Fundusze Europejskie Rzeczpospolita Dofinansowane przez :* i .
dla Rozwoju Spotecznego Polska Unie Europejska LA

Nr projektu FERS.01.05-1P.08-0335/23

projektu lekarskiego na Politechnice Bydgoskiej”

Tytut »STUDENCI HIPOKRATESA- kompleksowy program utworzenia i wdrozenia kierunku

Beneficjent: Politechnika Bydgoska im. Jana i Jedrzeja Sniadeckich

Projekt pt.: ,.STUDENCI HIPOKRATESA - kompleksowy program utworzenia i wdroZenia

kierunku lekarskiego na Politechnice Bydgoskiej” w ramach programu Fundusze
Europejskie dla Rozwoju Spolecznego 2021-2027 wspélfinansowanego ze srodkow

Europejskiego Funduszu Spolecznego Plus, nr umowy: FERS.01.05-1P.08-0335/23-00

INSTRUKCJE DO
CWICZEN LABORATORYJNYCH
Z BIOCHEMII

dla kierunku lekarskiego
Politechniki Bydgoskiej

im. Jana i Jedrzeja Sniadeckich

POLITECHNIKA
BYDGOSKA

im. Jana i Jedrzeja Sniadeckich

POLITECHNIKA * ) POLITECHNIKA
BYDGOSKA ¢ L BYDGOSKA

Wydziat Technologii Wuydziat Medyczny
i Inzynierii Chemicznej




Fundusze Europejskie Rzeczpospolita Dofinansowane przez :' ) *:
dla Rozwoju Spotecznego Polska Unie Europejska LA

Nr projektu FERS.01.05-1P.08-0335/23

Tytut »STUDENCI HIPOKRATESA- kompleksowy program utworzenia i wdrozenia kierunku
projektu lekarskiego na Politechnice Bydgoskiej”

Beneficjent: Politechnika Bydgoska im. Jana i Jedrzeja Sniadeckich

AMINOKWAYSY, PEPTYDY, BIALKA

POLITECHNIKA
BYDGOSKA

im. Jana i Jedrzeja Sniadeckich

Y| POLITECHNIKA
) BYDGOSKA
Wuydziat Medyczny

POLITECHNIKA *
BYDGOSKA
Wuydziat Technologii

i Inzynierii Chemicznej




Fundusze Europejskie Rzeczpospolita Dofinansowane przez :* ) *:
dla Rozwoju Spotecznego Polska Unie Europejska x

*

Nr projektu FERS.01.05-1P.08-0335/23

Tytut »STUDENCI HIPOKRATESA- kompleksowy program utworzenia i wdrozenia kierunku
projektu lekarskiego na Politechnice Bydgoskiej”

Beneficjent: Politechnika Bydgoska im. Jana i Jedrzeja Sniadeckich

Materiat do przygotowania przez studenta na zajecia

e wzory chemiczne aminokwasow, ich nazwy i skroty

e podziat aminokwaséw ze wzgledu na grupe funkcyjng
e wiasciwosci aminokwasow (fizyczne i chemiczne)

e aminokwasy endo- i egzogenne

e wigzanie peptydowe — charakterystyka i struktura (umiejetnos¢ stworzenia
dipeptydu z poszczegdlnych aminokwaséw)

e przyktady peptydéw

e podziat biatek (proste, ztozone, globularne, fibrylarne, kwasne, zasadowe,
obojetne)

e gtowne funkcje biatek

e struktura I-, ll-, lll-, IV- rzedowa biatka

e wilasciwosci wigzania peptydowego

e motywy i domeny funkcjonalne biatek

e wtasciwosci biatek (fizyczne i chemiczne)
e punktizoelektryczny aminokwaséw

e wiasciwosci amfoteryczne

e techniki rozdziatu biatek
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1. Reakcja ninhydrynowa - wspolna dla wszystkich aminokwaséw
Zasada:

Pod wptywem ninhydryny (wodzian triketohydrindenu) aminokwasy ulegaja utlenieniu przez
iminokwasy do amoniaku, dwutlenku wegla i aldehydu ubozszego o jeden atom wegla.
Ostatnim etapem reakcji jest kondensacja dwoch czasteczek ninhydryny (utlenionej i
zredukowanej) z amoniakiem. W wyniku powyzszej reakcji powstaje kompleks o fioletowo-
granatowym zabarwieniu. Natomiast prolina i hydroksyprolina daja produkt o zottej barwie.
Natezenie zabarwienia jest wprost proporcjonalne do zawarto$ci azotu aminowego

aminokwasow, co pozwala na analiz¢ kolorymetryczna.

Wykonanie:

Do 0,5 ml rozcienczonego, 5% roztworu aminokwasu (glicyny lub albuminy) doda¢ 0,5 ml
0,5% roztworu ninhydryny, a nast¢pnie ogrzewa¢ we wrzacej fazni wodnej przez kilka minut
do zauwazenia zmian. Wykona¢ takze probe kontrolna, w ktdrej zamiast roztworu aminokwasu

uzy¢ 0,5 ml wody destylowanej. Zanotowac obserwacje 1 wyjasni¢ mechanizm.

Odczynniki: - faznia wodna
- 5% roztwor glicyny

- 5% roztwor albuminy

- 0,5% ninhydryny

- woda destylowana

Sprzet laboratoryjny:

- szklane probowki — 3szt.

- pipeta miarowa
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2. Reakcje charakterystyczne dla poszczegélnych aminokwasow

a. wykrywanie aminokwaséw aromatycznych - proba ksantoproteinowa

Zasada:

Reakcja jest zalezna od wystgpowania aminokwasOw zawierajacych pierScien benzenowy
(tryptofan, tyrozyna, fenyloalanina). Dodatni wynik proby mozna uzyskac¢ rowniez w obecnosci
zwiazkow zawierajacych pierscien aromatyczny (najtrudniej reakcji ulega fenyloalanina). Na
skutek oddziatywania mieszaniny nitrujacej (mieszanina kwasu azotowego (V) 1 stgzonego
kwasu siarkowego (VI)) pierScienie benzenowe ulegaja reakcji nitrowania. Produkty reakcji
ksantoproteinowej wykazujg si¢ zottym zabarwieniem (az do brazowej), ktore staje si¢ bardziej
intensywne po zalkalizowaniu proby. W wyniku hydrolizy biatka przez kwas azotowy osad
moze si¢ rozpusci¢, barwiac roztwor na z6tto, natomiast po alkalizacji barwa zmienia si¢ na
pomaranczows. Powyzsza reakcja moze przebiega¢ z rdzng szybkos$cia i wydajnoscia, co

zalezy od warunkow reakcji 1 budowy aminokwasu.
Wykonanie:
ZACHOWAC SZCZEGOLNA OSTROZNOSC!

Do 1 ml roztworu albuminy (lub jaja kurzego) doda¢ 0,5 ml st¢zonego kwasu azotowego (V)
1 ogrzewa¢ we wrzacej tazni wodnej przez okoto 30 sekund. W miar¢ ogrzewania powstaje
z6lte zabarwienie, zawarto$¢ probowki ochtodzi¢ w strumieniu zimnej wody oraz doda¢ kilka

kropel 20% roztworu NaOH. Powtorzy¢ probe¢ z roztworem zZelatyny i poréwna¢ wynik.
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b. wykrywanie tyrozyny

Zasada:

Jest to reakcja charakterystyczna dla monofenoli, zatem dodatni wynik proby mozna uzyskac
wylacznie w obecnosci tyrozyny. Zwigzki organiczne tego rodzaju w reakcji z odczynnikiem
Millona (mieszanina azotyndéw 1 azotanow rtgci w kwasie azotowym) daja czerwone
zabarwienie roztworu. Jest to wynikiem oddziatywania jondéw rtgciowych ze stabo kwasng

grupg fenolowa tyrozyny.

Wykonanie:

Do 2 ml roztworu albuminy i do 2 ml roztworu zZelatyny doda¢ po 0,5 ml/kilka kropli

odczynnika Millona i1 ogrzewa¢ we wrzacej tazni wodnej przez 30-60 sekund. Zanotowac

obserwacje, wyjasni¢ mechanizm
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¢. wykrywanie aminokwasow siarkowych — proba cysteinowa

Zasada:

W s$rodowisku zasadowym aminokwasy siarkowe pod wptywem podwyzszonej temperatury
ulegaja rozpadowi, a powstaly w wyniku tego anion siarczkowy w potaczeniu z solami otowiu
(IT) daje ciemnoszary nierozpuszczalny osad siarczku otowiu (II). Obecna w biatku cysteina i
cystyna przeksztatca si¢ wowczas w kwas pirogronowy. Ponadto produktem tej przemiany jest
amoniak, siarka i jony siarczkowe. Metionina, ktora posiada w swoim tancuchu bocznym grupe

tiometylowa nie daje pozytywnego wyniku dla tej proby.
Wykonanie:

Do 0,5 ml roztworu albuminy i do 0,5 ml roztworu zelatyny doda¢ po 0,5 ml 20% roztworu
NaOH i ogrzewa¢ we wrzacej tazni wodnej przez minute. Nastepnie, do obu probéwek dodad
po 1-2 kropli 20% roztworu octanu otowiu (II). Po zagotowaniu zaobserwowaé zmiane

zabarwienia roztworu. Zanotowa¢ wynik doswiadczenia.



Fundusze Europejskie Rzeczpospolita Dofinansowane przez :' ) *:
dla Rozwoju Spotecznego Polska Unig Europejska s

d. wykrywanie tryptofanu

Zasada:

Reakcja aldehydowa jest proba wykrywajaca obecno$¢ rdzenia indolowego w czasteczce
aminokwasu. Grupa indolowa ulega kondensacji w obecnosci kwasu siarkowego z grupa
aldehydowa glioksalu tworzac purpurowy produkt reakcji. Dzigki tej reakcji mozliwe jest
wykrycie tryptofanu. Nalezy pamieta¢, ze w przypadku kwasnych hydrolizatow bialek i
peptydow reakcja zawsze bedzie ujemna, gdyz w czasie kwasnej hydrolizy tryptofan ulega

degradac;ji.
Wykonanie:

Do 1,0 ml roztworu albuminy i do 1,0 ml roztworu zelatyny doda¢ po 1,0 ml stezonego kwasu
octowego (z dodatkiem kwasu glioksalowego), a nastepnie dodaé ostroznie, po $ciance
probowek, okoto 1 ml stezonego kwasu siarkowego (VI). Zaobserwowa¢ zmian¢ zabarwienia

na pograniczu warstw roztworu. Zanotowa¢ wynik doswiadczenia.
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3. Denaturacja bialek

Zasada:

Proces denaturacji polega na zniszczeniu wigzan zapewniajacych stabilizacje strukturze

przestrzennej biatka. Zaburzeniu podlega II-, I1I- i [V- rzgdowa struktura biatka.

Wytracajacy si¢ osad, zmetnienie, czy powstajacy bialy pierscien zdenaturowanego biatka

$wiadczy o dodatnim wyniku reakcji.

a) Termiczna
Odmierzy¢ do probowki 1 ml roztworu biatka jaja kurzego 1 ogrzewac we wrzacej fazni wodne;.

Zanotowac obserwacje, wyjasni¢ mechanizm.

b) Woytracanie kwasem
Odmierzy¢ do probowki 1 ml roztworu biatka jaja kurzego 1 doda¢ 1 ml kwasu

trichlorooctowego. Zanotowac obserwacje, wyjasni¢ mechanizm
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4. Wysalanie bialka

Zasada:

Biatka, ze wzgledu na obecno$¢ grup polarnych, wigza czasteczki wody, dzieki czemu tworzy
si¢ ptaszcz hydracyjny. Dodanie niektérych rodzajow soli do roztworu biatka (np. siarczan
magnezu lub amonu) powoduje jego wytracenie z roztworu. Proces ten okre$la si¢ mianem
wysalania. Wysolone biatko mozna ponownie rozpusci¢ w wodzie lub stosownym buforze, bez

rownoczesnej utraty jego wtasciwosci.

Wykonanie:

Do kolby stozkowej na 100 ml odmierzy¢ 10 ml roztworu biatka jaja kurzego, doda¢ takg sama
objeto$¢ nasyconego roztworu siarczanu amonowego i wymiesza¢. Wytracaja si¢ w tych
warunkach globuliny. Mieszaning przesaczy¢ przez saczek z bibuly, a przesacz zebraé do
suchej kolby stozkowej. Do czgsci przesagczu doda¢ matymi porcjami, mieszajac, sproszkowany
siarczan amonowy (II), az do nasycenia roztworu. Przesaczy¢ okoto 1 ml roztworu przez sagczek
z bibuty do probowki. Nastgpnie doda¢ krople kwasu octowego i ogrzewa¢ do wrzenia. Brak

osadu $wiadczy o usunigciu biatek z roztworu. Wyjasni¢ reakcje.
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5. Wykrywanie wigzania peptydowego - proba biuretowa

Zasada:

Aminokwasy w peptydach i biatkach sa polaczone ze sobg za posrednictwem wigzania
peptydowego. Nazwa reakcji wywodzi si¢ od biuretu (zwigzku powstajacego w wyniku
kondensacji dwoch czasteczek mocznika). Jest to reakcja barwna pozwalajaca odroznié
pojedyncze aminokwasy od biatek. Dzi¢ki niej mozna wykry¢ obecnos¢ wigzania peptydowego
w oligopeptydach (zawierajacych przynajmniej trzy aminokwasy, zatem dwa wigzania
peptydowe) i biatkach. Reakcja nie zachodzi w przypadku pojedynczych aminokwasow i
dipeptydow. W srodowisku zasadowym wigzanie peptydowe tworzy z jonami Cu** kompleks
o fiotkowej barwie, co jest wynikiem tautomeryzacji atoméw w jego obrebie z utworzeniem
formy -C/OH/=N- (grupa enolowa moze wowczas dysocjowac). Jon Cu®* jest w stanie stworzy¢
dwa wigzania jonowe z tlenem dwoch grup enolowych oraz cztery wigzania koordynacyjne z
atomami azotu. W §rodowisku zasadowym jony miedzi wytracajg si¢ w postaci wodorotlenku,
dlatego niezbgdna jest obecno$¢ czynnika kompleksujacego te jony. Nasilenie barwy jest
uzaleznione od liczby wigzan peptydowych obecnych w roztworze (co jest przydatne do

ilo§ciowego oznaczania bialka), krétkie peptydy daja kompleks o barwie czerwono-fioletowe;.

Wykonanie:

Do 1,0 ml roztworu albuminy doda¢ 0,5 ml 10% NaOH, a nast¢pnie kroplami dodawac¢ roztwor
1% siarczanu (VI) miedzi (II). Ptyn zmienia zabarwienie. Zanotowa¢ wynik doswiadczenia i

wytlumaczy¢ jego mechanizm.
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6. Ilosciowe oznaczanie bialka metodg biuretowg

Zasada:

Reakcja ta polega na tworzeniu si¢ z zawarta w makroczasteczce tyrozyng zwigzku o
niebieskim zabarwieniu. Jest to podstawg kolorymetrycznego oznaczania biatka. Jest to reakcja
charakterystyczna dla tyrozyny, zatem wysycenie barwa jest uzaleznione od ilosci reszt

tyrozyny w czasteczce roztworu.

Do przygotowania krzywej wzorcowej nalezy dobra¢ odpowiednie biatko. Najlepsze wyniki
uzyskuje si¢, gdy krzywa wzorcowa wykonuje si¢ tym samym biatkiem lub biatkiem o
zblizonej budowie do tego, ktorego st¢zenie nalezy oznaczy¢ w probie. Najdoktadniejszy wynik

mozna otrzymac stosujac czysty preparat biatkowy.

Wykonanie:

Do probéwek 1-4 dodawac kolejno po 1 ml standardowych roztworoéw biatka o stezeniach: 10,
20, 40 1 60 mg/ml. Do probowki 5-¢j doda¢ 1 ml proby badanej, a do probowki 6-¢j 1 ml H.O
(proba kontrolna). Nastepnie do kazdej z tych probowek doda¢ po 4 ml odczynnika
biuretowego/ miedziowego 1 doktadnie wymieszaé. Roztwory zawierajace biatko przybieraja
barwe fioletowa, ktérej intensywno$¢ narasta w czasie, osiggajac maksimum po uptywie 20
minut. Po tym czasie odczyta¢ absorbancj¢ w poszczegdlnych probach (probowki 1-5) przy
dhugosci fali 550 nm w stosunku do proby kontrolnej (probowka 6).

Sporzadzi¢ wykres kalibracyjny, uwzgledniajacy zalezno$¢ absorbancji od stezenia biatka (na
osi rzgdnych oznaczy¢ absorbancje, na osi odcigtych - stezenie biatka) a nastepnie odczytac

stezenie biatka w probie badane;.



