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Reakcje wykorzystywane do wykrywania
wybranych aminokwasow i bialek

Aminokwasy zaliczane sa do najpopularniejszych zwiazkow
naturalnych a to ze wzgledu na ich obecnos¢ we wszystkich biatkach. Ponadto, zwiazki te

wchodza w sklad innych zwiazkow biologicznie czynnych, w tym np. neuroprzekaznikow
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oraz alkaloidéw. W syntezie bialek wykorzystywanych jest jedynie 23 aminokwasy- sa to tzw.
aminokwasy kodowane, tj. takie, ktore sa rozpoznawane przez kod genetyczny. Znanych jest
kilka rodzajow aminokwasdéw, w tym np. aminokwasy aromatyczne. Co wazne, w zaleznosci
od skladu pierwiastkowego oraz od budowy, rozne aminokwasy ulegaja réznym reakcjom,
dzieki czemu mozliwe jest ich latwe wykrywanie i roznicowanie [3].

Stowa kluczowe: aminokwasy, biatka, denaturacja, koagulacja, aminokwasy siarkowe, aminokwasy
aromatyczne, proba ksantoproteinowa, grupa tiolowa.

Metody analizy, identyfikacji , a takze oczyszczania i biofizycznej charakterystyki biatek ewoluowaty
wraz z rozwojem wiedzy na ich temat, a takze z pojawieniem sie nowych celow badawczych,
w ktorych zakladano wykorzystanie tych specyficznych czasteczek.

Pod wplywem dziatania podwyzszonej temperatury, biatka moga ulec nieodwracalnej denaturacji.
Dochodzi woéwczas do zmiany struktury biatek, w wyniku czego staja sie one nieaktywne biologicznie.
Zjawisko to zachodzi w wyniku utraty trzeciorzedowej lub czwartorzedowej struktury, jednak
dochodzi do tego powyzej pewnej temperatury. Ponadto, denaturacje bialek moga wywotywac sole
metali ciezkich, mocne kwasy i zasady, a takze niskoczasteczkowe alkohole, aldehydy oraz
napromieniowanie. Biata proste stanowia pewien wyjatek, a to dlatego, ze moga one ulec procesowi
odwrotnemu do denaturacji tj. denaturacji, jednak tylko wtedy kiedy zostanie usuniety czynnik
denaturujacy.

Niektére biatka pod wplywem zwiekszonego stezenia soli w roztworze, moga ulec nieodwracalnej
denaturacji, jednakze proces wysalania biatek w wiekszosci przypadkdw jest catkowicie odwracalny.
Tak wiec, zjawisko wysalania moze byé¢ z powodzeniem wykorzystywane do izolowania lub
rozdzielania biatek, jednak przy wiekszych stezeniach soli moze dojs¢ do uszkodzenia otoczki
solwatacyjnej [4].

Pod wptywem ciepta dochodzi do zrywania w czasteczkach wigzan wodorowych, co w konsekwencji
prowadzi do nieodwracalnej denaturacji biatek. Caty proces denaturacji zalezy od rodzaju biatka, na
ktory dziata okreslona temperatura, zazwyczaj denaturacja rozpoczyna sie w przedziale 40°C-100°C.
Niektore biatka wytrzymuja krotkie gotowanie, wsrod nich jest zelatyna, rybonukleaza. Biatko, ktore
jest denaturowane w punkcie izoelektrycznym jest nierozpuszczalne [2].

Cieplna denaturacja i koagulacja bialka

Do probéwek nalezy odmierzy¢ po 2 ml 1% roztworu biatka (jaja kurzego), a nastepnie dodac:
-0,2 ml 0,01M roztworu HCI (o pH=3)- do pierwszej probdwki

- 0,2 ml buforu octanowego (o pH=4,7)- do drugiej probéwki

-0,2 ml 0,01M roztworu NaOH (pH=11)- do trzeciej probowki

Wszystkie probowki wstawi¢ do wrzacej tazni wodnej na ok. 15 minut, po inkubacji probki oziebic .
Nastepnie, do probéwek nr 1 i 3 dodac¢ po 2 ml 0,01 M buforu octanowego ( 0 pH=4,7). W prébkach
tych powinna wytraci¢ sie denaturowana albumina, z kolei w probowce nr 2 pojawia sie osad, ktory
jest denaturowana i skoagulowana albuminag [2].

Reakcja Libermanna

Reakcja charakterystyczna (stuzaca do identyfikacji) glikoprotein jest tzw. reakcja Libermanna.
W trakcie jej przebiegu, podczas ogrzewania ze stezonym roztworem HCIl dochodzi do hydrolizy



biatka, zas$ z cukréw (jednoczesnie) powstaja pochodne furfuralowe. Te z kolei, z uwolnionymi
w czasie hydrolizy fenolami, daja fioletowo zabarwione potaczenia.

Wykonanie:

Do 1 ml surowicy (2x rozcienczonej 0,9% roztworem NaCl) nalezy dodac¢ 3 ml stezonego HCI, prébke
ogrzewac przez kilka minut.

Wyniki: W trakcie ogrzewania roztwor stopniowo zabarwia sie na kolor fioletowy [2].

Wykrywanie siarki cystyny i cysteiny w aminokwasach

Aminokwasy, ktére w swojej budowie zawieraja grupy siarkowe -SH lub -S-S- wystepujace w stanie
wolnym lub zwigzanym w biatkach (tzw. aminokwasy siarkowe),podczas ogrzewania w sSrodowisku
silnie alkalicznym, ulegaja przeksztatceniu do kwasu pirogronowego. Wtedy tez dochodzi do
uwolnienia siarki w postaci jonow siarczkowych. Nastepnie, jony te reaguja z jonami otowiu (II),

w wyniku czego powstaje czarny osad.(PbS). Dodatkowym produktem powstajacym w czasie tej
reakgcji jest amoniak. Nalezy zaznaczy¢, ze metionina nie daje dodatniego wyniku tej reakcji [6].

HS OH

NH.

Zdjecie: Cysteina, http://portalwiedzy.onet.pl/80958,1,,,cysteina wzor strukturalny,haslo.html

Reakcja cystynowa:
W trakcie ogrzewania biatek z tugiem dochodzi do ich hydrolizy, zas zawarta w cystynie i cysteinie
siarka ulega uwolnieniu w postaci jonow siarczkowych, ktére to z jonami Pb2+ daja czarny osad PbS.

Metionina (inny aminokwas siarkowy) nie daje dodatniego wyniku przedstawionej reakcji [2].

1) Do 1 ml surowicy (rozcienczonej 10 x za pomoca 0,9% roztworu NaCl) nalezy dodac kilka kropli



1% roztworu (CH3COO)2Pb, a takze 2 ml 30% roztworu NaOH. Probke wstawi¢ do wrzacej tazni
wodnej.
Wyniki: Po kilkunastu minutach gotowania pojawia sie czarny osad [2].

2) Do 3 probéwek nalezy kolejno odmierzy¢ po 0,5 ml :

- 1% roztworu cystyny lub cysteiny- do pierwszej probowki

- 1% roztworu metioniny - do drugiej probowki

- 1% roztworu biatka jaja kurzego, albuminy, zelatyny, lub rozcienczonej 10x surowicy- do trzeciej
probowki

Nastepnie, do wszystkich probowek dodac¢ po 1 kropli 0,25M roztworu octanu otowiu (II). Prébki
wymieszac, po czym doda¢ do nich 2 ml 20% roztworu NaOH. Wymieszane probki wstawi¢ do
wrzacej tazni wodnej na 2-3 minuty. Po tym czasie poréwnac i zinterpretowac wyniki ( jak wyzej) [6].
Cystyna podczas ogrzewania w stezonym roztworze NaOH, ulega czesciowej mineralizacji, tj.
rozkltadowi do zwigzkéw nieorganicznych. Wolne jony S2-, ktére sa obecne w mieszaninie
poreakcyjnej, reaguja z jonami Pb2+ , w wyniku czego powstaje czarny osad (siarczek otowiu)

Do 1 cm3 roztworu cysteiny nalezy dodac¢ 2 cm3 20% NaOH, po czym prébke ogrzewaé we wrzacej
tazni wodnej przez 10 minut. Po inkubacji, do prébki dodac kilka kropli 2% Pb(CH3COO)2, po czym
probke ponownie ogrzewaé. W trakcie ogrzewania pojawia sie czarny osad [5].

Reakcja z nitroprusydkiem sodu- wykrywanie grup tiolowych w cysteinie

Zwiazki, ktore zawieraja w swej budowie ugrupowania tiolowe, tj. SH, w reakcji z nitroprusydkiem
sodu tworza kompleksowe potaczenia, o czerwono-fiotkowym zabarwieniu.

Do 1 cm3 roztworu cysteiny nalezy doda¢ 1 cm3 1% roztworu nitroprusydku sodu. Prébke nasyci¢
siarczanem amonu in substantia , po czym probke zalkalizowaé¢ za pomoca amoniaku. W wyniku
zachodzacych reakcji pojawia sie czerwono-fiotkowe zabarwienie swiadczace o obecnosci grup
tiolowych ~w  probce [5].

Proba ksantoproteinowa- wykrywanie ugrupowania aromatycznego w aminokwasach
aromatycznych

Aminokwasy aromatyczne, do ktérych zalicza sie fenyloalanine, tyrozyne i tryptofan, wystepujace
zaréwno w formie wolnej jak i zwigzanej w biatku, pod wplywem stezonego kwasu HNO3 (reakcja
nitrowania), tworza nitrowe pochodne o barwie zéttej. Dodatek NaOH powoduje pogtebienie barwy
do pomaranczowej (skutkiem utworzenia odpowiedniej soli w wyniku zachodzacej reakcji) [6], [5].

Sporadycznie mozna nitowa¢ zwiazki aromatyczne za pomoca stezonego kwasu azotowego (V).
Reakcja ta udaje sie np. w przypadku zwigzkow posiadajacych skondensowane pierscienie (np.
antracen), a takze w przypadku tyrozyny i tryptofanu. W reakcjach nitrowania innych zwigzkow
aromatycznych (takze fenyloalaniny), do najczesciej wykorzystywanych azotowych elektrofilow
zalicza sie kation nitroniowy (NO2+). Jon ten powstaje z kwasu azotowego (V) pod wptywem
katalizujacego protonu , ktory dostarczany jest przez kwas siarkowy. W wyniku reakcji
uprotonowany kwas azotowy (po odlaczeniu czasteczki wody), przechodzi w postaé jonu
nitroniowego. W praktyce, w celu przeprowadzenia reakcji nitrowania stosuje sie tzw. mieszanine
nitrujaca, w ktorej sktad wchodzi stezony kwas azotowy (V) i stezony kwas siarkowy (zmieszane
w stosunku 1:3 v/v) [6].



NH MNH,

Zdjecie: Tryptofan, http://portalwiedzy.onet.pl/81707,1,, tryptofan wzor strukturalny,haslo.html
Wykonanie préby ksantoproteinowej:

1). Nalezy przygotowacé trzy probowki, po czym odmierzy¢ do nich po 1 ml:

- 1% roztworu tyrozyny - do pierwszej probéwki,

- 1% roztworu glicyny - do drugiej probowki,

- 1% roztworu biatka (albuminy, owoalbuminy lub zelatyny albo rozcienczonej surowicy)- do trzeciej
probdéwki.

Nastepnie, do wszystkich probéwek nalezy doda¢ po 1 ml stezonego kwasu azotowego (V), probki
ogrzewaé przez 5 minut we wrzacej tazni wodnej. Po tym czasie zaobserwowaé¢, w ktérych
probowkach roztwor zabarwit sie na kolor zoity. Nastepnie wszystkie probdwki nalezy oziebié¢ pod
biezaca woda i dodac¢ do nich po 4 ml 20% roztworu NaOH (jest to reakcja silnie egzotermiczna!).

W ostatnim etapie doswiadczenia, zaobserwowa¢, w ktorych probowkach roztwor zabarwi sie na
kolor z6tto-pomaranczowy [6].

2). Do 1 cm3 roztworu aminokwasu aromatycznego nalezy doda¢ 0,5 cm3 stezonego kwasu HNO3.
Probke ogrzewa¢ we wrzacej tazni wodnej przez 10 minut. Zaobserwowac¢ pojawienie sie zoltego
zabarwienia. Nastepnie, po oziebieniu prébki dodac¢ do niej 4 cm3 20% NaOH, wtedy to barwa
roztworu staje  sie bardziej intensywna [5].

Histydyna

Histydyna jest aminokwasem, ktéry posiada bardzo duze powinowactwo do tlenu singletowego.
Ponadto, ma ona zdolno$¢ wiazania sie z jonami metali przejSciowych m.in. z miedzia , cynkiem,
niklem czy zelazem, gdzie w takich potaczeniach aminokwas ten stanowi kluczowy pod wzgledem
czynnosciowym sktadnik biatek (o wlasciwosciach enzymatycznych). W miesniach i mézgu ssakow



wystepuja wysokie (milimolowe) stezenia dipeptydéw, ktérych jednym ze sktadnikéw jest histydyna
(np. an seryna czy karnozyna). Dipeptydy te maja wtasciwosci antyoksydacyjne, co wynika miedzy
innymi z ich zdolnosci do wiazania jonéw miedzi [1].

Przeprowadzone badania doswiadczalne ujawnity, ze histydyna jest aminokwasem, ktéry zapobiega
rozwojowi dysfunkcji skurczowej oraz uszkodzeniom ultrastrukturalnym. Ponadto, histydyna
wykazuje wtasciwosci antyarytmiczne. Tak wiec, ze wzgledu na witasciwosci kardioprotekcyjne,
histydyna znalazla zastosowanie jako skladnik niektérych plynéw kardioplegicznych (plyny
podawane pod cisSnieniem do aorty) [1].

H
<\N | OH
N NH,

Zdjecie: Wzér histydyny,
http://portalwiedzy.onet.pl/81789,1,, histydyna wzor strukturalny,haslo.html

Reakcja (préba) Pauly’ego- wykrywanie pierscienia imidazolowego w histydynie [5], [6].

W sSrodowisku zasadowym pierscien imidazolowy obecny w histydynie, ulega reakcji sprzegania
z jonem p-sulfobenzenodiazioniowym.

Wyniki: Produktem tej reakcji jest pomaranczowy barwnik, tzw. barwnik azowy [5], [6].

Wykonanie:

1) Nalezy przygotowac¢ 3 probéwki, do kazdej odmierzy¢ po 0,5 ml:

- 0,5% roztworu histydyny- do pierwszej probowki

- 1% roztworu glicyny- do drugiej probowki

- 1% roztworu biatka np. jaja kurzego, albuminy lub zelatyny- do trzeciej probdwki.
Otrzymywanie roztworu soli diazoniowej:

Do probéwki odmierzyé 5 ml 0,5% roztworu kwasu sulfanilowego. Probéwke umiesci¢ w zlewce



z zimna woda, po czym do préby dodac 0,5ml 0,5% roztworu NaNO2, catosé¢ doktadnie wymieszac.
Otrzymany roztwor zalkalizowaé, za pomoca roztworu Na2CO3 in subst.- odczyn (pH) mieszaniny
sprawdzi¢ za pomoca papierka wskaznikowego.

Nastepnie, do przygotowanych wczesniej 3 probowek ( z przygotowanymi roztworami aminokwaséw
lub biatka), nalezy oddac zalkalizowany roztwor soli diazoniowej, cato$¢ wymieszacé.

Wyniki: Pojawienie sie w probowce pomaranczowego zabarwienia swiadczy o dodatnim wyniku
proby na obecnos¢ histydyny [6].

2) Do 5 cm3 0,5% roztworu kwasu sulfanilowego nalezy doda¢ 0,5 cm3 0,5% roztworu NaNO2-
chtodzac probke w zimnej wodzie. Powstaly w ten sposdb roztwoér soli diazoniowej nalezy
zalkalizowa¢ za pomoca roztworu Na2CO3 in substantia. Odczyn roztworu sprawdzi¢ za pomoca
papierka wskaznikowego. Nastepnie, do probowki zawierajacej 1 cm3 roztworu histydyny wlac
roztwor soli diazionowe;j.

Wyniki: Powstaje pomaranczowo-czerwone zabarwienie (jak wyzej) [5].

Autor: Lidia Koperwas
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