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Zajecia nr 9
Analiza jakosciowa zwiazkow organicznych (cz.3)

Analiza zawiazkoéw zawierajacych azot: amin, aminokwasow, bialek, nitrozwiazkoéow

1. Zakres materiatu:

1. Budowa, nazewnictwo i podstawowe wlasciwosci chemiczne:

a) amin alifatycznych i aromatycznych: rzedowos$é¢, zasadowos$é, reaktywnos$é (charakter
nukleofilowy), tworzenie soli diazoniowych, wlasciwosci soli diazoniowych,

b) zwiazkow nitrowych — struktury rezonansowe, redukcja wodorem,

c) aminokwasow — podzial oraz wzory strukturalne a-aminokwasow, stosowane zapisy skrotowe,
jon obojnaczy, punkt izoelektryczny,

d) bialek — struktura wigzania peptydowego, struktury biatek, wysalanie, denaturacja — czynniki
powodujace denaturacje.

2. Wykrywanie grup funkcyjnych na podstawie reakcji charakterystycznych:

a) aminy - badanie odczynu (zasadowo$¢ amin), tworzenie soli amoniowych, rozroznianie
rzedowosci (reakcje z kwasem azotowym(lIl) i ninhydryna, dzialanie odczynnikiem Okhumy),
reakcje zagotowania i sprzegania soli diazoniowych,

b) aminokwasy i biatka — reakcje z NaHCO3 i kwasem azotowym(Ill), reakcja ninhydrynowa, préby
na wykrywanie aminokwasoéw (ksantoproteinowa, cystynowa, Sakaguchi, Pauly’ego,
Adamkiewicza-Hopkinsa), reakcje straceniowe biatek (wysalanie, dzialanie soli metali ciezkich,
denaturacja), tworzenie zwigzkow kompleksowych aminokwasow i bialek z jonami miedzi(ll) -
reakcja biuretowa Piotrowskiego,

c) zwiazki nitrowe - reakcje 2z: lugiem sodowym, aldehydami, aminami aromatycznymi;
rozréznianie rzedowosci alifatycznych nitrozwigzkéow

2. Literatura:
. John McMurry, Chemia organiczna, (Wydawnictwo Naukowe PWN, 2005),
o Harold Hart, Chemia organiczna. Krétki kurs, (Wydawnictwo Lekarskie PZWL, 2008).

3. Teoria

Aminy

Aminy mozna uwazaé¢ z pochodne amoniaku, w ktérym jeden lub kilka atoméw wodoru
zostato zastapionych resztami alkilowymi lub arylowymi. Aminy sa klasyfikowane na podstawie
liczby podstawnikow alkilowych lub arylowych zwiazanych z atomem azotu:

AMINY: I-rzedowa Il-rzedowa [ll-rzedowa R2
R NH H 1
’ r27 R A
R3

Aminy moga wystepowa¢ w postaci gazowej, cieklej lub statej. Aminy odznaczaja sie
charakterystycznymi zapachami, czesto podobnymi do zapachu amoniaku Ilub ryb.
Niskoczasteczkowe aminy alifatyczne podobnie jak amoniak rozpuszczaja sie dobrze w wodzie, zle
za§ w organicznych rozpuszczalnikach niepolarnych. Aminy zawierajace rodniki alifatyczne
o dlugim lancuchu weglowym lub aromatyczne o wickszej masie czasteczkowej sa w wodzie
praktycznie nierozpuszczalne.

Aminy wykazuja charakter zasadowy i to — w przypadku amin alifatycznych - nieco
silniejszy anizeli ich substancja macierzysta, jaka jest amoniak. Ten silniejszy od amoniaku
charakter zasadowy wynika z obecnosci grup alkilowych (dodatni efekt indukcyjny) przy atomie
azotu. Wolna para elektronowa atomu azotu w aminach warunkuje jej elektronodonorowe
wlasciwosci i okresla zdolnosci do wiazania protonow odszczepionych od czasteczek kwasow,
co Swiadczy o zasadowych wtasciwosciach zwigzku.

Aminy tworza z kwasami sole. Wiekszos¢ tych soli odznacza sie wyrazna forma
krystaliczna, dzieki czemu stluzy¢ moga do wyodrebniania, charakterystyki i identyfikowania
amin. H ®

H,C—NH, + HO ——  [H,c—N—H |c®
H
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Aminy alifatyczne reaguja nie tylko z protonami powstalymi z dysocjacji kwasow, lecz rowniez

~wymuszaja” dysocjacje wody. Wytworzony jon OH powoduje, ze roztwory amin posiadaja odczyn
alkaliczny. Powstajacy wodzian aminy CHsNH»xH>O jest analogiczny do wodzianu amoniaku
NH3><HQO.

H H ®

| . | °
HsC—NH, + HOH H3C—T: ..... H—O{ HsC—N—H | OH

H H H

wodzian aminy
Aminy aromatyczne moga przylaczaé protony wytworzone w wyniku dysocjacji kwasow,
nie powoduja natomiast dysocjacji wody. Maja duzo stabsze wtasSciwosci zasadowe niz amoniak,
nie barwia papierka lakmusowego. Powodem tego jest obecnos$¢ pierScienia aromatycznego
i zachodzacy efekt rezonansowy w czasteczce z udzialem wolnej pary elektronowej atomu azotu,
w efekcie na atomie azotu pojawia sie tadunek dodatni.

@ @ @
P NH, NH, NH,
© ©
-~ e R
[S]

struktury rezonansowe aniliny

Zasadowy charakter amin jest najwyrazniejszy w przypadku drugorzedowych amin alifatycznych,
a najstabszy w przypadku trzeciorzedowych amin aromatycznych.

R-NH-R > R-NH; > NHs > ArNH: > Ar-NH-Ar > Ar-N-Ar
|
Ar

Badanie rzedowosci amin
1. Reakcja z kwasem azotowym(III)

Kwas azotowy(Ill) (HNO2) dziala na aminy w sposob bardzo charakterystyczny, dzieki
czemu mozemy okreslic ich rzedowos¢. Aminy alifatyczne I-rzedowe pod jego wplywem tworza,
nawet w niskich temperaturach, alkohole i wydzielaja azot oraz wode. Drugorzedowe aminy
alifatyczne tworza N-nitrozoaminy (substancje nierozpuszczalne w wodzie, o charakterze oleistych
cieczy), natomiast alifatyczne aminy IlI-rzedowe nie reaguja z kwasem azotowym(III).

CHsNH, + HNO, ———= CHiOH + N, + H,0
(CHa),NH + HNO, ———> (CH3),N-N=O + H,0

N-nitrozoamina
(CH3)sN + HNO; ——X—

Kwas azotowy(Ill) dziala réwniez specyficznie na aminy aromatyczne, zwlaszcza na
I-rzedowe, dajac sole diazoniowe, ktore po lekkim ogrzaniu przeksztalcaja sie w fenole wydzielajac

wolny azot.
y NH, N NCI

+ 2HCI + NaNOp; ——> @ + NaCl + 2H,0

chlorek benzodiazoniowy

H
©)
+ 2H0 ——> + Ny + HgO
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Te same sole diazoniowe w obnizonej temperaturze (0°C) i zasadowym Srodowisku ulegaja reakcji
sprzegania z fenolami lub aminami aromatycznymi tworzac barwne zwiazki azowe.

Uwaga: Grupa azowa jest silnym chromoforem, a potaczona z dwoma rodnikami arylowymi tworzy trwate
azozwiqzki charakteryzujace sie bogata paletq barw (od zéltej do czarnej). Wiekszos¢é barwnikéw azowych
posiada zabarwienie czerwone lub zblizone do czerwonego (zéttopomarariczowe, pomarariczowe, czerwone,
purpurowe, bordowe). Jest to wazna cecha rozpoznawcza barwnikéw azowych. Odpowiedniq barwe otrzymuje
sie stosujqc rézne kombinacje soli diazoniowych, amin oraz fenoli o réznej budowie. Barwniki azowe zawieraja
rowniez inne polarne grupy, poglebiajace barwe, zapewniajace rozpuszczalnos¢ w wodzie i poprawiajqce
wiqzanie sie barwnika z barwionym materialem. Barwniki azowe pod wplywem kwasow i zasad
zmieniajq barwe i niektoére z nich moga byé¢ wykorzystywane jako wskazniki kwasowo-zasadowe:

CHj

N
N
N

|
N

-
HsC HsC

forma anionowa

(odmiany mezomeryczne)

barwa purpurowa

Il
N

sogiess

T
C

CHs

Oo

CHj

CHj

H*

(]
L

H;C

II
N

forma obojgtna

barwa czerwonopomarariczowa

SUDAN IV

N=H
Il

H*

o
I

H;C

N
II
N

forma kationowa
barwa niebieska

Drugorzedowe aminy aromatyczne w reakcji z HNO> daja z6lto zabarwione, oleiste N-nitrozoaminy.

O
/
N
Q /
NH + HNO; —— N\ + HO
\ : :
CHs CHs
€]
NS Cl OH
N €] €
N + + OH —> N=N OH + HyO + CI

Natomiast IlI-rzedowe aminy aromatyczne w reakcji z kwasem azotowym(Ill) tworza barwne

pochodne p-nitrozowe.
CH CH
Vs /7
N+ HNO, — ON N
\ \
CHj

CHj

+ HyO

Kwas azotowy(Ill) nie dziata na heterocykliczne zasady IlI-rzedowe (pirydyna, pirymidyna itp.)
2. Reakcja z ninhydryna

Inna reakcja, ktora pozwala na rozréznienie rzedowosci amin jest reakcja z ninhydryna.
Ninhydryna (wodzian triketoindanu) reaguje na zimno z I-rzedowymi aminami alifatycznymi
z wytworzeniem fioletowego barwnika tzw. purpury Ruhemanna. Jest to bardzo czula reakcja,
stosowana do wykrywania minimalnych ilo$ci amin i aminokwasow.
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o] o]
OH
+ NHyCH,R —— N—CH,R =—= N==CHR
oH - 2H,0
(o] o) [¢]
o] o]
+ H,O
N—CHR ——— NH, + RCHO
o] o]
e} e} O 0}
HO N
NH, + e — S + 2H,0
HO
0 0 OH o}

purpura Ruhemanna

Drugorzedowe aminy alifatyczne reaguja z ninhydryna po ogrzaniu z wytworzeniem zwiazkow
o zabarwieniu zo6ltym, bragzowym lub bordowym. Budowa wiekszosci tych zwigzkéw nie jest znana.
Trzeciorzedowe aminy alifatyczne nie reaguja z ninhydryna, nie reaguja z nig tez zadne aminy
aromatyczne.

3. Reakcja z odczynnikiem Okhumy

Reakcja Okhumy jest reakcja charakterystyczna trzeciorzedowych amin alifatycznych.
Odczynnik Okhumy otrzymywany jest przez rozpuszczenie na goraco 1 g kwasu cytrynowego
w 100 cm? bezwodnika octowego. Chemizm reakcji nie jest znany, powstaja polaczenia o barwie
CZErwone;.

Zwiazki nitrowe

Zwiazki nitrowe sa to pochodne zwigzkéw organicznych, ktore posiadaja grupe -NO,
potaczona z atomem wegla lancucha alifatycznego lub aromatycznego. Zwiazki nitrowe sag
izomerami strukturalnymi estrow kwasu azotowego(III).

CH—CH~N CH3—CH,—0—N=0

nitroetan o azotan(lll) etylu

W zaleznosci od charakteru fragmentu weglowodorowego, z jakim jest zwiazana grupa nitrowa,
zwiazki nitrowe dzielimy na alifatyczne i aromatyczne. Ze wzgledu na rzedowosS¢ atomu wegla
odrozniamy zwiazki nitrowe I-rzedowe, II-rzedowe oraz IlI-rzedowe. Aromatyczne nitrozwigzki
moga by¢ tylko III-rzedowe.

Strukture grupy nitrowej mozna przedstawi¢ za pomoca wzoréw granicznych struktur
mezomerycznych. Rysujac wzory zwigzkow nitrowych nalezy stosowac¢ wlasnie te formy w celu
przedstawienia grupy nitrowe;.

e} ‘0. O: ,0:

7 o/ 4 @7
R——N czyli [R—N -~ R—(gl == R—N_©
\ \ \. N
o: .0e o

formy mezomeryczne
Zwiazki nitrowe alkanow otrzymuje sie stosunkowo trudno. Reaktywnos¢ atomow wegla
alkanow w bezposrednim nitrowaniu jest zalezna od rzedowosci i zmienia sie nastepujaco:
[I-rzedowy > II-rzedowy > I-rzedowy.

Alifatyczne nitrozwiazki ulegaja nastepujacym reakcjom chemicznym:
1. Redukcji wodorem in statu nascendi w Srodowisku kwasnym dajac poczatkowo
hydroksyloaminy, a nastepnie odpowiednie aminy.

R—NO, — 2 » R—NHOH — 2> R—NH,
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2. Z mocnymi zasadami tworzac sole rozpuszczalne w wodzie; wlasciwos¢ ta jest wykorzystywana
w celu ustalenia rzedowosci zwigzkoéw nitrowych. Alifatyczne zwigzki nitrowe I- i II-rzedowe sa
obojetne, jednak mozna je zaliczy¢ do mocnych kwaséw. Sa zdolne do tautomerii i moga
wystepowacé w formie ,nitro” oraz ,aci”. Zwiazki nitrowe IlI-rzedowe (w tym aromatyczne) nie
tworzg soli z metalami.

T o} R o) R o)
/ \ / MeOH \
R—cC N @— C—N ———> C==N
| N\
H O H OH H OMe
forma "nitro" forma "aci" sol

3. Kondensacji typu aldolowego z polaczeniami karbonylowymi, szczegélnie z aldehydami;
nitroalkany I- i II-rzedowe przeksztalcaja sie w odpowiednie nitroalkohole.

H
Va o

CH;—C  + CH;—NO, CH,

H

| I NO,

H OH H

4. Z kwasem azotowym(Il), co
pozwala ustali¢ rzedowos$¢ nitrozwiazku. I-rzedowe nitroalkany pod wplywem HNO. daja
kwasy nitrolowe o barwie blekitnej, ktéra pod wplywem zasad ulega zmianie na czerwona.
Zwiazki II-rzedowe pod wplywem HNO, tworza pseudonitrole nierozpuszczalne w alkaliach,
posiadajace barwe blekitng lub blekitnozielona.

S.
H o H o° R o®
| o/ | e/ \ @
R—C—N_ + HONO ——> R—C—N_ —> C=N + H;0
N N
H [e] ON (6] ON ONa
zwigzek nitrowy kwas nitrolowy sol sodowa
I-rzedowy kwasu nitrolowego
czerwona
R O@ R O@
| e/ | e
R—C——N_ + HONO —— R—C——N_ + H,0
[\
H o ON o
zwigzek nitrowy niebieski zwigzek
ll-rzedowy pseudonitrolowy

6. Chlorowaniu w tancuchu bocznym; uprzywilejowana pozycja jest pozycja a wzgledem grupy
nitrowej.

Aromatyczne zwigzki nitrowe otrzymuje sie gléwnie w wyniku bezpoSredniego nitrowania.
Reakcja zachodzi tatwo, co jest charakterystyczna cecha zwiazkow aromatycznych. Do nitrowania
uzywa sie zazwyczaj mieszaniny H2SO4 i HNO3 (tzw. mieszanina nitrujgca). Podstawienie grupy
nitrowej zachodzi w pierscieniu aromatycznym wedlug mechanizmu substytucji elektrofilowe;j.
Grupa nitrowa jest podstawnikiem drugiego rodzaju (silnie elektronegatywna), silnie deazaktywuje
pierscien benzenowy na dalsze podstawienie elektrofilowe. Jezeli dalsza substytucja pierscienia
benzenowego zachodzi, to nastepny podstawnik jest kierowany przez grupe nitrowa w pozycje
meta, co wynika z rozkltadu tadunku w aromatycznym zwiazku nitrowym.
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Obecnos¢ grup nitrowych obok innych grup funkcyjnych w czasteczkach innych zwigzkéw
wplywa modyfikujaco na ich wlasciwosci chemiczne. W chlorowconitrozwiazkach atom chlorowca
latwo ulega odszczepieniu i wymianie na azot lub siarke. Fenolowa grupa —OH nitrofenolach
zwieksza swoja stala dysocjacji (nitrofenole sa do$é¢ mocnymi kwasami). Grupa -SOzH
w pochodnych sulfonowych, podobnie jak chlorowiec, tatwo ulega odszczepieniu.

Mononitrozwigzki alifatyczne sa bezbarwnymi lub jasnozoltymi cieczami. Nitrozwiazki
aromatyczne, z malymi wyjatkami (nitrobenzen, o- i m-nitrotoluen, nitroksyleny) sa ciatami
stalymi nierozpuszczalnymi w wodzie, o do$é charakterystycznym zapachu. Polinitrozwigzki
aromatyczne sa intensywnie zabarwionymi na zoéito cialami krystalicznymi. Ciekle nitrozwigzki
silnie zalamuyja Swiatto.

Wykrycie grupy nitrowej w zwiazkach aromatycznych polega na jej redukcji. W zaleznosci
od warunkow reakcji moga powstac¢ N-arylohydroksylaminy lub aminy aromatyczne. Ze wzgledu
na tatwos¢ wprowadzenia grup -NO; do ukladoéw aromatycznych redukcja nitrozwiazkow znalazia
szerokie zastosowanie do laboratoryjnego i przemystowego otrzymywania amin aromatycznych. Do
najczesciej stosowanych srodkéw redukujacych nalezg metale (zwlaszcza zelazo metaliczne oraz
na +2 stopniu utlenienia), SnCl, oraz wodor w obecnosci katalizatoréow (Pt, Pd, Ni).

RNO, + 6Fe(OH), + 4H,0 ——— RNH, + 6Fe(OH);

NO, NHOH NH,
2e 2H* 2e 2H* 2e 2H*
THO ThoO

nitrobenzen nitrozobenzen fenylohydroksyloamina anilina

Nitrozwiazki w reakcji z aminami aromatycznymi tworza polaczenia kompleksowe
o zabarwieniu zéltopomaranczowym.

Aminokwasy
Aminokwasy sa to zwiazki, ktére w lancuchu weglowym zawieraja zaré6wno grupe aminowa

jak i grupe karboksylowa. Grupa aminowa w stosunku do grupy karboksylowej moze zajmowac
dowolna pozycje: a, B, y itd. W aminokwasach naturalnych, otrzymanych przez hydrolize biatek,
grupa aminowa wystepuje zawsze w pozycji o.

Wzory ogélne naturalnyc h aminokwasow wystepujacych w biatkach

+
NHS*'i
COO-
NH3

Aminokwasy zaliczane sa do amfolitow, gdyz zachowuja sie jak kwasy i zasady. W stanie
stalym wystepuja one w formie jonow obojnaczych majacych charakter soli wewnetrznych.
Ze wzgledu na budowe chemicznag a-aminokwasy mozna podzieli¢ na:

1. Aminokwasy z ugrupowaniem niepolarnym lub hydrofobowym (alkilowym lub arylowym):
glicyna, alanina, walina, leucyna, izoleucyna, fenyloalanina, prolina.
2. Aminokwasy z ugrupowaniem polarnym, ale niezjonizowanym zawierajacym grupy

funkcyjne: OH, SH, SCHj3, S-S oraz heterocykliczne. Sa to seryna, cysteina, treonina,
tyrozyna, metionina, cystyna, tryptofan.

3. Aminokwasy kwasne, zawierajace dodatkowa grupe karboksylowa: kwas asparaginowy,
kwas glutaminowy oraz ich amidy (asparagina, glutamina).
4. Aminokwasy zasadowe, zawierajace dodatkowa grupe zasadowa: aminowa - lizyna,

ornityna; guanidynowg — arginina; pierscien imidazolowy — histydyna.

Obecnos¢ dwoch reaktywnych grup funkcyjnych wplywa na wlasciwosci chemiczne
aminokwasow. Reakcje, ktorym ulegaja aminokwasy mozna podzieli¢ na nizej wymienione grupy:
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1. Wzajemne oddzialywanie grupy aminowej i karboksylowej

Grupa karboksylowa ma zdolnos¢ do odszczepiania protonu, natomiast grupa aminowa,
jako zasadowa, moze przylaczaé proton. Obie grupy sprawiaja, ze aminokwasy sa zwigzkami
amfoterycznymi, gdyz moga reagowacé zaréwno z zasadami jak i z kwasami. Ponadto grupy
oddziatywuja na siebie wzajemnie powodujac powstawanie soli wewnetrznej aminokwasu. Jest to
powodem wysokich temperatur topnienia poszczegoélnych aminokwaséw oraz ich dobrej
rozpuszczalnosci w wodzie i stabej w rozpuszczalnikach organicznych (w przeciwienstwie do
kwaséow i amin, ktére z reguly trudno rozpuszczaja sie w wodzie, a bardzo dobrze w
rozpuszczalnikach organicznych). Catkowity ladunek czasteczki aminokwasu zalezy od pH
Srodowiska. Wartos¢ pH, przy ktorej aminokwas istnieje w postaci jonu obojnaczego okreslany jest
punktem izoelektrycznym (pI).

Rownowaga kwasowo - zasadowa w roztworze aminokwasu

(0] O (0]
R | -H R “H R
OH P — 0 ==————>= o
+ H+ + H+
NH,

+
NH3 NH;

kation jon obojnaczy anion
pH <pl pH = pl pH > pl

Wartos¢ pl wiekszosci aminokwaséw wynosi ok. 6, obecno$S¢ w czasteczce dodatkowych grup
funkcyjnych aminowych albo karboksylowych powoduje przesuniecie punktu izoelektrycznego w
kierunku, odpowiednio, wiekszych albo mniejszych wartosci.

2. Reakcje grupy karboksylowej

Aminokwasy sa mocniejszymi kwasami od kwasu weglowego, rozpuszczaja sie, podobnie
jak kwasy karboksylowe, w 5% NaHCOs;. Reakcji towarzyszy wydzielanie CO;, czyli zjawisko
perlenia, ktére daje sie zauwazy¢ zazwyczaj dopiero po okoto 3 minutach.

0 o
R ) R ] .
O + NaHCO, —> 0 + COA +H,0+Na

NH,

+
NH3

Typowa reakcja grupy karboksylowej aminokwasow jest kondensacja z grupa aminowsg
innego aminokwasu z utworzeniem wiazania peptydowego. Obie grupy nie latwo reaguja ze soba i
w praktyce wymagane jest uaktywnienie grupy karboksylowej w jednym z reagentéw, np. poprzez
utworzenie tzw. aktywnego estru. Jednoczesnie, aby uniknaé niepozadanych polaczen
aminokwasow, drugi z reagentow, tzw. komponent aminowy, musi miec¢ ,zablokowana” grupe
karboksylowa. Niejednokrotnie dokonuje sie tego poprzez utworzenie estrow etylowych lub
metylowych.

3. Reakcje grupy aminowej

Grupa aminowa w aminokwasach ulega typowym reakcjom alifatycznych amin I-
rzedowych z wyjatkiem proliny i hydroksyproliny, ktére w pozycji a zawieraja II-rzedowa grupe
aminowg. Najwazniejsza reakcja grupy aminowej jest acylowanie prowadzace do powstania amidu.
Reakcja tego typu 2z wudzialem innego aminokwasu, tzw. komponentu kwasowego, jest
wykorzystywana do tworzenia peptydow. Z oczywistych wzgledow komponent kwasowy musi miec
zabezpieczona grupe aminowa. W tym celu czesto przeprowadza sie reakcje acylowania lub
alkilowania grupy aminowej odpowiednimi pochodnymi chlorowcowymi (chlorki kwasowe, chlorki
alkilowe).

Reakcjami charakterystycznymi grupy aminowej w aminokwasach jest dzialanie kwasu
azotowego(IIl) oraz ninhydryny:

a. Reakcja van Slyke’a z kwasem azotowym(III)
Wolne aminokwasy w wyniku dzialania HNO, ulegaja deaminacji z wydzieleniem azotu i
utworzeniem o-hydroksykwasu (patrz: reakcje amin alifatycznych z HNO,).
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ﬁAo + HNO, —> ﬁ/‘\OH + N A+ 1,0

NH3

b. Reakcja ninhydrynowa

Aminokwasy, peptydy oraz bialka daja charakterystyczna reakcje z roztworem ninhydryny,
podobnie jak amoniak i alifatyczne aminy [-rzedowe. Aminokwasy z wolng grupa aminowa pod
wplywem ninhydryny (wodzianu triketohydrindenu) ulegaja dekarboksylacji i oksydatywnej
deaminacji. Poczatkowo powstaje iminokwas oraz zredukowana forma ninhydryny, tzw.
hydrindantyna. Nastepnie iminokwas przechodzi w aldehyd krétszy o jeden atom wegla niz
wyjSciowy aminokwas, uwalnia sie dwutlenek wegla oraz amoniak, ktory bierze udziat w
kondensacji z czasteczka ninhydryny oraz hydrindantyny. W efekcie powstaje purpura
Ruhemanna o barwie niebieskofioletowe;j.

(6] o]
OH R COOH COOH R o
+ —_—
OoH \( \H/ N Oy
NH, H
(0] hydrindantyna O iminokwas
0] O
OH
+ 2NH; + HO — *3H0
OH
(0] O O'NH,*

purpura Ruhemanna

Reakcja ninhydrynowa jest reakcja grupowsa aminokwasow, a jej dokladnosé¢ i czulosé sprawila,
ze jest ona wykorzystywana nie tylko do wykrywania aminokwasow, ale takze do ilosciowego
oznaczania wolnych a-aminokwaséw metoda kolorymetryczna. Intensywno$S¢ 1 odcien
powstajacego zabarwienia jest rézna w zaleznosci od rodzaju aminokwasu, jednakze natezenie
zabarwienia jest proporcjonalne do stezenia aminokwasu w roztworze.

Prolina i hydroksyprolina, aminokwasy z grupa aminowg II-rzedowa, w reakcji z ninhydryna daja
produkt o barwie zoblte;j.

Ci% sz©3©

COOH
ninhydryna prolina
4. Reakcje specyficzne zwiazane z obecnoscia grup funkcyjnych

(np. SH,. S-S, SCHs, OH, uktady aromatyczne)

Grupa funkcyjna inna niz aminowa czy kwasowa w czasteczce aminokwasu w oczywisty
spos6b wplywa na wlasciwosci i reaktywnos¢ tego aminokwasu, gdyz ulega typowym reakcjom
charakterystycznym dla danej klasy zwiazkoéw. Uklady aromatyczne moga ulega¢ reakcjom
substytucji elektrofilowej, grupy hydroksylowe moga zosta¢ poddane reakcjom utleniania lub
acylowania (z utworzeniem odpowiednich estréw). Dodatkowe grupy aminowe, beda odpowiadaty
za zwiekszong zasadowos$¢é aminokwasu oraz charakterystyczne reakcje amin.

Dos¢ wazna wlasciwos¢é wykazuje cysteina zawierajaca grupe tiolowa. Dzieki niej w czasteczkach
biatek powstaja mostki disulfidowe (-S-S-).

Charakterystyczne proby dla poszczegélnych aminokwaséw polegaja na specyficznych
reakcjach konkretnych grup funkcyjnych:
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a. Proéba cystynowa — wykrywanie aminokwas6ow siarkowych
Aminokwasy siarkowe z grupami —SH (cysteina) lub disulfidowymi —S-S- (cystyna), zar6wno
w biatkach jak i niezwiazane, ogrzewane w silnie zasadowym sSrodowisku przeksztalcaja sie w
kwas pirogronowy z jednoczesnym odlaczeniem atoméw siarki w postaci jonéw siarczkowych.
Jony te w reakcji z jonami olowiu(ll) daja czarny osad siarczku otowiu. Metionina, zawierajaca
grupe tioeterowa, nie daje dodatniego wyniku tej reakcji.

(e} (o}
‘ i R H3C ‘ _ 2-
HS o 4+ 2HO —— O + NH3 + H,O + S

NH (0]
cysteina 2 P2t + & - oS §

b. Préba ksantoproteinowa — wykrywanie aminokwaséw z ukladem aromatycznym
Reakcja ksantoproteinowa jest uwarunkowana obecnoscia w czasteczce biatka
aminokwaséw zawierajacych pierscien aromatyczny (tryptofan, tyrozyna, fenyloalanina). Pod
wplywem stezonego kwasu azotowego(V) zachodzi nitrowanie pierScienia benzenowego, a
powstajacy produkt ma barwe z6lta. Po zalkalizowaniu z6tty kolor powstatego zwiazku nitrowego
pogtebia sie do zéttopomaranczowego, gdyz powstaja intensywniej zabarwione sole.

tyrozyna
c. Reakcja Sakaguchi’ego — wykrywanie ukladu guanidynowego

Arginina zawierajaca grupe guanidynowa reaguje z a-naftolem w srodowisku zasadowym i
w obecnosci utleniajacego bromianu(l) sodu tworzy produkt o barwie pomaranczowoczerwonej. W
reakcji wydziela sie amoniak. Nadmiar bromianu(l) sodu i dluzszy czas reakcji powoduje dalsze
utlenianie produktu, co prowadzi do jego odbarwienia. Dodatek mocznika stabilizuje utworzony
barwnik. Pozytywny wynik proby daje takze metyloguanidyna i kwas guanidynowy, ale nie sama
guanidyna.

NH, NH,
/L (CH)s K CH
HN + NaBrO *> O+ NH; + NaBr

2NH; + 3NaBrO — N + 3H,0 + 3NaBr

d. Reakcja Pauly’ego — wykrywanie ukladu imidazolowego
Pochodne imidazolu, w tym histydyna, w zasadowym sSrodowisku ulegaja sprzeganiu z solami
diazoniowymi tworzac barwniki azowe (patrz: reakcje aromatycznych amin I-rzedowych). W reakcji
Pauly’ego jest stosowany kwas diazobenzenosulfonowy, przygotowywany przez diazowanie kwasu
sulfanilowego bezposrednio przed uzyciem.
Pozytywny wynik proby daja fenole, w tym tyrozyna, oraz aminy aromatyczne.

HN* 50,00 N0 n=n: S0,0°
- Ny, H,0

kw as sulfanilowy jon p-sulfobenzenodiazoniow y
OH
HQ 50,0
NH, o=
NH.
o 2
+ 2 + Na,CO3 — > CO, + H,0 +
—
N
HN N
g Oy
N
Il SO Na
histydyna N NaO4S H

pomaranczow y barw nik azow y
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e. Reakcja Adamkiewicza-Hopkinsa - wykrywanie ukladu indolowego

Unia Europejska o
Europejski Fundusz Spoteczny LS.

Indol, ktoéry wchodzi w sklad czasteczki tryptofanu, w Srodowisku stezonych kwasow
nieorganicznych ulega kondensacji z aldehydami (kwas glioksalowy, aldehyd mrowkowy) dajac
barwniki arylometanowe o zabarwieniu czerwonofioletowym (patrz: reakcje zwigzkow
heterocyklicznych). W kwasnych hydrolizatach biatek lub peptydéw wynik tej préby jest ujemny,
gdyz tryptofan podczas kwasowej hydrolizy ulega rozktadowi.

HooC COOH

NH o

|

o L
H

COOH
tryptofan kw as glioksalowy

H+
—_—
H,O

COOH

Bialka

Biatka sa to zwiazki zbudowane z wiecej niz 100 reszt o-aminokwaséw o masie
czasteczkowej powyzej 10 tys. Zwiazki o nizszej masie to polipeptydy. W biatkach wigzanie
peptydowe (zwane rowniez wiazaniem amidowym) taczy grupe karboksylowa jednego aminokwasu
z grupa aminowg drugiego aminokwasu. Powstanie dipeptydu z dwu wolnych aminokwasow wiaze
sie z uwolnieniem jednej czasteczki wody.

o) 0o (0] R,
Ry R, R OoH
on + oH = = NH + HO
NH, NH, NH, o)

aminokw as acylujgcy aminokw as acylow any dipeptyd

Przemyslana synteza peptydow wymaga odpowiedniego przygotowania aminokwaséw do reakcji
kondensacji. Przede wszystkim nalezy zabezpieczyé wszystkie grupy funkcyjne, ktore w
warunkach reakcji moglyby dawaé¢ produkty uboczne. Najwazniejsze jest jednak zabezpieczenie
grupy aminowej w aminokwasie acylujacym (komponent kwasowy) oraz grupy kwasowej w
aminokwasie acylowanym (komponencie aminowym).

Bialka ze wzgledy na swoja strukture dzielg sie na biatka proste i biatka zlozone. Sposrod
wszystkich polimeréw syntetycznych 1 naturalnych biatka sa substancjami najbardziej
skomplikowanymi i posiadajacymi najbardziej roznorodne wlasciwosci. Wtasciwosci biatek zaleza
od budowy i kolejnosci ulozenia wielu reszt aminokwasowych (R) rozmieszczonych wzdtuz
lancucha polipeptydowego. Substancje biatkowe pelnia w przyrodzie funkcje strukturalne (np.
skora, wlosy, sSciegna, wlokna miesniowe), katalityczne (enzymy), transportowe (hemoglobina).
Biatkami sa rowniez substancje odpornosciowe, ktore z jednej strony chronig organizm przed
zakazeniem, a z drugiej uniemozliwiaja przeszczepianie narzadow. Wszystkie indywidualne cechy
wszystkich organizméw sprowadzaja sie do bialek, z ktorych te organizmy sa zbudowane wediug
instrukcji zawartych w czasteczkach DNA.

Substancje biatkowe niezaleznie od pochodzenia daja wspolne reakcje charakterystyczne.
1. Wysalanie bialek

Bialka, jako zwiazki wielkoczasteczkowe posiadajace zjonizowane grupy aminowe i
karboksylowe, wykazuja zdolnos¢ wiazania dipolarnych czasteczek wody. Dzieki temu biatka w
Srodowisku wodnym ulegaja hydratacji, pecznieja, a nastepnie rozpuszczaja sie. Podobnie jak inne
jony, otaczaja sie plaszczem wodnym i w tej postaci, jako osobne czasteczki, tworza roztwory
koloidalne. Na rozpuszczalnoS¢ biatek w wodzie wplywa obecnos¢ soli nieorganicznych oraz pH
roztworu (wartosS¢ nieco inna niz punktu izoelektrycznego sprzyja rozpuszczaniu). Wzrost stezenia
soli w roztworze moze jednakze doprowadzi¢ do stracenia biatka z roztworu. Jony soli tworza
wlasng powloke solwatacyjna, przy wysokim stezeniu soli w roztworze woda hydratacyjna
czasteczek biatka zostaje od nich odciagnieta. ,Obnazone” w ten sposéb czasteczki biatka ulegaja
koagulacji na skutek wysolenia. Proces ten jest odwracalny, wystarczy odbudowacé ptaszcz wodny
biatka poprzez dodanie wody. Podczas wysalania bialko nie traci w sposob trwaly swojej
przestrzennej struktury oraz funkcji biologicznych. Wysalanie biatek przeprowadza sie za pomoca
nasyconych roztworéw (NH4)2SO4, NH4Cl, MgSOa.

2. Denaturacja

Pod wplywem soli metali ciezkich, mocnych kwasoéw lub mocnych zasad, podwyzszonej

temperatury oraz niektérych czynnikéow chemicznych (96% etanol, aceton, fenol) dochodzi do
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denaturacji i trwatego wytracenia bialek z roztworow. Denaturacja jest zjawiskiem polegajacym na
nieodwracalnej zmianie przestrzennej struktury biatek (II- i III- i IV-rzedowe;j).

r
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3. Reakcja biuretowa Piotrowskiego

Peptydy zawierajace co najmniej dwa wigzania peptydowe (a wiec tripeptydy i dluzsze) oraz
biatka tworza z jonami miedzi(Ill) w Srodowisku zasadowym polaczenia kompleksowe o barwie
fioletowej. Nazwa reakcji pochodzi od biuretu, ktéry powstaje przy ogrzewaniu mocznika i jest
najprostszym zwiazkiem dajacym pozytywny wynik w tej prébie.

Préba biuretowa jest reakcja grupowa na biatka, ujemny wynik tej préby eliminuje
obecnos¢ biatka, chociaz pozytywny — nie w pelni ja potwierdza. Oproécz biuretu, podobny wynik
reakcji dajg zwiazki nie posiadajace wigzan peptydowych, a zawierajace ugrupowania —CS-NH-
oraz =CH-NH-.

2.

(0]
(o] (0] [0} \\ /
, H T )‘\ J‘\ Cu2+, o' NH /NH *\NH
_— —_—
HzN/\NHz -NH3 HoN NH NH, -H,0 \
mocznik biuret // NH NH

fioletowy kompleks biuretu
z jonami miedzi(ll)
Aminokwasy, w odréznieniu od bialek, tworza z jonami miedzi(Il) polaczenia kompleksowe
o barwie niebieskiej (poza histydyna, ktéra ze wzgledu na budowe tanicucha bocznego, tworzy
kompleks o barwie fioletowoniebieskiej).

JVVV‘|
R NH\i /O (0] R NH /
Cu Cu I
(0] HoN R (¢] N\NT HTN\N
niebieski kompleks miedzi(ll) fioletowy kompleks miedzi(ll)
z dwiema czgsteczkami aminokwasu z biatkiem

Pytania sprawdzajace

1. W trzech probowkach znajdujg sie¢ metyloamina, etylo(metylo)amina i etylo(dimetylo)amina.
Jak odréznic je od siebie? Co zaobserwujesz?

2. Na czym polega proba ninhydrynowa? Jakie zwiazki daja w tej probie pozytywny wynik?

3. Dlaczego zwilzony papierek uniwersalny barwi sie pod wplywem metyloaminy? Wyjasnij
podajac odpowiednie rownanie reakcji.

4. Uszereguj nastepujace aminy wedlug rosnacego charakteru zasadowego: trietyloamina,
etyloamina, dietyloamina, anilina, difenyloamina.

5. Dlaczego anilina wykazuje bardzo stabe wlasciwosci zasadowe?

6. Jak odrézni¢ od siebie aminy aromatyczne o réznej rzedowosci? Podaj odpowiednie
rownania reakcji.

7. Jak odréznic¢ od siebie benzen, aminobenzen i nitrobenzen? Podaj odpowiednie rownania
reakcji i obserwacje.

8. Jakie reakcje nalezy przeprowadzi¢, aby wykry¢ obecnos¢ alaniny w roztworze? Podaj
odpowiednie réwnania reakcji i spostrzezenia.

9. Omow reakcje charakterystyczne pozwalajace na wykrycie szczegélnych aminokwasow
zawierajacych dodatkowe grupy funkcyjne lub ukltady aromatyczne.

10. Na czym polega proba biuretowa? Jakie zwiazki pozwala wykry¢?

11. Jakie reakcje nalezy przeprowadzi¢, aby odrozni¢ od siebie cysteine, alanine i proline? Co
zaobserwujesz?

12.Jaka jest przyczyna zotkniecia skory po zetknieciu sie ze stezonym roztworem kwasu
azotowego(V)?

13.Jakie zmiany zaobserwujesz po dzialaniu na roztwo6r bialka: etanolem, chlorkiem sodu,
azotanem(V) srebra, chlorkiem amonowym? Ktére zmiany mozna cofngé¢ po silnym
rozcienczeniu woda?
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Instrukcja wykonania ¢wiczenia
Analiza jakosciowa zwiqzkow organicznych (cz.3)
AMINY I ZWIAZKI NITROWE
1. Badanie odczynu

Na uniwersalne papierki wskaznikowe zwilzone woda nanies¢ po 1 kropli:
trietyloaminy, piperazyny, aniliny. Z réznicy zabarwienia wskaznika wyciagnac¢ wniosek o
charakterze badanych zwigzkow.

2. Badanie rzedowosSci amin

a. Reakcja aminy I-rzedowej z HNO-

3 cmd roztworu (zawierajacego 2% n-propyloamine i 1 krople stezonego HCI)
ochltodzi¢ w lodzie, po czym doda¢ powoli, kroplami 1.5 cm3 10% roztworu NaNO:
(rowniez ochlodzonego). Mieszaning nastepnie ogrzac ostroznie na tazni wodnej i
zaobserwowac¢ wydzielanie si¢ pecherzykow gazu. Reakcje powtorzyé dla piperazyny,
zaobserwowac zachodzace zmiany.

b. Reakcja aniliny z HNO:

Do kolbki stozkowej z korkiem odmierzy¢ 1.5 cm3 roztworu aniliny w stezonym
kwasie solnym, rozcienczyc¢ 2.5 cm3 wody i ochtodzi¢ do 0°C (laznia lodowa). Nastepnie
dodac¢ okoto 2-3 cmd 20% roztworu azotanu(lll) sodu. Podczas wkraplania NaNO,
mieszacC, az do uzyskania pozytywnej reakcji z papierkiem jodoskrobiowym - papierek
powinien zabarwic¢ si¢ na kolor fioletowobrunatny, trwala barwa papierka wskazuje na
obecnos¢ nadmiaru kwasu azotowego(III).

Otrzymany roztwor soli diazoniowej wykorzystujemy do kolejnych reakcji:

e Reakcja zagotowania: 2 cm3 otrzymanego roztworu odmierzy¢ do probowki i ogrzac¢ na
tazni wodnej. Zaobserwowac wydzielanie sie¢ gazu.

e Reakcja sprzegania: 2 cms3 otrzymanego roztworu soli diazoniowej dodac¢ do oziebionej
mieszaniny skladajacej sie¢ z 5 cm3 wody destylowanej, kilku grudek lodu
i 2 cm® 5% roztworu B-naftolu w 10% NaOH. Powstaje pomaranczowoczerwony
barwnik azowy.

c. Reakcja N,N-dietyloaniliny z HNO-

1 cm? roztworu N,N-dietyloaniliny w stezonym kwasie solnym rozcienczy¢ 2 cms3
wody destylowanej i ochlodzi¢ do 0°C (taznia lodowa). Nastepnie dodac¢ okoto 2 cm3 20%
roztworu NaNO,, az do uzyskania pozytywnej reakcji z papierkiem jodoskrobiowym.
Mieszanine poreakcyjna ostroznie zalkalizowa¢ 20% roztworem NaOH. Zaobserwowac
zachodzace zmiany.

d. Reakcja amin o réoznej rzedowosci z ninhydryna

Na kawalki bibuly chromatograficznej Whatman-1 nanies¢ po 1 kropli 2%
roztworéw propyloaminy i piperazyny. Bibule, trzymajac peseta lub szczypcami,
wysuszyC
w strumieniu cieptego powietrza. Nastepnie na kazdy pasek bibuly mnaniesc
0.5% acetonowy roztwor ninhydryny i ponownie wysuszy¢ w strumieniu cieplego
powietrza. Poréwnac zmiany na obu paskach bibuty.

UWAGA! Bibuty nie dotykaé palcami! Niekiedy na bibule po reakcji z ninhydrynaq pojawiaja sie
barwne odciski palcéow pochodzace od aminokwaséw zawartych w ludzkim pocie.

3. Reakcja nitrozwiazkoéw z aminami aromatycznymi

W stozkowej probowce wirowkowej umiescic krysztalek orto-dinitrobenzenu, dodac
1 krople 5% roztworu difenyloaminy i ogrzewac we wrzacej tazni wodnej do odparowania
rozpuszczalnika. Zaobserwowac zéltopomaranczowa obraczke stopu.
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AMINOKWASY
4. Reakcja grupy -COOH
Szczypte glicyny umiesci¢ w probéwce i dodac¢ ok. 1 cm3 5% NaHCOs. Po 2-3 min.
wydzielaja sie pecherzyki COo.

5. Reakcja grupy -NH, z HNO-

Szczypte NaNO: rozpuscic w 1 cm3 1 M H>SO4. Z roztworu wydzielaja sie
pecherzyki gazu. Po chwili, gdy ustanie wydzielanie sie pecherzykow, dodac kilka kropli
1% roztworu glicyny. Roztwor ponownie sie¢ burzy — wydzielaja sie pecherzyki azotu.
Reakcje powtorzyé¢ dla roztwory proliny.

Reakcje specyficzne dla a-aminokwasow

6. Proba ninhydrynowa

Do trzech probowek zawierajacych odpowiednio po 1 cm3: 1% roztworu glicyny,
2% roztworu proliny i wodnego roztworu biatka jaja kurzego, doda¢ 2-4 krople 0.2%
roztworu ninhydryny. Charakterystyczne zabarwienie pojawia sie przewaznie
natychmiast, czasem jednak niezbedne jest ogrzanie mieszaniny. Wyniki poréwnac z
wynikami préoby ninhydrynowej przeprowadzonej dla amin.

7. Proba ksantoproteinowa

Do 1 cm3 tyrozyny oraz 1 cm?3 roztworu biatka jaja kurzego dodac po 5 kropli stez.
HNO3. Zaobserwowac zachodzace zmiany. Probowki ogrza¢, poréwnac¢ zmiany, oziebic¢
i zalkalizowa¢ (NaOH) i ponownie zaobserwowac zmiany. Po zalkalizowaniu powinno
nastapic poglebienie zo6ttej barwy lub wystapienie zabarwienia pomaranczowego.

8. Proba cystynowa

Do 1 cm3 roztworu cysteiny oraz 1 cm3 roztworu bialka jaja kurzego dodac¢ po 1
cms
30% wodorotlenku sodowego. Ogrza¢ w goracej tazni wodnej przez 5 minut, a nastepnie
dodac¢ kroplami roztwoér (CH3COO).Pb. Zaobserwowac zachodzace zmiany.

BIALKA
9. Reakcje straceniowe
a. Wysalanie substancji bialkowych
Do probéwki zawierajacej ok. 1 cm3 roztworu biatka doda¢ 1 cm3 nasyconego
roztworu MgS0O4. Wytraca sie bialy osad. Doda¢ 5 cm?3 wody i zaobserwowac zachodzace
zmiany.

b. Denaturacja

Do probowki zawierajacej ok. 1 cm3 roztworu biatka doda¢ 2 cm3 96% etanolu
i wymiesza¢. Wytraca sie bialy osad. Doda¢ 5 cm3 wody, wynik proby porownacé z
wynikiem proby poprzednie;.

10. Wykazywanie wiazania peptydowego — reakcja biuretowa Piotrowskiego

Do roztworu bialka jaja kurzego dodac 0.5 cm3 10% NaOH i 1-2 krople 1% CuSOsa.
Roztwor barwi sie na kolor czerwonofioletowy. Probe te wykonaé rowniez dla glicyny
lub innego aminokwasu.

UWAGA! Nalezy unikaé nadmiaru CuSOs4, ktoéry przeszkadza w reakcji, gdyz tworzy sie
galaretowaty Cu(OH)2, maskujacy wynik préby. Fioletowa barwa préoby biuretowej tatwo znika po
dodaniu 20% roztworu CH3COOH. W tych warunkach biatka wypadaja w postaci osadu.
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