Тема 1. АМИНОКИСЛОТЫ

Аминокислотами называются соединения, в молекулах которых содержатся одновременно аминные и карбоксильные группы.

Для аминокислот характерна изомерия углеродного скелета, положения аминогруппы по отношению к карбоксилу и оптическая изомерия. В природе в основном распространены ( - аминокислоты L - ряда, являющиеся структурными единицами белков.

При изучении данной темы следует ознакомиться с основными способами получения аминокислот: гидролиз белков, реакция взаимодействия моногалогензамещенных карбоновых кислот с аммиаком, а также оксинитрильный синтез. Следует обратить внимание на то, что аминокислоты являются бифункциональными соединениями и проявляют амфотерные свойства. По карбоксильной группе протекают реакции образования солей, сложных эфиров, галогенангидридов, а по аминогруппе – реакции алкилирования, ацилирования, взаимодействия с азотистой кислотой. Необходимо изучить превращения (, ( и ( -аминокислот при их нагревании.

Опыт 1. Отношение глицина к индикатору

Каплю раствора глицина наносят на полоску универсальной индикаторной бумажки. Определите значение рН этого раствора и объясните результаты опыта.

Опыт 2. Определение рН водных растворов аминокислот.

На полоску индикаторной бумаги нанести отдельно по капле 0,1% раствора глицина, аспарагиновой кислоты и лизина. Определить pH с помощью универсального индикатора. Полученные результаты занести в таблицу:

	Название
	рН
	Формула

аминокислоты
	К какой группе по классификации относится данная аминокислота

	Глицин

Аспарагиновая

кислота

Лизин
	
	
	


Объясните, почему растворы исследуемых аминокислот имеют различное значение рН?

Опыт 3. Образование комплексной медной соли глицина

Помещают в пробирку 1 микрошпатель оксида меди (II) и добавляют 5 капель раствора глицина. Пробирку нагревают в пламени газовой горелки и оставляют в штативе на 1-2 минуты, дав отстояться избытку черного порошка.

Обращают внимание на образование темно-синего раствора медной соли глицина.

К отстоявшемуся синему раствору прибавляют 2 капли раствора NаОН. Выпадает ли осадок гидроксида меди (II)? Объясните результаты опыта.

Опыт 4. Действие формальдегида на аминокислоты

В пробирку помещают 3 капли раствора формалина, добавляют 2 капли раствора индикатора метилового красного. Наблюдается красное окрашивание. В пробирку прибавляют NаОН до тех пор, пока раствор приобретет желтый цвет (нейтральная реакция). К полученному раствору добавляют 2-3 капли глицина. Наблюдают появление красного окрашивания, свидетельствующее об образовании метиленаминокислоты.

Опыт 5. Реакция аминокислот с азотистой кислотой

Помещают в пробирку 3-4 капли раствора глицина и добавляют 2-3 капли концентрированной соляной кислоты и 4-5 капель раствора. При встряхивании содержимого пробирки наблюдают выделение газообразного азота.

Опыт 6. Реакция ( -аминокислот с нингидрином

К 2-3 каплям раствора глицина в пробирке добавляют 1-2 капли раствора нингидрина. Наблюдают через некоторое время появление фиолетовой окраски.

Опыт 7. Цветная реакция на тирозин

В пробирку помещают 2-3 капли раствора сернокислой соли тирозина и добавляют 4-5 капель реактива Миллона. Пробирку встряхивают и оставляют стоять в штативе на несколько минут. Наблюдают окрашивание раствора в кроваво-красный цвет. Для ускорения появления окраски пробирку с раствором слегка подогревают в пламени газовой горелки.

Опыт 8. Цветная реакция на гистидин

В пробирку помещают 4-5 капель сульфаниловой кислоты и добавляют 5 капель раствора NaNO2. Пробирку встряхивают и немедленно прибавляют 3 капли раствора гистидина. Затем при повторном встряхивании содержимого пробирки в нее добавляют по каплям NаОН до появления интенсивной вишнево-красной окраски сульфобензолазогистидина.

Опыт 9. Реакция Шульце-Распайля на триптофан.
Под влиянием серной кислоты происходит гидролиз сахарозы до моносахаридов, которые обезвоживаются, превращаясь в оксиметилфурфурол. Триптофан, реагируя с оксиметилфурфу-ролом, образует комплекс, окрашенный в вишнево-красный цвет.
В пробирку наливают 10 капель сыворотки крови, 2 капли 20%-ного раствора сахарозы и перемешивают. Затем осторожно по стенке, следя за тем, чтобы жидкости не смешивались, добавляют несколько капель концентрированной серной кислоты. Через несколько минут на границе двух слоев появляется окрашивание в виде кольца. Какого цвета? Напишите формулы известных вам гетероциклических аминокислот.
Опыт 10. Количественное определение аминокислот методом формольного титрования.
Аминокислоты в водных растворах образуют внутримолекулярные соли, поэтому без предварительного блокирования аминогрупп формальдегидом непосредственно титровать карбоксильные группы аминокислот щелочью невозможно. В процессе реакции с формальдегидом аминогруппа теряет свои основные свойства. Образующееся метиленовое производное (метиламинокислота) легко может быть оттитровано щелочью. Метод формольного титрования позволяет следить за ходом гидролиза белка и изучать действие протеолитических ферментов. 

Ход работы: В колбочку отмеривают 3 мл раствора глицина (задача), добавляют 1 каплю фенолфталеина и титруют 0,1 N NаОН до появления слабо розовой окраски.

Затем в этот нейтральный раствор глицина отмеривает пипеткой 2 мл формольной смеси и розовая окраска раствора исчезает. Титруют 0,1 N раствором NaOH до появления розового окрашивания, затем добавляют еще 4 капли NaOH для получения рН = 8. Отмеряют количество 0,1 N раствора NaOH, израсходованного на титрование после добавления формольной смеси и производят вычисления.

Расчет: а) 1.мл 0,1 N NaOH соответствует 1,4 мг азота. Умножив количество миллилитров щелочи, пошедшей на титрование на 1,4 узнаем количество аминного азота в миллиграммах в 3 мл раствора глицина (задача.). Это число мг переводим в граммы.

б) По количеству азота находим количество кислоты, исходя из того, что в молекуле глицина имеется 1 атом азота, с атомной массой 14, а молекулярная масса глицина - 75.

75 – 14

Х – аГ.   Х = (аГ · 75)/14

в) После этого узнаем процентное содержание глицина по пропорции:

в 3 мл - х 

в 100 мл - % глицина

Примечание. Метод формольного титрования в сущности прост, но надо помнить, что правильный результат можно получить с моноаминомонокарбоновыми кислотами жирного ряда. Диаминокислоты дают заниженные данные, а дикарбоновые кислоты и тирозин, наоборот - завышенные.

Метод хроматографии
Хроматографией называется физико-химический метод разделения смеси веществ, заключающийся в распределении компонентов смеси потоком подвижной фазы по слою адсорбента. Вследствие различия коэффициентов распределения для отдельных компонентов смеси между подвижной фазой (жидкость или газ) и неподвижной, происходит селективное распределение хроматографируемых веществ в слое сорбента в виде отдельных зон.

В зависимости от характера взаимодействия между адсорбентом и находящимся в подвижной фазе веществом различают адсорбционную, распределительную и ионообменную хроматографию. При адсорбционной хроматографии происходит физическая сорбция растворенного вещества поверхностью твердой фазы. В распределительной хроматографии разделяемые компоненты распределяются между двумя жидкими фазами, одна из которых закреплена на поверхности твердого носителя. В ионообменной хроматографии в качестве сорбента применяются ионообменные смолы – полиэлектролиты, содержащие основные (-NН2, -NН-) или кислотные (-СОOH, -SOН, -SН) – группы и процесс основан на обратимом ионном обмене между сорбентом и разделяемыми компонентами смеси. По технике выполнения различают хроматографию бумажную, колоночную и тонкослойную.

Основной задачей любого хроматографического процесса является разделение исследуемой смеси на отдельные компоненты. Данный метод применяется для качественного и количественного анализа сложных смесей, препаративного выделения различных веществ, их идентификации, концентрирования из разбавленных растворов. Метод хроматографии в тонком слое (ТСХ) экономичный и простой, широко используется в различных областях органической, аналитической и биологической химии. Для хроматографирования в тонком слое используют пластинки из стекла или алюминиевой фольги со слоем адсорбента (силикагель, оксид алюминия). На стартовую линию наносят капилляром в виде небольших пятен, не более 2-3 мм в диаметре, раствор разделяемой смеси и раствор известного вещества – «свидетель». Край пластинки помещают ниже стартовой линии в систему растворителей, налитую на дно хроматографической камеры или эксикатора. Под действием капиллярных сил растворитель движется по пластинке. Разделяемые компоненты диффундируют и распределяются на зоны. Пластинку сушат и проявляют специальными методами.

В тонкослойной хроматографии важной характеристикой степени разделения хроматографируемых соединений является величина Rf – отношение расстояния от центра пятна на пластинке до линии старта – Х к расстоянию – Y, пройденному растворителем – от линии старта до линии фронта (рис.). Rf  =  X/Y.
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Рис. ТСХ (тонкослойная хроматография)

Величина Rf является константой данного соединения при постоянных условиях хроматографии.

Опыт 11. Качественный и количественный анализ аминокислот с помощью метода хроматографии.
Хроматограф служит для качественного и количественного анализа аминокислот методом ионообменной хроматографии на ионитах.

Анализ аминокислот проводят в двух видах образцов: в гидролизатах белков и физиологических жидкостях. В гидролизатах прибор определяет каждую из присутствующих аминокислот. Анализ физиологических растворов и тканевых экстрактов представляет определение более 60 веществ, включая свободные аминокислоты и пептиды 

Хроматографы находят применение в биохимических лабораториях, в исследованиях питания человека и животных, в пищевой и кормовой промышленностях, в здравоохранении, в диагностике.

Принцип ионообменной хроматографии. Образец состоит из смеси аминокислот. Разделение смеси на отдельные компоненты осуществляется на хроматографической колонке, которая представляет собой трубку заполненную ионообменником. Это очень мелкие частицы синтетической смолы в форме шариков. Образец протекает через колонну с помощью буферного раствора, при этом вследствие различного сродства отдельных аминокислот по отношению к иониту кислоты проходят в колонне с различным запаздыванием, т.е. компоненты с меньшим сродством к иониту выходят из колонны первыми.

После разделения смеси аминокислот на отдельные компоненты проводится их определение с раствором нингидрина, который в соединении с аминокислотами и некоторыми другими соединениями дает характерную окраску. Буферный раствор, вытекающий из колонны, непрерывно смешивают с раствором нингидрина, при этом имеет место цветная реакция аминокислот с нингидрином. При определенной длине волны проводят постоянные измерения, результаты регистрируются в форме пиков абсорбции света элюатом из колонны, которая количественно прямо пропорциональна концентрации данного вещества в растворе.

Проведением анализа калибровочной смеси известного состава и известной концентрации при постоянных элютивных условиях определяем время прохождения отдельных компонентов смеси и одновременно определяем для каждого компонента в смеси его константу. 

Константа Rf служит для качественного и количественного определения данного вещества в неизвестной смеси, то есть для количественной оценки хроматограммы. В результате получается аминограмма, которая рассчитывается автоматически. Одновременно определяется содержание 17 аминокислот.
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