


Протокол № 4
Качествени реакции за доказване на аминокиселини

          І. Теоретична част 

1.Взаимодействие на аминокиселини с азотиста киселина.
 За аминокиселините са характерни много общи реакции, в които участват техните карбоксилна или α-аминогрупа, като например взаимодействието им с азотиста киселина, с формалдехид с метални йони, нинхидриновата реакция и др. Някои от тези реакции се използват за количествено определяне на аминокиселите. Присъствието на аминогрупа на α--място във въглеродната верига на аминокиселините може да се докаже чрез взаимодействието й с азотиста киселина. Азотистата киселина е нетрайна и затова трябва да се получи в момента на опита при взаимодействие на натриев нитрат със силна киселина, например азотна. 
     NaNO2   +  HNO3    →   NaNO3   +   HNO2    
Получената азотиста киселина окислява аминогрупата на аминокиселината, при което се отделя азот.
    Н                                                     Н                                          Н
    │                                                     │                                          │
 R─C─COOH  +  O═N─OH  →  R─C─COOH  + H2O  →  R─C─COOH  + N2↑
    │                                                     │                                          │   
    NH2                                                                            N═N─OH                           OH
 На тази реакция се основава метод за количествено определяне на аминокиселини в непознат разтвор, като се измерва обемът на отделящия се азот.
2. Нинхидринова реакция. 
Характерна е само за α -аминокиселините. При нагряване с нинхидрин 
α-аминокиселините се окисляват и се разпадат на алдехид, въглероден диоксид и амоняк, при което се образува съединение със синьовиолетов цвят. Реакцията с нинхидрин се използва за откриване и количествено определяне на аминокиселините.
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3. Ксантопротеинова реакция.

 Характерна е за ароматните аминокиселини, които при загряване с концентрирана азотна киселина дават жълто оцветяване, което преминава в оранжево при прибавяне на основа или на амоняк. При взаимодействие с концентрирана азотна киселина бензолните ядра на ароматните аминокиселини се нитрират и се образуват нитросъединения с жълт цвят. При алкализиране нитросъединенията образуват оранжево оцветени хиноидни производни. Освен аминокиселините и белтъците ксантопротеинова реакция дават и много други ароматни съединения.
жълто оцветяване.
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4. Реакция на Фол за сяросъдържащи аминокиселини. 
При загряване на белтък (до кипене) с концентрирана натриева основа и

оловен ацетат разтворът започва да потъмнява. Концентрираната основа разрушава сяросъдържащите аминокиселини и отцепва сяра от белтъка.
            H                                                 H
            │                                                 │
  NH2─C─COOH  + 2NaOH →  NH2─C─COOH  + Na2S  +  H2O
                    │                                                 │

                    CH2                                                                     CH2

                               │                                                 │

                    SH                                              OH
       Na2S  +  Pb(CH3COO)2   →  PbS↓   +  2CH3COONa
                                                  черна утайка
ІІ. Практическа част
1.Взаимодействие на аминокиселини с азотиста киселина.
А/ Необходими материали: к.HNO3, сух NaNO2 , разтвори на
 α–аминокиселини  (таблица 1).
 Б/ Ход на анализа: В  пет епруветки се наливат по 0,5 ml прясно

приготвен разтвор на натриев нитрит и по 0,6 ml концентрирана азотна

киселина. В първата епруветка се прибавя 0,5 ml вода, а в другите същото количество от разтворите на аминокиселините. След разклащане на първата /контролната / епруветка не  се отделят мехурчета от N2. Наблюдавайте отделят ли се  мехурчета от N2 в  останалите  епруветки. Резултатите отразете в таблицата и направете изводи за съдържанието на аминокиселини в изследваните проби.
2. Нинхидринова реакция. 
А/ Необходими материали: 0,2%-ов разтвор на нинхидрин в етанол,  разтвори на α–аминокиселини.

 Б/ Ход на анализа:
Зарежда се контролната епруветка, в която вместо разтвор на аминокиселина се налива същото количество вода. В  останалите епруветки се наливат по 1 ml от разтворите на аминокиселини. Към всяка епруветка се прибавят се по 5—6 капки разтвор на нинхидрин и епруветките се загряват на спиртна лампа внимателно, като се разклащат леко. Появява се синьо оцветяване при наличие на α–аминокиселини. Резултатите отразете в таблицата и направете изводи за съдържанието на α–аминокиселини в изследваните проби.

3. Ксантопротеинова реакция.

      А/ Необходими материали: 0,1%-ов воден разтвор на фенол (C6H5OH ), к.HNO3, 20%-ов воден разтвор на NH3 или NaOH, разтвори на 

α-аминокиселини.
 Б/ Ход на анализа: Зарежда се контролнат епруветка, в която вместо разтвор на аминокиселина се налива същото количество вода. В  останалите епруветки се наливат по 1 ml от разтворите на аминокиселини. В  последната епруветка се налива 1 ml разтвор на фенол. Към всички епруветки се прибавя 1 ml концентрирана азотна киселина. Внимателно се  загрява! При наличие на съединения с бензолно ядро се появява жълто оцветяване. Епруветките от опитите се оставят да изстинат и внимателно в тях се прибавя по няколко капки разтвор на амоняк или на натриева основа. Под действие на основата жълтият цвят преминава в оранжев.

Резултатите от опита нанесете в следната таблицата и направеде изводи.
4. Реакция на Фол за сяросъдържащи аминокиселини
А/ Необходими материали: 0,5%-ов разтвор на оловен ацетат Pb(CH3COO)2, 10%-ов воден разтвор на NaOH, разтвори на α-аминокиселини.
 Б/ Ход на анализа:
В епруветки се налива по 1 ml разтвор на оловен ацетат. На капки се налива  разтвор на натриева основа, докато се разтвори образуващата се утайка. В контролната епруветка се прибавят  няколко капки вода, а в останалите от разтворите на α-аминокиселините. Епруветките внимателно се загряват! Разтворът в опитните епруветки започва да потъмнява. Резултатите нанесете в таблица както при предишните опити. По степента на потъмняването направете извод за наличието или за отсъствието на аминокиселини съдържащи сяра.
ІІІ. Здравословни и безопасни условия на труд

1. Правила за безопасна работа с NaOH.

…………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………
2. Правила за безопасна работа при нагряване със спиртна лампа.
…………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………

3.   Правила за безопасна работа с к.HNO3
…………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………4. Правила за безопасна работа с HNO2 – работи се в камина!
         2HNO2
NO – токсичен за централната нервна система и в по –големи дози превръща хемоглобина в метхемоглобин, ПДК 5 мг/м3
NO2 – предизвиква отоци, понижава кръвното налягане, ПДК 9 мг/м3 

ІV. Резултати и изводи 
    А/ Попълнете резултатите в Таблица 1

	№ 
	Проба
	Взаимодействие с HNO2

	Нинхидринова реакция
	Ксантопротеинова реакция
	Реакция 
на Фол

	
	
	
	
	к.HNO3
	NH3
/или NaOH/
	

	1.
	H2O - контрола
	
	
	
	
	

	2.
	Разтвор с аминокиселин*
	
	
	
	
	

	3.
	Хидролизиран яйчен белтък**
	
	
	
	
	

	4.
	Хидролизиран желатин*
	
	
	
	
	

	5.
	0,1% разтвор  на фенол
	
	
	
	
	


Сарженор – аргининов аспартат ( лекарствен препарат)
Хидролизиран белтък**- разтвор на белтък се подлага на ензимна хидролиза (мезим форте).
  Б/ Изводи:
………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………
