержащих карбонильные группы, с е-аминогруппой лизина, он переходит в форму, не усвояемую организмом. Поэтому надо следить, чтобы в процессе ферментации были полностью использованы все редуцирующие вещества, рН раствора лизина перед высушиванием и упариванием должен быть кислым, необходимо также стабилизировать среду сульфитом натрия или гексаметафосфатом натрия.
Сухой ККЛ очень гигроскопичен, поэтому сразу после сушки его упаковывают в полиэтилен - бумажные мешки. Менее гигроскопичный и сыпучий концентрат получают, высушивая лизин вместе с наполнителями — костяной мукой, кормовыми дрожжами, пшеничными отрубями и др. Гигроскопичность снижается, если оставшиеся в культуральной жидкости сахара и органические кислоты усваивают специальные культуры дрожжей в процессе дображивания.
Биологическая и зоотехническая проверки показали, что по биологическим свойствам концентрат лизина ценнее, чем кристаллический лизин.
Производство ККЛ почти в 2 раза дешевле производства кристаллического лизина, кроме того, легче очищаются сточные воды.
Учитывая содержание ряда биологически активных веществ в концентрате лизина, а также его стабилизирующие свойства, выгодно на основе жидкого концентрата лизина и сухого концентрата лизина с наполнителем готовить витаминно-аминокислотные премиксы. Сухой премикс получают на основе ККЛ с отрубями путем добавления предусмотренного соответствующей рецептурой количества витаминов и других биологически активных веществ. При этом учитывается не только собственно лизин ККЛ, но также бетаин и рибофлавин. Лизин можно получать, работая по двухступенчатому методу.
На первой ступени при помощи микробиологического синтеза (аналогичного биосинтезу лизина) или химического синтеза (из толуола, керосина и др.) получают а, е-диаминопимелиновую кислоту. На второй ступени проводят ферментативное декарбоксилирование а, е-диаминопимелиновой кислоты.

Цель работы: Иметь представление о технике выделения из микробной массы аминокислот.
 
Задание:
1. Ознакомиться с теоретической частью лабораторной работы.
2. Провести выделение аминокислот из микробной массы. 

Материалы и оборудование: Каждому студенту – пробирку с жидкой питательной средой с культурой Bac. subtilis или Bac. Mesentericus, центрифуга, раствор серной кислоты, 25 % раствор сульфита натрия, кипящая водяная баня, шкаф сушильный, выпарные чашки, мерные пипетки, жидкая среда с культурой аспергилла, сухой порошок гидроксида кальция, 20% раствор серной кислоты, фильтр бумажный, бумаги индикаторные.

Ход работы
1. Выделение аминокислот из микробной массы.
1 метод. Отделяют микробную массу от питательной среды, сливают жидкую фракцию в выпарную чашку и концентрируют выпариванием до половины объема. После этого подкисляют концентрат  раствором соляной кислоты (0,2-0,4 мл раствора на 1 мл концентрата). В этот момент происходит выпадение кристаллов глутаминовой кислоты или лизина. Кристаллы отделяют декантированием, растворяют кипящей водой в соотношение 1:5, повторно кристаллизируют и сушат выпариванием.
2 метод. На лабораторной работе группа студентов делится на две бригады, первая бригада выделяет белок из муки злаковых культур, вторая – из измельченных бобовых культур.
Для создания лучших условий экстрагирования белков необходимо просеять муку, выделяя фракцию с размером частиц не более 100 мкм, и отбрасывая оболочки и более крупные частицы, богатые крахмалом. Взвесить в химическом стакане навеску муки массой 10 г, постепенно прилить к ней 60 мл 10 % (NH4)2SO4. Суспензию настаивать 10…15 мин для растворения белков. Содержимое стакана разлить поровну в две центрифужные пробирки. Разделить суспензию на центрифуге при скорости вращения ротора 500 об/мин и продолжительности процесса центрифугирования 10 мин.
Фугат собрать в чистый химический стакан и определить с помощью биуретового метода Яроша концентрацию белка. Для этого в пробирку объемом 20 мл прилить 2,4 мл раствора мочевины, 0,1 мл фугата и 2,5 мл биуретового реактива. Записать время внесения биуретового реактива. Смесь хорошо перемешать и поместить в водяную баню с температурой 40 °С на 10 мин. Затем охладить ее до 20 °С под струей холодной воды или на воздухе. Через 30 минут после внесения биуретового реактива определить оптическую плотность раствора, пользуясь кюветами № 5 и светофильтром № 6 ФЭК-56. Количество белка определить по предварительно построенной калибровочной кривой.
В три пробирки объемом 20 мл налить по 5 мл фугата и провести экстракцию белков раствором сульфата алюминия разной концентрации. В первую пробирку добавить 5 мл 0,5 % Al2(SO4)3 c температурой 3…5 °С, во вторую – 5 мл 2,5 % Al2(SO4)3 c температурой 3…5 °С, в третью – 5 мл 5 % Al2(SO4)3 c температурой 3…5 °С. Содержимое каждой из пробирок тщательно перемешать и провести высаливание белков при температуре 3…5 °С (в холодильнике) в течение 15 мин. Образовавшийся осадок отделить фильтрованием через складчатый фильтр. В фильтрате определить количество белка с помощью биуретового метода Яроша в соответствии с пунктами 5 и 6. Рассчитать коэффициент извлечения белка



где сн – концентрация белка в фугате, г/л; ск – концентрация белка в фильтрате, г/л.
Полученные экспериментальные данные и результаты расчетов внести в табл. 1.

Таблица 1. Экспериментальные данные и результаты расчетов выделения белков из белоксодержащих продуктов

	Показатели
	Фугат
	Фильтрат после осаждения Al2(SO4)3, %

	
	
	0,5
	2,5
	5

	Время внесения
биуретового
реактива
	
	
	
	

	Средняя оптическая
плотность
	
	
	
	

	Количество
растворенного
белка
	
	
	
	

	Доля извлеченного
белка
	
	
	
	



Построить график зависимости концентрации остаточного белка от концентрации экстрагента и сравнить эффективность выделения белка из различного сырья. 

Вопросы для самоконтроля:
1. Какие методы применяются для получения аминокислот?
2. Продуценты лизина, их характеристика.
3. Охарактеризуйте биотехнологию получения лизина. Основные технологические параметры.
4. В чем заключается сущность биуретового метода определения концентрации белков?


[bookmark: _Toc72314473]Лабораторная работа №7. Методы фракционирования белков.  Получение пищевого пепсина из сырья животного происхождения
Ферменты широко применяются в пищевой и перерабатывающей промышленности. 
Приведем несколько примеров использование ферментов животного, растительного и микробного происхождения: 
– α-амилаза – производство спирта, вин, пива, хлеба, кондитерских изделий и детского питания; 
– глюкоамилаза – получение глюкозы и удаление декстринов из пива; – инвертаза – выработка кондитерских изделий; 
– пуллуланаза – производство фруктозных сиропов из крахмала; 
– β-галактозидаза – избавление молочной сыворотки от лактозы, приготовление мороженного; 
– целлюлаза – приготовление растворимого кофе, морковного джема, улучшение консистенции грибов и овощей; 
– пектиназа – осветление вин и фруктовых соков; 
– микробная протеаза – сыроварение, ускорение созревания теста, производство крекеров, улучшение качества мяса; 
– пепсин, папаин – осветление пива; 
– фицин, трипсин, бромелин – ускорение процесса маринования рыбы, отделения мяса от костей, тендеризация (размягчение) мяса; 
– липаза – придание специфического аромата сыру, шоколаду, молочным продуктам, улучшение качества взбитых яичных белков; 
– глюкооксидаза – удаление кислорода из сухого молока, кофе, пива, майонеза, фруктовых соков для улучшение их качества и удлинения сроков хранения;
 – сычужный фермент – сыроварение.
Материалы и оборудование: слизистая оболочка свиных желудков, семенники крупного рогатого скота, глаза крупного рогатого скота.
1. Концентрированная соляная кислота. 2. Порошок и 0,9% раствор хлорида натрия. 3. Ацетон. 4. Молочно-ацетатная смесь (молоко + ацетатный буфер рН 5,5 в соотношении 1:1). 5. 10 % уксусная кислота. 6. 5 % раствор фенола. 7. Хлороформ. 8. Активированный уголь.
1. Водяная баня. 2. Секундомер.  3. Мясорубка. 4. Коллоидная мельница. 5. Экстрактор. 6. Центрифуга. 7. Металлическое сито Д = 0,75 и Д = 0,5 мм. 8. Сушильный шкаф. 9. Стерильные вата и фильтры.

Ход работы
Получение пепсина из слизистой оболочки свиных желудков. 100 г измельченной слизистой оболочки свиных желудков подвергают автолизу при температуре 38 - 40 °С в соляной кислоте при рН 1,9 - 2,3 в течение 2 ч. Отстоявшийся лизат фильтруют в колбу, а оставшуюся массу дополнительно автолизируют в течение 24 - 48 ч при указанных температуре и рН.
Фермент из лизата высаливают, добавляя при непрерывном помешивании порошок хлорида натрия, предварительно охладив массу до 5 - 10 °С. При рН автолизата 1,9 - 2,0 обычно требуется 20 - 22 % соли, а при рН 2,2 – 24 - 25 % соли от объема лизата.
Высол упаривают на водяную баню в течение 3 ч, затем выдерживают в холодном месте при 5 - 6 °С до сушки. Высол сушат при 35 - 40 °С, а затем измельчают и просеивают через капроновое сито. На изготовление 1 кг пищевого пепсина активностью 100000 ед. расходуют примерно 25 кг слизистой оболочки крупного рогатого скота или 8 кг слизистой оболочки свиных желудков.
Определение активности пепсина. Створаживание пепсином молочно-ацетатной смеси при рН 5,0 и температуре 25 °С происходит строго параллельно его переваривающей способности. За единицу пепсина принимается та его масса, которая при указанных условиях створаживает 5 мл молочно-ацетатной смеси за 60 с (эта условная единица приблизительно соответствует 0,01 мг кристаллического пепсина).
В водяную баню, нагретую до 25 °С, помещают 2 пробирки. В одну пробирку вносят 0,1 мл раствора пепсина (концентрация 50 мг%), в другую 5 мл молочно-ацетатной смеси. Когда температура в пробирках выровняется, быстро переливают молочно-ацетатную смесь в пробирку с пепсином, встряхивают и одновременно включают секундомер. Держа пробирку со смесью в водяной бане наклонно и поворачивая ее, следят за стекающей по стенкам смесью. При появлении первых мелких сгустков параказеина секундомер останавливают,  и этот момент отмечают как завершение реакции.
Например, створаживание молочно-ацетатной смеси желудочным соком произошло за 15 с, 60 : 15 = 4 единицы пепсина в 0,1 мл исследуемого раствора, а в 1 мл будет 40 единиц или 0,4 мг чистого пепсина.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
1. Общая биотехнология: методические указания к лабораторным работам / сост.: В.А. 
2. Блинов, С.Н. Буршина. – Саратов: «РИК «Полиграфия Поволжья», 2004. – С. 68-70.

[bookmark: _Toc72314474][bookmark: _Toc317507586]Лабораторная работа №8. Обессоливание и смена буфера в ходе очистки белков
Часто содержание белка в растворе бывает низким, для повышения его концентрации белки осаждают высаливанием. Для этого к раствору белка добавляют сульфат аммония порошком до 80% насыщения. (58,6 г на 100 мл белкового раствора). Образовавшийся осадок собирают центрифугированием и растворяют в меньшем объеме дН2О. Однако при этом в растворе остаются примеси низкомолекулярных солей. Смену буфера в растворе и удаление этих солей можно осуществить гель-фильтрацией. При обессоливании и смене буфера объем препарата может составлять 20-25 % полного объёма колонки (VО). Минимальное отношение высоты колонки к её диаметру может быть 10:1.
Оборудование: Стеклянная колонка; аналитические весы; центрифуга Т23D; весы для уравновешивания; штативы с пробирками; чашка Петри; пипетки и наконечники.
Реактивы: Порошок сульфата аммония, раствор белка; сефадекс G-50 (средний); трис-буфер 0,01 М, рН-7,5; 10%-ный раствор хлористого бария.
Ход работы:
1. Определить концентрацию белка в изучаемом образце до высаливания, по оптической плотности. 
2. К 10 мл раствора добавить порошком сульфат аммония до 80% насыщения (из расчета 5,8 г на 10 мл белкового раствора). 
3. Образовавшийся осадок осадить центрифугированием в течение 5 мин при 3000 об/мин на центрифуге Т23D. 
4. Осадок растворить в 1 мл дН2О. 
5. На колонку 20 × 1 см, заполненную сефадексом, нанести 1 мл раствора белка. Элюировать со скоростью 0,5 мл/мин. 
6. Собирать фракции по 0,5 мл. 
7.Определить в них наличие сульфата аммония.
На чашку Петри  нанести по 1 капле растворов из каждой пробирки и капнуть по одной капле хлористого бария. Появление мути (образуется нерастворимый осадок сульфата бария) указывает на наличие ионов сульфата.
Оценка результатов:
1.Определить объем раствора белка в пробирках без сульфата аммония. 
2. Объединить фракции, замерить объем и определить концентрацию белка по оптической плотности. 
3. Сравнить с исходной концентрацией белка. 

В результате происходит смена среды: сначала раствор находился в растворе сульфата аммония, а после пропускания через колонку – в Трис-буфере.

Литература:
Исследование белков и нуклеиновых кислот: Учебное пособие / З.И. Абрамова. Казань: Казанский государственный университет им. В.И.Ульянова-Ленина, 2006. 157 с.

[bookmark: _Toc72314475]Лабораторная работа №9. Разделение смеси белков методом электрофореза в полиакриламидном геле
Электрофорез белков в полиакриламидном геле – метод разделения смеси белков в полиакриламидном геле в соответствии с их электрофоретической подвижностью (функцией длины полипептидной цепочки или молекулярной массы, а также укладки белковой молекулы, посттрансляционных модификаций и других факторов). Данный способ фракционирования белков и пептидов широко применяют в современной молекулярной биологии, биохимии, генетике.
Разработано большое количество модификаций электрофореза белков в полиакриламидном геле для решения разных задач и для различных белков и пептидов.
Элетрофоретическая подвижность биополимеров в геле зависит от ряда параметров. Скорость миграции пропорциональна заряду молекулы, и в свободной жидкости молекулы с одинаковым удельным зарядом мигрируют с равной скоростью. В случае разделения в среде, имеющей жесткую пространственную матрицу, происходит сегрегация за счет трения о гель. Сила трения зависит от пространственной конфигурации молекулы, в том числе от её размера. Таким образом, в случае электрофоретического разделения нативных белков будет наблюдаться сложная картина их распределения в зависимости от вышеприведенных факторов.
Цель работы: освоить методы ПААГ-электрофореза для характеристики белков.
Материал исследования: растворы белков с концентрацией 1 мг/мл (бычий сывороточный альбумин, яичный альбумин, глюкозооксидаза, алкогольоксидаза, пероксидаза хрена или другие белки) и раствор, содержащий смесь перечисленных белков с концентрацией 1 мг/мл каждого белка.
Реактивы и оборудование: 
Трис (трис(гидроксиметил)аминометан (далее tris-base), трис-гидрохлорид (далее tris-HCl), глицин, акриламид (далее AA), бисакриламид (далее BIS), персульфат аммония (далее PSA), тетраметилэтилендиамин (далее TEMED), глицерин, кумасси ярко голубой G-250, 95% этанол, ледяная уксусная кислота, бромфеноловый синий.

Приготовление рабочих растворов
1. 1М Tris-Cl (pH 6,8)
2,46 г tris-HCl и 10,26 г tris-base растворить в колбе на 100 мл и довести до метки дистиллированной водой.

2. 1М Tris-Cl (pH 8,8)
14,56 г tris-HCl и 0,94 г tris-base растворить в колбе на 100 мл и довести до метки дистиллированной водой.

3. 30 % акриламид
Приготовление 30%-ного акриламида:
	Объем 30%
акриламида
Реактивы
	100 мл
	150 мл
	200 мл

	AA
	29,0 г
	43,5 г
	58,0 г

	BIS
	1,0 г
	1,5 г
	2,0 г

	H2O
	70 г / 70 мл
	105 г / 105 мл
	140 г / 140 мл



4. 10% PSA
10 г персульфата аммония, 90 мл воды.

5. Раствор для окрашивания
0,5 г кумасси ярко голубого G-250, 80 мл этанола, 14 мл ледяной уксусной кислоты, 106 мл воды.

6. Раствор для проявления-1 при окрашивании кумасси G-250 
80 мл этанола, 14 мл ледяной уксусной кислоты, 106 мл воды.

7. Раствор для проявления-2 при окрашивании кумасси G-250
10 мл этанола, 14 мл ледяной уксусной кислоты, 176 мл воды. 

8. 1х трис-глициновый электродный буфер (pH = 8,8)
Смешать 3,10 г tris-base с 19,3 г глицина и растворить в 1 л воды.

9. 4Х загрузочный буфер для нативных образцов
Приготовление 10 мл буфера для нативных образцов:
	Tris-HCl (pH 6,8)
	2,00 мл

	H2O
	4,00 мл

	Бромфеноловый синий
	~1 мг

	Глицерин
	4,00 мл / 5,0 г



!Все растворы хранить не более 1 месяца при +40С!

Приготовление гелей для электрофореза нативных белков  
1. Разрешающий гель
Приготовление 10 мл  разрешающего геля с концентрацией АА 7,5%
	Концентрация
геля
Рабочие
растворы
	7,5%

	AA, 30%
	2.5 мл

	H2O
	3.65 мл

	Tris-Cl (pH 8,8)
	3,75 мл

	PSA
	0,10 мл

	TEMED
	20 мкл



2.  Концентрирующий гель
Приготовление концентрирующего геля с концентрацией АА 5% 
	Объем
геля
Рабочие 
растворы
	5 мл
	10 мл

	AA, 30%
	0,85 мл
	1,71 мл

	H2O
	3,40 мл
	6,80 мл

	Tris-Cl (pH 6,8)
	0,66 мл
	1,31 мл

	PSA
	80 мкл
	160 мкл

	TEMED
	10 мкл
	20 мкл


Ход работы.
Электрофоретическая установка представлена на рис. 6.
[image: установка]
Рис. 6. Камера для вертикального электрофореза VE – 2M от фирмы «Helicon» (Москва) с размером стекол слэба (кассеты) 150x122 мм2.
(1 – слэб; 2 - нижняя ячейка; 3 – зажимы; 4 – спейсеры; 5 - верхняя ячейка; 6 - источник питания «Эльф-4»)

1. Верхнюю камеру установить на ровную горизонтальную поверхность. Слэб из стекол с вырезом и без выреза со вставленными вдоль его кромок спейсерами (фторопластовые пластинки) выровнять по основанию ячейки и по боковым граням, затем закрепить зажимами. Стекло с вырезом должно находиться с внутренней (обращённой в верхний буфер) стороны слэба. Затем, если нет необходимости использования двух гелей одновременно, вместо второго слэба ставят заглушку из оргстекла.
2. Провести герметизацию слэбов при помощи расплавленного 2%-ного раствора агарозы вдоль кромок и нижнего торца слеба. Для этого удобно пользоваться пастеровской пипеткой и заливочным столиком.
3. Отметить маркером уровень, отстоящий от верхнего торца слэба на 2,5 – 3 см (верхний уровень разрешающего геля). Залить свежеприготовленный 7,5% разрешающий гель до метки (акриламид полимеризуется за 5 – 10 мин), сверху наслоить ~200 мкл воды (для определения времени конца полимеризации полезно оставить немного раствора акриламида в пробирке).
4. Отсосав наслоенную воду шприцем, до конца заполнить слэб концентрирующим гелем, вставить гребенку и дождаться конца полимеризации, после чего аккуратно извлечь гребенку из установки.
5. Вставить верхнюю ячейку в нижнюю и заполнить обе ячейки электродным буфером.
6. Образцы растворов белков смешать с 4Х загрузочным буфером для нативных образцов в соотношении 2:1.
7. В образовавшиеся после извлечения гребенки лунки нанести 30 мкл смеси растворов белков с загрузочным буфером (около 20 мкг белка в лунке).
8. Подключить блок питания к установке для электрофореза. Электрофорез проводить при силе тока 40 – 45 мА и напряжении 175 – 200 В. При этом мощность потребляемая установкой составляет 7 – 9 Вт. 
9. Электрофорез проводят до длины пробега фронта красителя 6 – 6,5 см от границы разрешающего геля (70 – 90 мин.). 
10. Отключают блок питания и извлекают гель из установки.
11. Помещают гель в раствор для окрашивания на 1 час, затем перекладывают его последовательно в раствор для проявления-1 (на ночь) и раствор для проявления-2 до полного вымывания красителя.
Оформление работы. Описать принцип метода. Занести рисунок или фотографию электрофореграммы в тетрадь. Сделать выводы.

Литература: 
Общая биотехнология: методические указания по выполнению лабораторных работ для направления подготовки 19.03.01 Биотехнология / Сост.: Е.А. Фауст // ФГБОУ ВО Саратовский ГАУ. – Саратов, 2015. – 27 с. 

[bookmark: _Toc72314476]Лабораторная работа №10. Методы выделения пектина из растительных материалов
Цель работы: овладение практическими приемами по извлечению пектина из различного растительного сырья и сравнение органолептических характеристик разных видов пектина.
Продолжительность работы – 6 часов.
Оборудование и материалы: соляная кислота (0,03 Н раствор), спирт этиловый 96%-ный, щавелевая кислота, 0,5%-ный раствор, сульфат алюминия, аммиак, оксалат аммония 1%-ный раствор, ацетон, стакан на 1 л, колба Бунзена, воронка Бюхнера, колба на 1 л, колба на 0,5 л, холодильник шариковый, баня водяная. 
Опыт 1. Из корочек плодов цитрусовых Корочки апельсина, лимона или мандарина в количестве 50 г из-мельчают в мясорубке, помещают в мешочек из ткани и заливают в стакане спиртом для удаления эфирного масла, пигментов и других примесей. Стакан накрывают часовым стеклом и ставят не менее чем на 1 ч на водяную баню, нагретую до 70 °С. После этого материал отжимают на воронке Бюхнера и снова заливают спиртом (отработанный спирт отгоняют из раствора на водяной бане, высушивают прокаленным сульфатом меди и используют в дальнейшей работе). Операцию повторяют до тех пор, пока спиртовой экстракт будет лишь слабо окрашен в желтый цвет, на это уходит около 500 мл этанола.
Отмытую массу помещают в колбу на 500 мл, заливают 200 мл 0,03 Н НСl и нагревают 1 ч на кипящей водяной бане. Горячую вытяжку фильтруют через вату, остаток дважды промывают на фильтре небольшими порциями горячей воды. После охлаждения фильтрат частично нейтрализуют аммиаком до слабокислой реакции (индикатор лакмус) и упаривают на водяной бане (желательно в вакууме) до 70 мл.
К оставшемуся сиропу добавляют два объема спирта. Выпавший сырой пектин отделяют центрифугированием. Когда нужен более чистый препарат, пектин растворяют в небольшом количестве воды при нагревании и повторно осаждают спиртом. Рыхлый осадок переносят на часовое стекло и подсушивают на воздухе либо в термостате (но при температуре не выше 45 °С). Остаток после удаления спирта взвешивают и определяют выход в зависимости от сорта и зрелости плодов.
Опыт 2. Из выжимок яблок Перед извлечением пектина сушеные выжимки в количестве 100 г дробят, затем обрабатывают холодной водой в соотношении 1:2 для извлечения сахаров, кислот, солей. Пектин в холодной воде не растворяется, поэтому ее подогревают до температуры не выше, чем 10–15 °С.
В противном случае происходит вымывание растворимого пектина.
Экстракцию пектина производят горячей водой, подкисленной сернистой или соляной кислотой, при этом он переходит в раствор. 
Режим гидролиза для сушеных выжимок: соотношение выжимок и воды 1:4; температура 80–90 °С; продолжительность гидролиза 1 ч. Экстракт отделяется от отработанных выжимок отжимом на вакуум-фильтре. 
Для очистки горячий экстракт при температуре 50–55 °С фильтруют на вакуум-фильтре, затем концентрируют до объёма 140 мл и осаждают пектин из раствора этиловым спиртом. Соотношение объемного количества спирта и концентрата составляет 1,2:1. Во избежание выпадения вместе с пектином минеральных примесей в спирт после введения концентратов добавляют соляную кислоту в количестве 0,3 % и смесь перемешивают 10 мин.
Осажденный пектин отделяют от раствора путем вакуум-фильтрования. Пектин, оседающий на фильтрующей перегородке, промывают трехкратно 70%-ным этиловым спиртом, подкисленным соляной кислотой. Затем пектин отмывают от ионов хлора 60%-ным этиловым спиртом.
Далее пектин сушат на воздухе. Выход сухого пектина составляет 5 % от высушенной выжимки. 
Опыт 3. Из виноградных выжимок Измельченные и высушенные виноградные выжимки в количестве 100 г помещают в мешочек из ткани и заливают в стакане спиртом для удаления эфирного масла, пигментов и других примесей. Стакан накрывают часовым стеклом и оставляют не менее чем на 1 ч при комнатной температуре. После этого материал отжимают на воронке Бюхнера и снова заливают спиртом (отработанный спирт отгоняют из раствора на водяной бане, высушивают прокаленным сульфатом меди и используют в дальнейшей работе). Операцию повторяют до тех пор, пока спиртовой экстракт будет лишь слабо окрашен, на что требуется около 250 мл этанола.29 
Отмытую массу помещают в колбу на 1000 мл, заливают 500 мл раствора 0,5%-ной щавелевой кислоты и нагревают 4 ч при температуре 70 оС. Горячую вытяжку фильтруют через вату, остаток дважды промывают на фильтре небольшими порциями горячей воды. После охлаждения фильтрат упаривают на водяной бане (желательно в вакууме) до 150 мл. К оставшемуся сиропу добавляют этиловый спирт до полного осаждения пектина (около 180 мл). Выпавший сырой пектин отделяют центрифугированием. Когда нужен более чистый препарат, пектин растворяют в небольшом количестве воды при нагревании и повторно осаждают спиртом. Рыхлый осадок переносят на часовое стекло и подсушивают на воздухе либо в термостате (но при температуре не выше 45 °С). Остаток после удаления спирта взвешивают и определяют выход. Выход колеблется от 4,15 до 7,0 % (на сухую выжимку).
Опыт 4. Из свекловичного жома Содержание пектиновых веществ в свекловичном жоме колеблется от 20 до 30 % на воздушносухую массу.
Гидролиз-экстрагирование пектина проводят из сушеного свекловичного жома в количестве 100 г 1,1–1,5%-ным раствором соляной кислоты при гидромодуле процесса 1:15. Экстрагирование проводят в течение 2 ч при температуре гидролизной смеси 75–76 °С. По истечении времени гидролиза-экстрагирования пектиновый экстракт охлаждают до 35–40 °С и отфильтровывают.
Экстракт свекловичного пектина представляет собой прозрачную жидкость светло-серого цвета; содержание пектиновых веществ в нем от 0,5 до 0,8 %; плотность экстракта – 1,01–1,02 г/см3; рН от 0,6 до 0,7.
При осаждении пектина из пектинового экстракта его обрабатывают 96%-ным этиловым спиртом, при соотношении экстракт к спирту – 1:2. Полученный коагулят отфильтровывают, промывают на фильтре от спирторастворимых балластных веществ 70%-ным этиловым спиртом, затем обезвоживают 96%-ным этанолом. Полученный таким образом пектин сушат при температуре 50–55 °С и измельчают.
Опыт 5. Из корзинок подсолнечника Содержание пектиновых веществ в подсолнечнике колеблется от 24,0 до 35,7 % на воздушно-сухую массу.
Корзинки подсолнечника дробят, измельчают до частиц размером от 1 до 2 мм и направляют в количестве 100 г на гидролиз. Предварительное промывание подсолнечной сечки водой снижает выход пектина и ухудшает его свойства. Для проведения процесса экстрагирования пектина подсолнечную сечку смешивают с десятикратным количеством воды с температурой от 95 до 98 °С. Полученную смесь разбавляют таким же объёмом кипящей воды, содержащей от 6 до 10 г кристаллической   щавелевой    кислоты    на    литр.    Экстрагирование осуществляют при температуре от 80 до 90 °С в течение 0,5 ч, а затем смесь фильтруют под вакуумом.
Для выделения пектина 100 весовых частей пектинового экстракта смешивают с 5,0–7,5 объёмными частями 25%-ного раствора сульфата алюминия. После тщательного перемешивания добавляют 20%-ный раствор аммиака до достижения рН среды 3,5–3,9. Коагулят отделяют, однократно промывают разбавленным спиртом, сушат и измельчают.
Первую стадию очистки (мацерацию) продукта проводят следующим образом: 100 весовых частей пектината алюминия смешивают со 100 объёмными частями 80%-ного этанола до однородной массы, добавляют 700 об./ч соляно-кислого 45%-ного этанола (300 об./ч 90%-ного, 300 об./ч воды и 114 об./ч 36%-ной НСl). Смесь размешива-ют в течение часа, затем в нее добавляют 200 об./ч 95%-ного этанола (для уменьшения набухаемости частиц с целью облегчения фильтрации) и оставляют еще на 1 ч. Смесь отфильтровывают и промывают на фильтре слабокислым 55–60%-ным этанолом (200 об./ч 95%-ного этанола, 137 об./ч воды и 20 об./ч 36%-ной НCl) с целью полного удаления катионов, затем промывают до нейтральной реакции 70%-ным этанолом. 
Полученный пектин сушат при  температуре 55 °С С и измельчают.
Опыт 6. Из надземной части ревеня огородного Надземную часть ревеня высушивают и измельчают. К 10 г сухо-го порошка приливают 200 мл воды и экстрагируют 2 ч при температу-ре 80 °С С. Операцию повторяют еще два раза. Экстракты процеживают через марлю, фильтруют через крупнопористые бумажные фильтры, концентрируют на водяной бане до 1/30 от первоначального объема. 
К сгущенному экстракту приливают трехкратный объем 96%-ного этанола, выпавший осадок отделяют фильтрованием через бумажный фильтр, промывают смесью спирта и ацетона (1:1) и сушат. Выжимка растительного материала, оставшаяся после экстракции пектинов, используется для получения протопектина. Для этого ее трижды обрабатывают по 2 ч 200 мл 1%-ного раствора оксалата аммония при темпе-ратуре 80 °С С. Экстракты после процеживания объединяют, сгущают аналогично вышеописанной методике, обрабатывают трехкратным объемом 96%-ного этанола; раствор фильтруют, осадок протопектина промывают смесью спирта и ацетона (1:1) и сушат.

Контрольные вопросы 
1. Как распределяются пектиновые вещества в составных частях цитрусового плода? 
2. Какие стадии обусловливают особенности технологии цитрусового пектина? 
3. Как распределяются пектиновые вещества по составным частям яблок? 
4. Какие факторы влияют на содержание и качество пектиновых веществ яблок? 
5. Из каких технологических стадий состоит процесс получения яблочного пектина?
6. Каковы требования к свекловичному жому, используемому в процессе получения пектина? 
7. В чем особенности технологии производства пектина из надземной части ревеня огородного? 
8. Назвать особенности процесса получения свекловичного пектина. 
9. Какие факторы влияют на содержание пектиновых веществ в соцветиях подсолнечника? 
10. Каким образом влияет вид осадителя на выход подсолнечного пектина?

Литература:
Аверьянова, Е.В. Пектин: методы выделения и свойства: методические ре-комендации к выполнению лабораторных работ для студентов направлений подготовки 19.03.01 «Биотехнология», 19.03.02 «Продукты питания из растительного сырья», магистрантов направления подготовки 19.04.02 «Продукты питания из расти-тельного сырья» / Е.В. Аверьянова, М.Н. Школьникова; Алт. гос. техн. ун-т, БТИ. – Бийск: Изд-во Алт. гос. техн. ун-та, 2015. – 42 с.

[bookmark: _Toc72314477]Лабораторная работа №11.  Получение нуклеината натрия
Цель: сформировать навык получения нуклеината натрия.
Исследуемый материал: кормовые дрожжи.
Оборудование
1. Термостат. 2. Водяная баня. 3. Лед. 4. Фильтры. 5. Колбы. 6. Воронки. 7. Индикаторная бумага.
Реактивы
8. 10 % раствор хлорида натрия. 9. 1 н раствор соляной кислоты. 10. 1 н раствор гидроксида натрия. 11. Этанол. 12. Панкреатин (порошок).
Ход работы
Нуклеинат натрия выделяется из кормовых дрожжей, которые содержат в среднем 7% РНК. Сначала проводят экстракцию РНК. Для этого отвешивают 50 г дрожжей, добавляют двойной объем 10 % раствора хлористого натрия и помещают на кипящую водяную баню. Раствор РНК отделяют от дрожжевого шлама, охлаждают до 0°С и подкисляют 1 н соляной кислотой до рН 1-2.
Выпавшую в осадок техническую РНК растворяют в воде, доводя рН раствора добавлением 1 н гидроксида натрия до рН 8-8,2, к раствору добавляют панкреатин (5% от общего объема раствора) и выдерживают около часа в термостате при температуре 37-40°С.
Для инактивации фермента раствор кипятят 5-10 минут, после чего фильтруют. Для осаждения нуклеиновой кислоты к раствору добавляют охлажденный и подкисленный соляной кислотой до рН 1-2 этиловый спирт. Выпавший осадок фильтруют, промывают этанолом, растворяют в воде с добавлением гидроксида натрия до рН 6,2-6,5. 
Нуклеинат натрия осаждают спиртом, осадок фильтруют, промывают спиртом и сушат. 
Препарат имеет серо-желтоватый цвет, хорошо растворим в воде. 

Список литературы
1. Общая биотехнология: методические указания к лабораторным работам / сост.: В.А. 
2. Блинов, С.Н. Буршина. – Саратов: «РИК «Полиграфия Поволжья», 2004. – С. 68-70.

[bookmark: _Toc72314478]Лабораторная работа №12. Разделение аминокислот методом тонкослойной хроматографии
Цель работы – освоить методы разделения аминокислот, основанные на различных физико-химических свойствах аминокислот. 
Хроматографические  методы применяют для сорбционно-динамического разделения  смеси аминокислот, белков, углеводов, липидов и их метаболитов.
Довольно точным и доступным является метод распределительной хроматографии на бумаге (модификация адсорбционной хроматографии). Метод заключается в том, что каплю смеси аминокислот или гидролизата белка наносят на полоску фильтровальной бумаги, конец которой опускают в подходящий органический растворитель. Растворитель засасывается полоской бумаги и увлекает за собой нанесенные на бумагу аминокислоты. Скорость перемещения аминокислот зависит от химического строения  аминокислот и их способности растворяться в подвижном и неподвижном растворителе. В качестве подвижного растворителя употребляют, например, водонасыщенный фенол (или бутанол, амиловый спирт и др.) Неподвижным растворителем является вода, пары которой насыщают фильтровальную бумагу (внешне бумага остается сухой). Чем меньше растворимость аминокислот в воде и чем больше их растворимость в феноле, тем быстрее они движутся вслед за фронтом органического растворителя.


Рис. 1. Хроматограмма аминокислот.

Положение аминокислот на бумаге можно обнаружить при помощи цветной реакции с нингидрином. Реакцию проводят путем опрыскивания из пульверизатора высушенной полоски бумаги 0,1–0,2% спиртовым раствором нингидрина с последующим нагреванием ее в сушильном шкафу. Отдельные аминокислоты обнаруживаются в виде пятен, окрашенных в голубой, фиолетовый или оранжевый цвет  (в зависимости от химической структуры аминокислоты). Скорость перемещения отдельных аминокислот может быть выражена посредством коэффициента распределения (Rf). 
Коэффициент распределения является характерной величиной для каждой аминокислоты и постоянен при данных условиях опыта (растворитель, температура, сорт бумаги и др.).
Материал исследования: смесь аминокислот[footnoteRef:1]. [1:  Растворы аминокислот для хроматографии. Аминокислоты растворяют в концентрации 1/25 М. В 10 мл растворяют: глутаминовая кислота –60 мг, аланин – 40 мг, лейцин – 50 мг. Можно пользоваться следующими сочетаниями аминокислот (на 10 мл воды): 1) глутаминовая кислота – 60 мг, глицин – 40 мг, аланин – 40 мг; 2) глутаминовая кислота – 60 мг, лейцин – 50 мг; 3) аспарагиновая кислота – 60 мг, серин – 40 мг, лейцин – 60 мг; 4) аспарагиновая кислота – 60 мг, глицин – 40 мг, лейцин – 60 мг; 5) лейцин –60 мг, лизин –50 мг, глицин – 40 мг ( для системы н-бутанол : уксусная кислота : вода – 12: 3 : 5)] 

Реактивы и оборудование: фенол, насыщенный водой[footnoteRef:2], нингидрин (0,2% раствор в ацетоне или в этиловом спирте 96%), хроматографическая бумага, ножницы, линейка, пинцет, сушильный шкаф с термометром, микропипетка или капилляр, пульверизатор, большая пробирка с пробкой, нитки, термостат (35−40оС). [2:  100 мл фенола помещают в делительную воронку (предварительно слегка нагреть на водяной бане 450С) и добавляют 25 мл воды, энергично встряхивают и оставляют стоять в воронке до разделения слоев 7 ч (нижний слой фенола должен быть бесцветным). Нижний слой используют для хроматографии аминокислот.] 

Ход работы. 
Вырезают полоску хроматографической бумаги длиной 12−15 см, шириной 1,5 см. Через верхний конец полоски протягивают нитку длиной 15−20 см и завязывают ее. На нижнем конце полоски на расстоянии 1 см от края наносят кружок диаметром 3−4 мм. В середину кружка при помощи капилляра наносят маленькую каплю исследуемого раствора смеси аминокислот. Место, где была нанесена капля, слегка подсушивают на воздухе.



Рис. 2. Упрощенный прибор для распределительной хроматографии

На дно пробирки длиной 18–20 см, диаметром 2–2,5 см осторожно, не смачивая стенок пробирки, наливают из пипетки 15–20 капель фенола (или бутанола), насыщенного водой. Приготовленную бумажную полоску, придерживая за нитку, опускают в пробирку с насыщенным водным раствором фенола так, чтобы она погрузилась в жидкость на 2–3 мм и висела вертикально (не касаясь стенок). 
Пробирку закрывают пробкой, ставят в штатив и помещают в термостат при температуре 35–40оС на 1,5–2 часа. За это время растворитель поднимется на 10–12 см. Полоску вынимают из пробирки (за нитку) и подвешивают в вертикальном положении на 10–15 мин в сушильном шкафу, нагретом до 50–100оС.
После испарения фенола бумажную полоску вынимают, подвешивают на штатив и опрыскивают из пульверизатора раствором нингидрина и вновь помещают в сушильный шкаф при температуре 100–110оС на 5–10 мин. Получают хроматоргамму как на рис. 1. Рассчитывают Rf для всех аминокислот. 
Оформление работы. Записывают условия проведения эксперимента, зарисовывают хроматограмму, находят Rf всех аминокислот в смеси, сравнивают с литературными данными.

[bookmark: _Toc72314479]Лабораторная работа №13. Экстракция, выделение и очистка белков от примесей гель-фильтрацией на сефадексе G-50
	Метод гель-хроматографии проводится в виде колоночной хроматографии. В качестве геля используют препараты сефадексов – производных полисахарид декстрана, полученного путём сшивания его цепей поперечными связями 1:6.
	Марки сефадексов G – 10, 15, 25, 50, 75, 100, 200 различаются степенью сшивания поперечными связями и связанной с ней способностью к поглощению воды,  также размерами пор в гранулах.
	Принцип работы сефадекса. Колонка, заполненная предварительно набухшим гелем сефадекса, содержит 2 вида объёмов жидкости: внутренний (Vвн.), заполняющий гранулы сефадекса и свободный (Vcв.), заполняющий пространство между гранулами. Общий объём колонки (Vобщ.) равен сумме внутреннего и свободного объёмов.
Vобщ.= Vвн. + Vсв.
	При пропускании смеси веществ через колонку крупные молекулы, превышающие по своим размерам поры гранул, размещаются между гранулами в свободном объёме. Молекулы меньшего размера проникают через поры внутрь гранул и располагаются как в свободном, так и во внутреннем объёме.
	Объём элюата, с которым вещество выходит с колонки (Vэл.), зависит от распределения вещества между Vсв. и  Vвн.
Vэл.=Vсв. + kVвн.
	где k – коэффициент распределения; k=Vэл. – Vсв. / Vбщ. – Vсв.
	1. Вещества, для которых k=0, совершенно не проникают в гранулы геля и выходят с колонки со свободным объёмом: Vэл. = Vсв.
	2. Вещества, для которых k=1, равномерно распределяются внутри и вне гранул и выходят с колонки с Vобщ.: Vэл. = Vсв. + 1 Vвн. = Vобщ.
	3. Вещества, для которых 0 < k < 1, лишь частично проникают в гранулы и извлекаются с объёмом элюции большим свободного и меньшим общего объёма колонки.
Vсв. < Vэл. < Vобщ.
	Разделение веществ происходит в объёме: Vобщ. – Vсв.
	Такое разделение наблюдается только в том случае, когда сефадекс по отношению к разделяемым веществам является нейтральной матрицей, т.е не взаимодействует с ними. В тех случаях, когда разделяемые вещества взаимодействуют с матрицей (сорбция, ионные силы и т.д.), как например ароматические соединения, они задерживаются на колонке и выходят с объёмом элюции, который больше общего объёма колонки.
	Таким образом, сефадекс работает как «молекулярное сито», фракционируя вещества по молекулярной массе.
	Сефадексы применяют:
· для обессоливания (т.е. отделения высокомолекулярных соединений от низкомолекулярных); 
· для смены буфера; 
· для разделения высокомолекулярных соединений (белков, углеводов) с различной молекулярной массой; 
· для определения молекулярной массы;
· для концентрирования растворов высокомолекулярных соединений, основанное на способности сефадексов к набуханию.
1. Калибровка колонки.
	Колонку, заполненную набухшим сефадексом G – 50, необходимо откалибровать, т.е. установить Vcв. и Vобщ. Для этой цели используют смесь высокомолекулярного вещества (k=0), выходящего со свободным объёмом (Vсв.), - декстрана синего (М.м. около 2 млн. Дальтон) и низкомолекулярного вещества, выходящего с объёмом элюции, равным Vобщ., - бихромата калия.
	На колонку наносят 3 см3 смеси. Нанесение образца проводят под слой жидкости (для этого образец утяжеляют сахарозой). Элюцию ведут 0,9% раствором NaCl. После нанесения образца открывают зажим и собирают элюат в мерный цилиндр до выхода декстрана синего; затем элюат собирают фракциями по 4 см3. Отбор фракций заканчивают после выхода бихромата калия.
	Для расчёта параметров колонки строят диаграмму элюции, откладывая по оси абсцисс объём элюции, а по оси ординат – концентрацию вещества во фракциях.
Фракционирование водного экстракта солода.
	Подготовка образца. К 5 г измельченного материала (пшеничный или ячменный 3-х суточный солод) добавляют 50 см3 дистиллированной воды. Затем в течение 5 мин подвергают интенсивному перемешиванию, после чего центрифугируют при 6000 об/мин в течение 10 мин. Осадок отбрасывают, надосадочная жидкость используются для фракционирования и определения содержания белка по Лоури (с предварительным 5-, 10-, 20-кратным разведением).
	Нанесение образца на колонку с сефадексом и фракционирование. На колонку с сефадексом G-50 наносят 5 см3 надосадочной жидкости, причём нанесение проводят на слой геля. Элюцию проводят 0,9%-ным раствором NaCl. Объём, равный свободному объёму (Vсв.), собирают в мерный цилиндр, а затем элюат собирают фракциями по 4 см3 в мерные пробирки. Собранные фракции исследуют на: а) содержание белка; б) активность амилаз; в) качественное определение восстанавливающих сахаров.
	а) Содержание белка определяют в каждой фракции по методу Лоури. Данные записывают в табл. 1.4.
Таблица 1.4
	№ фракции
	Оптическая плотность, A630
	Содержание белка, мг/см3

	1
	
	

	2
	
	

	3
	
	

	и т.д. до Vобщ.
	
	



	б) Активность амилаз определяют в первых десяти фракциях по следующей методике.
Методика проведения анализа. В пробирку вносят 5 см3 раствора крахмала (2 мг/см3), 4 см3 дистиллированной воды и 1 см3 фермента. Содержимое пробирок быстро перемешивают и отбирают пробу 2 см3 через 10 минут после внесения фермента. Пробу переносят в пробирку с 2 см3 раствора йода, приготовленного на 0,1 н. HCl. Интенсивность окраски измеряют на ФЭКе при красном светофильтре (630 нм).
	Построение калибровочной кривой. Для расчёта активности амилаз строят калибровочную кривую. Для этого готовят серию разведений исходного раствора крахмала (2 мг/см3).
	1. Исходный раствор крахмала 						- 2,0 мг/см3
	2. 2,0 см3 исходного крахмала + 2,0 см3 воды				-1,0 мг/см3
	3. 1,0 см3 исходного крахмала + 3,0 см3 воды 				-0,5 мг/см3
	4. 1,0 см3 исходного крахмала + 4,0 см3 воды				-0,4 мг/см3
	5. 1,0 см3 исходного крахмала + 9,0 см3 воды				-0,2 мг/см3
	6. 0,5 см3 исходного крахмала + 9,5 см3 воды				-0,1 мг/см3
	Из каждой пробирки серии разведений отбирают по 2 см3 раствора крахмала, добавляют 2 см3 раствора йода на 0,1 н. HCl и колориметрируют на ФЭКе при красном светофильтре (630 нм). Полученные данные заносят в табл. 1.5 и строят калибровочный график в координатах: оптическая плотность – концентрация крахмала.
Таблица 1.5
	Крахмал, мг/см3
	0,1
	0,2
	0,4
	0,5
	1,0
	2,0

	Оптическая плотность, А630
	



в) Определение восстанавливающих сахаров проводят в оставшихся фракциях.
	В пронумерованные пробирки вносят из бюретки по 1 см3 раствора Фелинга (запрещается пользоваться пипеткой!) и содержимое оставшихся фракций (4 см3). Помещают их в кипящую водяную баню. Через 5-10 мин пробирки вынимают и качественно определяют содержание восстанавливающих сахаров по образованию красного осадка Cu2O и обесцвечиванию реактива Фелинга. 
	Все данные вносят в табл. 1.6
Таблица 1.6
	№ фракции
	Объём элюата, мл
	Белок
	Амилазы
	Восстанавли-вающие сахара

	
	
	А630
	мг/см3
	А630
	мг крах-мал,
(X)
	мг крах-мала,
(С-X)
	УА 
мг/см3
белка
	

	Объём, собираемый 
цилиндром, см3
	
	
	

	1
	
	
	
	

	2
	
	
	
	

	3
	
	
	
	

	4
	
	
	
	

	5
	
	
	
	

	и т.д. до
Vобщ.
	
	
	
	



	Примечание. X –остаточная  концентрация крахмала; С – исходная концентрация крахмала с учётом разведения; (С – Х) – количество прогидролизованного крахмала; УА – удельная активность амилаз.
	По полученным данным строят график фракционирования веществ. По оси ординат откладывают: а) содержание белка в мг/см3; б) активность амилаз в мг прогидролизованного крахмала; в) концентрацию восстанавливающих сахаров в условных единицах, а по оси абсцисс – объём элюата в см3.
	Примечание. Рекомендуется данные по содержанию белка во фракциях представить на графике в виде кривой элюции белка, а распределение амилаз и восстанавливающих сахаров по фракциям в виде диаграмм.

[bookmark: _Toc72314480]Лабораторная работа №14. Выделение белков из мышечной ткани 
Миофибриллы мышечной клетки содержат сократительные белки (миозин и актин) и регуляторные белки (тропомиозин и тропонин). Белки миофибрилл не растворяются в воде, но их можно экстрагировать из мышечной ткани солевыми растворами с концентрацией соли 0,5 моль/л. 
Многие белки саркоплазмы (гиалоплазмы мышечных клеток) растворимы в воде или в солевых растворах низкой концентрации (0,05 моль/л). При экстракции мышечной ткани 5% раствором хлорида калия извлекаются как миофибриллярные, так и саркоплазматические белки.
Оборудование: Ступка фарфоровая с пестиком; воронка; стакан стеклянный с носиком на 1 л; фильтры бумажные; колба; центрифуга.
Реактивы: навеска мышечной ткани; 5%-ный раствор хлорида калия (КСI); 10%-ный раствор NaOH; 1%-ный раствор CuSO4×5Н2О.
Ход работы: 1. Взвесить 2 г мышечной ткани. Поместить в фарфоровую ступку, добавить 2 мл 5%-ного раствора КСI и растереть песком до гомогенного состояния. 
2. К гомогенату добавить 3 мл раствора КСI и растирать 5 мин, затем прибавить еще 5 мл 5%-ного раствора КСI. Растирать 5 мин. 
3. Полученный гомогенат профильтровать через два слоя марли или центрифугировать в течение 15 мин при 4000 об/мин. 56
4. С фильтратом проделать биуретовую реакцию: вставить воронку с фильтратом в пробирку и добавить 1 мл 10%-ного раствора NaOH и 1 каплю 1%-ного раствора сульфата меди. 
Оценка результата: Кратко запишите результаты проделанных реакций. Вывод.
Литература:
Исследование белков и нуклеиновых кислот: Учебное пособие / З.И. 
Абрамова. Казань: Казанский государственный университет им. 
В.И.Ульянова-Ленина, 2006. 157 с.


[bookmark: _Toc72314481]Лабораторная работа №15. Методы выделения белков. Обратимое и необратимое осаждения белков 
Информация относительно биологической активности нативной конформации полипептидной цепи закодирована в аминокислотной последовательности. Вторичные, третичные и четвертичные структуры многих белков образуются в растворе самопроизвольно в пределах нескольких минут. Свертывание полипептидной цепи в нативную конформацию и существование белковой молекулы наиболее успешно происходит в физиологических условиях. Потеря нативной конформации (денатурация) наступает при экстремальных значениях рН, высокой температуре, под действием высоких концентраций солей, органических растворителей и других денатурирующих веществ. Эти особенности используются и для очистки белков.
[image: ]
Рис. 1. Схема денатурации белка.

Опыт 1. Обратимое осаждение. Принцип метода. Белки в растворе и соответственно в организме сохраняются в нативном состоянии за счет факторов устойчивости, к которым относятся заряд белковой молекулы и гидратная оболочка вокруг нее (см. рис. 29). Удаление этих факторов приводит к склеиванию молекул белков и выпадению их в осадок. Осаждение белков может быть обратимым и необратимым в зависимости от реактивов и условий реакции. 
На практике реакции осаждения используют для выделения альбуминовой и глобулиновой фракций белков плазмы крови, количественной характеристики их устойчивости в плазме, обнаружения белков в биологических жидкостях и освобождения от них с целью получения гомогенного белкового раствора. Из глобулиновой фракции впоследствии выделяют антитела к различным антигенам. Под действием факторов осаждения белки выпадают в осадок, но после прекращения действия (удаления) этих факторов белки вновь переходят в растворимое состояние и приобретают свои нативные свойства. Одним из видов обратимого осаждения белков является высаливание. Насыщенным раствором сульфата аммония осаждается альбуминовая фракция белков, полунасыщенным раствором - глобулиновая фракция.
Опыт 1А. Выделение яичного альбумина высаливанием
Оборудование: Фильтровальная бумага; воронки; штативы с мерными пробирками; автоматические пипетки, наконечники.
Реактивы: Неразведенный яичный белок; сульфат аммония в порошке; насыщенный раствор сульфата аммония (7,67 г до 10 мл); NaOH (10%-ный раствор); CuSO4 (1%-ный раствор); дистиллированная вода.
Ход работы:
1.В пробирку налить 30 капель не разведенного яичного белка. 
2.Добавить 30 капель насыщенного раствора сульфата аммония. 
Содержимое пробирки перемешать. 
Получается полунасыщенный раствор сульфата аммония. При этом глобулиновая фракция осаждается, а альбуминовая остается в растворе.
[image: ]
Рис. 2. Схема сбора белкового осадка

3.Осадок глобулинов отфильтровать 
4.К фильтрату добавлять порошок сульфата аммония до тех пор, пока не прекратится растворение соли. Должен выпасть осадок – это альбумины. 
Сущность реакции заключается в дегидратации молекул белка.

Опыт 1Б. Выделение яичного альбумина при понижении ионной силы
При десятикратном разведении яичного белка дистиллированной водой глобулины выпадают в осадок, а альбумин остается в растворе.
Ход работы:
1. Осторожно иглой проделать отверстие в скорлупе яйца с двух сторон и вылить белок в стакан на 500 мл, затем добавить 250 мл дН2О и содержимое перемешать стеклянной палочкой с резиновым наконечником. 2. Раствор перенести в мерный цилиндр и объем довести дН2О до 300 мл. 
Раствор оставить на 30 мин при комнатной температуре для образования хлопьевидного осадка глобулинов. •Примечание: Пункты 1 и 2, выполняет дежурный студент, приготовленную суспензию использует каждый студент. 3. 20мл суспензии профильтровать через складчатый фильтр. 4. Наличие белка на фильтре проверить биуретовой реакцией: для этого воронку с фильтром вставить в чистую пробирку и на фильтр налить 1 мл 10% раствора NaOH и 1 каплю 1% раствора сульфата меди.
Появляется сине-фиолетовое или красно-фиолетовое окрашивание. Для пептидной (амидной) группы характерна лактам-лактимная таутомерия: В щелочной среде преобладающая лактимная (енольная) форма полипептида взаимодействует с медью с образованием стабильного окрашенного комплекса. 
Оценка результатов: Кратко записать результаты реакций. Вывод.

Опыт 2. Необратимое осаждение белков. Необратимое осаждение белков связано с глубокими нарушениями структуры белков (вторичной и третичной) и потерей ими нативных свойств. 
Такие изменения белков можно вызвать кипячением, действием концентрированных растворов минеральных и органических кислот, солями тяжелых металлов.
Осаждение при кипячении. Белки являются термолабильными соединениями и при нагревании свыше 50-60 оС денатурируют. 
Сущность тепловой денатурации заключается в разрушении гидратной оболочки, разрыве стабилизирующих белковую глобулу связей и развертывании белковой молекулы (рис. 29). Наиболее полное и быстрое осаждение происходит в изоэлектрической точке (когда заряд молекулы равен нулю), поскольку частицы белка при этом наименее устойчивы. Белки, обладающие кислыми свойствами, осаждаются в слабокислой среде, а белки с основными свойствами - в слабощелочной. В сильнокислых или сильнощелочных растворах денатурированный при нагревании белок в осадок не выпадает, т.к. его частицы перезаряжаются и несут в первом случае положительный, а во втором - отрицательный заряд, что повышает их устойчивость в растворе.
Оборудование: Штативы с мерными пробирками; автоматические пипетки; наконечники.
Реактивы: Яичный белок, 1%-ный и 10% -ный растворы уксусной кислоты, 10%-ный раствор NaOH.
Ход  работы:
В 5 пронумерованных пробирок налить по 10 капель раствора яичного белка. (Внимание! Все пробирки при нагревании закрывать ретортами). 1.Затем I пробирку нагреть до кипячения. Раствор мутнеет, но т.к. частицы денатурированного белка несут заряд, они в осадок не выпадают. 
Это связано с тем, что яичный белок имеет кислые свойства (его изоэлектрическая точка- 4,8) и в нейтральной среде заряжен отрицательно; 2.Во II пробирку добавить 1 каплю 1% раствора уксусной кислоты и нагреть до кипячения. Белок выпадает в осадок, т.к. его раствор приближается к изоэлектрической точке и белок теряет заряд (один из факторов устойчивости белка в растворе); 3.В III пробирку добавить 1 каплю 10% раствора уксусной кислоты и нагреть до кипения. Осадка не образуется, т.к. в сильнокислой среде частицы белка приобретают положительный заряд (сохраняется один из факторов устойчивости белка в растворе);61
4.К раствору белка в IV пробирке добавить 1 каплю 10% раствора уксусной кислоты, 1 каплю насыщенного хлорида натрия и нагреть. Выпадает осадок вследствие адсорбции ионов электролита (образование двойного электрического слоя) и нейтрализация заряда на частицах белка. 5.В V пробирку налить 1 каплю раствора NaOH, нагреть до кипения. 
Осадок не образуется, поскольку в щелочной среде отрицательный заряд белка увеличивается
Оценка результатов: Внести в таблицу характер  изменений в растворах.
[image: ]

Вывод: о влиянии структуры белка на его свойства, используемые при очистке.

Литература:
Исследование белков и нуклеиновых кислот: Учебное пособие / З.И. 
Абрамова. Казань: Казанский государственный университет им. 
В.И.Ульянова-Ленина, 2006. 157 с.


[bookmark: _Toc72314482]Лабораторная работа №16. Анализ продуктов гидролиза крахмала хроматографическим методом
	Цель работы: на примере кислотного гидролиза крахмала изучить процесс последовательной деполимеризации гомополисахарида. Провести хроматографический анализ гидролиза, идентифицировать продукты гидролиза и определить их относительное содержание.
Материалы и реактивы: крахмальный клейстер, 10%-ный раствор H2SO4, 0,1 н. раствор J в KJ, пластинки «Силуфол» н-бутанол, ледяная уксусная кислота, вода дистиллированная, фосфорная кислота, ланилин, дифениламин.
	Приборы: весы лабораторные, денситометр, термостат, хроматографическая камера, стаканы химические (50 см3), штатив с калиброванными пробирками вместимостью 10 см3, пипетки, стеклянная палочка, микрошприц, мерный цилиндр (25 см3).
	
Методика проведения анализа.
	1. Приготовление крахмального клейстера.
	В химическом стакане растворяют 1,5г крахмала в 25 см3 дистиллированной воды и доводят до кипения при интенсивном перемешивании стеклянной палочкой.
	2. Гидролиз крахмала.
	При нагревании крахмала с добавленными кислотами происходит его гидролиз по следующей схеме: (C6H10O5)x		    (C6H10O5)y		        C12H22O11	         C6H12O6,	где y < xD-глюкоза
мальтоза
декстрины
крахмал


	В мерную пробирку помещают 2 см3 крахмального клейстера и 6 капель раствора серной кислоты. Содержание пробирки встряхивают и ставят в стакан вместимостью 50 см3 с кипящей водой. Каждые 2 минуты отбирают пипеткой каплю раствора и переносят в пробирку с раствором йода. Для этого предварительно в 8 пробирок помещают по одной капле раствора йода и 5 капель воды.
	Последовательные пробы обнаруживают постепенное изменение окраски при реакции с йодом (синюю, сине-фиолетовую, красно-фиолетовую, красновато-оранжевую, оранжевую и жёлтую).
	Гидролиз крахмала заканчивают, когда крахмальный клейстер не будет давать цветной реакции с йодом. Отмечают общую продолжительность гидролиза.
	Известно, что крахмал с йодом даёт синее окрашивание. Декстрины в зависимости от величины цепочки, окрашиваются йодом в фиолетовые, красные и оранжевые цвета. Мальтоза и глюкоза не изменяют окраски йода. По окончании гидролиза проводят анализ реакционной смеси методом тонкослойной хроматографии (ТСХ).
	Выполнение анализа гидролизата крахмала методом ТСХ. На подготовленную пластинку «Силуфол» с помощью хроматографического микрошприца наносят 1мкл гидролизата в виде шплошной полосы длиной 2-7мл, отступая от бокового и нижнего краёв пластинки на расстояние 10мм. Пластинку вертикально помещают в хроматографическую камеру, которая заполнена разделяющей смесью до высоты 5мм. Состав разделяющей смеси: н-бутанол-ледяная уксусная кислота-вода в соотношении 60:15:25. Пластинку выдерживают в камере до тех пор, пока высота подъёма фронта восходящего растворителя не достигнет отмеченной длины разделительного пути. Разделительный путь 
(расстояние от линии старта до линии растворителя) равен 90мм.
	По окончании хроматографичекого разделения пластинку вынимают из камеры и сушат при комнатной температуре в вытяжном шкафу до полного испарения остатков растворителей.
	Затем разделение повторяют в той же системе растворителей. Высушенные пластинки погружают в реагент, представляющий собой следующую смесь: н-бутанол-вода-уксусная кислота-фосфорная кислота-анилин-гифениламин в количественном соотношении (60 см3 – 25 см3 – 15 см3 – 10 см3 – 1 см3 – 2г). Пластинки снова высушивают и проявляют в термостате при температуре 120OС в течение 5 минут.
	Идентификацию продуктов гидролиза проводят с помощью свидетелей и по значениям Rf. Данные приводят в таблице 2.3.
	Количественная оценка проводится с помощью специального прибора – денситометра, позволяющего получать результаты измерений в виде графической записи кривой зависимости оптической плотности по площади зоны.
	При расчёте концентраций компонентов исследуемой смеси используют метод внутренней нормализации. Концентрация каждого компонента смеси в относительных процентах вычисляется по формуле:	,	где Si – геометрическая площадь соответствующего пика на денситограмме.
	Результаты вычислений приводят в табл. 2.3.
Таблица 2.3
Результаты хроматографического анализа продуктов кислотного гидролиза крахмала
	№№ п/п
	Название компонентов 
смеси
	Rf
	Цвет пятна
	Относительное содержание компонента, %

	1.
	Декстрины
	
	
	

	2.
	Мальтоза
	0,25
	серо-голубой
	

	3.
	D-глюкоза
	0,36
	оливково-серый
	



	По окончании исследования делают вывод о продолжительности процесса до исчезновения контрольной окраски йода, фактическом составе гидролизной смеси и относительном содержании компонентов.


[bookmark: _Toc72314483]Лабораторная работа №17. Выделение и определение содержания белков в растительных материалах
Реактивы и оборудование
1. Пшеница, горох, солод, клубни картофеля.
2. 0,1 н. HCl.
3. ТХУ – 10%-ный раствор.
4. 0,35%-ный раствор соды.
5. Реактивы для определения белка по Лоури.
	Работа проводится в несколько этапов:
1. Зерно  и солод измельчают на лабораторной мельничке, клубни картофеля измельчают на тёрке и отжимают сок.
2. Экстракцию белков из зернового сырья осуществляют водой или раствором соды.
	10 г измельчённого материала экстрагируют 150 см3 выбранного экстрагента при интенсивном перемешивании на мешалке в течение 3 минут. Растворённые белки отделяют от осадка центрифугированием. Надосадочную жидкость используют в опытах по осаждению белков.

1. Осаждение белков раствором ТХУ.
В пробирки вносят растворы в количествах, указанных в табл. 1.2.
Таблица 1.2
	№ п/п
	Раствор белка, см3
	H2O, см3
	ТХУ, см3
	Кратность разведения исходного раствора 
	Показание ФЭКа
	Содержание белка, мг/см3

	
	
	
	
	
	
	в надосадочной жидкости
	
в осадке

	1
	5
	5
	0
	
	
	
	0

	2
	5
	4
	1
	
	
	
	

	3
	5
	3
	2
	
	
	
	

	4
	5
	2
	3
	
	
	
	

	5
	5
	0
	5
	
	
	
	


	
Содержимое пробирок встряхивают и оставляют на некоторое время для формирования осадка. Если осадок не формируется, пробирки прогревают в воде с температурой 30-400С.
В надосадочной жидкости после фильтрации определяют содержание белка по методу Лоури. При необходимости испытуемый раствор разводят в 2 или 4 раза.
Полученные результаты вносят в табл. 1 и по ним строят график осаждения белка нарастающими концентрациями ТХУ. Определяют концентрацию ТХУ, достаточную для максимального осаждения белков.
2. Осаждение белков при изменении pH среды.
	В пробирки вносят растворы в количествах, указанных в табл. 1.3.
Таблица 1.3
	№ п/п
	Раствор белка, см3
	H2O, см3
	0,1 н HCl, см3
	Кратность разведения исходного раствора
	Показание ФЭКа
	Содержание белка, мг/см3

	1
	5
	5
	0
	
	
	

	2
	5
	3
	2
	
	
	

	3
	5
	2
	3
	
	
	

	4
	5
	1
	4
	
	
	

	5
	5
	0
	5
	
	
	



	В пробирки с раствором белка вначале вносят заданное количество соляной кислоты, содержимое пробирок встряхивают и оставляют на несколько минут для формирования осадка. Затем вносят необходимое количество воды для компенсации объёма. Пробирки повторно встряхивают, и содержимое фильтруют через сухой фильтр. В фильтрате определяют белок по Лоури. Полученные данные вносят в таблицу и по ним строят график. При необходимости фильтрат предварительно разводят водой в 5 или 10 раз.

[bookmark: _Toc72314484]Лабораторная работа №18. Методы анализа запасных клеточных макромолекул 
Цель работы: освоение методов определения полисахаров.
Определение полисахаров. Реакция основана на взаимодействии сахаров с антроновым реактивом, который образует синевато-зеленое окрашивание со всеми растворимыми углеводами. Окрашиваемость раствора определяется концентрацией сахаров. Это позволяет при определении углеводов использовать калибровочную кривую, составленную по глюкозе для определения всех углеводов.
Метод дает возможность определять полисахара типа крахмала в небольших концентрациях и пригоден для анализа бактериальных клеток.
Материалы и оборудование:
1. Антроновый реактив (0,2 %-ный раствор антрона в концентрированной серной кислоте (200 мг в 100 см3 H2SO4); 
2. 3 %-ный раствор HCl; 
3. Насыщенный раствор уксуснокислого свинца; 
4. Насыщенный раствор сернокислого натрия; 
5. Термостойкие пробирки; 
6. Мерные колбы на 100 мл; 
7. Пипетки на 1, 5, 10 мл; 
8. Водяная баня; 
9. Фотоколориметр.
Ход работы:
1. Взвесить на аналитических весах 100 мг измельченной высушенной биомассы и поместить в пробирку. 
2. Залить биомассу 20 мл 3 % соляной кислотой и гидролизовать на кипящей водяной бане в течение 3 ч. 
3. После гидролиза остудить пробирки и добавить 3 мл насыщенного раствора уксусного кислого свинца для осаждения белков и 9 мл насыщенного раствора сернокислого натрия для осаждения свинца. 
4. Перенести содержимое пробирки в мерную колбу на 100 мл, сполоснуть пробирки несколькими порциями дистиллированной воды, собрать в мерную колбу и довести объем колбы водой до метки. 
5. В отдельную пробирку отфильтровать раствор через фильтр «синяя лента» и отобрать для анализа 1 мл раствора в чистую пробирку. 
6. К 1 мл отфильтрованного раствора осторожно по стенке пробирки добавить 5 мл антронового реактива (пробирки с пробой предварительно поставить в стакан с холодной водой или на лед) и провести реакцию на кипящей водяной бане в течение 15 мин. 
7. После окончания реакции пробирки остудить под струей холодной воды и провести замер оптической плотности на фотоколориметре в сантиметровой кювете при красном светофильтре против холостой пробы. Холостая проба готовится так: к 1 мл дистиллированной воды добавляется 5 мл антронового реактива и кипятится вместе с пробами на водяной бане. 
8. Расчет содержания общих углеводов проводится по калибро-вочному графику. Для построения калибровочной кривой используют глюкозу. Исходный раствор – 100 мг глюкозы на 1 л воды. Из него делается серия разведений от 10 до 100 мкг глюкозы в 1 мл. 
Вычисления производят по формуле Х = a × ν × 100/н, где а – количество сахара, найденное по калибровочной кривой; ν – объем экстракта; н – навеска.
Результаты анализа оформить в виде таблицы:
[image: ]
Контрольные вопросы:
1. В каких условиях роста микроорганизмы синтезируют запасные вещества?
2. Какие основные запасные вещества содержат микроорганизмы? 
3. В чем заключается принцип антронового метода?

Литература:
Введение в биотехнологию. Версия 1.0 [Электронный ресурс] : метод. ука-зания по лаб. работам / сост. : Т. Г. Волова, Н. А. Войнов, Е. И. Шишацкая, Г. С. Калачева. – Электрон. дан. (2 М б). – Красноярск : ИПК СФУ, 2008. –  (Введение в биотехнологию : УМКД № 143-2007 / рук. творч. коллектива Т. Г. Волова).

[bookmark: _Toc72314485]Лабораторная работа №19. Выделение кофеина из растительного сырья 
Цель работы: освоить методику выделения кофеина из растительного сырья.
А. Оборудование и реактивы: чай – 100г; оксид магния – 50г; хлороформ – 150мл; серная кислота, 20%-ный раствор; гидроксид натрия, 20%-ный раствор. Круглодонная колба на 0,8-1 л.; коническая воронка, воронка с гвоздиком, фарфоровая чашка на 250-500 мл, делительная воронка, химический стакан или коническая колба на 0,5 л, 2 конические колбочки на 50 мл, приёмник со шлифом на 100-150 мл.
	К 100 г сухого чая приливают взвесь 40-50 г оксида магния в 400 мл воды, затем 400 мл воды и кипятят 10-15 минут. Водный раствор декантируют через тампончик ваты, кипячение повторяют ещё один или два раза с новыми порциями воды по 250 мл. Объединённую водную вытяжку подкисляют разбавленной серной кислотой до кислой реакции на конго или по универсальному индикатору /pH 1-2/, концентрируют в выпаривательной чашке до 1/3 первоначального объёма. Фарфоровую чашку следует нагревать на паровой бане, не допуская перегревов раствора и кристаллов на краях чашки, упаривать до 200-250 мл. Горячий раствор фильтруют через ватный тампон, подщелачивают до слабощелочной реакции /pH 8-9/, охлаждают до 20oС, и лишь после этого экстрагируют хлороформом /3-4 раза по 30-40мл/. Экстракцию проводят в делительной воронке на 300-400 мл. При отсутствии воронки экстракцию можно проводить в конической колбе того же объёма, встряхивая круговыми движениями колбу, закрытую ватным тампоном или корковой пробкой, после этого большую часть раствора декантируют, а остаток разделяют в маленькой делительной воронке. Хлороформную вытяжку промывают сначала несколькими миллилитрами разбавленной щёлочи, затем таким же количеством воды. Растворитель отгоняют (лучше в роторном испарителе); в остатке получают сырой кофеин, который кристаллизуется в виде белых шелковистых игл с температурой плавления 234OС.
Б. Оборудование и реактивы: чай – 25г; этанол – 125мл; оксид магния – 40г; 5%-ный раствор H2SO4 – 10мл; 2%-ный раствор NaOH – несколько мл; хлороформ – 40мл; аппарат Сокслета; водяная баня; фарфоровая чашка; прибор для фильтрования.
В бумажный цилиндр аппарата Сокслета помещают 25г тонкоизмельчённого чая. В нижнюю колбу прибора вносят 120мл этилового спирта. Колбу со спиртом нагревают до тех пор, пока спиртовая вытяжка, сливающаяся из сифанирующей трубки, станет соломенно-жёлтой. Спиртовую вытяжку приливают к суспензии 40г оксида магния в 100мл воды (для удаления из смеси дубильных веществ) и, часто помешивая, выпаривают в фарфоровой чашке на водяной бане досуха. Порошкообразный остаток кипятят с водой: сначала с порцией в 120мл, затем ещё 3 раза с порциями по 60мл каждая. Осадок всякий раз отсасывают от горячей смеси (экстракцию водой следует выполнять быстро: кофеин летуч).                       
К соединённым водным вытяжкам прибавляют 10мл 5%-ной H2SO4. Упаривают на водяной бане до объёма около 100мл. В случае необходимости раствор ещё горячим отфильтровывают от образующегося иногда хлопьевидного осадка. Далее кофеин извлекают четырьмя порциями по 10мл хлороформа. К светло-жёлтому хлороформенному раствору прибавляют для обесцвечивания несколько миллилитров 2%-ного раствора гидроксида натрия. Промывают водой. Хлороформ выпаривают.Оставшийся сырой кофеин перекристаллизовывают из небольшого количества воды. 
Выход 0,5г кофеина в виде тонких шелковистых игл содержащих одну молекулу воды. Плавится в запаянном капилляре после дегидратации при 235OС с возгонкой.
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Кривая роста – это суммарная запись истории роста культуры. Этого не всегда достаточно для того, чтобы можно было предвидеть и изменить по желанию состояние клеток. Изменения биохимических свойств клеток по ходу роста представляются не менее важным моментом для оценки возможности получения того или иного продукта с помощью микробных клеток.
В фазе активного роста бактерии синтезируют преимущественно азотсодержащие вещества – белки и нуклеиновые кислоты. По мере старения культуры синтез этих веществ замедляется и накапливаются запасные вещества. Поэтому уровень общего азота в клетке отражает степень активности культуры, что делает необходимым определение биохимического состава культуры в процессе роста. Содержание общего азота обычно определяется по Кьельдалю. Так как на долю азота в белке приходится 16 %, то данные, полученные по этому методу, легко пересчитать на белок. Количество белка в клетках можно определить непосредственно по методу Лоури, пользуясь реактивом Фолина, который дает цветную реакцию с тирозином и триптофаном. 
Цель работы: освоение метода определения общего азота в бактериальной биомассе (на примере штамма R. eutrophus B-5786).  
 Материалы и оборудование
- предварительно высушенная биомасса R. eutrophus B-5786, ото-бранная из фазы активного роста и стационарной фазы роста; - весы аналитические; - электрическая плитка или песочная баня; - термостойкие пробирки диаметром 2 см и высотой 20 см с точной меткой 40 мл; - штативы; - фотоэлектроколориметр; - мерные колбы емкостью 1 л, 100 мл и 50 мл; - градуированные пипетки; - H2SO4 концентрированная; - перекись водорода 30 %-ная; - 50 %-ный раствор сегнетовой соли; - реактив Несслера, лакмусовая бумага; - ГСО для определения азота.
Ход работы
1. На аналитических весах отвешивают 40 мг тонкоразмолотой биомассы и переносят в термостойкую пробирку диаметром около 2 см, вы-сотой 20 см и емкостью 40 мл (с точной меткой). 
2. В пробирки приливают по 3 мл концентрированной серной кислоты и по 0,5 мл 30 %-ной перекиси водорода и помещают в баню с песком, установленную на электроплитке. Минерализацию проб проводят при температуре около 400 °С. Для ускорения минерализации органических веществ через 1 ч после начала кипения в пробирки осторожно добавляют еще по 0,5 мл перекиси водорода. Нагревание продолжают до полного обесцвечивания содержимого пробирок.
3. После окончания озоления пробирки выдерживают еще 15–20 мин для окончания разложения перекиси водорода. Затем в охлажденные пробирки очень осторожно приливают воду – 10 мл. 
4. Содержание пробирок нейтрализуют 10 %-ным раствором NaOH. 
Конец нейтрализации определяют по посинению лакмусовой бумажки, небольшую полоску которой помещают в пробирку. 
5. Чтобы избежать появления опалесценции раствора, в колбы добавляют по 1 мл 50 %-ного раствора сегнетовой соли и приливают по 2 мл реактива Несслера. Необходимо строго соблюдать порядок добавления реактивов. Содержимое в пробирках тщательно перемешивают. 
6. В результате реакции между аммиаком и реактивом Несслера раствор окрашивается при малом содержании азота в желтый цвет, при более высоком – в оранжевый. Растворы должны быть совершенно прозрачными. 
Интенсивность окраски растворов определяют на фотоэлектроколориметре с синим светофильтром. 
7. Вычисление результатов. Содержание азота рассчитывают по калибровочной кривой, для построения которой используют образцовый раствор NH4CI или ГСО. При приготовлении этого раствора 0,382 г химически чистого (х.ч.) перекристаллизованного NH4C1 растворяют в 1 л бидистиллированной воды и получают исходный раствор с содержанием 0,1 мг азота в 1 мл. Из этого раствора путем десятикратного разведения готовят образцовый раствор с содержанием 0,01 мг азота в 1 мл. Шкалу образцовых растворов готовят со следующими концентрациями (мг азота в колбе емкостью 50 мл): 0,01; 0,02; 0,04; 0,06; 0,08; 0,10; 0,15; 0,20; 0,25. 
На занятиях используем готовую калибровочную кривую. Находим содержание общего азота в 40 мг биомассы и рассчитываем процент содержания азота в сухой биомассе. Для пересчета на белок, полученный результат умножаем на коэффициент 2,5. Результаты анализов оформляем в виде таблицы.
Таблица 1. Содержание общего азота и белка в биомассе бактерий, % сухого вещества
[image: ]

Вопросы:
1. Почему необходимо изучать биохимический состав микроорганизмов? 
2. Каковы основные методы определения белковых компонентов клетки? 
3. В чем заключаются принципы определения общего азота?
4. Какие отличия наблюдаются при определении общего азота в клетках бактерий, отобранных в разные фазы роста?

Литература:
Введение в биотехнологию. Версия 1.0 [Электронный ресурс] : метод. ука-зания по лаб. работам / сост. : Т. Г. Волова, Н. А. Войнов, Е. И. Шишацкая, Г. С. Калачева. – Электрон. дан. (2 М б). – Красноярск : ИПК СФУ, 2008. –  (Введение в биотехнологию : УМКД № 143-2007 / рук. творч. коллектива Т. Г. Волова).
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Опыт 1. ФРУКТОЗОДИФОСФАТАЛЬДОЛАЗА ИЗ МЫШЦ КРОЛИКА

Альдолаза катализирует реакцию расщепления фруктозо-1,6-дифосфата на 3-фосфоглицериновый альдегид (глицеральдегид-3-фосфат) и фосфодиоксиацетон (дигидроксиацетонфосфат). Альдолаза мышечной ткани – тетрамер (молекулярная масса 162 кДа), состоящий из 4 одинаковых субъединиц. Поглощение 0,1%-го раствора альдолазы при длине волны 280 нм () равно 0,91. 
Выделение фермента из скелетных мышц кролика
Реактивы.

1. Сульфат аммония, насыщенный раствор, рН 7,5.
2. ЭДТА динатриевая соль, 5мМ раствор, рН 7,5.
3. 5% раствор аммиака (готовят из концентрированного. Аммиака, 25 %).
4. Раствор сульфата аммония со степенью насыщения 0,52, приготовленный на 5%-ном растворе аммиака.
5. Раствор сульфата аммония со степенью насыщения 0,5, приготовленный на 25 мМ глицил-глициновом буфере, рН 7,5.

Всю работу проводят при 2-4оС.

Экстракция. 100 г мышц измельчают скальпелем или ножницами до размера около 5 мм. Затем измельченную ткань переносят в гомогенизатор с металлическими ножами, добавляют 150 мл охлажденного 5мМ раствора ЭДТА, рН 7,5, измельчают до гомогенного состояния, переносят в стакан, добавляют еще 75 мл охлажденного 5мМ раствора ЭДТА, рН 7,5, и перемешивают в течение 10 мин. После чего гомогенат отжимают через 4 слоя марли и центрифугируют (20 мин при 18000g). Собирают супернатант. Отбирают 200 мкл для электрофоретического анализа.	
Фракционирование сульфатом аммония. Доводят рН экстракта до 7,5 холодным 5% раствором аммиака. Нельзя проводить измерения с помощью pH-метра непосредственно в экстракте! Измерения pH следует производить при помощи разведений (в 20 раз), аналогично доведению pH в растворах сульфата аммония. Также в качестве вспомогательного средства можно пользоватьтся индикаторной бумагой. Добавляют равный объем насыщенного раствора сульфата аммония (рН 7,5), по каплям с помощью делительной воронки при интенсивном перемешивании в течение 30 минут, оставляют на 15 мин на холоде. Центрифугируют (20 мин при 18000g). Собирают супернатант, отбирают 200 мкл для электрофоретического анализа. Супернатант доводят до насыщения 0,52 (добавлением 4 мл насыщенного раствора сульфата аммония, рН 7,5, на каждые 100 мл раствора); рН доводят до 8,0 с помощью раствора сульфата аммония со степенью насыщения 0,52, приготовленного на 5%-ном растворе аммиака (pH доводят также при помощи разведений). Для определения рН раствор надо разводить в 20 раз. Следует довести рН небольшого объема ферментного раствора, затем пересчитать на весь объем, аммиак добавлять постепенно, проверяя рН повторными разведениями. Ферментный раствор оставить на сутки или более на холоде. Альдолаза кристаллизуется в течение нескольких часов или несколько дней. Начало кристаллизации может быть ускорено постепенным нагреванием раствора до комнатной температуры с последующим охлаждением до 0-5оС. Осадок собирают центрифугированием (20 мин при 30000g) и суспендируют в растворе сульфата аммония со степенью насыщения 0,5, приготовленном на 25 мМ глицил-глициновом буфере, рН 7,5. Кристаллы альдолазы хранят в виде суспензии при +4оС.	

Определение активности 
В данном разделе будут описаны два метода определения активности альдолазы – по скорости окисления NADH и по скорости восстановления NAD+. В работе в основном мы предлагаем использовать первый метод, второй мы рекомендуем использовать только для измерения активности коммерческого препарата альдолазы.
а. Спектрофотометрически по скорости окисления NADH
Используя в качестве субстрата фруктозобисфосфат и добавляя в качестве вспомогательных ферментов триозофосфатизомеразу и глицерол-3-фосфат-дегидрогеназу, можно восстановить оба продукта альдолазной реакции (глицеральдегид-3-фосфат – после его превращения в дигидроксиацетонфосфат), что будет сопровождаться окислением NADH (двух молей на моль прореагировавшего субстрата). За ходом реакции следят спектрофотометрически.
  
Реактивы
1. 50 мМ Глицил-глициновый буфер, рН 7,5
2. 20 мМ раствор NADH, рН 8,0 (хранится в холодильнике несколько дней)
3. 75 мМ раствор натриевой соли фруктозобисфосфата, рН 7,5
4. Коммерческий ферментный препарат, содержащий триозофосфатизомеразу и глицерол-3-фосфат-дегидрогеназу. Рабочий раствор (около 20 мг белка в 1 мл) готовится на 50 мМ глицин-глициновом буфере, рН 7,5. Может храниться несколько дней в морозильнике без потери активности.
5. Фруктозобисфосфатальдолаза, свежеприготовленный раствор на 50 мМ глицил-глициновом буфере, рН 7,5

Растворы ферментов и NADH в процессе работы, должны обязательно находиться в ледяной бане.
В спектрофотометрическую кювету помещают 1,8 мл глицин-глицинового буфера, 35-40 мкл раствора NADH, 60-70 мкл раствора вспомогательных ферментов, 35-40 мкл альдолазы. Реакцию начинают добавлением 60-70 мкл раствора фруктозобисфосфата, за ходом реакции наблюдают при 340 нм первые 3 минуты, измеряя оптическое поглощение каждые 30 секунд.

б. Спектрофотометрически по скорости восстановления NAD+

Данный метод рекомендуется для измерения активности только высокоочищенного коммерческого препарата альдолазы. Этот метод основан на применении сопряженной системы, в которой в качестве вспомогательного фермента используется глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназа (ГАФД).

Реактивы
1. 50 мМ глицил-глициновый буфер, рН 7,6, содержащий 15 мМ арсенат натрия и 0,5 мг/мл дитиотреитол (арсенат натрия и дитиотреитол добавляют в день работы)
2. 5 мМ NAD+
3. свежеприготовленный раствор ГАФД на 50 мМ глицил-глициновом буфере, рН 7,6, содержащем 15 мМ арсенат натрия и 0,5 мг/мл дитиотреитол
4. 75 мМ фруктозо-1,6-дифосфат (готовят 5 мл, навеска около 17 мг)
5. фруктозодифосфатальдолаза, свежеприготовленный раствор на 50 мМ глицил-глициновом буфере, рН 7,6 (не содержащем дитиотреитол и арсенат). Для этого 20 мкл осадка кристаллов альдолазы растворяют в 2 мл 50 мМ глицил-глицинового буфер, рН 7,6.
Для определения концентрации белка спектрофотометрическим методом необходимо его разводить в буфере, не содержащим дитиотреитол, так как детиотреитол поглощает в УФ-области!

Система для определения активности (объем реакционной смеси 2 мл):
1. 1,8 мл 50 мМ глицил-глицинового буфера, рН 7,6, содержащий 15 мМ арсенат натрия и 0,5 мг/мл дитиотреитол
2. 50 мкл 5 мМ NAD+
3. 50 мкл ГАФД, приготовленной на 50 мМ  глицил-глициновом буфере, рН 7,6, содержащем 15 мМ арсенат натрия и 0,5 мг/мл дитиотреитол
4. 50-100 мкл 75 mM фруктозодифосфата 
5. фруктозодифосфатальдолаза, свежеприготовленный раствор на 50 мМ глицил-глициновом буфере, рН 7,6 (вносят 10-50 мкл).

Растворы ферментов,  NAD+  и фруктозобисфосфата должны находиться на льду. За ходом реакции наблюдают при 340 нм первые 3 минуты, измеряя оптическое поглощение каждые 30 сек. Реакцию начинают добавлением фруктозодифосфата. Расчет активности производят по линейному участку.
Данный метод точен только при измерении активности препарата фермента высокой степени очистки, так как в иных случаях в препарате альдолазы обычно присутствуют примеси триозофосфатизомеразы и глицерол-3-фосфат-дегидрогеназы. 

Опыт 2. ГЛИЦЕРАЛЬДЕГИД-3-ФОСФАТДЕГИДРОГЕНАЗА ИЗ МЫШЦ КРОЛИКА 

Глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназа (ГАФД) катализирует реакцию окисления глицеральдегид-3-фосфата, сопряженную с фосфорилированием. Фермент представляет собой тетрамер, состоящий из четырех идентичных субъединиц (мол. масса 144 кДа). Поглощение 0,1%-го раствора ГАФД при длине волны 280 нм () равно 1,03.
 Выделение фермента из скелетных мышц кролика.
Реактивы:
1. Сульфат аммония, мелкоизмельченный
2. Сульфат аммония, насыщенный раствор, рН 7,5
3. Сульфат аммония, насыщенный раствор, рН 8,4
4. Раствор сульфата аммония с насыщением 0,67, pH 8,4, содержащий ЭДТА-динатриевую соль  (1мМ) и
 дитиотреитол (1мМ)
5.   KOH – 30 мМ, содержащий 1мМ ЭДТА-динатриевую соль
6.  Бидистиллированная вода, содержащая ЭДТА-динатриевую соль (1мМ) и  дитиотреитол (1мМ), рН 7,5
6. Аммиак.

Всю работу проводят при 2-4оС.

Экстракция. 100 г  мышц измельчают ножницами или скальпелем до размера около 5 мм. Затем ткань помещают в гомогенизатор с металлическими ножами,  заливают 200 мл  30 мМ KOH, содержащей 1мМ ЭДТА, измельчают до гомогенного состояния, переносят в стакан, добавляют еще 100 мл  30 мМ KOH, содержащей 1мМ ЭДТА, перемешивают на магнитной мешалке 20 мин, отжимают через три слоя марли. Затем экстракт центрифугируют при 18000 g в течение 20 мин, осадок отбрасывают, оставляют супернатант. рН экстракта должен быть около 7,1 (при 0оС). В случае более низкого pH его следует довести при помощи добавления KOH. Нельзя проводить измерения с помощью pH-метра непосредственно в экстракте! Измерения pH следует производить при помощи разведений (в 20 раз), аналогично доведению pH в растворах сульфата аммония. Также в качестве вспомогательного средства можно пользоватьтся индикаторной бумагой. Отбирают 200 мкл для электрофоретического анализа.

Фракционирование сульфатом аммония. К постоянно перемешивающемуся экстракту через делительную воронку добавляют насыщенный раствор сульфата аммония, рН 7,5 до 0,52 насыщения. На этой стадии раствор можно оставить на ночь в холодильнике. Осадок отделяют центрифугированием (18000g, 30 мин), собирают супернатант (отбирают 200 мкл для электрофоретического анализа), добавляют сухой сульфат аммония до 0,7 насыщения (время добавления сульфата аммония – 15-20 минут). Через 30 мин после растворения последней порции соли осадок отделяют центрифугированием (18000g, 30 мин), к центруфугату (предварительно отобрав 200 мкл для электрофореза) добавляют сухой сульфат аммония до 0,9 насыщения. Через 30 мин осадок собирают (18000g, 30 мин) и растворяют в минимальном объеме бидистиллированной воды, содержащей ЭДТА (1мМ) и  дитиотреитол (1мМ), рН 7,5. Отбирают 200 мкл для электрофореза.
Кристаллизация
К ферментному раствору медленно при помешивании добавляют 2 объёма (по отношению к объему ферментного раствора) насыщенного сульфата аммония, pH  8,4, и оставляют в холодильнике на 2 дня. Кристаллизация фермента начинается через несколько часов и заканчивается через 2-3 дня.
Перекристаллизация
Суспензию кристаллов центрифугируют  20 мин при 40000 g, осадок растворяют в бидистиллированной воде, содержащей ЭДТА (1мМ) и  дитиотреитол (1мМ), отбирают пробу 200 мкл для электрофореза, добавляют два объёма насыщенного сульфата аммония, pH  8,4, и оставляют в холодильнике на 2-3 дня.
Хранят полученный фермент в холодильнике, в виде суспензии кристаллов в растворе сульфата аммония  0,67 насыщения pH 8,4 , содержащего ЭДТА  (1мМ), и дитиотреитол (1мМ). Получается паста розового цвета.

Определение активности
Реактивы
1.  50 мМ глициновый буфер, содержащий 5 мМ ЭДТА-динатриевую соль, 5 мМ арсенат натрия (яд!) и 0,5 мг/мл дитиотреитол (дитиотреитол добавляют непосредственно перед работой!), рН 8,9
2.   3-фосфоглицериновый альдегид с приблизительной концентрацией 30мМ (см. приложение), рН около 5 (учитывая чистоту препарата необходимо взять навеску примерно в 2 раза больше расчетной, то есть около 15 мг/мл).
3.   NAD+, 30мМ раствор
4.   ГАФД, свежеприготовленный раствор на 50 мМ глициновом буфере, содержащем 
      5 мМ ЭДТА-динатриевую соль, 1 мг/мл дитиотреитол, 5 мМ арсенат натрия, рН 8,9

Для определения концентрации белка спектрофотометрическим методом необходимо его разводить в буфере, не содержащим дитиотреитол, так как детиотреитол поглощает в УФ-области!
20 мкл осадка растворяют в 2 мл 50 мМ глицинового буфера, рН 8,9.
В спектрофотометрическую кювету, содержащую 2  мл  50 мМ глицинового буфера, содержащего 5 мМ ЭДТА, 1 мг/мл дитиотреитол, 5 мМ арсенат натрия, рН 8,9, вносят NAD+, 10-50 мкл ГАФД. Затем начинают реакцию добавлением 3-фосфоглицеринового альдегида. За ходом реакции наблюдают при 340 нм первые 30 сек, измеряя оптическое поглощение каждые 5-10 сек.

Опыт 3. ЛАКТАТДЕГИДРОГЕНАЗА ИЗ МЫШЦ КРОЛИКА

Лактатдегидрогеназа (ЛДГ) катализирует реакцию восстановления пировиноградной кислоты в молочную. ЛДГ имеет молекулярную массу 140 кДа и представляет собой тетрамер, построенный из мономеров двух или трех типов, имеющих молекулярную массу около 35 кДа. Поглощение 0,1%-го раствора ЛДГ при длине волны 280 нм () равно 1,46.
Выделение фермента из скелетных мышц кролика.
Реактивы.
1. КОН – 30 мМ раствор, содержащий 1мМ ЭДТА-динатриевую соль и 0,2 мМ дитиотреитол, который добавляют непосредственно перед выделением фермента
2. Сульфат аммония, мелкоизмельченный
3. Сульфат аммония – насыщенный раствор
4. Сульфат аммония – насыщенный раствор, рН 7,5-7,8
5. Раствор аммиака
6. Бидистиллированная вода

Всю работу проводят при 2-4оС.
Экстракция. 100 г мышц измельчают ножницами или скальпелем до размера примерно 5 мм. После чего ткань переносят в гомогенизатор с металлическими ножами, добавляют 100 мл 30 мМ КОН, содержащего 1мМ ЭДТА и 0,2 мМ ДТТ, гомогенизируют до получения достаточно однородной массы. После чего переносят в стакан, добавляют равный объем бидистиллята и экстрагируют при постоянном перемешивании в течение 10 мин. Гомогенат отжимают через 3-4 слоя марли, осадок отделяют центрифугирированием (30 мин, 18000g). рН экстракта доводят до 7,5-7,8 добавлением разбавленного аммиака. Нельзя проводить измерения с помощью pH-метра непосредственно в экстракте! Измерения pH следует производить при помощи разведений (в 20 раз), аналогично доведению pH в растворах сульфата аммония. Также в качестве вспомогательного средства можно пользоватьтся индикаторной бумагой. Отбирают 200 мкл для электрофореза. 
Фракционирование сульфатом аммония. К постоянно перемешивающемуся экстракту через делительную воронку добавляют по каплям насыщенный раствор сульфата аммония, рН 7,5-7,8, до насыщения 0.52. Полученный раствор выдерживают 15 минут при постоянном перемешивании, осадок отделяют центрифугированием (30 минут при 18000 g). Супернатант  фильтруют через марлю, чтобы избавиться от жира, отбирают 200 мкл для электрофореза, добавляют сухой сульфат аммония до насыщения 0,72, после чего перемешивают еще 15 минут. Осадок собирают центрифугированием (30 минут при 18000 g).  Супернатант сливают, осадок можно оставить в холодильнике на несколько дней в плотно закрытом центрифужном стакане. 
Тепловая обработка и кристаллизация. Осадок растворяют в минимальном объеме холодной бидистиллированной воды. Объем воды фиксируют, после растворения осадка измеряют объем раствора и рассчитывают концентрацию сульфата аммония. Отбирают пробу для электрофореза. Определяют концентрацию белка спектрофотометрическим методом. Белок разводят до концентрации 30 мг/мл и добавляют при постоянном перемешивании сухой сульфат аммония до насыщения 0.55, оставляют на 15 мин при постоянном перемешивании. Осадок собирают центрифугированием (10 минут при 40000g), растворяют в  небольшом объеме холодной бидистиллированной воды. Ферментный раствор помещают в баню при 58оС на 3 минуты (до образования творожистого осадка), затем  охлаждают в ледяной бане. Осадок отделяют центрифугированием (10 минут при 40000 g). Собирают супернатант, отбирают пробу для электрофореза. 
К супернатанту по каплям через делительную воронку добавляют насыщенный раствор сульфата аммония приблизительно до насыщения 0,5 (до помутнения раствора). Фермент оставляют кристаллизоваться в холодильнике на несколько дней. Образовавшиеся кристаллы собирают центрифугированием (15 минут при 40000 g) и  суспендируют в сульфате аммония со степенью насыщения 0.55 (в этом виде фермент можно хранить).

Определение активности
Активность ЛДГ определяют с использованием пировиноградной кислоты в качестве субстрата.
Реактивы:
1. Пируват натрия, 40мМ, рН 5,0
2. NADH, 6,5 мМ (5 мг/мл) (NADH имеет свойство разлагаться при хранении, поэтому навеску рекомендуется брать на 40% больше расчетной).
3. Калий-фосфатный буфер,  40мМ, рН 7,4
4. Калий-фосфатный буфер, 10 мМ, рН 7,4
5. ЛДГ, 0,4 Е/мл, свежеприготовленный раствор на 10мМ калий-фосфатном 
буфере, рН 7,4

В кювету вносят 1,7 мл 40 мМ калий-фосфатного буфера, 50-200 мкл NADH (конечная концентрация должна быть порядка 10мкМ, оптическая плотность при 340 нм должна быть около 1,0), 10-30 мкл ЛДГ. Реакцию начинают добавлением 50-100 мкл раствора пирувата натрия. Общий объем реакционной смеси примерно равен 2мл*, корректируют за счет добавления буфера.
* Можно не учитывать изменения объема, если суммарный объем добавок не превышает 10% от объема пробы.

Опыт 4. ПИРУВАТКИНАЗА ИЗ СКЕЛЕТНЫХ МЫШЦ КРОЛИКА
Пируваткиназа катализирует необратимую реакцию превращения фосфоенолпирувата в пируват, сопровождающуюся образованием АТФ. В тканях млекопитающих известны три изозима пируваткиназы, каждый состоит из четырех идентичных субъединиц. Изозимы имеют молекулярную массу от 200 000 до 250 000 Да; молекулярная масса субъединицы – от 50 000 до 61 000 Да.
Выделение и очистка фермента.
Реактивы
1. 1 мМ ЭДТА-динатриевая соль, рН 7,0;
2. 0,15 мМ ЭДТА-динатриевая соль, рН 7,0;
3. 1 М раствор имидазола, рН 7,0;
4. 10-15%-ный раствор аммиака;
5. Мелкоизмелченный сульфат аммония;
6. Раствор сульфата аммония с 80%-ным насыщением, содержащий 10 мМ β-меркаптоэтанол, рН 7,0;
7. КМ-целлюлоза;
8. 30мМ К-фосфатный буфер (рН 6,0), содержащий 10 мМ β-меркаптоэтанол (буфер А);
9. Буфер А, содержащий 30 мМ KCl;
10. Буфер А, содержащий 100 мМ KCl;
11. 1М KCl
12. 10 мМ МЕС (2-(N-морфолино)этансульфоновая кислота), оттитрованный ТРИС до рН 6,5, 0,5 мМ ЭДТА-динатриевая соль, 10 мМ  β-МЭ (Буфер Б);
13. 10 мМ МОПС буфер, оттитрованный ТРИС до рН 7,2 и содержащий 0,5 мМ ЭДТА-динатриевую соль, 10 мМ β-МЭ (буфер В);
14. Буфер В, содержащий 0,5 мМ ФЕП (фосфоенолпируват);
15. Буфер В, содержащий 0,5 мМ ФЕП и 20 мМ KCl;
16. Буфер В, содержащий 0,5 мМ ФЕП и 100 мМ KC;

Все операции проводят на льду.
Фермент выделяют из замороженных мышц кролика. Мышцы тонко измельчают, затем гомогенизируют в блендере таким образом, чтобы мышечная масса не нагревалась. 
150-200 г мышечного фарша смешивают с 2-кратным объемом 1 мМ ЭДТА (рН 7,0) и гомогенизируют с помощью лопастной мешалки. Растворимые белки экстрагируют, перемешивая гомогенат в течение 45 мин. Гомогенат центрифугируют (20 мин, 15000 g). Супернатант фильтруют через 4 слоя марли, предварительно прокипяченной в 0,15 мМ растворе ЭДТА (рН 7,0).
К отфильтрованному супернатанту добавляют 1 М имидазол (рН 7,0) до конечной концентрации 20 мМ. Проверяют  рН белкового раствора и, если нужно, доводят его значение до 7,0 либо 10-15% аммиаком, либо уксусной кислотой. Белковый раствор помещают в водяную баню с температурой 80°С, нагревают его до 60°С и инкубируют при этой температуре 4-5 минут при постоянном перемешивании. Сосуд с белком помещают на лед и охлаждают до +10°С. Выпавший осадок денатурированных белков отделяют центрифугированием (20 мин, 15000 g). При необходимости полученный супернатант фильтруют через 4 слоя марли.
К супернатанту медленно, при постоянном перемешивании добавляют тонко измельченный сульфат аммония до степени насыщения 0,54. На этом этапе суспензию можно оставить на ночь, а можно через 30-40 минут после добавления последней порции сульфата аммония отцентрифугировать (20 мин, 15000 g). Осадок отбрасывают, а к супернатанту добавляют сульфат аммония до степени насыщения 0,6. Через 30-40 минут суспензию центрифугируют (20 мин, 15000 g), осадок сохраняют, а к супернатанту добавляют сульфат аммония до степени насыщения 0,67. Через 30-40 минут или на следующий день суспензию центрифугируют (20 мин, 15000 g), супернатант отбрасывают. Осадки, полученные в результате двух последних высаливаний, ресуспендируют в растворе сульфата аммония с 80% насыщением, содержащим 10 мМ β- меркаптоэтанол (рН 7,0) и хранят при +2-4°С. С помощью электрофореза в ПААГ определяют, в каком из двух осадков содержание пируваткиназы больше. Именно эту фракцию подвергают в дальнейшем очистке на колонке с КМ-целлюлозой.
Если белок после высаливания предполагается сразу подвергнуть очистке с помощью ионнообменной хроматографии, осадок, полученный в результате последнего центрифугирования, растворяют в небольшом объеме соответствующего буфера, подвергают диализу (состав буфера для диализа зависит от способа дальнейшей хроматографии) и наносят на колонку с КМ-целлюлозой.
Ионообменная хроматография.
На колонку с КМ-целлюлозой (2,5*10 см), уравновешенную 30мМ К-фосфатным буфером (рН 6,0), содержащим 10 мМ β-МЭ (буфер А), наносят 200-300 мг белка. Колонку промывают буфером А от не специфически связавшихся белков. Элюцию белков осуществляют буфером А, содержащим 30 мМ KCl, затем буфером А, содержащим 100 мМ KCl, собирая фракции по 4-5 мл. За процессом элюции следят по изменению оптической плотности элюата при длине волны 280 нм. После завершения элюции колонку промывают 1М KCl. Скорость нанесения белка и его элюции 20-30 мл/час. Наиболее чистые фракции фермента (по результатам электрофореза) объединяют и подвергают высаливанию либо сухим сульфатом аммония до помутнения раствора белка, либо с помощью диализа против раствора сульфата аммония со степенью насыщения 0,8 (рН 7,0), содержащего 10 мМ β-МЭ.
Ионообменная хроматография на КМ-целлюлозе обычно позволяет получить высокоочищенный, но не гомогенный препарат пируваткиназы, который, по данным электрофореза, главным образом загрязнен белком с молекулярной массой 40 кДа. Чтобы получить гомогенный фермент, используют повторную хроматографию на КМ-целлюлозе с элементами афинной элюции.
Ионообменная хроматография с элементами афинной элюции.
На колонку с КМ-целлюлозой (1,2*10 см), уравновешенную буфером Б (10 мМ МЕС, оттитрованный ТРИС до рН 6,5, 0,5 мМ ЭДТА, 10 мМ  β-МЭ) наносят наиболее очищенную фракцию фермента, полученную в результате ионообменной хроматографии. До нанесения на колонку препарат белка должен быть тщательно отдиализован. Колонку промывают 10 мМ МОПС буфером, оттитрованным ТРИС до рН 7,2 и содержащим 0,5 мМ ЭДТА, 10 мМ β-МЭ (буфер В). Элюцию фермента осуществляют буфером В, содержащим 0,5 мМ ФЕП, затем буфером В, содержащим 0,5 мМ ФЕП и 20 мМ KCl, и в заключение буфером В, содержащим 0,5 мМ ФЕП и 100 мМ KCl, собирая фракции по 3-4 мл. За процессом элюции следят по изменению рН при 280 нм. По окончании элюции колонку промывают 1М KCl. Скорость нанесения, промывки и элюции – 30-60 мл/
час.
Наиболее чистые фракции фермента собирают и подвергают диализу против раствора сульфата аммония со степенью насыщения 0,8 (рН 7,0), содержащего 10 мМ β-МЭ.
Полученный препарат хранят при +2-4С.

Определение активности
Активность пируваткиназы определяют в сопряженной системе, используя в качестве вспомогательного фермента лактатдегидрогеназу (ЛДГ). ЛДГ осуществляет обратимую окислительно-восстановительную реакцию превращения пирувата, образующегося из ФЕП в пируваткиназной реакции до лактата. При этом окисляется кофермент реакции NADH. Скорость окисления NADH, а, следовательно, и скорость всего сопряженного процесса определяют по убыли оптической плотности раствора при длине волны 340 нм.
пирувакиназа

ФЕП  + ADP-Mg 	                            пируват
ЛДГ
NADH+H+



				     
     Лактат + NAD+

Реакционная среда для определения активности пируваткиназы (1,0 или 3,0 мл) состоит из: 50 мМ ТРИС-HCl буфера (рН 7,4), 10 мМ MgCl2, 100 мМ KCl, 3 мМ ADP, 0,8 мМ ФЕП, 0,3 мМ NADH и ЛДГ (количество фермента подбирают экспериментально). Ферментативную реакцию начинают добавлением в среду пируваткиназы (количество фермента также подбирают экспериментально).
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