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CWICZENIE 1
AMINOKWASY, PEPTYDY, BIALKA

Aminokwasy

Aminokwasy w swojej strukturze organicznej posiadaja dwie grupy funkcyjne: aminowa (NH>)
i karboksylowg (COOH). W$rod nich mozna wyr6zni¢ zwigzki o budowie alifatycznej, aromatycznej i
heterocyklicznej. W sktad biatlek wchodza aminokwasy, ktorych obie grupy funkcyjne (aminowa i
karboksylowa) sa potaczone z atomem wegla o.

H
|

H:N —Ci— COOH
|
R

Prolina jest aminokwasem cyklicznym w ktorym alifatyczny tancuch boczny taczy sie zaréwno z
weglem o jak rowniez z grupa aminowa.
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1. Identyfikacja aminokwasow metoda bibulowej chromatografii

Chromatografia (gr. yp®dua (chroma) = barwa + ypdoow (graphd) = piszeg) to jedna z metod rozdzielania
mieszanin, w ktorej proces rozdzielania odbywa si¢ na granicy dwoch faz: fazy stacjonarnej (nosnika,
adsorbentu) i fazy ruchomej (eluentu). Rozdzial zwigzkéw z badanej mieszaniny nastepuje na skutek
réznego powinowactwa rozdzielanych substancji chemicznych do kazdej z tych faz (fazy stacjonarnej
lub ruchomej). W procesie tzw. rozwijania chromatogramu, czyli przeptywu fazy ruchomej przez faze
stacjonarng rozdzielane substancje poruszajg si¢ z rozng szybkoscig w zaleznosci od stosunku ich
powinowactwa do eluentu i no$nika. W chromatografii wykorzystywane sa rozne zjawiska
fizykochemiczne (adsorpcja, podziat substancji miedzy dwie nie mieszajace si¢ ciecze, wymiana
jonowa). W chromatografii bibulowej fazg statg stanowi bibuta celulozowa a fazg¢ ruchoma ciekly
rozpuszczalnik lub mieszanina rozpuszczalnikow.

Identyfikacji zwigzkow dokonuje si¢ na podstawie charakterystycznej wartosci Rf, ktora jest wielkoscia
stalg. Szybko§¢ wedrowki poszczegdlnych zwigzkow jest charakterystyczna dla poszczegdlnych
zwigzkow.

Wykonanie:
Na prostokatnej bibule ok 2 cm od dotu zaznaczy¢ otéwkiem lini¢ startowg oraz 4 punkty, na

ktore nanies¢ przy pomocy mikropipetki 0,01 M roztwory nastepujacych aminokwasow (po 10 kropli
na jeden punkt): tyrozyny, tryptofanu, cysteiny oraz nieznanego aminokwasu. Srednica kropli musi by¢
jak najmniejsza (po kazdorazowym naniesieniu suszy¢ suszarka). Suchy pasek umiesci¢ w komorze
chromatograficznej, w ktorej znajduje si¢ roztwor uktadu rozwijajgcego (n-butanol-woda-kwas octowy
lodowaty w stosunku 12:5:3). Rozwiniecie chromatografu trwa okoto 1 godziny. Po tym czasie wyjaé
bibute z komory i suszy¢ suszarka do catkowitego odparowania roztworu. Wysuszony chromatogram
spryskac¢ 1% roztworem ninhydryny (pod wyciagiem) i suszy¢ w suszarce w temperaturze 60-80°C.
Aminokwasy wystepuja na bibule w postaci fiotkowo-niebieskich plam.

Dla kazdego aminokwasu obliczy¢ wspotczynnik Rf wedlug wzoru:

__droga,ktéra przebyt baday aminokwas [cm]

Rf

droga,ktora przebyt uktad rozwijajacy [cm]
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Po wywotaniu plam charakterystycznych dla danych aminokwaséw obliczy¢ Rf dla trzech znanych
aminokwasow i na podstawie tych wartos$ci poda¢ nazwe nieznanego aminokwasu

Rf1I=——
Rf2=——
Rf 3= ——

Rfx=——

2. Reakcje charakterystyczne na tyrozyne, tryptofan i cysteine

A. Reakcja Millona na tyrozyne

Wykrywanie tyrozyny przy uzyciu odczynnika Millona (mieszanina jonow rteci (I) i (I) oraz jonow
azotanowych (III) i (V)), polega na powstaniu w $srodowisku st¢zonego kwasu azotowego (V) w
temperaturze 100°C nitropochodnej tyrozyny, ktéra z jonami rteci (II) i rtgci (I) tworzy czerwony
produkt. Reakcji ulegaja réwniez inne zwigzki zawierajace pierscien fenolowy.

Wykonanie

Do 0,5 ml roztworu biatka doda¢ kilka kropli odczynnika Millona i ogrzewac w zlewce z goraca woda.
Powstate czerwone zabarwienie jest wynikiem reakcji jonow rteciowych z nitrowanag tyrozyna.
Odczynnik Millona zawiera jony rteci (I) i (II) w kwasie azotowym (I1) 1 (V).

Obserwacje:
Narysuj wzor tyrozyny:

Tyrozyna — niezbedna do syntezy hormonow tarczycy (tyroksyny) i nadnerczy (adrenaliny i
noradrenaliny), jest substratem w produkcji barwnikow organizmu — melanin oraz substancji
zmniejszajgcych bol — enkefalin. Tyrozyna zwigksza stezenie wielu neuroprzekaznikow w organizmie, co
jest szczegolnie wazne dla 0sob zyjgcych w przewleklym stresie, przemeczonych, starzejgcych sie.

B. Reakcja Adamkiewicza- Hopkinsa na tryptofan
W wyniku reakcji, przebiegajacej w silnie odwadniajacym srodowisku stgzonego kwasu siarkowego
(VI), powstaje barwny produkt reakcji. W probowkach zawierajacych aminokwasy z pier§cieniem
indolowym na granicy faz tworzy si¢ fioletowy pierscien.

Wykonanie

Do 0,5 ml roztworu biatka doda¢ 1 ml kwasu glioksalowego, zamiesza¢ i doda¢ ostroznie po $ciankach
probowki okoto 1ml stezonego kwasu siarkowego.

Zwiazki zawierajace pierscien indolowy daja w §rodowisku kwasnym z aldehydami barwne produkty
kondensacji.

Obserwacje
Narysuj wzor tryptofanu

Tryptofan — bierze udzial w syntezie witaminy PP, czyli kwasu nikotynowego, w rozmnazaniu i laktacji,
niezbedny do powstawania neuroprzekaznikow (serotoniny i melatoniny), wystepuje w phytkach krwi,


https://www.poradnikzdrowie.pl/zdrowie/hormony/hormony-tarczycy-tyroksyna-trojjodotyronina-kalcytonina-aa-ABuV-AnY3-1aUt.html
https://www.poradnikzdrowie.pl/zdrowie/hormony/tyroksyna-nadmiar-niedobor-rola-w-organizmie-aa-nFef-1bJm-UY4d.html
https://www.poradnikzdrowie.pl/zdrowie/hormony/noradrenalina-neuroprzekaznik-i-hormon-aa-auvp-3eGq-KB2Y.html
https://www.poradnikzdrowie.pl/zdrowie/apteczka/witamina-b3-pp-niacyna-na-co-pomaga-w-jakich-produktach-wystepuje-aa-kf15-Hixd-yLb3.html
https://www.poradnikzdrowie.pl/zdrowie/hormony/melatonina-rola-w-organizmie-objawy-niedoboru-melatoniny-aa-HwYR-aN22-NyQj.html
https://www.poradnikzdrowie.pl/sprawdz-sie/badania/trombocyty-plt-plytki-krwi-normy-i-interpretacja-wyniku-aa-NN7P-P95d-wxZP.html
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blonie Ssluzowej przewodu pokarmowego, tkance nerwowej, poprawia dziatanie mozgu i uktadu
nerwowego, dziata antydepresyjnie, zmniejsza nadpobudliwos¢ i napigcie.

C. Reakcja cysteinowa i cystynowa

Cystyna wzglednie cysteina w reakcji z wodorotlenkiem sodu przechodzi w siarczek sodu, ktory z
octanem otowiu (II) daje czarny PbS. Reakcja uwarunkowana jest obecnoscig siarki w czgsteczce biatka.
Cysteina i cystyna w srodowisku silnie zasadowym pod wplywem temperatury ulegaja deaminacji i
powstaja jony siarczkowe. Jony siarczkowe w obecno$ci Pb?" tworzg czarny osad PbS.

Wykonanie
Do 0,5 ml roztworu biatka doda¢ 1 ml octanu otowiawego i 2 ml 20% NaOH. Po dtuzszym gotowaniu
roztwor przybiera barwe brunatng, a w koncu czarng.

Obserwacje
Narysuj wzory cysteiny, cystyny i metioniny

Odpowiedz na pytanie
Czy metionina daje pozytywny wynik tej reakcji? Wyjasnij odpowiedz.

Metionina — niezbedna do wzrostu, dziata ochronnie na komorki wgtroby, uczestniczy w
syntezie choliny, kreatyny, bierze udziat w metabolizmie tuszczow. Jest
donorem siarki wykorzystywanej do syntezy przeciwutleniaczy

Cysteina — skladnik glutationu (bardzo waznego przeciwutleniacza), cystyny, substrat do
produkcji tauryny. Jest niezbedna do wytwarzania biatych krwinek, czyli budowania odpornosci
organizmu. Spowalnia procesy starzenia si¢. Bierze udziat w tworzeniu struktor skory, wlosow i
paznokci

D. Reakcja ksantoproteinowa

Reakcja jest charakterystyczna dla aminokwasoéw aromatycznych i fenoli. Pod dziataniem
stezonego kwasu azotowego (V) pierscien benzenowy ulega nitrowaniu a powstate z6tte pochodne
wielonitrowe daja w roztworze alkalicznym pomaranczowe aniony. Dodatnia préobe
ksantoproteinowa daja tyrozyna i tryptofan natomiast fenyloalanina wymaga do znitrowania
jeszcze dodatku kwasu siarkowego (VI).

Wykonanie

Do 1 ml roztworu biatka doda¢ 0,5 ml st¢zonego kwasu azotowego (V) i ogrzewa¢ we wrzacej tazni
wodnej przez okoto 30 sekund. W miar¢ ogrzewania powstaje zoOlte zabarwienie. Po ostudzeniu i
dodaniu 1 ml 20% NaOH zoétte zabarwienie przechodzi w pomaranczowe, ktore poglebia si¢ po dodaniu
kilku kropli 20% roztworu NaOH.

Obserwacje

Narysuj wzory: tryptofanu, tyrozyny i fenyloalaniny:


https://www.poradnikzdrowie.pl/zdrowie/uklad-nerwowy/mozg-budowa-mozgu-aa-rx7J-eSSM-V83C.html
https://www.poradnikzdrowie.pl/zdrowie/apteczka/cholina-witamina-b4-dzialanie-i-zrodla-wystepowania-aa-xy19-iHLD-6358.html
https://www.poradnikzdrowie.pl/zdrowie/apteczka/siarka-wlasciwosci-siarka-na-wlosy-tradzik-stawy-i-nie-tylko-aa-ARco-Aa3J-sTXA.html
https://wformie24.poradnikzdrowie.pl/odzywianie/suplementy-i-odzywki/tauryna-dzialanie-dawkowanie-i-efekty-stosowania-suplementu-aa-wNZq-NfwY-8E7p.html
https://www.poradnikzdrowie.pl/zdrowie/uklad-krwionosny/leukocyty-krwinki-biale-budowa-funkcje-podzial-aa-aqRs-ruV2-z211.html
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Bialka
Wiasciwosci fizyko-chemiczne bialek

Wiasciwosci fizyko-chemiczne biatek wynikaja przede wszystkim z faktu, ze biatka s3 zwigzkami
wielkoczasteczkowymi o duzym powinowactwie do wody. Nalezg do grupy koloidéw hydrofilowych,
dlatego wiele cech biatek jak pecznienie, niemoznos$¢ przechodzenia przez blony potprzepuszczalne,
tworzenie koloidow glebowych, koagulacja czynnikami fizyczno-chemicznymi, duza lepkos¢
roztworow i wiele innych §wiadczy o tym, ze sa one koloidami hydrofilnymi.

A. Dializa
Z uwagi na duzy rozmiar czasteczek zwigzki wielkoczasteczkowe nie przenikaja przez btony
pOlprzepuszczalne, w przeciwienstwie do czasteczek tworzacych roztwory wlasciwe (sole mineralne,
cukry, aminokwasy itp.). Stosujac przegrode z blony polprzepuszczalnej mozna oddzieli¢ od siebie
substancje drobno i wieloczasteczkowe. Proces ten nazywa si¢ dializg, a jego szybkos¢ zalezy od rodzaju
blony polprzepuszczalnej, charakteru rozdzielanych zwigzkéw, roéznicy stgzen zwigzkow
dyfundujacych po obu stronach btony, mieszania, temperatury.

Wykonanie

Do woreczka dializacyjnego wprowadzi¢ pipeta 10 ml mleka. Woreczek zawiesi¢ na bagietce opartej o
krawedz zlewki o pojemnosci 250 ml wypelnionej woda destylowang. Poziom mleka w woreczku i
wody w zlewce powinien by¢ jednakowy. Dializ¢ prowadzi¢ przez okoto 2 godz. Po zakonczeniu dializy
pobra¢ po 1 ml mleka z woreczka oraz 1 ml plynu dializacyjnego i wykona¢ nastgpujace reakcje:

— na obecno$¢ CI" - do prob doda¢ 10 ml 0,01 N AgNO3,
— na obecno$¢ Ca*" - do prob doda¢ 10 ml szczawianu amonu,
— reakcje biuretowg — do prob dodac¢ kilka kropel roztworu CuSO4, a nastepnie zalkalizowac
stezong zasadg sodow3.
Opisaé wyniki reakcji

na obecno$¢ Cl- w biatku -

— na obecnos¢ Cl- w ptynie dializacyjnym -
na obecno$¢ Ca 2+ w biatku -

na obecno$¢ Ca 2+ w ptynie dializacyjnym -
biuretowej w biatku -

— biuretowej w ptynie dializacyjnym -

Reakcja biuretowa jest reakcja barwna, ktora daja wszystkie potaczenia, posiadajgce co najmniej dwie
grupy —CO-NH-Reakcje te daje rowniez biuret i nieliczne zwigzki nie posiadajagce wigzan
peptydowych, a zawierajgce ugrupowania (-CS-NH-) lub (=CH-NH-). Z siarczanem (V) miedzi (III) w
roztworze zasadowym biuret daje barwne zwiazki kompleksowe. Reakcji tej nie dajg aminokwasy i
dipeptydy. Proba biuretowa jest odczynem grupowym na biatka. Ujemny wynik reakcji eliminuje
obecnos¢ biatka.

Whioski:
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B. Sporzqdzanie roztworow koloidalnych
Tworzenie si¢ roztworu koloidalnego poprzedzone jest wchianianiem znacznych ilosci rozpuszczalnika
(wody) na drodze solwatacji (hydratacji) czasteczek koloidu. Hydratacja okresla si¢ przytaczanie
dipolowych czasteczek wody przez polarne, czyli hydrofilowe grupy wystepujace w aminokwasach:

-COOH, -COO-, -NH2, -NH3, -OH, -O-, -SH,H2N- C-NH-
NH

W wyniku oddzialywania grup hydrofilowych, ktére ulegaja orientacji na zewnatrz czastki bialka,
nastgpuje jej otaczanie przez dipole wody. W efekcie tych oddzialywan czasteczka biatka tworzy
najczesciej podwojny ptaszcz hydratacyjny. Koloid wowczas pecznieje. Dodatek dalszych ilo§ci wody
(szczegolnie w podwyzszonej temperaturze) powoduje zerwanie wigzania pomiedzy poszczegdlnymi
czgsteczkami koloidu, co umozliwia im swobode ruchu, powstaje opalizujacy roztwor (zol). Obnizenie
temperatury sprzyja przycigganiu mi¢dzyczasteczkowemu z wytworzeniem sieci przestrzennej, w
oczkach ktorej zatrzymane sg znaczne iloéci rozpuszczalnika — tworzy si¢ Zel.

+H20 pecznienie +H20 peptyzacja
koloidsuchy —————* jel P > zol
osuszenie -H20 koagulacja

Wykonanie:

Do 2 kolbek o pojemnosci 100 ml odwazy¢ po 1 g skrobi i zelatyny. Doda¢ 10 ml wody i po
wymieszaniu pozostawi¢ do napgcznienia na 10 minut. Nastgpnie doda¢ 50 ml wrzacej wody
destylowanej, wymiesza¢ bagietka. Po ostudzeniu otrzymuje si¢ zele, ktére po ponownym ogrzaniu
znowu przechodza w zole.

Skrobig i zelatyng w oddzielnych kolbach zala¢ wrzaca wodg bez uprzedniego napgcznienia. Zwrdci¢
uwage na roéznice w rozpuszczaniu si¢ koloidu napgcznianego i suchego.

Omow rdznicg w rozpuszezaniu si¢ koloidu napgcznianego i suchego.



