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CWICZENIE 2
AMINOKWASY, PEPTYDY, BIALKA
Aminokwasy

1. Identyfikacja aminokwasow metodg niskonapigciowej elektroforezy bibultowej

Ruch czastek, obdarzonych tadunkiem elektrycznym, wzgledem fazy cieklej (roztworu) w polu
elektrycznym, wytworzonym przez réznice potencjatlu, nazywa si¢ elektroforezg. Zatem w roztworze
koloidalnym, w ktérym sg zanurzone elektrody i migdzy nimi wystepuje roznica potencjatu, ma miejsce
ruch czastek natadowanych w kierunku do elektrody o przeciwnym tadunku. Jezeli czastki koloidalne
posiadaja fadunek ujemny, wtedy wedruja do elektrody dodatniej (anody) i proces nazywa si¢ anaforezg.
Natomiast w przypadku czastek natadowanych dodatnio ich ruch jest skierowany w strong katody,
elektrody ujemnej, a proces ten nazywa si¢ kataforeza. Elektroforez¢ mozna wykorzysta¢ do rozdziatu
czastek obdarzonych tadunkiem elektrycznym przy zastosowaniu pola elektrycznego. Szybkos¢
przesuwania si¢ czastki zalezy od wielkosci spadku potencjalu, natezenia pradu, pH srodowiska,
temperatury, przewodnictwa i lepkosci roztworu. Kierunek ruchu czgsteczki zalezy od jej tadunku (znak
1 wartos¢), rozmiarow (geometria), zdolnosci do dysocjacji oraz tworzenia kompleksow ze sktadnikami
srodowiska obdarzonymi tadunkiem elektrycznym.

W metodzie niskonapigciowej elektroforezy bibutowej aminokwasy i inne zwigzki poddane
dzialaniu r6znicy potencjatow w roztworze, ktérym przesiaknieta jest bibuta migruja z r6zna szybko$cia
w kierunku odpowiedniej elektrody. Przy pH nizszym od swego punktu izoelektrycznego, czasteczka
aminokwasu ma sumaryczny tadunek dodatni, jest kationem i wedruje do katody (-), natomiast przy pH
wyzszym ma tadunek ujemny, jest anionem i wedruje do anody (+). Przesuniecie si¢ czastki od miejsca
naniesienia okre$la si¢ zwykle po wywolaniu elektroforegramu, np. w przypadku aminokwasow —
stosuje si¢ najczesciej reakcje ninhydrynows.

Wykonanie

Na pasku bibuty Whatman nr 1 zaznaczy¢ otéwkiem poprzeczng lini¢ startu w potowie dtugosci paska.
Przeciwlegte konce oznaczy¢ znakami + i - . Roztwdr aminokwasow wzorcowych i otrzymany do
identyfikacji nieznany aminokwas, nanie$¢ mikropipeta w ilosci kilku kropli na linii startu (dla kazdego
aminokwasu zaznaczy¢ na bibule tylko jeden punkt). Po kazdorazowym natozeniu, plame¢ wysuszyc¢.
Do kuwet umieszczonych w aparacie wla¢ 0,066 M bufor fosforanowy o pH 6,0 tak, aby jego poziom
siegal powyzej elektrod.

Przygotowany pasek bibuly umiesci¢ w aparacie zgodnie z oznaczeniem znakow elektrod.

Konce paska powinny by¢ zanurzone w buforze, a jego pozostata czgs¢ zwilZzona ostroznie tamponem
waty nasyconym buforem.

Zamkna¢ komore, wlaczy¢ zasilacz do sieci i ustawi¢ napigcie 225 V. Po dwdch godzinach wylaczy¢
aparat, wyjac elektroforegramu i wysuszy¢ w goracej suszarce.

Wysuszony pasek bibuty spryska¢ roztworem ninhydryny i ponownie umiesci¢c w gorgcej suszarce,
wyja¢ w momencie ukazania si¢ na nim plam.

Porowna¢ potozenie plam aminokwasow wzorcowych z plamami uzyskanymi przez rozdziat
mieszaniny. Okresli¢ sktad otrzymanego do identyfikacji roztworu.

Dotacz do sprawozdania elektroforegram.

Reakcja z ninhydryna stuzy do jako$ciowego i ilo§ciowego oznaczania wolnych aminokwasow. Podczas
ogrzewania z ninhydryng w pH 5,0-5,5 aminokwasy ulegaja tlenowej dezaminacji i dekarboksylacji. W
czasie tej reakcji ninhydryna redukuje si¢ i faczy z amoniakiem powstatym z rozktadu aminokwasu oraz
druga czasteczka ninhydryny, tworzac kompleks o zabarwieniu fioletowo-niebieskim z maksimum
absorpcji przy 570 nm.
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2. Ilosciowe oznaczanie aminokwasow metodq formolowg Sorensena

Aminokwasy dzieki posiadaniu grupy karboksylowej i aminowej maja charakter amfoteryczny.
Pod wptywem dziatania aldehydu mrowkowego blokowana zostaje grupa aminowa (powstaje
metylenowa pochodna aminokwasu) a wolna grupa karboksylowa moze by¢ miareczkowana. Reakcja
przebiega nastgpujaco:

R-CH-COOH + HCHO = R-CH-COOH +H;O

NH; N=CH,
(zwiazek ma charakter kwasny)

R-CH-COOH +NaOH = R-CH-COONa +H,O
N=CH; N=CH
Wykonanie

Odmierzy¢ 10 ml badanego roztworu aminokwasu ( glicyna ) do kolbki stozkowej, doda¢ parg kropli
fenoloftaleiny i zobojetni¢ 0,1 N NaOH do rézowego zabarwienia. Oddzielnie odmierzy¢ 20 ml 20%
formaliny, ktoéra réwniez nalezy zobojetnic 0,1 N NaOH wobec fenoloftaleiny do rézowego
zabarwienia. Nastepnie zmiesza¢ obydwa roztwory ze sobg. W wyniku tego roztwory odbarwig sig.
Odczyn staje si¢ kwasny. Odbarwiony roztwor miareczkowaé¢ 0,1 N NaOH do wyraznie czerwonego
zabarwienia. Z ilosci ml 0,1 N NaOH zuzytej przy miareczkowaniu, juz po zmieszaniu uprzednio
zobojetnionych ptyndw, obliczy¢ ilo$¢ miligramow glicyny.

Z ilosci ml 0,1 N NaOH zuzytej przy miareczkowaniu, juz po zmieszaniu uprzednio zoboj¢tnionych
ptynow, obliczy¢ ilo$¢ miligramoéw glicyny.

Ho$¢ aminokwasu (glicyna w mg) = ilo$¢ 0,1 N NaOH x 7,5 (milir6wnowaznik)

Ilos¢ glicyny w badanej probie (mg) =

3. Cieplna denaturacja bialek

Ogrzewanie roztworéw bialek powyzej temp. 40°C przyczynia si¢ do ich denaturacji, ulega
wtedy zniszczeniu struktura wtorna biatek (drugo-, trzecio- i czwartorzgdowa). Nie zmieniona pozostaje
jedynie struktura pierwszorzedowa. W wyniku denaturacji obniza si¢ rozpuszczalno$¢, nastgpuje wzrost
lepkosci i wzrost kata skrecenia ptaszczyzny $wiatta spolaryzowanego.

Bialka w zaleznosci od sktadu aminokwasowego ulegaja denaturacji juz w temperaturze 40°C,
inne dopiero po ogrzaniu do 100°C. Tylko nieliczne biatka wytrzymuja krotkie gotowanie, na przyktad
zelatyna czy rybonukleaza. W punkcie izoelektrycznym (pl) termicznie denaturowane biatka wytracaja
si¢ z roztworu poniewaz ich fadunek elektryczny rowny jest zero. W $rodowisku silnie kwasnym staja
si¢ kationami natomiast w srodowisku silnie zasadowym anionami.

Wykonanie

Do pigciu probowek nalewamy po 2 ml okoto 0,5% roztworu bialka jaja kurzego. Pierwsza proboéwke
pozostawiamy bez zmian. Do pozostatych czterech probéwek nalewamy nastepujacych odczynnikow:
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- do drugiej — 1 krople 1% kwasu octowego,
- do trzeciej — 0,5 ml 10% kwasu octowego,
- do czwartej — 0,5 ml 10% kwasu octowego i 3-4 krople 10% NaCl
- do piatej — 0,5 ml 10% NaOH.

Uzupelnij tabele:

Rzeczpospolita Dofinansowane przez

Unie Europejska

Probéwka Zawartos$¢ probowki Obserwacje po zagotowaniu (osad)

1 2 ml okoto 0,5% roztworu bialka jaja
kurzego

2 2 ml okoto 0,5% roztworu biatka
drugiej + 1 kropla 1% kwasu
octowego

3 2 ml okoto 0,5% roztworu biatka +
0,5 ml 10% kwasu octowego

4 2 ml okoto 0,5% roztworu biatka =
0,5 ml 10% kwasu octowego i 3-4
krople 10% NaCl

5 2 ml okoto 0,5% roztworu biatka +
0,5 ml 10% NaOH

Whioski




