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Wysalanie i denaturacja biatek jaja kurzego oraz zelatyny

CEL CWICZENIA:

Celem ¢wiczenia jest wysolenie jak i zdenaturowanie biatek rdznego pochodzenia
przy uzyciu réznych substancji chemicznych oraz przeprowadzenie charakterystycznych
reakcji dla biatek i aminokwaséw w celu okreslenia ich podstawowych wtasciwosci.

PODSTAWY TEORETYCZNE:

Biatka to ogromne bioczgsteczki wystepujgce w kazdym zywym organizmie. Istnieje
wiele ich typow i spetniajg wiele réznych funkcji biologicznych. Niezaleznie od ich funkcji,
wszystkie biatka zbudowane sg ze znacznej liczby jednostek aminokwasowych potgczonych w
dtugi tancuch. Aminokwasy sg to zwigzki dwufunkcyjne, zawierajg zarowno zasadowg grupe
aminows, jak i kwasowg grupe karboksylowga. Znaczenie aminokwasow jako biologicznych
blokdw budulcowych wynika z faktu, ze mogg sie one fgczy¢ w dtugie fancuchy przez
tworzenie wigzan amidowych miedzy grupg —NH, jednego aminokwasu i grupg —COOH
innego. Biatka dzielg sie zaleznie od ich sktadu na dwie grupy: na biatka proste (proteiny)
i ztozone (proteidy). Biatka proste (np. albumina) to te, ktére w wyniku hydrolizy dajg jedynie
aminokwasy, natomiast biatka ztozone, ktdére czesciej wystepujg w przyrodzie, dajg po
hydrolizie oprocz aminokwaséw takze inne zwigzki, takie jak weglowodany, ttuszcze czy
kwasy nukleinowe. Pod wzgledem budowy (tréjwymiarowej postaci) rozrézniamy biatka
fibrylarne i globularne. Biatka fibrylarne (wtékienkowe) takie jak kolagen i kreatyna, sktadaja
sie z taricuchdéw polipeptydowych utozonych obok siebie w dtugie wtdkna. Poniewaz biatka te
sq odporne i nierozpuszczalne w wodzie, s3 one w naturze uzywane do budowy tkanek
konstrukcyjnych, takich jak sciegna, kopyta i inne. Biatka globularne (ktebuszkowe) sg zwykle
zwiniete z zwarty, w przyblizeniu kulisty ksztatt. Biatka te s3 zasadniczo rozpuszczalne
w wodzie i swobodnie przemieszczajg sie w obrebie komaérki.

Ze wzgledu na skale przestrzenng petng strukture biatka mozna opisaé na czterech

poziomach:

e Struktura pierwszorzedowa biatka (kolejnos¢ aminokwaséw w liniowych fancuchu
polipeptydowym)

e Struktura drugorzedowa biatka (sposéb przestrzennego utozenia tancucha
polipeptydowego, wynikajacy z geometrycznej budowy wigzania peptydowego oraz
wigzan wodorowych, tworzacych sie miedzy grupami C=0 i N-H tego samego lub
réznych tancuchow). Biatka posiadajg dwie struktury drugorzedowe:

= qa-helisa (skrecona prawostronnie cylindryczna spirala — tzw. linie Srubowe

= B-harmonijka (struktura pofatdowanej kartki papieru czyli dwa rownolegte do
siebie tancuchy polipeptydowe potgczone wigzaniami wodorowymi)

e Struktura trzeciorzedowa biatka (utozenie w przestrzeni skreconych w cylindryczne
spirale tancuchow polipeptydowych. Budowe takiej makroczasteczki biatka stabilizujg
wigzania tworzace sie miedzy bocznymi resztami aminokwasowymi. S3 to: wigzania
wodorowe, jonowe, mostki dwusiarczkowe oraz sity Van der Waalsa.)
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e Struktura czwartorzedowa biatka (wzajemne potozenie w przestrzeni kilku
makroczgsteczek polipeptyddéw Przyktadem biatka o IV-rzedowej strukturze jest
hemoglobina.

Biatka ulegaja m.in. takim procesom jak wysalanie i denaturacja.

e Wysalanie biatek

Wykorzystujgc charakterystyczne wtasciwosci biatek, a w szczegdlnosci rézne ich
powinowactwo do wody, mozna doprowadzi¢ do ich wytrgcenia z roztworu. Rozpuszczalnosé
biatek zalezy od ich pH oraz sity jonowej czy stezenia i wartosciowosci jonow w roztworze. Po
dodaniu elektrolitu do roztworu zawierajgcego rdozne biatka zmieniajg sie warunki hydratacji
ich czasteczek. ,,Odwadniajgce” oddziatywanie jonéw jest proporcjonalne do sity jonowej
roztworu, stagd rozpuszczalnos¢ biatek maleje wraz ze wzrostem stezenia soli. Wysalanie jako
proces polegajacy na ,odwadnianiu” czgsteczek biatek i wytraceniu ich z roztworu w postaci
osadu, wymaga odpowiedniego czasu dziatania soli o wiekszym niz biatka powinowactwie do
wody. Konieczne tez jest oddzielenie wytragconych biatek przez saczenie lub wirowanie,
a wreszcie usuniecie wysalajacej soli, na przyktad przez dialize. Przewaznie wysalanie nie
zmienia wtasciwosci biologicznych biatek. Najczesciej wysolenie prowadzi sie w obecnosci
takich soli jak: (NH4),SO4 NaCl, Na,SO4 (jony tych soli silniej niz czasteczki biatka oddziatywaja
z czasteczkami  wody- niszczenie stabilizujagcej biatko otoczki hydratacyjnej). Na
rozpuszczalnos¢ biatek w wodzie ma takze wptyw temperatura, przy ktorej przeprowadza sie
wysalanie. Dodanie rozpuszczalnika podczas wysalanie spowoduje przejscie biatka w stan
koloidu czyli peptyzacje. Frakcjonowanie biatek z mieszaniny na drodze wysalania
przeprowadza sie zwykle przy pH roztworu bliskim wartosci punktu izoelektrycznego (pl)
danego biatka.

e Punkt izoelektryczny to taka wartos¢ pH, przy ktérej czasteczki (np. aminokwasy)
posiadajace grupy funkcyjne mogace przyjmowaé jednoczeénie dodatni (np. NHs")
i ujemny (COO) tadunek elektryczny zawiera srednio tyle samo tadunkow dodatnich
co ujemnych, na skutek czego tadunek catkowity catej populacji wynosi zero.

* Denaturacja biatek

Jest to nieodwracalny proces polegajgcy na niszczeniu przestrzennej struktury (I1, lll, i V)
biatek pod wptywem czynnikdw fizycznych i chemicznych. Do czynnikow fizycznych
zaliczamy: ogrzewanie, silnie mieszanie, wytrzgsanie, naswietlanie promieniowaniem
nadfioletowym, rentgenowskimi i jonizujgcym lub dziatanie ultradzwiekami. Natomiast
denaturacja chemiczna zachodzi w obecnosci mocznika, chlorku guanidyny, na skutek
dziatania kwaséw i zasad, soli metali ciezkich. Wszystkie te czynniki powodujg rozerwanie
wigzan wodorowych, jonowych, mostkéow disiarczkowych, czyli niszczg wigzania, ktore
stabilizujg strukture fancuchow polipeptydowych.

Aminokwasy sg sktadowymi biatek posiadajgce w swojej budowie zaréwno grupe aminowa
jak i karboksylowsg, dlatego tez charakteryzujg sie wtasciwosciami amfoterycznymi.

e wsrodowisku o pH nizszym od ich punktu izoelektrycznego (pl) wystepujg jako
kationy (-NH3") i moga wtedy reagowac z réznego rodzaju anionami

3
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e w s$rodowisku o pH wyzszym od pl tworzg aniony (-COO") i reaguja z kationami,
natomiast w pH rownym pl tworzg jony obojnacze, czyli elektrycznie obojetne.

Oprocz tego wyrdznia sie aminokwasy:
e obojetne (pl przy pH ok. 6,3)
e zasadowe (pl w zakresie zasadowym pH)
e kwasne (pl w zakresie kwasnym pH).

Aminokwasy naturalne (czyli takie, ktére wchodzg w sktad biatek - wyjatek stanowi glicyna)
zawierajg wegiel asymetryczny i dlatego sg optycznie czynne. Rosliny mogg syntetyzowac
wszystkie aminokwasy, zwierzeta sg zdolne do syntezy tylko niektérych (aminokwasy
endogenne), pozostate (aminokwasy egzogenne) muszg pobiera¢ z pokarmem. Dla
wiekszosci kregowcow (w tym dla cztowieka) aminokwasami egzogennymi s3:

e aminokwasy aromatyczne (fenyloalanina, tryptofan),

e aminokwasy o taricuchach rozgatezionych (walina, leucyna, izoleucyna) oraz lizyna,
treonina i metionina.

Ze wzgledu na charakter reakcji katabolicznych aminokwasy dzieli sie na:
e glikogenne, wtgczajgce sie w metabolizm cukréw
e ketogenne, dostarczajgce produktéw charakterystycznych dla przemiany ttuszczow

Aminokwasy naturalne wystepujgce w biatkach (wbudowane w procesie translacji) to:
glicyna, alanina, seryna, cysteina, walina, leucyna, izoleucyna, metionina, treonina, prolina,
arginina, lizyna, tryptofan, histydyna, tyrozyna, fenyloalanina, glutamina, kwas glutaminowy,
asparagina, kwas asparaginowy.

Charakterystyczne barwne reakcje biatek i aminokwasow :

Istnieje wiele reakcji barwnych, ktorym ulegajg zarowno biatka zawierajgce aminokwasy
z wolng grupg a-aminowg oraz same wolne aminokwasy. Reakcje te wskazujg na obecnos¢
niektdérych specyficznych aminokwaséw, jak rowniez potwierdzajg odpowiednie wtasciwosci
chemiczne i fizyczne biatek jak i samych aminokwaséw. Do tego typu reakcji naleza:

* Reakcja ninhydrynowa — reakcja ta polega na utlenieniu ninhydryng aminokwasu do
amoniaku, dwutlenku wegla i aldehydu (ubozszego o jeden atom wegla). Produktem
przejsciowym tej reakcji jest odpowiedni iminokwas. W wyniku tej reakcji powstaje
fioletowo niebieskie zabarwienie, ktorego natezenie jest proporcjonalne do
zawartosci azotu a-aminowego aminokwaséw. To charakterystyczne zabarwienie jest
wynikiem kondensacji 2 czgsteczek ninhydryny tj. zredukowanej i utlenionej
z amoniakiem. Reakcja ninhydrynowa stosowana jest w metodach gazometrycznych
w celu ilosciowego oznaczenia CO, Ilub NH, oraz w metodach
spektrofotometrycznych, w ktorych mierzy sie natezenie barwy kompleksu
ninhydryny z amoniakiem.
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kompleks barwny

* Reakcja biuretowa Piotrowskiego (na wigzania peptydowe) — jest to najbardziej
charakterystyczna reakcja pozwalajgca wykry¢ biatka. Pozytywny wynik tej reakcji
daja wszystkie zwigzki zawierajace co najmniej dwa pofgczone ze sobg wigzania
peptydowe. W reakcji tej powstaje niebieski lub fioletowy kompleks wodorotlenku
miedzi () w wyniku tworzenia sie wigzania koordynacyjnego pomiedzy miedzig
a dwoma przylegtymi wigzaniami —CO-NH- peptydu/biatka.

2 HyN-CHp-COOH + CUCO3 —=  Cu(OOC-CH,-NH,), + CO,+H,0

NH2 \OH/ HZN\
H,C /CH

/C—OI-(OH HO—C\

* Reakcja ksantoproteinowa — jest to reakcja, ktdérej ulegajg biatka, w sktad ktérych
wchodzg aminokwasy posiadajgce w swojej strukturze pierscien aromatyczny, ktéry
to w obecnosci stezonego kwasu azotowego (V) moze ulec reakcji ,nitrowania”
w efekcie dajac z6tte zabarwienie roztworu.

O,N
2 OH

NH HO 2
HO 2
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* Reakcja z kwasem azotowym (lll) van Slyke’a — jest to reakcja a-aminokwasu z HNO,
w wyniku ktdrej wydziela sie azot czgsteczkowy (wydzielajgce sie burzliwe pecherzyki
gazu). Reakcja ta jest wykorzystywana do gazometrycznej metody iloSciowego
oznaczania a-aminokwaséw metodg van Slyke’a.

0
o}
+ O=N-OH — HO + Hy0+ Ny
N L Hon

e Reakcja cystynowa — w reakcji tej biatka ogrzewane z tugiem ulegajg hydrolizie,
a zawarta w cystynie i cystydynie siarka ulega uwolnieniu w postaci jondw
siarczkowych, ktére to z kolei z jonami Pb* dajg czarny osad tj. PbS. Metionina nie
daje takiego wyniku tej reakgji.

H

H )
HS—CZ+COO' +20H  — HC—G—C00" + NHy + Hy0 + sZ

NH,

Pb%* + S —» pps}

e Reakcja z nitroprusydkiem sodu na obecnos¢ grup tiolowych — nitroprusydek sodu
tworzy czerwonofiotkowe kompleksy z grupami tiolowymi.

+3 -2 H2 |T| H2 'Ti -3
[Fe (CN)5NO] + NH3 + HS—C —C-COOH —= | Fe*3(CN)sN——0-—S—C —C=COOH | 4 NH,*
NH; NH,

* Rekacja McCarthy-Sulivana — jest to reakcja charakterystyczna dla metioniny.
Metionina w srodowisku kwasnym ulega reakcji dajgc rozowo brunatne zabarwienie.

* Reakcja Sakaguciego -jest to reakcja pozwalajgca wykry¢ obecnos$é argininy
w badanej prébce. Grupa guanidynowa argininy w zasadowym roztworze
z a-naftolem i NaBrO daje czerwony kompleks. Reakcja ta wykorzystywana jest do
iloSciowego oznaczenia argininy w biatkach.

* Reakcja wykrywania pierscienia indolowego w tryptofanie- w srodowisku kwasnym
tryptofan ulega reakcji z aldehydami (z aldehydem mrowkowym-Reakcja Voisseneta)
lub (kwasem glioksalowym —Reakcja Adamkiewicza-Hopkinsa) dajgc barwne produkty
kondensacji.
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PRZEBIEG CWICZENIA:

Wysalanie i denaturacja biatek

Materiaty i odczynniki Szkto oraz potrzebny sprzet laboratoryjny:
* biatko jaja kurzego *  proboéwki (10szt.)

* 0,8% roztwér zelatyny spozywczej e zlewki

e kawatek biatego sera e kolby miarowe

* 0,9% roztwor chlorku sodu (NacCl) * pipety

* nasycony roztwoér (NH;),SOq » szkietka zegarkowe

* nasycony roztwoér MgSQO, * gaza apteczna

*  (NH4),SOg4in substantia e tfaznia wodna

Wykonanie ¢éwiczenia

1. Przygotowanie roztworu biatka jaja kurzego i zelatyny

* Oddzieli¢ biatko od zéttka, nastepnie biatko dobrze wymiesza¢ (nie wytrzgsac) z 45 ml
0,9% roztworu chlorku sodu (NaCl). Przesaczy¢ przez gaze.

e Sporzadzi¢ 0,8% roztwor zelatyny spozywczej w wodzie. (w przypadku stabego
rozpuszczania zelatyny nalezy lekko ogrzac zawartos¢ kolby w cieptej tazni wodnej)

2. Oznaczenie nr.1 (wybér rodzaju soli stuzacej do wysolenia biatek oraz okreslenie ilosci
wytraconych osadow)

* Do dwodch probéwek odmierzy¢ po 1ml roztworu biatka jaja kurzego. Do pierwszej z
nich doda¢ 1ml nasyconego roztworu MgSO,, za$ do drugiej 1ml nasyconego
roztworu (NH;),SO4

* Do kolejnych dwdch probédwek odmierzy¢ po 1 ml roztworu zelatyny. Do pierwszej z
nich doda¢ 1ml nasyconego roztworu MgSO,, za$ do drugiej 1ml nasyconego
roztworu (NH;),S04

OBSERWACIJE:
Na podstawie wykonanego doswiadczenia :
e zaobserwowa¢, czy obydwa rodzaje biatek sg wysalane przy tym samym stopniu
nasycenia roztworu okreslong solg
e porownacilos¢ i wyglad wytrgconych osadow
* zastanowic sie czy rodzaj soli ma wptyw na stopien wysolenia
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3. Oznaczenie nr.2 (badanie wptywu ilosci soli i efektu rozcieficzenia na ilos¢ wytracanego
osadu)

e Przygotowac 6 probdwek. Do trzech z nich wla¢ po 2 ml roztworu biatka jaj kurzego,
zas do nastepnych trzech po 2 ml zelatyny. Do probéwek oznakowanych 2 i 3 oraz
5 i 6 doda¢ nasycony roztwér (NH4),SO, Dodaé réwniez wode destylowang
w ilosciach podanych nizej w tabelce 1. Zawartos¢ probdéwek doktadnie wymieszac
i zanotowac, w ktérych wytracit sie osad.

e Nastepnie do probowek oznakowanych 3 i 6 dodac jeszcze (NH4),SO4 in substantia w
takiej ilosci, aby nasyci¢ roztwor, czyli aby czes¢ soli zostata nierozpuszczona na dnie
probéwki. Starannie wymieszac ich zawartos¢. Z tych probdéwek, w ktorych wytracit
sie osad odla¢ 1 ml nadsgczu do innej czystej probowki i dodac jeszcze raz (NH4),S04
in substantia w celu zaobserwowania czy nastgpi jeszcze dodatkowo wysolenie.

Tabela 1. llosci nasyconego roztworu (NH4),5S0,4i wody destylowanej jakie nalezy dodac
do odpowiednich probowek

Numer . . Nasycony roztwor Woda
.. | Rodzajroztworu biatek
probowki (NH4)2S04 (ml) destylowana (ml)
1 T -
5 Roztwor biatka jaja c
kurzego
3 8 -
4 - 8
5 Roztwor zelatyny 5 3
6 8 -

OBSERWACIE:
Na podstawie wykonanego doswiadczenia :
e ustali¢, czy dodanie (NH;),SO4 in substantia wptywa na ilos¢ i posta¢ wytrgconego
osadu;
e wyttumaczy¢ efekt rozcieniczenia
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Okreslenie podstawowych wtasciwosci biatek i aminokwasow za pomoca
charakterystycznych barwnych reakgji.

Wykonanie éwiczenia

1. Przygotowanie roztworu biatka jaja kurzego
« Biatko doktadnie oddzieli¢ od zéttka, nastepnie doda¢ 100cm® 2% NaCl i wymieszaé.

2. Oznaczenie nr 1 -Reakcja ninhydrynowa

Materiaty i odczynniki Szkto oraz potrzebny sprzet laboratoryjny:
* 1% roztwor biatka jaja kurzego * probowki (6szt.)

e 0,8% roztwor zelatyny spozywczej e statyw na probowki

* 1% roztwor: glicyny, proliny * Pipetki plastikowe

e Otrzymany roztwor nieznanego * taznia wodna

aminokwasu
e 1% roztwor ninhydryny w etanolu
e 2% roztwor chlorku sodu (NaCl)

Przygotowac 5 czystych probowek nastepnie wprowadzi¢ kolejno 1ml roztworu: glicyny (1),
proliny (2), biatka (3), zelatyny (4), nieznanego aminokwasu (5) oraz wody (6). Nastepnie do
kazdej probowki doda¢ po 1ml roztworu ninhydryny i ogrzewac¢ we wrzgcej tazni wodnej
przez ok. 1 minuty.

OBSERWACIJE:
Na podstawie wykonanego doswiadczenia :
e zaobserwowac pojawienie sie charakterystycznego fioletowo-niebieskiego
zabarwienia
* Porownac i zinterpretowac uzyskane wyniki w poszczegélnych probach.

3. Oznaczenie nr 2 -Reakcja biuretowa

Materiaty i odczynniki Szkto oraz potrzebny sprzet laboratoryjny:
e 1% roztwor biatka jaja kurzego e probdéwki (10 szt.)

e 0,8% roztwor zelatyny spozywczej e statyw na probdowki

* 1% roztwor: glicyny, proliny * Pipetki plastikowe

e otrzymany roztwér nieznanego * faznia wodna

aminokwasu
* 0,5% roztwodr CuSO,
* 0,5% wodny roztwér CuCl,
*  6M wodny roztwo6r NaOH
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Przygotowac 5 czystych probowek nastepnie wprowadzi¢ kolejno po 1ml roztworu: glicyny
(1), proliny (2), biatka (3), zelatyny (4), nieznanego aminokwasu (5) oraz wody (6). Nastepnie
do kazdej probdéwki dodaé po 2ml 6M roztworu NaOH i jednej kropli 0,5% roztwor CuSO,
i dobrze wymiesza¢. Nastepnie dodawac kroplami do kazdej probowki pozostate 0,5 ml
roztworu CuSO,. To samo doswiadczenia nalezy wykona¢ dla tych samych roztworéw
wyjsciowych zamieniajac tylko 0,5% roztwdr CuSO,4na 0,5% wodny roztwér CuCls.

OBSERWACIE:
Na podstawie wykonanego doswiadczenia :
e zaobserwowal pojawienie sie charakterystycznego niebieskiego lub fioletowego
zabarwienia
e porownaci zinterpretowac uzyskane wyniki w poszczegdlnych probach.
* wyjasni¢ czy rodzaj uzytej soli miedzi ma wptyw na efekt korncowy doswiadczenia.

4. Oznaczenie nr 3 - Reakcja ksantoproteinowa

Materiaty i odczynniki Szkto oraz potrzebny sprzet laboratoryjny:
e 1% roztwor biatka jaja kurzego e probdéwki (8 szt.)

e 0,8% roztwor zelatyny spozywczej e statyw na probdéwki

* kawatek biatego sera * Pipetki plastikowe

e 1% roztwar: glicyny, tyrozyny, tryptofanu taznia wodna
* otrzymany roztwor nieznanego

aminokwasu
* stezony kwas azotowy (V)
*  6M wodny roztwo6r NaOH
Przygotowacd 8 czystych probdwek, do ktérych doda¢ po 1ml roztworu: glicyny (1), tyrozyny
(2), tryptofanu (3), biatka (4), zelatyny (5), nieznanego aminokwasu (6), wody (7), a do
8 probdéwki wsypaé kawatek biatego sera. Nastepnie do wszystkich probéwek doda¢ po 1ml
stezonego kwasu azotowego (V) i ogrzewac mieszaniny przez ok. 5 minut we wrzacej fazni
wodnej. Po tym czasie wszystkie probdwki ostudzi¢ pod biezacg woda i OSTROZNIE dodaé po
3ml 6M roztworu NaOH (REAKCJA SILNIE EGZOTERMICZNA).

OBSERWACIE:
Na podstawie wykonanego doswiadczenia :
* zaobserwowaé, w ktdérych probdéwkach roztwdér zabarwit sie na kolor
z6ttopomaranczowy
e zinterpretowac uzyskane wyniki w poszczegdlnych prébach.
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5. Oznaczenie nr 4 - Reakcja z kwasem azotowym (lll) van Slyke’a

Materiaty i odczynniki Szkto oraz potrzebny sprzet laboratoryjny:
* 1% roztwor biatka jaja kurzego e probowki (5 szt.)

* 0,8% roztwér zelatyny spozywczej e statyw na probowki

e 1% roztwar: glicyny e Pipetki plastikowe

e otrzymany roztwér nieznanego e tazniawodna

aminokwasu
e  10% roztwor NaNO,
e 2M roztwér CH;COOH

Do 5 czystych probéwek dodaé po 2 ml 10% roztworu NaNO, i 2 ml 2M roztworu CH3;COOH
i dobrze wymiesza¢. Nastepnie do pierwszej probéwki doda¢ 1 ml roztworu glicyny (1), do
drugiej probowki doda¢ 1 ml roztworu biatka (2), do trzeciej 1 ml roztworu zelatyny (3), do
czwartej 1 ml nieznanego aminokwasu (4), a do pigtej 1ml wody (5).

OBSERWACIE:

Na podstawie wykonanego doswiadczenia :
e zaobserwowac¢ wydzielanie sie produktu gazowego reakcji deaminacji
* zinterpretowac uzyskane wyniki w poszczegdlnych prébach.

6. Oznaczenie nr 5 - Reakcja cystynowa

Materiaty i odczynniki Szkto oraz potrzebny sprzet laboratoryjny:
* 1% roztwor biatka jaja kurzego e probowki (7 szt.)

* 0,8% roztwoér zelatyny spozywczej e statyw na probowki

e 1% roztwar: glicyny, cysteiny, metioniny e Pipetki plastikowe

e otrzymany roztwoér nieznanego e tazniawodna

aminokwasu

* 1% roztwor octanu oftowiu (I1)
(CH5COO0),Pb

*  6M wodny roztwor wodorotlenku sodu
NaOH

Przygotowaé 7 probdwek, do ktdérych nalezy odmierzy¢ po 1 ml roztworu glicyny (1), cysteiny
(2), metioniny (3), biatka (4), zelatyny (5), nieznanego aminokwasu (6) oraz wody (7).
Do wszystkich probéwek dodaé po 2 ml 6M wodny roztworu NaOH i 0,5 ml 1% (CH;COO),Pb.
Nastepnie wstawi¢ wszystkie probowki do wrzgcej tazni wodnej na 2-3 minuty.

OBSERWACIE:

Na podstawie wykonanego doswiadczenia :
e zaobserwowac, w ktorych probowkach nastgpito wytragcenie sie czarnego osadu PbS
e porownaci zinterpretowac uzyskane wyniki w poszczegdlnych probach.
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7. Oznaczenie nr 6 - Reakcja z nitroprusydkiem sodu na obecnos¢ grup tiolowych

Materiaty i odczynniki Szkto oraz potrzebny sprzet laboratoryjny:
* 1% roztwor biatka jaja kurzego e probowki (7 szt.)

e 0,8% roztwor zelatyny spozywczej e statyw na probdéwki

* 1% roztwor: glicyny, cysteiny, metioniny * Pipetki plastikowe

* otrzymany roztwér nieznanego * faznia wodna

aminokwasu
e 1% roztwor nitroprusydku sodu
e siarczan amonu (NH,),SO4in substantia
e stezony amoniak NHs
Przygotowaé 7 probdowek, do ktérych nalezy odmierzy¢ 1 ml roztworu glicyny (1),
cysteiny (2), metioniny (3), biatka (4), zelatyny (5), nieznanego aminokwasu (6) oraz
wody (7). Nastepnie do wszystkich probédwek dodac po 1 ml roztworu nitroprusydku sodu po
czym dodac siarczan amonu in substantia do nasycenia roztworu. Na samym korncu nalezy
proby zalkalizowac¢ dodajgc amoniak pod dygestorium.

OBSERWACIJE:
Na podstawie wykonanego doswiadczenia :
* zaobserwowal, w ktérych probowkach roztwér zabarwit sie na kolor czerwono-
fiotkowy oznaczajacy dodatki wynik na obecnosé grup tiolowych.
e zinterpretowac uzyskane wyniki w poszczegdlnych prébach

8. Oznaczenie nr 7 - Rekacja McCarthy-Sulivana

Materiaty i odczynniki Szkto oraz potrzebny sprzet laboratoryjny:
e 1% roztwor biatka jaja kurzego e probdéwki (6 szt.)

e 0,8% roztwor zelatyny spozywczej e statyw na probdéwki

* 1% roztwor: glicyny, cysteiny, metioniny * Pipetki plastikowe

* otrzymany roztwér nieznanego * faznia wodna

aminokwasu

e 10% roztwor nitroprusydku sodu

* 40% wodny roztwor wodorotlenku sodu
NaOH

* stezony kwas solny HCI

Do 6 proboéwek wprowadzi¢ po 2,5 ml roztworu cysteiny (1), metioniny (2), biatka (3),
zelatyny (4), nieznanego aminokwasu (5) oraz wody (6). Nastepnie do kazdej probéwki dodac
0,5 ml 40% roztworu NaOH i dobrze wymieszaé, po czym dodac¢ 0,5 ml 1% roztworu glicyny
i takze wymieszaé, a na koniec dodac¢ 0,3 ml 10% roztworu nitroprusydku sodu. Wszystkie
probéwki ogrzewaé w fazni wodnej w temperaturze 40-80°C nie dopuszczajgc do wrzenia.
Nastepnie probowki ostroznie oziebi¢ pod biezgcg wodg i doda¢ ok. 0,5 ml stezonego
roztworu HC.
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OBSERWACIE:
Na podstawie wykonanego doswiadczenia :
e zaobserwowaé, w ktdorych probowkach roztwdr zabarwit sie na kolor rézowo-
brunatny oznaczajgcy dodatni wynik na obecnos$¢ metioniny
* zinterpretowac uzyskane wyniki w poszczegélnych probach

9. Oznaczenie nr 8 - Reakcja Sakaguchi'ego na obecnos¢ argininy

Materiaty i odczynniki Szkto oraz potrzebny sprzet laboratoryjny:
* 1% roztwor biatka jaja kurzego e probowki (6 szt.)

* 0,8% roztwér zelatyny spozywczej e statyw na probowki

e 1% roztwar: glicyny, argininy e Pipetki plastikowe

e otrzymany roztwér nieznanego
aminokwasu

e 1% roztwdr a-naftolu w etanolu

e 10% wodny roztwor wodorotlenku sodu
NaOH

e roztwdr bromianu (1) sodowego NaOBr

e 40% roztwdr mocznika

Przygotowaé 6 czystych probéwek, do ktérych dodac kolejno 1 ml : glicyny (1), argininy (2),
biatka (3), zelatyny (4), nieznanego aminokwasu (5) oraz wody (6). Nastepnie do wszystkich
dodac¢ 0,5 ml 10% NaOH oraz 2-3 krople 1% roztworu a-naftolu w etanolu i kazdg mieszanine
doktadnie wymiesza¢. Do wszystkich prob nastepnie dodac po ok. 0,25 ml NaBrO, doktadnie
wymiesza¢ i doda¢ po 0,5 ml 40% roztworu mocznika w celu stabilizacji pojawiajacej sie
barwy.

OBSERWACIJE:
Na podstawie wykonanego doswiadczenia :
* zaobserwowa¢, w ktorych probowkach roztwdr zabarwit sie na
pomaranczowoczerwony kolor
* zinterpretowacd uzyskane wyniki
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10. Oznaczenie nr 9 - Reakcja Voisseneta (wykrywania pierscienia indolowego w
tryptofanie)

Materiaty i odczynniki Szkto oraz potrzebny sprzet laboratoryjny:
* 1% roztwor biatka jaja kurzego e probowki (6 szt.)

e 0,8% roztwor zelatyny spozywczej e statyw na probdéwki

* 1% roztwor: glicyny, tryptofanu * Pipetki plastikowe

e otrzymany roztwér nieznanego * faznia wodna

aminokwasu
e 2,5% roztwodr aldehydu mréwkowego
e stezony kwas solny HCI
e 0,05% roztwdr azotynu sodu NaNO,

Do 6 czystych probéwek dodaé kolejno 1ml : glicyny (1), tryptofanu (2), biatka (3),
zelatyny (4), nieznanego aminokwasu (5) oraz wody (6). Nastepnie do wszystkich dodac
krople aldehydu mréwkowego i 4 ml stezonego HCl. Catos¢ pozostawi¢ na ok. 5 minut
(mozna delikatnie podgrza¢ mieszaniny). Po tym czasie dodawac kroplami roztwér NaNO,.

OBSERWACIJE:
Na podstawie wykonanego doswiadczenia :
* zaobserwowal, w ktérych probdowkach pojawito sie charakterystyczne fiotkowe
zabarwienie roztworu
e zinterpretowac uzyskane wyniki

OPRACOWANIE SPRAWOZDANIA

W sprawozdaniu prosze umiescic:
* kroétki wstep teoretyczny ( podajac odnosniki literaturowe) na temat:
-biatek (procesu wysalania i denaturacji)
-aminokwaséw( w tym charakterystycznych reakcji dla nich )
* przebieg ¢wiczenia i obserwacje dokonane w trakcie doswiadczen
* whnioski koncowe

PRZYGOTOWANIE DO ZAJEC

Przed przystapieniem do ¢wiczenia student powinien zapoznaé sie z niniejszg
instrukcja oraz sposobem wykonania ¢wiczenia. Powinien réwniez zapoznaé sie z
podstawami teoretycznymi technik laboratoryjnych wykorzystywanych ¢wiczeniu oraz z
zagrozeniami mogacymi wystgpi¢ podczas ich wykonywania. Student powinien zaznajomié
sie rowniez nastepujgcymi zagadnieniami i pojeciami:

* Biatka i ich budowa, proces wysolenia, proces denaturacji, punkt izoelektryczny, pKa,
aminokwasy podziat i wtasciwosci, charakterystyczne reakcje dla aminokwaséw i biatek
uwzgledniajac schematy reakgji.
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Ponadto powinien znac i przestrzega¢ ogodlne zasady BHP. Powinien zna¢ i wiedzie¢ jak
zapobiegac¢ zagrozeniom wynikajgcym z pracy z odczynnikami chemicznymi oraz aparaturg
wykorzystywang w ¢wiczeniu. Nalezy przynies¢ 2 jaja na catg grupe.
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