Uloha 3 — Kvalitativni a kvantitativai stanoveni aminokyselin a bilkovin

Princip ulohy
jméno:
obor: datum provedeni:
neznamy vzorek pro kvalitativni analyzu neznamy vzorek pro kvantitativni analyzu
ABCDEFGH (zakrouzkujte) abcdefgh (zakrouzkujte)

prilohy protokolu: chromatogram

OKRUHY K PRIPRAVE

Struktura aminokyselin. Primarni struktura bilkovin. Barevné reakce aminokyselin a bilkovin. Princip
rozdélovaci chromatografie. Reten¢ni faktor. Princip neutraliza¢ni titrace. Princip jodometrické titrace.
Chemické vypocty.

Navod v plném znéni plati pro obory molekularni biologie, chemie, biochemie
(pétihodinova a sedmihodinova cviéeni).

Biologické obory kromé molekularni biologie (tfihodinova cvic¢eni): jen ¢asti A, B.
Ucitelské kombinace (Etyrhodinova cvic¢eni): jen €asti A, B, C.

PRINCIP ULOHY

A. Barevné reakce aminokyselin a bilkovin

Chemické reakce aminokyselin a bilkovin jsou pfevazné zaloZeny na reaktivit¢ funkénich skupin
postrannich fetézcii aminokyselin. Vyjimkou je ninhydrinova reakce, které se ucastni také volné -
aminoskupiny aminokyselin i bilkovin, a dale biuretova reakce charakteristicka pro peptidovou vazbu.
Barevné reakce aminokyselin lze vyuzit jak pro identifikaci jednotlivych aminokyselin, tak pro jejich
kvantitativni stanoveni (rovnéz pro kvantitativni stanoveni bilkovin) anebo pro jejich detekci po
chromatografii.

1. Reakce funkénich skupin postrannich Fetézcit aminokyselin

Guanidinova skupina aminokyselin reaguje v alkalickém prostfedi za pfitomnosti bromnanu (nebo
chlornanu) s 1-naftolem za vzniku barevného oxida¢niho produktu - substituovaného 1-naftochinonu
(Sakaguchiho reakce). Aromaticka jadra nc€kterych aminokyselin se nitruji kyselinou dusi¢nou za
vzniku barevnych produktt, které v alkalickém prostiedi prechazeji na vyraznéji zbarvené soli aciformy
nitrosloucenin (xanthoproteinova reakce). Reakci nékterych aminokyselin obsahujicich aromatické
jadro s diazotovanou kyselinou sulfanilovou vznikaji v alkalickém prostiedi ¢ervené zbarvené kopulacni
produkty (Paulyho reakce). Aminokyseliny obsahujici -SH skupinu nebo jejich dimery obsahujici
disulfidicky mistek -S-S- uvoliiuji v alkalickém prostiedi pii vyssi teploté¢ sulfan, ktery tvofi
s rozpustnou olovnatou soli srazeninu sulfidu olovnatého (reakce na -SH skupiny). Aminokyseliny
vykazujici redukcni vlastnosti reaguji s fosfomolybdenanem a fosfowolframanem za vzniku barevnych
produktt (Folinova reakce).

2. Reakce volnych aminoskupin (ninhydrinovd reakce).

Reakcei ninhydrinu (2,2-dihydroxy-1,3-indadion) s volnymi amino- a iminoskupinami aminokyselin a
bilkovin vznikaji barevné produkty. Ninhydrin je oxida¢ni ¢inidlo, které za vyssi teploty pfeménuje a-
aminokyseliny (oxidacni dekarboxylaci za odstépeni oxidu uhlic¢itého a amoniaku) na aldehydy kratsi o
jeden atom uhliku. Redukovany ninhydrin pak reaguje s ninhydrinem v oxidované forme a s uvolnénym
amoniakem tvoii obé molekuly ninhydrinu v alkalickém prostiedi barevny komplex: primarni
aminoskupiny poskytuji modrofialovou Ruthemanovu violet’ (absorp¢ni maximum pfi vinové délce 570
nm), iminoskupiny prolinu a jeho derivatl zluty diketohydrindyliden-pyrrol (absorpéni maximum pfi
vinové délce 440 nm).
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3. Reakce peptidové vazby (biuretovd rakce).

Pti reakci biuretu (kondenzac¢niho produktu dvou molekul mocoviny) a jinych sloucenin obsahujicich
alesponi dvé peptidové vazby -CO-NH- (tj. oligopeptidii pocinaje tripeptidy a bilkovin, reakci vSak
poskytuji 1 nékteré volné aminokyseliny a slou¢eniny obsahujici atomova seskupeni -CS-NH- nebo
=CH-NH-) s médnatymi ionty dochazi v alkalickém prostiedi k tvorbé barevnych komplexi
s centralnim atomem dvojmocné médi.
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B. Rozdélovaci chromatografie aminokyselin
Zakladem vsech chromatografickych metod je distribuce analyzovanych litek mezi stacionarni a
mobilni fazi na zaklad¢€ rozdilnych interakci analyzovanych latek se staciondrni a mobilni fazi.

Pti rozdélovaci chromatografii se jako stacionarni a mobilni faze pouzivaji dvé navzajem nemisitelna
nebo omezené misitelnd rozpoustédla. Aby bylo mozno docilit vzajemného pohybu dvou nemisitelnych
fazi, je nutno jednu z nich zakotvit (stacionarni fdze). Stacionarni fazi byva obvykle voda, zakotvena na
hydrofilnim nosici (silikagel /oxid kfemicity . x H,O/, skrob, celulosa apod.) (pokud nejde o tzv.
chromatografii s reverzni fazi, pfi které se naopak ukotvuje nepolarni rozpoustédlo na hydrofobni nosic).
Mobilni fazi je méné polarni organické rozpoustédlo, zpravidla smés rozpoustédel s urcitym
rovnovaznym obsahem vody, ktera je nutna k tomu, aby pfi eluci nedochazelo k vymyvani stacionarni
vody z nosice.

Pii rozdélovaci chromatografii v ploSném uspoiadani se latky nanesou na plochu nosice s ukotvenou
stacionarni fazi, pies kterou protéka mobilni faze. Latky vice rozpustné ve stacionarni fazi se pohybuji
pomaleji, latky rozpustnéj$i v mobilni fazi se pohybuji rychleji. Rychlost pohybu latek je
charakterizovana retenénim faktorem (Ry), ktery je definovan jako podil vzdalenosti analytu od
startu a vzdalenosti ¢ela rozpoustédla od startu. (Teoreticky mtize Ry dosahovat hodnot od 0 /latka
se pti chromatografii nepohybuje, zlistava na startu/ do 1 /latka putuje soucasné s ¢elem mobilni faze/.
Optimalné maji byt Ry v rozmezi od 0,15 do 0,8.) Jakmile dojde ¢elo rozpoustédla k okraji plochy
nosice, proces se ukonci, chromatogram se vysusi a jednotlivé latky (pokud nejsou barevné) se deteku;i
(nejcastéji vybarvenim skvrn latek pomoci chemickych ¢inidel, nékdy je mozné pozorovat skvrny
v ultrafialovém svétle, radioaktivni latky Ize lokalizovat méfenim radioaktivity apod.).

V této tloze vyuzijeme k identifikaci nezndmé aminokyseliny papirovou chromatografii, kterd je
dalsim ptikladem rozdélovaci chromatografie v ploSném usporadani. Stacionarni fize je polarni a
tvori ji voda ukotvena v papirovém nosi¢i, méné polarni mobilni faze je tvofena smési butanolu,
kyseliny octové a vody. Detekce aminokyselin na chromatogramu se provadi ninhydrinovou reaket.
Pomoci papirové chromatografie 1ze identifikovat fadové mikrogramova mnozstvi aminokyselin.

V praxi se pifi identifikaci aminokyselin setkdvame s adsorpéni a ionexovou chromatografii v

instrumentdlné  podstatné  narocn€jSim  usporadani (HPLC-high  performance liquid
chromatography).

C. Stanoveni koncentrace glycinu alkalimetrickou titraci

Aminokyseliny obsahuji jak funkéni skupiny schopné uvoliiovat proton (karboxylové skupiny: -COOH
—> -COOQ), tak skupiny schopné proton vazat (aminoskupiny: -NH, —> -NH3"). Jsou to tedy latky
amfoterni povahy a proto k jejich stanoveni nelze pouzit bézné acidometrické nebo alkalimetrické
titrace.

Funkéni skupiny aminokyselin vSak Ize zablokovat vhodnou chemickou reakci. V nasem piipadé tzv.
formolové titrace je aminoskupina zablokovana reakci s formaldehydem:

R __cooH R\CH -

H
¢ + 2 HCHO —

COOH

NH, HO\ /N\ /OH

CH, CH,
Takto modifikované aminokyseliny (N-bis(hydroxymethyl)derivaty) pak maji jen jednu disociabilni
skupinu, a to karboxylovou (resp. dvé karboxylové skupiny v piipadé Asp, Glu). Na zakladé této
skutecnosti mohou byt stanoveny alkalimetricky. Tato alkalimetricka titrace je pak jiz klasickym
prikladem titrace slabé kyseliny silnou bazi s pouzitim acidobazického indikatoru fenolftaleinu.
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Stechiometrie alkalimetrické titrace zavisi na poctu karboxylovych skupin v molekule modifikované
aminokyseliny.

D. Stanoveni koncentrace glycinu reduktometrickou titraci
Aminokyseliny (a peptidy) tvofi chelaty s méd’natymi ionty, v nichz se na jeden centralni atom médi
vazou dvé molekuly aminokyseliny:
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Ptidame-li k roztoku aminokyseliny nadbytek nerozpustné méd’naté soli ve slab¢ alkalickém prostiedi,
uvolni se z ni prave tolik méd’natych iontl, kolik je jich potfeba k vytvoreni chelatu s aminokyselinou.

Zbytek nerozpustné soli se odfiltruje, filtrat se okyseli. V kyselém prostiedi dojde k rozpadu chelatu -
aminokyselina i méd’naté ionty se opét uvolni do roztoku:
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Ve filtratu se stanovi obsah médnatych iontt reduktometrickou titraci. Médnaté ionty uvolnéné
z chelatu nejprve reaguji s nadbytkem ptidaného jodidu za vzniku odpovidajiciho latkového mnozstvi
molekuldrniho jédu:

2Cu* +41—>2Cul+ 1,

Jod je v nasledujicim kroku ztitrovan thiosiranem:

L+2 8,027 —>2 I+ S40¢>

Jako titra¢ni indikator slouzi §krob, ktery poskytuje s molekularnim jodem modré az ¢erné zbarveni na
zaklad¢ tvorby klathratu (Lugolova reakce). Vymizeni zbarveni indikuje konec titrace - v§echen jod byl
thiosiranem zredukovan.
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PRAKTICKA CAST A. Barevné reakce aminokyselin a bilkovin

Material a vybaveni:

1% roztoky aminokyselin a 2% roztok bilkoviny (standardni vzorky)

(glycin /Gly/, prolin /Pro/, arginin /Arg/, histidin /His/, tyrosin /Tyr/, tryptofan /Trp/, cystein /Cys/, methionin
/Met/, hovézi sérovy albumin /BSA/)

neznamy vzorek pro kvalitativni analyzu (obsahuje jednu z aminokyselin viz vySe) (?)

3 mol.I'! uhligitan sodny

0,2% roztok 1-naftolu v ethanolu

5% roztok bromu v hydroxidu sodném

koncentrovana kyselina dusi¢na

10% hydroxid sodny

Paulyho ¢inidlo I (5% dusitan sodny)

Paulyho ¢inidlo II (0,9% kyselina sulfanilova v kyselin¢ chlorovodikové)

koncentrovana kyselina sirova

Folinovo ¢inidlo (roztok fosfomolybdenanu a fosfowolframanu v kyseliné chlorovodikové)

0,5% octan olovnaty

0,2% roztok ninhydrinu v ethanolu

1% siran méd’naty

zkumavky, Pasteurovy pipety, kahan a trojnozka nebo varic, hrnec, kruhovy stojan na zkumavky, pH papirky,
prouzek filtracniho papiru, tuzka, Sablonka, davkovac, susarna

Postup:
Reakce proved'te se standardy aminokyselin, BSA a s nezndmym vzorkem podle rozpisu v tabulce na
nasledujici stran¢€. Pozorujte vznik barevnych produktti, barevného rozhrani, piipadné srazenin,
vysledky zapiste do tabulky. Je-li zbarveni vzorku pfili§ intenzivni, tak, ze nelze rozeznat jeho odstin,
zied'te vzorek vodou. Na zaklad¢ znalosti specifity reakce, struktury a chemickych vlastnosti
aminokyseliny rozhodnéte, zda je vysledek reakce pro danou aminokyselinu pozitivni (+) nebo negativni
(-). Totéz rozhodnéte v piipadé neznamého vzorku, a to na zadkladé¢ podobnosti zbarveni. Vysledky
zapiste do tabulky.

Roztoky €inidel nepipetujte ani nepouzivejte davkovacée — odmérujte pomoci
Pasteurovych pipet!

Sakaguchiho reakce (reakce na pritomnost guanidinové skupiny) 1 ml roztoku aminokyseliny nebo
bilkoviny zalkalizujte né€kolika kapkami roztoku uhli¢itanu sodného, ptidejte 0,5 ml roztoku 1-naftolu
a potom nékolik kapek roztoku bromnanu sodného, promichejte a ihned pozorujte vznik barevného
produktu.

Xanthoproteinova reakce (reakce na pritomnost aromatickych aminokyselin kromé His).
Smichejte 1 ml roztoku aminokyseliny nebo bilkoviny a 1 ml koncentrované kyseliny dusi¢né. Pokud
se u vzorku nevyviji zbarveni, kratce jej zahfejte, ochlad’te a zalkalizujte 10% NaOH (alkalizaci
kontrolujte pomoci pH papirku).

Paulyho reakce (reakce na pritomnost aromatickych aminokyselin kromé Trp). Smichejte obé
slozky Paulyho ¢inidla (slozka I — 1 ml, slozka II — 4 ml). 1 ml roztoku aminokyseliny nebo bilkoviny
smichejte s 0,5 ml kompletniho ¢inidla a zalkalizujte n€kolika kapkami roztoku 10% NaOH (alkalizaci
kontrolujte pomoci pH papirku).

Reakce na —SH skupiny (pfitomnost Cys). Smichejte 1 ml roztoku octanu olovnatého a 1 ml 10%
roztoku NaOH. Vznikne-li bila sraZenina, rozpust'te ji dalsim ptidavkem 10 % roztoku NaOH. Ptidejte
1 ml roztoku aminokyseliny nebo bilkoviny a smés opatrné povaite.

Folinova reakce. Smichejte 1 ml roztoku aminokyseliny nebo bilkoviny, 0,5 ml 10 % roztoku NaOH a
0,5 ml Folinova ¢inidla.

Ninhydrinova reakce (reakce na pritomnost volné aminoskupiny). Prouzek filtracniho papiru
polozte na nesavy povrch a vyznacte na ném pomoci $ablonky tuzkou fadu krouzkl s primérem
priblizné 1 cm. Do stfedu kazdého krouzku kapnéte asi 5 pl aminokyseliny nebo bilkoviny, skvrny
nechejte vyschnout pfi laboratorni teploté. Pak kapnéte do stfedu kazdého krouzku asi 5 pl
ninhydrinového ¢inidla a filtra¢ni papir vlozte na 10 minut do susarny vyhtaté na 100 °C.
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Biuretova reakce (reakce na piitomnost peptidové vazby). Smichejte 1 ml roztoku aminokyseliny
nebo bilkoviny a 1 ml roztoku 10 %NaOH, pfidejte n¢kolik kapek roztoku siranu médnatého (jeho
nadbytek vadi, nebot’ vznikly hydroxid médnaty piekryvd svym zbarvenim zbarveni méd’natého
komplexu) a promichejte.

Vysledky:

reakce Sakagu- xantho- Paulyho na —SH Folinova
chiho proteinovd skupiny
zbarveni | + | zbarveni | + | zbarveni | + | zbarveni | + | zbarveni

I+

Arg
His
Tyr
Trp
Cys
Met
BSA

reakce ninhydri- | biuretova
novd

zbarveni | 4 | zbarveni | 4

Gly
Pro
Arg
His
Tyr
Trp
Cys
Met
BSA

Vyhodnoceni:
Na zaklad¢ informaci, které jste ziskali o struktufe a chemickych vlastnostech aminokyseliny
v nezndmém vzorku rozhodnéte, o kterou aminokyselinu se jedna.

Priubézny vysledek: aminokyselina v neznamém vzorku:
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PRAKTICKA CAST B. Rozdélovaci chromatografie aminokyselin

Material a vybaveni:

0,5% roztoky aminokyselin v 30% isopropanolu (standardni vzorky)

(glycin, alanin, valin, leucinkys. asparagova, kys. glutamova, histidin, lysin, arginin, fenylalanin, tyrosin,
tryptofan)

neznamy vzorek pro kvalitativni analyzu (?)

0,2% roztok ninhydrinu v ethanolu

1% roztok dusi¢énanu méd’natého v ethanolu

smés butanol - kyselina octova - voda (12:3:5)

chromatograficky papir, pravitko, tuzka, kapilary nebo davkovace, chromatograficka komora, susdrna,
rozpraSovac

Postup:

Chromatograficky papir neberte do rukou, manipulujte s nim pomoci pinzety nebo prouzki filtracniho
papiru, ptipadné v rukavicich. Papir polozte na sklenénou desku, asi 3 cm od uzsiho okraje vyznacte
rovnobézné po celé délce startovni caru a rozdélte ji na 1,5 cm dlouhé useky (prvni znacku vyznacte 1
cm od okraje papiru). Na vyznacena mista nanasejte ¢istymi kapilarami standardni roztoky aminokyselin
a neznamého vzorku ve formé skvrn o priméru cca 5 mm (v potadi podle tabulky). Zkratkou oznacte
druh nanaSené aminokyseliny.

Chromatograficky papir nechejte vysusit pfi laboratorni teplote a ulozte jej na oznacené misto. V piistim
cviceni (vyvijeni a suSeni chromatogramu zajisti personal laboratofe) zavéste chromatogram do
digestofe a pomoci rozpraSovace stejnomérné postiikejte roztokem ninhydrinu. Zbarveni se vyvine po
10 minutach zahtivani na 90 °C (v susarn¢). Zbarveni je na vzduchu je nestalé a lze je stabilizovat
postiikdnim chromatogramu roztokem dusi¢nanu méd’natého. Chromatogram nechejte usuSit pii
laboratorni teplote. Obtahnéte skvrny tuzkou, oznacte jejich stied a zaznamenejte barvu jednotlivych
skvrn.

Vyhodnoceni:

Chromatogram bude k dispozici az v pfistim cvieni, proto ho (nebo jeho fotografii) pfilozte
k nasledujicimu protokolu.

Uved'te vzdalenost start — ¢elo rozpoustédla: cm

Urcete R¢standardnich vzorkd (pro vypocet Ry pouzijte stied skvrny):

vzdalenost
aminokyselina sttedu skvrny Ry zbarveni skvrny
od startu [cm]
glycin (Gly)
alanin (Ala)
valin (Val)

leucin (Leu)

kyselina asparagova (Asp)
kyselina glutamové (Glu)
fenylalanin (Phe)

tyrosin (Tyr)

tryptofan (Trp)

histidin (His)

lysin (Lys)

arginin (Arg)

9
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Prifad’te k sob€ hodnotu R¢ neznamého vzorku a nejblizsi hodnotu Ry mezi znamymi aminokyselinami.
Vezméte v uvahu také zbarveni skvrn. Zakrouzkujte v tabulce, o kterou aminokyselinu se jedna.
Srovnejte vysledek s vysledkem ulohy 2A a proved’te definitivni zavér, ktera aminokyselina je obsazena
v nezndmém vzorku:

Souhrnny vysledek tiloh 2A a 2B: aminokyselina v neznamém vzorku:

Teoreticky ukol:

Na zaklad¢ srovnani struktury a chemickych vlastnosti aminokyselin zdtivodnéte jejich podobnou nebo
naopak odliSnou pohyblivost pfi papirové chromatografii v uvedeném uspotadani:

- glycin vs. alanin vs. valin vs. leucin:

- kys. asparagova vs. kys. glutamova:

- fenylalanin vs. tyrosin:

- alifatické aminokyseliny vs. Kys. asparagova, kys. glutamova:

- alifatické aminokyseliny vs. lysin, arginin:

- alanin vs. fenylalanin:

- histidin vs. tryptofan:
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PRAKTICKA CAST C. Stanoveni koncentrace glycinu
alkalimetrickou titraci

Material a vybaveni:

standardni roztok glycinu (0,4 mol.I'")

neznamy vzorek pro kvantitativni analyzu (obsahuje glycin o neznamé koncentraci)

0,05 mol.I"! hydroxid sodny

0,1 mol.I"! hydroxid sodny

40% formaldehyd

1% roztok fenolftaleinu v ethanolu

pipety, Erlenmeyerova bainika, odmérné banky 25 ml, kadinka, titracni baiiky, byreta 25 ml, odmérny vilec,
Pasteurova pipeta

Postup:
Priprava pH-neutralniho roztoku formaldehydu: V Erlenmeyerové baiice smichejte 20 ml roztoku
formaldehydu a 0,4 ml roztoku fenolftaleinu, ke smé&si pfidejte po kapkach 0,1 mol.I"" hydroxid sodny
az do slab¢ riizového zbarveni.

Formaldehyd je latka zdravi silné Skodliva, pfi zachazeni s nim dodrzujte vSechna
bezpecnostni a hygienicka pravidla!

Priprava k titraci a titrace: Standardni roztok glycinu nejprve zied'te nésledujicim zplsobem:
odpipetujte 5 ml roztoku, v odmérné bance doplite destilovanou vodou na objem 25 ml a dikladné
promichejte pfevracenim zazatkované banky. Do titra¢ni banky pipetujte vzdy 10 ml takto ziedéného
standardniho roztoku glycinu a pfidejte 2,5 ml pH-neutralniho roztoku formaldehydu. Smés titrujte 0,05
mol.I"" hydroxidem sodnym do rtizového zbarveni (bod ekvivalence je kolem pH 8,8).

Totéz proved’te s roztokem obsahujicim neznamou koncentraci glycinu.

Titraci obou vzorkd provadéjte dvakrat. Odectené objemy titracniho Cinidla zapiste do tabulek.

Vysledky a vyhodnoceni:

Z principu titrace vyplyva, ze latkové mnozstvi titrované latky odpovidd (podle stechiometrického
poméru vdané chemické reakci) latkovému mnozstvi titracniho cinidla (pfidaného do bodu
ekvivalence).

Na zaklad¢ znalosti struktury glycinu odvod’te stechiometrii alkalimetrické titrace glycinového derivatu
hydroxidem sodnym:

Predpokladana stechiometrie alkalimetrické titrace: 1 mol NaOH je ekvivalentni mol glycinu
(dopliite).

Pti obvyklych neutraliza¢nich titracich se provadi stanoveni presné koncentrace odmérného roztoku,
latkové mnozstvi stanovované latky se pak uréi na zakladé presné stechiometrie). V naSem piipadé
formolové titrace, kdy stechiometrie titrace mize byt potencialné ovlivnéna pfitomnosti malého
mnozstvi nezablokovanych aminoskupin glycinu, pouZijeme zjednoduSeny postup zalozeny na
trojClence — srovname spotiebu titracniho c¢inidla pfi titraci standardniho vzorku a spotiebu titracniho
¢inidla pfi titraci neznamého vzorku.

Nejprve vypocitejte teoretickou spotfebu titracniho ¢inidla pfi titraci standardniho vzorku:

Vypocty:

Teoreticka spotieba Cinidla pfi titraci standardniho vzorku: ...... ml



Uloha 3 — Kvalitativni a kvantitativai stanoveni aminokyselin a bilkovin
Prakticka cast C. Stanoveni koncentrace glycinu alkalimetrickou titraci

Nyni uved'te skutecnou spotiebu titracniho Cinidla pfi titracich standardniho vzorku a neznamého
vzorku.

spotieba pramérna
(0,05 mol.I'' NaOH) [ml] | spotieba (0,05
na titraci standardniho | mol.I'! NaOH)

vzorku glycinu [ml]
spotieba primérna
(0,05 mol.I'' NaOH) [ml] spotfeba
na titraci vzorku (0,05 mol.1"!
glycinu o neznamé NaOH)
koncentraci [ml

Pomoci trojclenky vypoctéte koncentraci glycinu v neznamém vzorku. Koncentrace standardniho
vzorku=.................... (dopliite). (Redéni standardu i neznamého vzorku bylo stejné, proto se pii
vypoctech nebere v tivahu.)

Vypocty:

cvAGly) = mmol.]l!

Vysledek: koncentrace glycinu v neznamém vzorku zjisténa alkalimetrickou titraci:
c= mmol.l"!
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Uloha 3 — Kvalitativni a kvantitativai stanoveni aminokyselin a bilkovin
Prakticka cast D. Stanoveni koncentrace glycinu reduktometrickou titraci

PRAKTICKA CAST D. Stanoveni koncentrace glycinu
reduktometrickou titraci

Material a vybaveni:

standardni roztok glycinu (0,4 mol.l"")

neznamy vzorek pro kvantitativni analyzu (obsahuje glycin o neznamé koncentraci)
0,01 mol.I"! thiosiran sodny

0,25% roztok thymolftaleinu v 50% ethanolu

0,1 mol.I"! hydroxid sodny

suspenze fosfore¢nanu méd’natého

koncentrovana kyselina octova

pevny jodid draselny

1% roztok Skrobu v nasyceném roztoku NaCl

pipety, odmeérné bariky 25 ml, titracni banka, byreta 10 ml, odmérny valec, Pasteurova pipeta, Spachtle, nalevka,
filtracni papir, stojan a kruh, predvazky

Postup:

Priprava médnatého chelatu: Do odmérné banky (25 ml) napipetujte 1 ml standardniho roztoku glycinu.
Pridejte 1-2 kapky roztoku thymolftaleinu a 0,1 mol.I"! hydroxid sodny po kapkach do slab& modrého
zbarveni. Ptidejte 15 ml suspenze fosfore¢nanu méd’natého, smés latek doplite v bance destilovanou
vodou po znacku a zfiltrujte (nedokonale odfiltrovany fosfore¢nan méd’naty mize byt zdrojem chyb pti
stanoveni). TotéZ proved'te s roztokem obsahujicim nezndmou koncentraci glycinu.

Priprava k titraci a titrace: Do titracni banky napipetujte 10 ml filtratu a ptidejte 0,5 ml koncentrované
kyseliny octové. Pridejte 0,4 g pevného jodidu draselného a n¢kolik kapek roztoku Skrobu. Uvolnény
jod titrujte 0,01 mol.I"' thiosiranem sodnym. Sedozelena barva vzorku piechéazi tésné pred koncem
titrace na modrou az Cernou, dale titrujte opatrné malymi pfidavky titracniho €inidla do vymizeni
zbarveni. Titraci obou vzorkid provadéjte dvakrat. Odectené objemy titraéniho ¢inidla zapiste do tabulek.

Vysledky a vyhodnoceni:

Z principu titrace vyplyva, ze latkové mnozstvi titrované latky odpovida (podle stechiometrického
poméru v dané chemické reakci) latkovému mnoZzstvi titracniho cinidla (pfidaného do bodu
ekvivalence).

Na zéaklad¢ znalosti stechiometrie jednotlivych reakei pii reduktometrické titraci aminokyselin odvod’te
sumarni stechiometrii jodometrické titrace - urCete vysledny pomér latkovych mnozstvi stanovované
aminokyseliny a spotfebovaného thiosiranu:

Predpokladana stechiometrie reduktometrické titrace: 1 mol Na»S,0s je ekvivalentni mol glycinu
(doplnte).

Pti obvyklych jodometrickych titracich se provadi stanoveni pfesné koncentrace odmérného roztoku,
latkové mnozstvi stanovované latky se pak ur¢i na zakladé presné stechiometrie. V piipadé
reduktometrické titrace glycinu v usporadani zékladniho praktika mutze byt stechiometrie titrace
ovlivnéna dal§imi experimentalnimi faktory. Podobné jako u alkalimetrické titrace glycinu proto
pouzijeme zjednoduseny postup zaloZeny na trojclence.

Nejprve vypocitejte teoretickou spotiebu titracniho ¢inidla pii titraci standardniho vzorku:

Vypocty:

Teoreticka spotieba ¢inidla pii titraci standardniho vzorku: ...... ml
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Uloha 3 — Kvalitativni a kvantitativai stanoveni aminokyselin a bilkovin
Prakticka cast D. Stanoveni koncentrace glycinu reduktometrickou titraci

Nyni uved'te skute¢nou spotiebu titracniho ¢inidla pfi titracich standardniho vzorku a neznamého
vzorku:

spotieba primérna
(0,01 mol.I'' NasS,05) spotieba
[ml] na titraci (0,01
standardniho vzorku mol.I"!
glycinu Na,$,03)
[ml]
spotieba pramérna
(0,01 mol.I'" NayS,05) spotfeba
[ml] na titraci vzorku (0,01
glycinu o neznamé mol.I"!
koncentraci NaxS:03)
[ml]]

Pomoci trojclenky vypoctéte koncentraci glycinu v neznamém vzorku. Koncentrace standardniho
vzorku=.................... (dopliite) (Redéni standardu i neznamého vzorku bylo stejné, proto se pfi
vypoctech nebere v tivahu.)

Vypocty:

cvAGly) = mmol.]l!

Vysledek: koncentrace glycinu v neznamém vzorku zjisténa reduktometrickou titraci:
c= mmol.I"!

Pro srovnani uved’te koncentraci glycinu v nezndmém vzorku, kterou jste stanovili alkalimetricky
(loha 2C): c= mmol 1!

a pokuste se o vysvétleni piipadnych rozdila:
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Uloha 3 — Kvalitativni a kvantitativai stanoveni aminokyselin a bilkovin
Kontrolni list

KONTROLNI LIST

jména:
obor: datum provedeni:
neznamy vzorek pro kvalitativni analyzu neznamy vzorek pro kvantitativni analyzu
ABCDEFGH (zakrouzkujte) abcdefgh (zakrouzkujte)
ULOHA 3A

| Priubézny vysledek: aminokyselina v neznamém vzorku:

Podpis vedouciho cviceni:
ULOHA 3B
Obarveny chromatogram bude k dispozici az v nasledujicim cviceni.

ULOHA 3C
spotfeba (0,05 mol.I"¥ NaOH) [ml] na titraci
standardniho vzorku glycinu

spotfeba (0,05 mol.I'" NaOH) [ml] na titraci
vzorku glycinu o neznamé koncentraci

Podpis vedouciho cviceni:

ULOHA 3D
spotfeba (0,01 mol.lI"! Na>S,03) [ml] na titraci
standardniho vzorku glycinu

spotfeba (0,01 mol.I"! Na>S,03) [ml] na titraci
vzorku glycinu o neznamé koncentraci

Podpis vedouciho cviceni:
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