BUDOWA I WEASCIWOSCI AMINOKWASOW
1.1. Aminokwasy bialkowe

Aminokwasy sa zwiazkami organicznymi, zawierajacymi co najmniej jedna grupg karboksylowa COOH oraz
co najmniej jedna grupe aminowa NH,. W zaleznos$ci od potozenia grupy aminowej wzgledem karboksylowe;
wyrdzniamy o- , -, i y-aminokwasy. W przyrodzie wystgpuje ponad 300 roznych aminokwaséw, ale tylko 20
z nich wchodzi w sktad biatek. Wszystkie aminokwasy biatkowe sa a-aminokwasami (tzn. grupa aminowa
wystepuje przy pierwszym atomie wegla oznaczonym jako a). Wyjatek stanowi prolina. Ogoélna struktura
chemiczna a-aminokwasow zostata przedstawiona na rys. 1.1.
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Rys. 1.1. Wzér ogélny o -aminckwas6w

Wsrod biatkowych aminokwasow tylko glicyna (R = H) jest achiralna. Wszystkie pozostate aminokwasy maja
cztery rozne podstawniki przy weglu o (asymetrycznym), sa zatem czasteczkami chiralnymi, mogacymi
wystepowac jako enancjomery L i D, ktére sa fizycznie i chemicznie nierozréznialne, z wyjatkiem roznic
w kierunku skrecania plaszczyzny swiatla spolaryzowanego.
Wigkszos¢ biatkowych aminokwasow nalezy do szeregu aldehydu L-glicerynowego.
D-aminokwasy (nieprzyswajalne przez organizmy) wystgpuja w stanie wolnym w $cianie komorkowej bakterii
oraz w antybiotykach peptydowych.
Synteza chemiczna prowadzi do powstawania racematow, czyli mieszanin o jednakowej zawartosci
stereoizomerow L 1 D. Mieszanina taka me skrgca ptaszczyzny §wiatta spolaryzowanego w wyniku
kompensacji obu skrgcalnosci.
a-aminokwasy wykazuja wtasciwos$ci amfoteryczne (zachowuja si¢ jak kwasy i jak zasady). W roztworach
wodnych wystepuje rownowaga kwasowo-zasadowa aminokwasow (ry(s). 1.2).
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Rys. 1.2. Réwnowaga kwasowo-zasadowa aminokwaséw
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Rys. 1.3, Wzory strukturalne aminokwas6w alifatycznych obojstnych



Sumaryczny tadunek czasteczki aminokwasu zalezy od pH $srodowiska. Wartos¢ pK grup ulegajacych
dysocjacji mozna wyznaczy¢ z krzywej miareczkowania. W punkcie izoelektrycznym pl dla danego
aminokwasu maksymalna liczba jego czasteczek wystgpuje w postaci jondw obojnaczych (sumaryczny fadunek
rowna sig zeru). Wartosci pl dla wigkszosci aminokwasow biatkowych sa bliskie 6. Wyzsze pl maja
aminokwasy zasadowe: arginina — 10,76; histydyna — 7,59 i lizyna — 9,74, natomiast aminokwasy kwasowe
charakteryzuja si¢ mniejszymi warto$ciami pl: kwas asparaginowy — 2,77; kwas glutaminowy — 3,22.

Stosuje si¢ rozne kryteria klasyfikacji aminokwasow. Biorac pod uwage budowe tancuchéw bocznych,
aminokwasy mozna podzieli¢ na: alifatyczne oboje¢tne, alifatyczne hydroksyaminokwasy, siarkowe, zasadowe,
kwasowe i ich monoamidy oraz aminokwasy z pier§cieniem aromatycznym. Poza wymienionymi grupami
podziatu znajduje si¢ pozbawiona tancucha bocznego glicyna.

1.1.1. Aminokwasy alifatyczne oboj¢tne

Do tej grupy naleza: alanina, walina, leucyna, izoleucyna oraz prolina, ktérych wzory strukturalne
przedstawione sa na rys. 1.3. Aminokwasy te zawieraja alifatyczny, niepolarny, a zatem hydrofobowy tancuch
boczny (R).

1.1.2. Alifatyczne hydroksyaminokwasy

Alifatyczne hydroksyaminokwasy to seryna i treonina (rys. 1.4). Ich tancuchy boczne sa neutralne (pozbawione
tadunku) i polarne dzigki obecnos$ci grupy hydroksylowe;.
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1.1.3. Aminokwasy siarkowe

Do aminokwasow siarkowych (rys. 1.5) naleza: cysteina (zawierajaca grupg tiolowa SH) i metionina
(zawierajaca grupg tiometylowa SCH3). Cysteina pod wptywem tagodnych czynnikéw utleniajacych
dimeryzuje do cystyny (Cys), z utworzeniem wiazania disiarczkowego.
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Rys. 1.5. Aminckwasy siarkowe

1.1.4. Aminokwasy zasadowe

Aminokwasami zasadowymi (rys. 1.6) sa: lizyna (zawierajaca na koncu tancucha bocznego grupg aminowa),
arginina (zawierajaca grup¢ guanidynowa) oraz histydyna (majaca silnie zasadowy pierscien imidazolowy).
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Rys. 1.6. Aminokwasy zasadowe

1.1.5. Aminokwasy kwasowe

Do aminokwasoéw kwasowych (rys. 1.7) zalicza si¢ kwas asparaginowy i1 kwas glutaminowy. W tancuchach
bocznych tych aminokwasow znajduje si¢ dodatkowa grupa karboksylowa.
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Rys. 1.7. Aminokwasy kwasowe

1.1.6. Monoamidy kwasu asparaginowego i glutaminowego
Amidami kwasow asparaginowego 1 glutaminowego sa asparagina 1 glutamina.

1.1.7. Aminokwasy z pierscieniem aromatycznym

Do tej grupy naleza aminokwasy zawierajace podstawnik aromatyczny (rys. 1.9), czyli: fenyloalanina, tyrozyna
1 tryptofan. Obecno$¢ pierscienia aromatycznego warunkuje zdolno$¢ do pochfaniania promieniowania UV

w zakresie 260-290 nm (wlasciwos¢ ta jest wykorzystywana w metodach iloSciowego oznaczania biatka).
Tyrozyna zawiera dodatkowo grupg hydroksylowa w pierscieniu. Tryptofan jest aminokwasem
heteroaromatycznym.
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Rys. 1.8. Wzory strukturalne asparaginy i glutaminy
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Rys. 1.9. Wzory strukturalne fenyloalaniny, tyrozyny, tryptofanu



1.2. Wykonanie ¢wiczenia
1.2.1. Reakcje ogolne aminokwasow

Najbardziej charakterystyczna reakcja barwna a-aminokwaséw jest reakcja z ninhydryna. Jest ona
uwarunkowana réwnoczesna obecnoscia wolnej grupy aminowej i karboksylowej przy tym samym atomie
wegla.

W reakcjach barwnych uwarunkowanych budowa tancucha bocznego aminokwasu, pozytywne wyniki daja
réwniez zwiazki nie bedace aminokwasami, ktorych czasteczki zawieraja takie same lub podobne grupy
funkcyjne.

Biatka, zawierajace z reguly wszystkie rodzaje aminokwasow, daja réwniez pozytywne odczyny w reakcjach
na lancuchy boczne poszczegolnych aminokwasow.

Schemat postgpowania w celu identyfikacji aminokwaséw przy wykorzystaniu barwnych reakcji
wskaznikowych przedstawiono na rys. 1.10.

reakeja ninhydrynowa

wytracanie TCA

poz. | neg,

obecnosc starki

neg. | poz.

reakcja ksantoproteinowa

neg. | poz.

reakeia Pauly'ego

poz. | neg.

reakeja Millona

neg. | poz.

reakeja Sakaguchi

neg. | poz.

.réakcja Hopkinsa i Cole

neg. | poz.

Rys. 1.10. Schemat identyfikacji aminokwaséw za pomo'ca barwnych reakeji wskanikowych



Odczynniki i aparatura

1) 1% roztwory aminokwasow: glicyny (Gly), cystyny ([Cys]), fenyloalaniny (Phe), tyrozyny (Tyr),
tryptofanu (Trp), histydyny (His), argininy (Arg);

2) 1% roztwor biatka (albuminy lub kazeiny);

3) 0,2M bufor fosforanowy pH 6,0;

4) 6M NaOH;

5) 10% NaOH;

6) 1% a-naftol w etanolu;

7) 1% NaBrO;

8) 20% kwas trichlorooctowy (TCA);

9) HNO:s; stezony;

10) H,SOy4 stezony;

11)  0,5% roztwor CuSOy;

12) 2% roztwor octanu otowiu(H) (Uwaga! Silna trucizna!);

13)  odczynnik Miliona: 10 g rtgci metalicznej rozpusci¢ w 14 ml stgzonego HNOs i rozcienczy¢ dwukrotna
objetoscia wody (Uwaga! Silna trucizna!);

14)  roztwoér kwasu glioksalowego: roztwor a - 1g pylu magnezowego zala¢ 20 ml wody; roztworb — 2.5 g
kwasu szczawiowego rozpusci¢ w 25 ml wody; w celu sporzadzenia roztworu kwasu glioksalowego nalezy do
roztworu b wla¢ roztwor a, po czym ochtodzié, przesaczy¢, doda¢ 2,5 ml lodowatego kwasu octowego

1 dopeti¢ woda do 100 ml;

15) 5% roztwor NaNO»;

16) 1% roztwor kwasu sulfanilowego w 1 M HCI;

17) 10% roztwor Na,COs;

18) 1% roztwor ninhydryny w etanolu (96%);

19)  probowki chemiczne 20 ml (20 szt.);

20)  pipety serologiczne o pojemnosci 5 ml (2 szt.);

21)  taznia wodna ze statywem do probowek;

22)  mikropalnik;

23)  tapy drewniane (2 szt.).

A. Reakcja z ninhydryna

Ninhydryna (wodzian triketohydryndenu) w reakcji z amoniakiem i aminami (réwniez z biatkami) daje
produkty barwne (rys. 1.11).
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Rys. 1.11. Reakcja aminokwasu z ninhydryng



W przypadku reakcji z ai-aminokwasami istotng role odgrywa grupa karboksylowa. Aminokwasy pod
wptywem ninhydryny ulegaja utlenieniu do amoniaku, dwutlenku wegla i aldehydu. W roztworach o pH
wyzszym niz 4, amoniak reaguje dalej z ninhydryna i z utworzona hydryndantyna, dajac zwiazek o barwie
fioletowe (purpura Rithemana), ktorej natgzenie jest proporcjonalne do zawarto$ci azotu aminowego
aminokwasu.

Reakcja ta znalazta liczne zastosowania zar6wno w probach jakosciowych jak 1 w metodach ilosciowego
oznaczania aminokwaséw. Dodatni wynik reakcji z ninhydryna (oprécz aminokwasow, peptydéw i biatek) daja
takze sole amonowe, aminocukry 1 amoniak. Z tego wzgledu oznaczana proba musi by¢ wolna od tych
zwiazkow.

Wykonanie

Do probéwki nalezy odpipetowa¢ 1 ml buforu fosforanowego o pH 6, doda¢ 5 kropli roztworu badanego,
2 krople roztworu ninhydryny i ogrzewac przez kilka minut we wrzacej tazni wodnej. Wykona¢ proby

z roztworem dowolnego aminokwasu, biatka i z woda destylowana. Zanotowa¢ wyniki.

B. Reakcja z kwasem azotowym(III)

Aminokwasy wydzielaja azot czasteczkowy w reakcji z kwasem azotowym(III) w wyniku deaminacji (rys.
1.12). Reakcjg te wykorzystuje si¢ w gazometrycznej metodzie ilosciowego oznaczania o-aminokwasow
metoda van Slyke'a.
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Rys. 1.12. Schemat reakeji aminokwas6w z kwasem azotowym(IHl)

Wykonanie
Do 2 ml 10% roztworu NaNO; doda¢ 2 ml 2 M roztworu CH3;COOH 1 0,5 ml 0,5% roztworu glicyny.
Wydzielanie si¢ pgcherzykow gazu Swiadczy o powstawaniu azotu czasteczkowego.

1.2.2. Reakcje charakterystyczne niektorych aminokwasow
A. Reakcja na obecno$¢ aminokwasow siarkowych

Zwiazki posiadajace grupy sulfhydrylowe (utlenione lub zredukowane), jak cysteina i cystyna, ogrzewane

w srodowisku zasadowym ulegaja rozktadowi, a powstaty anion siarczkowy daje z solami otowiu(Il) czarny lub
szary osad siarczku otowiu(Il). Metionina, ktorej atom siarki uczestniczy w utworzeniu wigzania tioeterowego,
nie daje tej reakcji. Schematyczny przebieg reakcji cysteiny z jonami otowiu(Il) przedstawiono na rys. 1.13.
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Rys. 1.13. Schemat przebiegu reakeji cysteiny z jonami olowiu(il)

Wykonanie
Do 2 kropli roztworu badanego dodac 4 krople 6 M NaOH i 1 kroplg roztworu (CH3;COO),Pb. Probke
podgrza¢. Wykona¢ proby z roztworami: a) cystyny, b) innego aminokwasu, ¢) biatka. Zanotowa¢ wyniki.



B. Reakcja ksantoproteinowa na obecnos¢ pierscienia benzenowego

Pier$cienie benzenowe roznych zwiazkow ulegaja nitrowaniu (rys. 1.14) pod wptywem tzw. mieszaniny
nitrujacej (stezony kwas azotowy i stezony kwas siarkowy w stosunku 1:3). Produkty nitrowania maja barwe od
jasnozoltej do brazowej, znacznie intensywniejsza po zalkalizowaniu proby. Reakcja zachodzi z rd6zna
szybkoscia 1 wydajnoscia w zalezno$ci od budowy zwiazku 1 warun—kow reakcji. Tyrozyna, tryptofan i biatka
zawierajace te aminokwasy ulegaja tatwo nitrowaniu, natomiast fenyloalanina-wymaga intensywnego
ogrzewania.
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Rys. 1.14. Schemat reakeji ksantoproteinowsej z udzialem tyrozyny
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Wykonanie

Do okoto 0,5 ml roztworu badanego dodac 2 krople st¢zonego kwasu azotowego 1 6 kropli stezonego kwasu
siarkowego. Mieszaning ogrzewacé przez kilka minut we wrzacej tazni wodnej, a nast¢pnie ostudzi¢ i ostroznie
doda¢ 2 ml 6 M roztworu NaOH (wlot probowki skierowa¢ pod wyciag). Gdyby zabarwienie nie wystapito,
reakcjg powtorzy¢, ogrzewajac probg w ptomieniu mikropalnika do momentu pojawienia si¢ brazowych par
tlenkoéw azotu (kilka minut). Wykona¢ préby z roztworami: tyrozyny, tryptofanu, glicyny i biatka. Zanotowac
wyniki.

C. Reakcja Miliona na obecnos$¢ fenoli

Zwiazki zawierajace grupy fenolowe tworza w §rodowisku kwasu azotowego w temperaturze 40°C czerwone
kompleksy nitrofenoli z jonami rtegci(ID) 1 rtgci(I). Jest to reakcja charakterystyczna dla monofenoli, a wigc
spos$rod aminokwasow tylko dla tyrozyny. Stuzy do iloSciowego oznaczania tyrozyny metoda fotometryczna.

Wykonanie
Do 4 kropli roztworu badanego doda¢ 2 krople odczynnika Miliona 1 ogrza¢ w tazni wodnej. Wykona¢ proby
z roztworami: tyrozyny, innego aminokwasu i biatka. Zanotowa¢ wyniki.

D. Reakcja Hopkinsa i Cole na obecnos$¢ tryptofanu

Pochodne indolu tworza w srodowisku kwasnym barwne produkty kondensacji. Hopkins i Cole zastosowali do
tej reakcji kwas glioksalowy (OHC—COOH). W obecnosci kwasu glioksalowego dwa pierscienie indolowe
tryptofanu ulegaja kondensacji z aldehydem, dajac barwny produkt.

Wykonanie

Do 5 kropli badanego roztworu doda¢ 2 krople roztworu kwasu glioksalowego, a nastgpnie wprowadzic¢
ostroznie po wewngtrznej Sciance proboéwki okoto 0,5 ml st¢zonego kwasu siarkowego w taki sposob, aby nie
wymiesza¢ kwasu z roztworem wodnym. W obecnos$ci pochodnych indolu na granicy faz powstanie fioletowe
zabarwienie. Wykona¢ proby z roztworami: tryptofanu, innego aminokwasu i biatka. Zanotowaé¢ wyniki.

E. Reakcja Pauly'ego na obecnos$¢ histydyny

Pochodne imidazolu, jak réwniez fenole i aminy aromatyczne, daja z solami diazoniowymi w Srodowisku
zasadowym barwne produkty sprzegania. Pauly zastosowal w tym celu kwas diazobenzenosulfonowy, ktory
przygotowuje si¢ bezposrednio przed uzyciem przez diazowanie kwasu sulfanilowego kwasem azotowym(III)
na zimno. Histydyna, tyrozyna i biatka daja w reakcji Pauly'ego jednakowe, krwistoczerwone zabarwienie.



Wykonanie

Zmiesza¢ w probowce réwne objgtosci po okoto 2 ml roztwordéw kwasu sulfanilowego i1 azotynu sodu

1 zawarto$¢ probowki wytrzasa¢ przez kilka minut, chtodzac ja jednoczesnie pod biezaca woda. Nastegpnie do
2 kropli diazowanego odczynnika (w innej probowce) doda¢ 2 krople roztworu badanego i 4 krople roztworu
Na,CO;. Wykona¢ proby z roztworami: histydyny, tyrozyny, innego aminokwasu 1 biatka. Zanotowa¢ wyniki.

F. Reakcja na obecnos¢ argininy (Sakaguchi)

Grupa guanidynowa argininy z a-naftolem i bromianem sodu w zasadowym roztworze daje czerwony

kompleks (rys. 1.15).
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Rys. 1.15. Budowa kompleksu argininy z ¢ -naftolem

Wykonanie

Do 1 ml badanego roztworu (glicyny, argininy i biatka) doda¢ kolejno: 0,5 ml 10% roztworu NaOH, 2 krople
Swiezo przygotowanego 1% roztworu o-naftolu w etanolu oraz kroplg roztworu NaBrO 1 wymiesza¢ zawarto$c¢.
Zanotowa¢ wyniki.

Opracowanie wynikow

Uzyskane podczas wykonanych doswiadczen wyniki nalezy przedstawi¢ w formie zestawienia (tab. 1.1).
Uwaga! Wszystkie reakcje nalezy wykonywa¢ dla roztworu badanego (otrzymanego od prowadzacego zajecia)
oraz dla odpowiednich roztwor6w wzorcowych.

Tabela 1.1

Reakcja Gly (Cys), Phe Probka badana

1.2.1. z ninhydryng
12.2. ..

1.3. Pytania i zadania

1. Dokonaj klasyfikacji aminokwasow na podstawie réznych kryteriow ich podziatu (np.
biatkowe/niebiatkowe, egzogenne/endogenne, budowa tancucha bocznego, polarnos¢, charakter chemiczny:
obojetne/kwasowe/zasadowe).

2. Narysyj formg L i D wskazanego aminokwasu.

3. Wyjasénij, co to jest punkt izoelektryczny. Podaj przyktady aminokwaséw znacznie rozniacych si¢ od
siebie wartosciami pl.

4. Narysuj wzory aminokwasow: chiralnego 1 achiralnego. Podaj ich nazwy 1 skréty trzyliterowe.

5 Opisz reakcje wykorzystywana w iloSciowym oznaczaniu aminokwasow metoda van Slyke'a.

6. Na czym polega reakcja Pauly'ego i jakie aminokwasy mozna przy jej uzyciu wykrywac.

7 Zaproponuj schemat postepowania shuzacy do wykrycia tryptofanu w probie badane;.



