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1. Uvod

Cilj ovoga rada bio je ispitati elektrokemijska svojstva L-karnozina, pratiti utjecaj pH
vrijednosti na potencijal i struju oksidacijskog stujnog vrha, odrediti granicu detekcije L-
karnozina 1 pokuSati elektrokemijski modificirati elektrodu od staklastog ugljika

nanoSenjem sloja karnozina na elektrodnu povrsinu.

Pri izvedbi eksprimentalnog dijela rada koristene su tri elektrokemijske tehnike, a to su

diferencijalna pulsna voltametrija, cikli¢ka voltametrija i kronoamperometrija.

U prvom dijelu rada opisan je karnozin, njegova svojstva i bioloska vaznost, te su
detaljnije opisane koriStene tehnike i1 aparatura koja je potrebna za elektrokemijska

mjerenja.

U drugom dijelu rada navedeni su uvjeti pri kojima su odradena elektrokemijska

ispitivanja, zatim su prikazani dobiveni rezultati i prokomentirana je njihova vaznost.

U zadnjem dijelu rada prikazan je mini projekt za u€enike srednjih Skola pod nazivom ,,0d
aminokiselina do polipeptida“. Mini projekt je osmisljen kako bi se potaknulo uc¢enike na
aktivnost, razvijanje vlastitog kritickog misljenja, sposobnosti zapazanja te kako bi se novo

gradivo povezalo sa prethodno steCenim znanjima kemije i srodnih predmeta.



2. Literaturni pregled

2.1. Aminokiseline

Aminokiseline su osnovne gradivne jedince proteina. a-Aminokiselina sastoji se od
centralnog atoma ugljika koji zovemo o-ugljikom povezanog sa amino skupinom,
karboksilnom skupinom, atomom vodika i skupinom R (Slika 2.1). R skupina Cesto se

naziva bo¢nim ogrankom aminokiseline. [1]

T
H2N—(|35;- COOH
H

Slika 2.1. Op¢a formula aminokiseline.

Sa 4 razliCite skupine povezane na tetraedarski a-ugljikov atom, a-aminokiseline su
kiralne, $to znaci da se svaka aminokiselina pojavljuje u 2 oblika: u obliku L i D izomera.
Samo L-izomeri grade proteine. Za gotovo sve aminokiseline L-izomer ima S apsolutnu

konfiguraciju (Slika 2.2).

Kako bi se odredila apsolutna konfiguracija aminokiseline, supstituentima asimetri¢nog
ugljikovog atoma dodjeljuju se prioriteti prema atomskim brojevima. Supstituent najnizeg
prioriteta (atom vodika) okrenut je od smjera promatraca. Ako je progresija od najviseg do
najnizeg prioriteta preostala 3 supstituenta u smjeru kazaljke na satu tada je konfiguracija

R, dok je u slucaju progresije u suprotnome smjeru konfiguracija S. [1]



Slika 2.2. Odredivanje apsolutne konfiguracije aminokiseline.

Aminokiseline u otopini pri neutralnom pH pretezno se nalaze u obliku zwitteriona
(Slika 2.3). U takvom obliku amino skupina je protonirana (-NH3"), a karboksilna skupina
deprotonirana (-COO").

R

.| _

HsN —(lz—coo
H

Slika 2.3. Aminokiselina u obliku zwitteriona.

Svi proteini, od onih koji grade bakterije do onih koji se nalaze u ljudskom
organizmu, izgradeni su od istih 20 aminokiselina. Ove aminokiseline razlikuju se u
bo¢nom ogranku, koji varira u veli€ini, obliku, naboju, sposobnosti vezanja vodika,

hidrofobnom karakteru i kemijskoj reaktivnosti.



Aminokiseline se medusobno vezu peptidnom vezom (Slika 2.4). Peptidna veza
nastaje vezanjem o-karboksilne skupine jedne aminokiseline s a-amino skupinom druge

aminokiseline uz izdvajanje molekule vode. Prema dogovoru, terminalna amino skupina

uzima se kao pocetak polipeptidnog lanca. [1]

By O H R, O
+ |/ W 1° #
H,N—C—C + H—N—C—C
l Y | L
H O H H O
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R, O R, O

N T 1</
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Slika 2.4. Nastanak peptidne veze.

Vezanjem dvaju aminokiselina peptidnom vezom nastaju dipeptidi. Jedan od takvih
spojeva je L-karnozin, koji nastaje vezanjem L-histidina i -alanina, a biti ¢e opisan u

nastavku rada.



2.2. Karnozin

W. S. Gulewitsch je otkrio karnozin 1900. godine, a Severin je tek 53 godine
kasnije ustanovio njegovu prvu funkciju. Otkrio je da izolirani zablji miSi¢i u prisutnosti
karnozina mogu akumulirati velike koli¢ine laktata, dok u njegovoj odsutnosti nastupa

dramati¢na acidifikacija tkiva koja uzrokuje kontrakciju misica. [2]

Prema Medunarodnoj uniji za Cistu 1 primjenjenu kemiju (IUPAC) karnozin je
definiran kao 2-[(3-aminopropanoil)amino]-3-(1H-imidazol-4-il) propanska kiselina ili
skraceno B-alanilhistidin [3], a struktura mu je prikazana na slici 2.5. Europska agencija za
kontrolu hrane (EFSA) definira L-karnozin' kao bijeli kristali¢ni dipeptid, molekulske
formule CyH4N4O5 1 relativne molekulske mase 226, koji u organizmu nastaje sintezom
aminokiselina L-histidina 1 p-alanina, a sadrzavaju ga svi organizmi iz koljena

kraljeznjaka. [4]

Slika 2.5. Struktura L-karnozina u obliku zwitteriona s prikazanim kiralnim centrom (*) na

temelju kojeg mu je odredena relativna konfiguracija, a time i biologka vaznost.”

" Budu¢i da karnozin posjeduje i stereogeni i kiralni centar, koji je na slici 2.5 ozna&en zvjezdicom, postoji u
dvjema relativnim konfiguracijama, L i D, u usporedbi s dogovorno odabranom molekulom gliceraldehida.
Kao sto je vec¢ina proteinogenih aminokiselina L-konfiguracije, tako je i L-karnozin bioloski aktivan spoj,
dok D-karnozin nema veliku biolosku vaznost. D-karnozin je uglavnom ispitan zajedno s L-karnozinom u
obliku racemi¢ne smjese.

? Sve su strukture karnozina crtane programom ACD/Chemsketch.



Karnozin kao racemat ima vrlo dobru topljivost u vodi, 1 g u 3,1 mL vode pri
25 ©C. Kao $to je vidljivo na slici 2.5, karnozin je karakteriziran trima ionizirajuéim
skupinama: karboksilnom skupinom, ¢ija je pK, vrijednost 2,76; amino-skupinom [3-
alaninskog ostatka, Cija je pK, vrijednost 9,32 te duSikom imidazolnog prstena s pK,
vrijedno$¢u 6,72. Stoga je u organizmu karnozin prisutan uglavnom u dipolnom ili

zwitterionskom obliku kako je prikazano.

Atom duSika imidazolnog prstena karnozina regulira pufersku aktivnost ovog
dipeptida, stoga je bitno posvetiti mu malo pozornosti. Dokazano je da su u neutralnom
mediju prisutna dva tautomerna oblika karnozinovog imidazolnog prstena: Nt protonirani
(tautomer I) i Nzt protonirani oblik (tautomer II), iako je omjer 3:1 u korist tautomera I.
Keliranje metala moze jo$s viSe pomaknuti ravnotezu k tautomeru I, kao Sto je keliranje
iona dvovalentnog bakra, buduci da je Nt ukljucen u keliranje. Tautomerni oblici prikazani

su na slici 2.6. [5]

Prema radu Begum [6] Mannion je 1992. odredio okvirnu procjenu koliko karnozin
doprinosi puferskom kapacitetu unutar miSiéne mase ljudskog organizma tijekom vjezbi
velikog intenziteta. Iznenaduju¢i je bio podatak da karnozin doprinosi puferskom
kapacitetu tek oko 7%, §to je izuzetno malo u odnosu na druge testirane organizme, pa se
postavilo pitanje je li karnozin znacajan faktor za puferiranje u ljudskom organizmu. Osim
navedenih rezultata, Begum donosi brojne druge preglede radova. Daveyjevi pokusi
pokazuju kontradiktorne rezultate, karnozin i anserin (metilirani oblik karnozina),
doprinose puferskom kapacitetu ljudskog organizma oko 40%, dok drugi smatraju da je za
ljudski organizam taj podatak nerelavantan jer je koncentracija anserina u ljudskom
organizmu zanemarivo mala u odnosu na koncentraciju karnozina. [6] Jedini je Kraemer sa
suradnicima dosada napravio istrazivanje o utjecaju karnozina kao dodatka prehrani na
puferski kapacitet ljudi koji imaju intenzivne treninge i na koncentraciju unutarmisi¢nog
karnozina. Testirano je 20 ljudi, 10 biciklista 1 10 ljudi koji ne treniraju, kojima je dan ili
placebo ili tableta s dodatkom karnozina. Placebo se sastojao od 1000 mg natrijevog
dihidrogenfosfata i 240 mg kalijevog hidrogenkarbonata, a dodatak s karnozinom je uz
navedeno sadrzavao i 12,5 mg karnozina. Rezultati istrazivanja pokazali su da dodatak
karnozina u prehrani nema utjecaja na puferski kapacitet tijekom intenzivnih vjezbi niti na
koncentraciju unutarmisi¢nog karnozina u ljudskom organizmu. [7] Drugi znanstvenici

isti€u Cinjenicu da je koriStena doza karnozina premala da bi imala utjecaja na puferski
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kapacitet jer je u istrazivanju sa Stakorima pokazano da dodatak karnozina od 2 mg/kg do

20 mg/kg pospjesuje puferiranje, a uz to inducira 1 antiupalni i antihistaminski efekt. [6]

) 0
/AN
NZ TNH P -
> = N
0 — O 1
0. _NH ~— O~ _NH | TN/
= I
.-H . H
Tautomer I TautomerII

Slika 2.6. Tautomerni oblici L-karnozina prisutni u neutralnom mediju.

Iako je je bakrov (II) ion najceS¢i keliraju¢i agens, karnozin veze i druge
dvovalentne metale kao $to su kobaltov (II), niklov (II), kadmijev i cinkov ion. [8] Posebno
su zanimljivi kompleksi L-karnozina i cinka koji se koriste u sprjeavanju i lijecenju
bolesti gastrointestinalnog trakta kao $to je oStecenje sluznice nastalo pretjeranom
sekrecijom kiseline ili zarazom bakterijom Heliobacter Pylori. Zanimljivo je da navedeni
kompleks nema isti mehanizam djelovanja kao klasi¢ni pripravci. Kompleks L-karnozin-
cink povecava sintezu faktora rasta 1 (IGF-1), kemijskom strukturom analognom inzulinu,
koji pospjesuje zacjeljivanje rana na sluznici; ubrzava stvaranje interleukina, proteina
odgovornih za signaliziranje u upalnom procesu; te smanjuje gastrointestinalni stres svojim
svojstvom dobrog ,,skupljaca“ slobodnih radikala. Osim navedenih uloga, prednost ovoga
kompleksa je relativno niska vrijednost konstante produkta topljivosti uzrokovana
njegovim polimernim karakterom prikazanim na slici 2.7, koja omogucuje dulje

zadrzavanje u kiseloj sredini pospjeSujuci tako zacjeljivanje oStecene sluznice. [5]



Slika 2.7. Polimerna struktura kompleksa L-karnozin-cink.

Osim §to kelatni kompleksi L-karnozina imaju antioksidativni u¢inak, objavljen je
niz radova u kojima je dokazano da i sam karnozin ima antioksidacijska svojstva. Zbog
svoje dobre topljivosti u vodi dobar je ,hvatac* hidroksilnog i superoksidnog radikala,
singletnog molekularnog kisika te prijelaznih metala koji su takoder topljivi u vodi, a koji
su medijatori oksidacije u citosolu prisutni u ve¢oj koncentraciji. Takoder je dokazano na
modelnim sustavima membrana da sprjeCava peroksidaciju. Zbog svoga mehanizma
djelovanja karnozin se usporeduje s vodotopljivim dijelovima molekula poznatih
antioksidansa kao S§to su vitamin E ili a-tokoferol. Dodatak karnozina u prehrani s o-
tokoferolom ili bez njega dokazano ucinkovito smanjuje nastanka reaktivnih jedinki

derivata tiobarbiturne kiseline u homogenatu skeletnog miSi¢a Stakora. [9]

Mehanizam interakcije karnozina sa superoksidnim radikalnom bazira se na
mogucénosti stvaranja kompleksa-prenositelja naboja, koji smanjuje reaktivnost samog
superoksidnog radikala. Ne samo karnozin, nego i svi spojevi koji sadrze imidazolni
prsten, reagiraju sa singletnim molekularnim kisikom tvore¢i endoperoksidne produkte.
Utvrdeno je da L-karnozin reagira sa singletnim molekularnim kisikom dva do cetiri puta
brze od slobodnoga L-histidina i dva puta brZze od N-terminalnog ostatka dipeptida s L-

histidinom.

Karnozin 1 sli¢ni peptidi djeluju kao zastitni spojevi u reakcijama ovisnim o
peroksinitritima. Pokusima je pokazano da L-karnozin, koncentracije 20 mmol L™, bas kao
u ljudskom organizmu, uspjesno $titi tirozin od nitriranja, al-antiproteinazu od inaktivacije
1 ljudski lipoprotein male gustoce od modifikacija uzrokovanim peroksinitritima. Takoder
se pokazalo da je karnozin vrlo uspjeSan u zastiti od hipokloritne kiseline, koja uzrokuje

unakrsno kovalentno vezanje proteina i oligopeptida. [8,9] U radu Nina [10] pokazano je
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da lokalna primjena 0,5%-tne otopine L-karnozina ili njegovog acetiliranog derivata N-

acetil L-karnozina $titi ljudsku kozu od UVB zracenja.

Ostala svojstva karnozina zapravo potjecu od njegovog antioksidacijskog
djelovanja. Pokazano je da L-karnozin svojim antioksidacijskim svojstvima usporava
proces starenja na nekoliko nac¢ina. Osim §to §titi stanicne membrane od peroksidacije, §titi
1 stanicne membrane eritrocita, crvene krvne stanice koje sadrze hemoglobin, a koje su
zaduzene za prijenos kisika u tijelu. Eritrociti su najvise izlozeni kisikovim radikalima, a
izgradeni su od velikog broja polinezasi¢enih masnih kiselina, koji su dobri supstrati za
reakcije peroksidacije, stoga L-karnozin igra klju¢nu ulogu u njihovoj zastiti. Dodatkom L-
karnozina u krvni serum Stakora, eritrociti oSte¢eni vodikovim peroksidom, smanjenim
osmotskim tlakom ili smjenjenom pH vrijedno$¢u, pokazali su povecanu otpornost na
hemolizu i1 bolja mehanicka svojstva. [11] Kang [12] donosi rezultate kojima potkrjepljuje

zastitno djelovanje L-karnozina.

L-karnozin svojim antioksidacijskim svojstvima §titi DNK molekule od utjecaja
citotoksina vodikovog peroksida i Zeljezovih (II) spojeva. Pokazano je da u prisutnosti L-
karnozina DNK molekula ostaje u prvobitnoj tercijarnoj strukturi a-uzvojnice te da su
njena oStecenja vidljiva na Seceru deoksiribozi, no u manjoj mjeri nego u slucaju kada L-

karnozin nije primijenjen.

L-karnozin pozitivno utjece na inhibiranje rasta stanica tumora mozga, te njihovu
opskrbu energijom, i to najvjerojatnije u koraku glikolize kada nastaju trioze od fruktoze-
1,6-bisfosfata, jer se smatra da utjeCe na enzim fruktozu-1,6-bisfosfatazu. Dodatak L-
karnozina stanicama raka na hranjivoj podlozi od glukoze uzrokovao je smrt 20 % stanica

raka i smanjio ukupnu brzinu rasta, dok L-histidin nije imao takav utjecaj. [13]



2.3. Metode odredivanja karnozina

Prisutnost karnozina odreduje se u mesnim proizvodima, uzorcima urina i bioloSkim
materijalima pomocu kapilarne elektroforeze s UV detekcijom [14-16], laserski inducirane
fluorescencije (LIF) [17], detekcije elektrosprej masenom spektrometrijom [18] i
elektroforeze na mikro¢ipu uz detekciju kemiluminescencijom.[19] Elektrokemijske
metode rijetko se koriste za odredivanje dipeptida koji sadrze histidin, no ponekad se

koriste ciklicka voltametrija [20-23] i potenciometrija. [24-26]

2.3.1. Elektrokemijske metode odredivanja karnozina

Osnovna aparatura za elektrokemijska mjerenja nije preskupa i komercijalno je
dostupna. Za svako elektrokemijsko mjerenje potrebna je elektrokemijska celija sa
troelektrodnim sustavom, potenciostat i racunalo Sistem se treba nalaziti u prostoriji u
kojoj nema velikih elektri¢nih interferencija, vibracija i drasticnih promjena u temperaturi.
Takoder je moguce celiju smjestiti u Faradayev kavez kako bi se sistem zaStitio od
vanjskih utjecaja. Celija je uglavnom &asa ili tikvica volumena 5-50 mL i sadrzi tri
elektrode: radna, referentna i pomoc¢na (protuelektroda) koje su uronjene u otopinu uzorka.
Na radnoj elektrodi se odvija reakcija, dok referentna elektroda daje stabilan 1
reproducibilan potencijal (neovisno o sastavu uzorka) s kojim se usporeduje potencijal

radne elektrode.[27]

Odabir otapala odreden je topljivos¢u analita i njegovim redoks potencijalom, te
svojstvima otapala: elektricna provodnost, elektrokemijska aktivnost 1 kemijska
reaktivnost. Otapalo ne smije reagirati s analitom i produktima reakcije te mora biti
elektrokemijski stabilno u Sirokom podrucju potencijala. Kada je potrebna pH kontrola,
kao elektroliti se koriste puferi. Kako bi se uklonio otopljeni kisik iz otapala koriste se
razli¢ite metode od kojih je najceS¢a propuhivanje inertnim plinom 4-8 minuta prije

mjerenja. [27]

10



Ucinkovitost mjerenja uvelike ovisi o materijalu od kojega je nacinjena radna
elektroda. Odabir elektrode najviSe ovisi o dva faktora: redoks potencijalu analita i
pozadinskoj struji u podru¢ju potencijala potrebnom za mjerenje. Neki od drugih faktora
koji utjeCu na odabir radne elektrode su: toksi¢nost, dostupnost, elektri¢na provodnost,
mehanicka svojstva i dostupan raspon potencijala. Najpopularniji metali za izradu

elektroda su ziva, ugljik i plemeniti metali (Pt 1 Au).[27]

Cvrste ugljikove elektrode su u §irokoj uporabi u elektroanalizi zbog svog Sirokog
raspona potencija, niske pozadinske struje, niske cijene, kemijske inertnosti i
primjenjivosti za razne aplikacije detekcije. Jedan od nedostataka ugljikovih elektroda je to
Sto su brzine transfera elektrona na povrSini ugljika Cesto sporije nego kod metalnih
elektroda. Sve uobicajene ugljikove elektrode imaju istu osnovnu strukturu Sesteroc¢lanog

aromatskog prstena (sp> hibridizacija), ali se razlikuju u relativnoj gustoéi. [27]

Staklasti ugljik je popularan zbog izvrsnih mehanickih 1 elektri¢nih svojstava,
Sirokog raspona potencijala, kemijske inertnosti i reproducibilne djelotvornosti. Materijal
se priprema pazljivim kontroliranim grijanjem premodeliranog polimernog (fenol-
formaldehid) ,,resin® tijela u inertnoj atmosferi. Proces karbonizacije odvija se vrlo sporo
kroz raspon temperature od 300-1200 °C kako bi se osigurala eliminacija kisika, dusika i
vodika. Struktura staklastog ugljika sastoji se od tankih, zapetljanih vrpci poprecno

povezanih ploca nalik na grafit.

Zbog visoke gustofe 1 male veliCine pora proces impregnacije nije potreban.
Uglavnom se primjenjuje predtretman povrSine kako bi se stvorila aktivna i reproducibilna
elektroda od staklastog ugljika te da bi se poboljSala njezina analiticka djelotvornost.
Takav predtretman se najceSce sastoji od poliranja elektrodne povrSine sitnim Cesticama
suspenzije aluminijevog oksida (velic¢ina Cestica do 0.05pum). Elektroda se zatim ispire

deioniziranom vodom prije uporabe. [27]
U ovom radu koriStene su tri elektrokemijske metode za karakterizaciju karnozina.

To su ciklicka voltametrija, diferencijalna pulsna voltametrija i kronoamperometrija. U

nastavku ¢e biti detaljnije objasnjeni principi rada svake od navedenih metoda.
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2.3.1.1. Voltametrijske metode

Voltametrija je elektrokemijska metoda u kojoj mjerimo struju kao funkciju primijenjenog
potencijala. Dobiveni voltamogram je prikaz ovisnosti struje odziva kao funkcije
primijenjenog potencijala koji nam daje kvalitativne 1 kvantitativne podatke o

elektroaktivnim vrstama koje sudjeluju u reakcijama oksidacije i redukcije.[28]

Prva primijenjena voltametrijska tehnika bila je polarografija, koju je razvio Jaroslav
Heyrovsky u ranim tridesetim godinama 20. stolje¢a za §to je dobio Nobelovu nagradu za
kemiju 1959. godine. Od tada su razvijene brojne voltametrijske metode od kojih su neke:
voltametrija s linearnom promjenom potencijala, ciklicka voltametrija, diferencijalna
pulsna voltametrija i pravokutnovalna voltametrija. Navedene voltametrijske metode

razlikuju se u signalima pobude i odziva.[28§]

Signal pobude kod voltametrije s linearnom promjenom potencijala je linearna
promjena potencijala (Slika 2.8 Ia). Prilikom mjerenja potencijal se mijenja u zadanom
intervalu 1 prati se proces oksidacije/redukcije reaktanata, pri ¢emu se u okolici elektrode
stvara znatna koncentracija produkta. Ukoliko se obrne smjer linearne promjene
potencijala (Slika 2.8 1b), moze doc¢i do redukcije oksidirane elektroaktivne specije pa se
radi o ciklickoj voltametriji. Eksperimentalne veli¢ine koje karakteriziraju ciklicki
voltamogram su omjer struje oksidacijskog i redukcijskog strujnog vrha (Z,4/I,x) te razlika

potencijala anodnog 1 katodnog strujnog vrha (AE,=E; . — Epx).[29]

12



08 E

I/ uA

00 F

00 02 04 0.6 92 00 02 04 06 08 10

E(s. ZKE)/V E(vs. ZKE)/V

Slika 2.8. Signali pobude (1) 1 odziva (2) za voltametriju s linearnom promjenom

potencijala (a) i cikli¢ku voltametriju (b)

Diferencijalna pulsna voltametrija je metoda koja kao pobudni signal ima niz
kratkotrajnih pulseva potencijala (Sirina pulsa 70 ms, visina pulsa 25 mV), koji je

superponiran na linearno rastuci potencijal ili na stepenastu rampu (Slika2.9).[29]

A 1,0
E 0.8-
a b
g 0,6F
-t
~.
~N ()~4 L
0.2+
0,0F
t 0,0 0.2 0.4 0,6 0,8 1,0

E(vs.ZKE)/V

Slika 2.9. Prikaz signala pobude (a) i odziva (b) za diferencijalnu pulsnu voltametriju.
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Struja se uzorkuje na rampi, neposredno prije pulsa i na kraju pulsa, dok se razlika tih
dvaju uzorkovanja biljezi kao funkcija potencijala rampe. Signal ima oblik zvonolike
krivulje (I vs. E) odredene strujnim maksimumom, koji je proporcionalan koncentraciji

reaktanta u masi otopine.[29]

2.3.1.2. Kronoamperometrija

Kronoamperometrija je jedna od tehnika kontroliranog potencijala koje se baziraju
na mjerenju strujnog odziva na primijenjeni potencijal. Ova metoda ukljucuje povecanje
potencijala radne elektrode sa vrijednosti pri kojoj nema Faradayske reakcije na potencijal
pri kojem je povrSinska koncentracija elektroaktivnih specija efektivno nula pri ¢emu se
prati rezultiraju¢a ovisnost jakosti struje o vremenu (/ vs. f). Transport mase pri ovim
uvjetima odvija se isklju¢ivo putem difuzije stoga [-¢ krivulja pokazuje promjenu
koncentracijskog gradijenta u blizini povrsine. [27] . Kronoamperometrija se moze provesti
u jednom ili dva koraka. Na slici 2.10 prikazano je kako se potencijal trenutno mijenja s
pocetnog potencijala na potencijal prvog koraka (,,first step potential®) i zadrzava jednaku
vrijednost u zadanom vremenskom periodu. To je eksperiment u jednom koraku. Pri
eksperimentu u dva koraka, nakon zadanog vremenskog perioda potencijal se mijenja s
potencijala prvog koraka na potencijal drugog koraka (,,second step potential®) te se
zadrzava na tom potencijalu u zadanom vremenskom periodu. Kronoamperometrija se
razlikuje od ostalih tehnika kontroliranog potencijala u tome $to je vrijeme mjerenja krace

za red velic¢ine. [30]
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Slika 2.10. Pobudni val za kronoamperometriju.
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3. Eksperimentalni dio

3.1. Kemikalije i priprava otopina

U radu su koristene sljedece kemikalije:

octena kiselina, CH;COOH (Prolabo VWR, Leuven, Belgija)
natrijev acetat, CH;COONa (Kemika, Zagreb)

natrijeva luzina, NaOH (Kemika, Zagreb)

kalijev dihidrogen fosfat, KH,PO, (Kemika, Zagreb)

kalijev hidrogen ftalat, CsHsKO4 (Prolabo VWR, Leuven, Belgija)
natrijev hidrogen fosfat, Na,HPO, (Kemika, Zagreb)

natrijev dihidrogen fosfat, NaH,PO, (Kemika, Zagreb)
L-karnozin, CoH4N4O3 (Acros Organics, Geel, Belgija)
kalijev klorid, KCI (Kemika, Zagreb)

kalijev heksacijanoferat II, K4[Fe(CN)s], (Kemika, Zagreb)
kalijev heksacijanoferat I1I, Ks[Fe(CN)s], (Kemika, Zagreb)
bakrov (II) nitrat, Cu(NOs), (Kemika, Zagreb)

cinkov (II) nitrat, Zn(NOs3), (Fisher Scientific, UK)
suspenzija a-Al,03 (0,05 um) (Bas Inc., Tokio, Japan)

Otopine pufera odredenih pH vrijednosti (Tablica 3.1) priredene su u ultracistoj vodi te su

upotrijebljene za pripremu ispitivanih otopina L-karnozina.

Izvorna otopina L-karnozina (¢ =1-10 mol dm™) dobivena je otapanjem L-karnozina u

ultracistoj vodi. Otopina L-karnozina zeljene koncentracije priredena je razrjedivanjem

izvorne otopine L-karnozina otopinom pufera odgovarajuc¢e pH vrijednosti neposredno

prije mjerenja.
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Tablica 3.1. Priredivanje otopina pufera.

pH Pufer

3.5 CsHsKO4/HCI
35-5.0 CH;3;COOH/CH3COONa
45-55 CsHsKO4/NaOH
55-8.0 Na,HPO4/NaH,PO4

3.2. Elektrokemijska Celija

Sva elektrokemijska mjerenja provedena su u elektrokemijskoj celiji s troelektrodnim
sustavom smjeStenoj u Faradayevom kavezu (Slika 3.1) pri sobnoj temperaturi. Inertna
atmosfera postignuta je propuhivanjem sustava argonom visoke Cistoce Ar 5 (Dpr =

99,999 %) prije mjerenja u trajanju od 4-5 minuta na sobnoj temperaturi (6 = + 25 °C).

Slika 3.1. Prikaz aparature za provedbu elektrokemijskih mjerenja.
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3.2.1. Radna elektroda

Kao radna elektroda (Slika 3.2) koristena je elektroda od staklastog ugljika (,,glassy
carbon®) proizvodaca ALS (Tokio, Japan). PovrSina elektrode je prije svakog
mjerenja polirana suspenzijom a—Al,O; veli¢ine ¢estica 0,05 um, do zrcalnog sjaja

te isprana ultracistom vodom.

Ne

Slika 3.2. Radna elektroda- elektroda od staklastog ugljika.

3.2.2. Protuelektroda

Kao protuelektroda (Slika 3.3) koriStena je platinska zica (ALS, Tokio, Japan),

duljine 5 cm, radi zatvaranja strujnog kruga.

Slika 3.3. Protuelektroda — platinska zica.
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3.2.3. Referentna elektroda

Kao referentna elektroda (S/ika 3.4) koriStena je Ag/AgCl elektroda (ALS, Tokio,
Japan). Sve vrijednosti potencijala u ovom diplomskom radu dane su u odnosu na
potencijal Ag/AgCl elektrode, koji iznosi 0,210 V u odnosu na standardnu
vodikovu elektrodu (Eagciag= 0,210 V vs. SVE).

g1-3d

> l <Ww 9
34 St
XN@IY

wuw 08

Slika 3.4. Referentna elektroda — Ag/AgCl elektroda (unutrasnji elektrolit
3 mol dm™ KCl).
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3.3.

3.3.1.

3.3.2.

3.3.3.

Eksperimentalne tehnike i uvjeti mjerenja

Diferencijalna pulsna voltametrija

Diferencijalna pulsna voltametrija koriStena je za ispitivanje oksidacije 1 adsorpcije
L-karnozina na povrSinu elektrode od staklastog ugljika, za odredivanje granice
detekcije L-karnozina te za pracenje utjecaja pH na potencijal i struju oksidacijskog
struyjnog vrha L-karnozina. Diferencijalni pulsni voltamogrami snimljeni su u
otopinama L-karnozina u granicama potencijala od -0,6 V do 1,5 V u odnosu na
Ag/AgCl elektrodu u vodenom mediju uz brzinu promjene potencijala od 5 mV s™,

visinu pulsa 25 mV, Sirinu pulsa 70 ms i scan increment 5 mV.

Kronoamperometrija

Karnozin je elektrokemijski nanesen na povrSinu elektrode od staklastog ugljika
kronoamperometrijom na potencijalu od 1,2 V (5 min) u otopini karnozina

(¢ =1-10" mol dm™) u fosfatnom puferu, pH=6,18.

Cikli¢ka voltametrija

Za dobivanje opcih informacija o elektrokemijskom ponaSanju modificirane i
nemodificirane elektrode od staklastog ugljika koristena je ciklicka voltametrija.
Ciklicki voltamogrami snimljeni su u otopini K4Fe(CN)s (¢ = 5-107 mol dm™) i
K3Fe(CN)g (¢ = 5-10” mol dm™) uz ionsku jakost, 7. = 0,1 mol dm™ KCL. Mjerenja
su izvedena u podrucju potencijala od -0,2 V do 1,2 V uz brzinu promjene

potencijala 50 mV/s.
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4. Rezultati i rasprava

4.1. Ispitivanje oksidacije L-karnozina

Na slici 4.1 prikazan je diferencijalni pulsni voltamogram L-karnozina (¢ = 3-10™

mol dm™) snimljen na elektrodi od staklastog ugljika u acetatnom puferu (pH =4,79). Na

voltamogramu je vidljiv jedan oksidacijski strujni vrh na potencijalu £, ,= 1,30 V.

0,50
0,40 4
0,30 A
<
1 -
= 0,20 4
1
0,10 -L\
0,00 T T T
-0,20 0,30

0,80

1,30
E/V

Slika 4.1. Diferencijalni pulsni voltamogram L-karnozina (¢ = 3-10™* mol dm™) snimljen u
puferu (pH=4,79; I.= 0,1 mol dm™), pri brzini polarizacije 5 mV/s. (—) pufer, (—) otopina

sa karnozinom.
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4.2. Ispitivanje adsorpcije L-karnozina

Na slici 4.2. prikazani su uzastupno snimljeni diferencijalni pulsni voltamogrami L-
karnozina (¢ = 3-10* mol dm™) snimljeni na elektrodi od staklastog ugljika u acetatnom
puferu (pH = 4,79). 1z slike je vidljivo da sukcesivnim snimanjem voltamograma opada
oksidacijski strujni vrh L-karnozina S$to moze ukazivati na adsorpciju ili vezanje

oksidacijskog produkta L-karnozina na povrsSinu elektrode od staklastog ugljika.
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Slika 4.2. Diferencijalni pulsni voltamogrami snimljeni u otopini L-karnozina (3-10™
mol dm™) u acetatnom puferu (pH = 4,79; I.= 0,1 mol dm™). (—) 1. scan, (—) 2. scan ,

(—) acetatni pufer.
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4.3. Utjecaj pH

Na slici 4.3 prikazana je ovisnost oksidacijskog potencijala o pH vrijednosti. Iz slike
vidimo da potencijal anodnog strujnog vrha linearno ovisi o pH u ispitivanom pH podrucju
(od pH = 3,5 do pH = 8,0), a nagib pravca iznosi 60,8 mV, §to ukazuje na oksidacijski

mehanizam koji uklju€uje izmjenu istog broja protona i elektrona.

15
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Slika 4.3. Prikaz ovisnosti oksidacijskog potencijala, E, , 0 pH vrijednosti ispitivanih

otopina L-karnozina (c = 3- 10* mol dm™; .= 0,1 mol dm'3).
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Na slici 4.4 vidimo kako struja anodnog strujnog vrha ovisi o pH vrijednosti
ispitivanih otopina karnozina. Iz slike je vidljivo da struja anodnog strujnog vrha varira sa
promjenom pH vrijednosti, raste do pH~ 4,7 te nakon toga opada daljnjim pove¢anjem pH
vrijednosti. Kako bismo §to preciznije odredili maksimum anodnog strujnog vrha, mjerenje
je ponovljeno u uzem rasponu pH vrijednosti (Slika 4.5) oko vrijednosti gdje vidimo

maksimum anodnog strujnog vrha (pH ~ 4,7).

0,17

0,15 @

0,13 -9

I/ LA

0,09

0,07

0,05

3,2 3,7 4,2 4,7 5,2 57 6,2 6,7 7,2 7,7

pH

Slika 4.4. Prikaz ovisnosti struje anodnog strujnog vrha, /, , 0 pH vrijednosti ispitivanih

otopina L-karnozina (¢ = 3- 10 mol dm™; . = 0,1 mol dm™).

Na slici 4.5 vidimo da je maksimum anodnog strujnog vrha pri pH = 4,8; iz Cega

mozemo zakljuciti da je to optimalna pH vrijednost za oksidaciju L-karnozina.
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Slika 4.5. Prikaz ovisnosti struje anodnog strujnog vrha, Ip 0 pH vrijednosti

ispitivanih otopina karnozina (¢ = 3-10* mol dm™; 7, = 0,1 mol dm™).

Iz dijagrama specijacije (Slika 4.6) je vidljivo da L-karnozin spontano deprotonira
pri pH = 1, §to dokazuje da u oksidaciji L-karnozina i u adsorpcijskim procesima do pH =5
sudjeluje deprotonirani oblik H,A". Pri vi§im pH vrijednostima (pH = 5 do 8) nastavlja se
spontana deprotonacija i nastaju drugi disocirani oblici molekule karnozina (H,A", HA”,

A*).
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Slika 4.6. Dijagram disocijacije L-karnozina: nedisocirani oblik (H3A), deprotonirani
oblici (HA", HA2', A3 7). Konstante disocijacije (pKa; = 2,64; pKa, = 6,83; pKaz=
9,51 [31]).

4.4. Kalibracijski pravac

Na slici 4.7 prikazana je ovisnost anodnog strujnog vrha o koncentraciji karnozina
odredena pri pH = 4,8. Iz slike je vidljivo da je ta ovisnost linearna u koncentracijskom
podrugju od 1-10* mol dm® do 1 10° mol dm™. Dobivena je linearna regresijska
jednadzba, I,= 0,0588 ¢ + 0,0054; sa koeficijentom korelacije R’= 0,9963 (I, je struja

. .. .. . . v 4 3
oksidacijskog vrha, a ¢ koncentracija karnozina izrazenau 10~ mol dm™).
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Slika 4.7. Kalibracijski pravac L-karnozina (granica detekcije , ¢ = 1-10” mol dm™).
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4.5. Modificirana elektroda od staklastog ugljika

Na slici 4.8 prikazano je kronoamperometrijsko nanosenje L-karnozina na povrS§inu
elektrode od staklastog ugljika. Karnozin je nanoSen pri potencijalu 1,20 V u trajanju od 5

minuta kako bi se modificirala povrsina elektrode.

0,40
0,30 A

0,20 A

1/ pA

0,10 -

00 +—+—/——7"—T—7—"7"—"—"7"—"T"7T—r—T"—"—TTT—TT T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300 350

t/s

Slika 4.8. Kronoamperometrijsko nanosenje L-karnozina (¢ = 1-10~ mol dm™) u
fosfatnom puferu ( pH=6,18; .= 0,1 mol dm™) na povr§inu elektrode od staklastog
ugljika.

Na slici 4.9 prikazani su ciklicki voltamogrami snimljeni u 510 mol dm™ Fe’"/Fe*"
sustavu (I, = 0,1 mol dm™ KCl) snimljeni na modificiranoj i nemodificiranoj elektrodi od
staklastog ugljika. Iz slike je vidljivo da je doSlo do promjene u odzivu elektrode
(potencijal oksidacijskog strujnog vrha se pozitivirao, a potencijal katodnog strujnog vrha
se negativirao) nakon §to smo ju kronoamperometrijski modificirali karnozinom na temelju
¢ega mozemo zakljuciti da se L-karnozin vezao na povrSinu elektrode od staklastog

ugliika.
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Slika 4.9. Usporedba cikli¢kih voltamograma dobivenih koristenjem modificirane (—) i
nemodificirane (—) elektrode od staklastog ugljika snimljenih u 5-10° mol dm™

Fe**/Fe*sustavu (1. = 0,1 mol dm™ KCI). v =50 mV/s.

4.6. Pretpostavljeni mehanizam oksidacije L-karnozina

Na slici 4.10 prikazan je pretpostavljeni oksidacijski mehanizam L-karnozina. Iz dobivenih
rezultata se moze zakljuciti da je predloZeni oksidacijski mehanizam ovisan o pH
.

(optimalna pH vrijednost za oksidaciju L-karnozina je 4,8) i1 ukljucuje izmjenu 1 e'i 1 H

(nagib pravca £ vs. pH je 60,8 mV). Produkt oksidacije je radikal L-karnozina, koji se
p.a

preko karboksilnog radikala i amino grupe imidazolnog prstena veze na povrsinu elektrode

od staklastog ugljika i blokira ju. [17]
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Slika 4.10. Pretpostavljeni mehanizam oksidacije L-karnozina (R; = H,NCH,COHN,
Rz = H)
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5. Metodicki dio

Budu¢i da je karnozin dipeptid, ovu je temu najprikladnije obraditi u sklopu nastavne
cjeline bioloski vaznih spojeva, koja je kurikulumom predvidena za drugo polugodiste
Cetvrtih razreda gimnazija iz nastavnoga predmeta kemije. Za uspjeSno savladavanje
previdenih vjezbi potrebna su predznanja iz:
e Dbiologije (prvi razred gimnazije): o strukturi, podjeli 1 funkciji aminokiselina 1
proteina;
e fizikalne kemije (drugi razred gimnazije): o pripravi otopina odredene
koncentracije i odredenog masenog udjela;
e anorganske kemije (tre¢i razred gimnazije): o solima teskih metala i njihovom
uc¢inku na ljudski organizam;
e organske kemije (Cetvrti razred gimnazije): o funkcionalnim skupinama i nazivlju
spojeva prema IUPAC-u, o kiralnosti, o aromatskim spojevima i njihovim

reakcijama, o strukturi karboksilnih kiselina i amina

Kako bi se potakla u€enikova aktivnost i motivacija, predvideno je temu obraditi u obliku
mini projekta, u trajanju 4 Skolska sata (180 minuta). Mini projekt je izvrsna metoda
obrade nastavnoga gradiva jer naglasak stavlja na u€enikovu aktivnost i postignuca, te
sintezu prethodnih znanja iz raznih predmeta, dok se nastavnikova uloga temelji na

nadziranju i usmjeravanju ucenika. Ocekivani ishodi u¢enja navedeni su u tablici 5.1.

31



1. Mini projekt: Od aminokiselina do polipeptida

Mini projekt se sastoji od Cetiri etape, prikazane u tablici 5.1., a svaka etapa traje jedan

Skolski sat (45 minuta). Nastavnikova je duznost podijeliti razred u skupine od 4 ili 5

ucenika, te osigurati potreban pribor i kemikalije. Osim toga, nastavnik je duzan upozoriti

ucenike na mjere opreza te preostalo vrijeme trajanja pojedine etape.

Tablica 5.1. Pregled aktivnosti u mini projektu te ocekivanih ishoda ucenja.

Od Aktivnosti nastavnika Aktivnosti Ocekivani ishodi Trajanje
aminokiselina ucenika
do polipeptida
Radni listi¢ I. | Nastavnik podjeli radni Ucenici ¢itaju Nakon zavrSenog i
listi¢ 1 te vodi raCuna o radni listi¢ 1. te | napisanog radnog 35
preostalom trajanju ga rjeSavaju listi¢a 1. opisati gradu i .
Upoznavanje rjeSavanja radnoga listica | dogovorom svojstva aminokiselina i min
aminokiselina i L. - — urlvutqr §kup ine. | polipeptida
Nastavnik obavjestava Ucenici iz
nastanak ucenike o zavrSetku pojedine skupine
polipeptida rjeéavanj? radnog listica | dijele syoja 10
1. Predlaze skupinama saznanja o tome .
kratko izlaganje o tome Sto su naucili s min
Sto su naucili. ostalim
skupinama.
Radni listi¢ II. | Nastavnik podjeli radni Ucenici &itaju Nakon zavrSenog i
listi¢ 2 te vodi raCuna o radni listi¢ 2. te | napisanog radnog 35
preostalom trajanju ga rjeSavaju listi¢a 2. ucenici bi )
rjeSavanja radnoga listiéa | dogovorom trebali znati kako min
Racun i 2. unutar skupine. | 1zracunati i pr‘ipravit'i
) Nastavnik obavjestava Ucenici iz potrebpe Ot"p.mﬁ koje
priprema ucenike o zavrSetku pojedine skupine | 3¢ lfoglsFe uv ez‘pl
potrebnih rjeSavanja radnog listica | dijele svoja ukvljucujum otopine 10
) 2. Predlaze skupinama saznanja o tome tocncv)'odredene .
otopina kratko izlaganje o tome Sto su naucili s mnozmske“ ) min
Sto su nauili. ostalim koncentracu‘e !
skupinama. masenog udjela.
Radni listi¢ III. | Nastavnik podjeli radni Ugenici Sitaju Nakon zavrSenog i
listi¢ 3 te vodi racuna o radni listi¢ 3. te | napisanog radnog 25
preostalom trajanju ga rjesavaju listi¢a 3 steci vjeStine o .
min

rjeSavanja radnoga listica
3.

dogovorom
unutar skupine.

pripravi potrebne
otopine i izvodenju
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Dokazne

Nastavnik obavjestava

predvidene vjezbe, te

reakeiie proteina ucenike o zavrSetku Nacll(otnlf oblvle(mh navesti karakteristi¢ne 20
ep rjeSavanja radnog listic¢a P 12 alaka svakd reakcije aminokiselina i
3. Predlaze skupinama S upiin? ce proteina. min
kratko izlaganje o tome pHirediti po
Sto su nauili. jednu otopinu
Radni listi¢ IV. | Nastavnik podjeli radni Ugenici &itaju Nakon zavrsenog 1
listi¢ 4 te vodi racuna o radni listic 4. te | Dapisanog radnog 20
preostalom trajanju ga rjesavaju listica 4 povezati
. N e . s 9 e min
Sinteza znanja i | rjeSavanja radnoga listica | 4, govorom uoceno sa steCenim
ocjena 4. unutar skupine, | Zhanjem te usporediti i
komentirati rezultate
pojedinacnih i Nastgwmk obavjeStava Uleniciiz radnih listiéa.
. ucenike o zavrsetku pojedine skupine
skupnih rjeSavanja radnog listica | razmjenjuju
postignuéa 4. Predlaze skupinama jedni s drugima 25min
kratko izlaganje o tome svoje radne
Sto su naucili. listice 1
medusobno se
ocjenjuju.
I. Upoznavanje aminokiselina i nastanak polipeptida

Uputa nastavniku:

Ucenike je potrebno podijeliti u skupine od 4 ili 5 ¢lanova, ovisno o veli¢ini razreda i

procjeni samoga nastavnika. Potrebno je osigurati dovoljan broj primjeraka radnog listica 1

te ga podijeliti svakom uceniku. Ucenici rjeSavaju radni listi¢ 1 otprilike 30 minuta, stoga

nastavnik treba voditi ra¢una o preostalom vremenu i upozoriti ucenike kada im preostane

5 minuta. Nakon §to prvih tridesetak minuta prode, nastavnik obavjeStava ucenike da je

rjeSavanje gotovo te da odloze svoj pisaci pribor. Nastavnik predlaze u¢enicima razmjenu

saznanja tako da barem jedan ucenik iz svake skupine podijeli s ucenicima iz drugih

skupina §to je taj sat naucio te postavi pitanje ukoliko mu je nesto i dalje nejasno.

Na kraju svakoga zadatka nalazi se maksimalan broj bodova koje je moguce ostvariti, a na

pocetku radnoga listica nastavnik biljezi ukupan broj bodova. Maksimalan broj bodova

koje je moguce ostvariti rjeSavanjem radnog listi¢a 1 je 12.
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Od aminokiselina do polipeptida Radni listi¢ 1

Upoznavanje aminokiselina i nastanak polipeptida

Ime i prezime

Razred i skupina

Broj postignutih bodova /12

Aminokiselina je monomer polimera polipeptida, odnosno proteina. Sastoji se od dviju
glavnih funkcionalnih skupina, karboksilne 1 amino-skupine. Pri fizioloSkoj pH vrijednosti
karboksilna je skupina deprotonirana, dok je amino-skupina protonirana, stoga
aminokiseline najto¢nije prikazujemo strukturnom formulom prikazanom na slici 1, koja se
naziva dipolni oblik ili oblik zwitteriona. Aminokiseline se medusobno razlikuju prema

boc¢nom ogranku —R, koji moze biti bilo koja funkcionalna skupina.

0 R
AN {
o N—H
H H

Slika 1. Opéa formula aminokiselina u obliku zwitteriona.

Glicin je najjednostavnija aminokiselina ¢iji bocni ogranak ¢ini samo atom vodika. No,
nije samo prema tome posebna. Jedina je aminokiselina koja nema niti stereogeni, niti

kiralni centar.

Strukturnom formulom prikazi molekulu glicina. Zasto ta molekula nema niti stereogeni

niti kiralni centar?

Prikaz strukture

1+1
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Budu¢i da aminokiseline sadrze skupine i s kiselim i s bazi¢nim svojstvima, za njih se kaze

da su amfoterni spojevi.

Nabroji barem par spojeva koji imaju amfoterna svojstva, o kojima ste ucili prethodnih

godina iz kemije.

1+1

Topljivost aminokiselina ovisi o pH vrijednosti okoline u kojoj se nalaze. Na slici 2 nalaze
se tri strukturne formule fenilalanina. Dobro promotri sliku kako bi mogao odgovoriti na

sljedeca pitanja.

o
H Q ?
) _ _
H—O /N+—H = H =
H 0 0} /N—H
H

) N—H
/
H

Slika 2. Ovisnost strukture fenilalanina o pH vrijednosti okoline. Struktura s lijeve strane
najzastupljenija je pri niskom pH, dok je struktura s desne strane najzastupljenija pri

visokom pH.

Ako je koncentracija oksonijevih iona u otopini 4 x 10? mol L', nacrtaj strukturu alanina
koja ¢e biti najzastupljenija ako zna§ da je naziv alanina prema IUPAC-u 2-

aminopropanska kiselina.

Racun i prikaz strukture

2+2
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Od svih poznatih aminokiselina, 20 je proteinogeno, Sto znaci da izgraduje proteine, a
samo 9 esencijalno, Sto znaci da ih organizam ne moze sam sintetizirati, ve¢ ith moramo
unositi hranom. Proteini nastaju povezivanjem proteinogenih aminokiselina peptidnom
vezom u dugacke lance koji mogu biti razli¢ito rasporedeni u prostoru. Na slici 3 prikazan

je nastanak tripeptida leucil-lizil-triptofana.

o) T 0 I|-| 0
|
— H-N H—N
H—N ~O—H "O—H O—H
HsC + +
CH, HN
NH, E
Leucin Lizin Triptofan
HoN
O O
_—
H,N NH + 2H,0
NH OH
H,C 0
- NH
CH,

Slika 3. Nastanak tripeptida leucil-lizil-triptofana.

Na slici 3 prikazan je tripeptid u trans-konformaciji, koja je stabilnija jer su atom kisika
karbonilnog ugljika i vodik amino-skupine na suprotnim stranama ravnine. Primjetimo da
peptidna veza nastaje izmedu sp® hibridizarnoga ugljika i dusika te tako zadrzava velik

udio karaktera dvostruke veze pa rotacija oko nje nije moguca bez utroska energije.
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Prikazi nastanak dipeptida glicil-lizina u manje stabilnoj cis-konformaciji te zaokruzi

peptidnu vezu.

Prikaz reakcije

2+2
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Od aminokiselina do polipeptida RjeSenja radnog listica 1

Upoznavanje aminokiselina i nastanak polipeptida

Ime i prezime

Razred i skupina

Broj postignutih bodova /12

Aminokiselina je monomer polimera polipeptida, odnosno proteina. Sastoje se od dviju
glavnih funkcionalnih skupina, karboksilne 1 amino-skupine. Pri fizioloSkoj pH vrijednosti
karboksilna je skupina deprotonirana, dok je amino-skupina protonirana, stoga
aminokiseline najto¢nije prikazujemo strukturnom formulom prikazanom na slici 1, koja se
naziva dipolni oblik ili oblik Zwitteriona. Aminokiseline se medusobno razlikuju prema

boc¢nom ogranku —R, koji moze biti bilo koja funkcionalna skupina.

0 R
AN {
0 N—H
HH

Slika 1. Opéa formula aminokiselina u obliku Zwitteriona.

Glicin je najjednostavnija aminokiselina ¢iji bocni ogranak ¢ini samo atom vodika. No,
nije samo prema tome posebna. Jedina je aminokiselina koja nema niti stereogeni, niti

kiralni centar.

Strukturnom formulom prikazi molekulu glicina. Zasto ta molekula nema niti stereogeni

niti kiralni centar?

Prikaz strukture Zato §to je centralni ugljikov atom okruzen
H 0O sa dva atoma vodika, amino skupinom

H-N / 1 karboksilnom skupinom. Da bi molekula
2 imala stereogeni i kiralni centar mora
H OH imati Cetiri razli¢ite skupine vezane za C atom

1+1
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Budu¢i da aminokiseline sadrze skupine i s kiselim i s bazi¢nim svojstvima, za njih se kaze

da su amfoterni spojevi.

Nabroji barem par spojeva koji imaju amfoterna svojstva, o kojima ste ucili prethodnih
godina iz kemije.

Cinkov oksid (ZnO), Aluminijev hidroksid (AI(OH);), Olovo oksid (PbO), Aluminijev
oksid (Al,0O3), Berilijev hidroksid (Be(OH),)

1+1

Topljivost aminokiselina ovisi o pH vrijednosti okoline u kojoj se nalaze. Na slici 2 nalaze
se tri strukturne formule fenilalanina. Dobro promotri sliku kako bi mogao odgovoriti na

sljedeca pitanja.

o
H 0 o
! _ _
H—O /N+—H = A =
" o o N—H
H

" N-H

/

H
Slika 2. Ovisnost strukture fenilalanina o pH vrijednosti okoline. Struktura s lijeve strane
najzastupljenija je pri niskom pH, dok je struktura s desne strane najzastupljenija pri

visokom pH.

Ako je koncentracija oksonijevih iona u otopini 4 x 10? mol L™, nacrtaj strukturu alanina
koja ¢e biti najzastupljenija ako znaS da je naziv alanina prema IUPAC-u 2-

aminopropanska kiselina.

Racun i prikaz strukture:
[H;0%7] = 4 %1072 mol L1
pH = —log[H;07]

pH = —log[4 * 1072]

pH = 1,40

2+2
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Od svih poznatih aminokiselina, 20 je proteinogeno, Sto znaci da izgraduje proteine, a
samo 9 esencijalno, Sto znaci da ih organizam ne moze sam sintetizirati, ve¢ ih moramo
unositi hranom. Proteini nastaju povezivanjem proteinogenih aminokiselina peptidnom
vezom u dugacke lance koji mogu biti razli¢ito rasporedeni u prostoru. Na slici 3 prikazan

je nastanak tripeptida leucil-lizil-triptofana.

o) T 0 I|-| 0
|
— H-N H—N
H—N ~O—H "O—H O—H
HsC + +
CH, HN
NH, E
Leucin Lizin Triptofan
HoN
O O
_—
H,N NH + 2H,0
NH OH
H,C 0
- NH
CH,

Slika 3. Nastanak tripeptida leucil-lizil-triptofana.

Na slici 3 prikazan je tripeptid u trans-konformaciji, koja je stabilnija jer su atom kisika
karbonilnog ugljika i vodik amino-skupine na suprotnim stranama ravnine. Primjetimo da
peptidna veza nastaje izmedu sp® hibridizarnoga ugljika i dusika te tako zadrzava velik

udio karaktera dvostruke veze pa rotacija oko nje nije moguca bez utroska energije.
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Prikazi nastanak dipeptida glicil-lizina u manje stabilnoj cis-konformaciji te zaokruzi

peptidnu vezu.

Prikaz reakcije

H-N
2N\
\
. /
[ \ H.0
HoNO M N -
Y ow s/
I ( Q)
| 0
H V4
/ \
H-N OH
HZN\

2+2

41



I1. Racun i priprema potrebnih otopina

Uputa nastavniku:

Ucenike je potrebno podijeliti u skupine od 4 ili 5 ¢lanova, ovisno o veli€ini razreda i
procjeni samoga nastavnika. Potrebno je osigurati dovoljan broj primjeraka radnog listic¢a 2
te ga podijeliti svakom uceniku. Ucenici rjeSavaju radni listi¢ 2 otprilike 30 minuta, stoga
nastavnik treba voditi ra¢una o preostalom vremenu i upozoriti ucenike kada im preostane
5 minuta. Nakon §to prvih dvadeset pet minuta prode, nastavnik obavjestava ucenike da je
rjeSavanje gotovo te da odloze svoj pisaci pribor. Nastavnik predlaze ucenicima da svaka

skupina napravi jednu od potrebnih otopina za koje su ra¢unali potrebne mase i volumene.
Na kraju svakoga zadatka nalazi se maksimalan broj bodova koje je moguce ostvariti, a na

pocetku radnoga listica nastavnik biljezi ukupan broj bodova. Maksimalan broj bodova

koje je moguce ostvariti rjeSavanjem radnog listi¢a 2 je 15.
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Od aminokiselina do polipeptida Radni listi¢ 2

Racun i priprema potrebnih otopina

Ime i prezime

Razred i skupina

Broj postignutih bodova /15

Priprema i sastav otopina

Otopine su homogene smjese dviju ili visSe tvari koje se sastoje od otopljene tvari i otapala.
Otopine se pripremaju na razli¢ite nacine:
e Otapanjem cistih tvari u otapalu

e Razrjedivanjem otopina poznatih koncentracija

e Otapanje ¢vrstih tvari u otapalu

Za pripremu otopine poznatog masenog udjela (w), potrebno je izvagati izraCunatu masu
tvari 1 otopiti ju u masi otapala.

Npr. za pripravu 5%-tne otopine kalijeva klorida, potrebno je izracunati masu kalijeva
klorida koju je potrebno izvagati da se pripremi otopina potrebnog volumena. Potrebno je
pripraviti 100 g smjese. Smjesa = m(KCl) + m(H,0)

w(KCl) = 5%

m(smjese) = 100g

m(KCl) =?
kel smiesa) = —ED 00y
= *

w ,smjesa) = — (smjese) 0
w(KCl,smjesa) * m(smjese)

m(KCl) = T00%
5% * 100g

mKED = 1500

m(KCl) = 5g
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95 mL H,0

m(smjese) = m(KCl) + m(H,0)
m(H,0) = m(smjese) — m(KCl)
m(H,0) = 100g — 5¢g SgKCl
m(H,0) = 95g

5% otopina KCI

(

(" [oinfy

)

Za pripremu 5%-tne otopine kalijeva klorida potrebno je odvagati 5g kalijeva klorida,
staviti ga u laboratorijsku ¢asu 1 na tu masu dodati 95 mL vode.

m (H,O) = V(H,0) jer je gustoca vode jednaka 1 g/mL.

e Razrjedivanje otopina poznatih koncentracija

Kod priprave otopina tocno odredenih mnozinskih koncentracija koristi se razrjedivanje
koncentriranijih otopina iste tvari.

Npr. potrebno je pripraviti 200 mL otopine klorovodi¢ne kiseline ¢ija mnozinska
koncentracija iznosi 0,5 mol/dm’ iz otopine klorovoditne kiseline &ija je mnozinska

koncentracija 1 mol/dm’.

c,(HC) = 0,5mol dm™3
Vi(HCl) = 200 mL = 0,2dm3
c,(HCl) = 1 mol dm™3

V,(HCL) =?

c,(HCl) * V;(HCl) = c,(HCI) = V,(HCI)
c.(HCL) = V,(HCD)

VaHCD = =510
0,5 moldm==+ 0,2dm?3
V,(HCL) = - -

V,(HCl) = 0,1dm> = 100mL
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Za pripravu 200 mL 0,5 mol/dm’ otopine klorovoditne kiseline potrebno je pipetom
odmjeriti 100 mL 1 mol/dm’ klorovodi¢ne kiseline. Izmjereni volumen uliti u odmjernu
tikvicu od 200 mL 1 razrijediti vodom do oznake. Prethodno je u odmjernu tikvicu

potrebno uliti manju koli¢inu vode jer se ne smije dodavati vodu u kiselinu.

100 mL 1 mol/dm?® Doliti vodu
do oznake

| | Ju

V(tikvice)= ¢(HCl)= 0,5 mol/dm
200 mL V(HCI)=200 mL

c(HCI)=
1mol/dm?®
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Zadatak 1.
Koliki volumen natrijevog hidroksida mnoZinske koncentracije (c) 4 mol/dm” je potrebno
doliti u odmjernu tikvicu, da se priredi 50 mL otopine natrijevog hidroksida mnozinske

koncentracije (c) 2 mol/dm®?

Racun:

Zadatak 2.
Koliku masu amonijevog hidroksida je potrebno odvagati za pripremu 50 mL otopine

amonijevog hidroksida masenog udjela (w) 10% ?

Racun:
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Zadatak 3.

Koliku je masu kalijeva heksacijanoferata (K,[Fe(CN)¢]) potrebno odvagati za pripravu
100 mL otopine mnozinske koncentracije (c¢) 0,05 mol/dm®? M(K,[Fe(CN)4])=
368,35 g/mol.

Racun:

Zadatak 4.

Koliki volumen octene kiseline masenog udjela (w) 25% je potrebno dodati u tikvicu od 50

mL za pripravu 10%-tnu otopinu octene kiseline.

Racun:
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Zadatak 5.
Koliku je masu bakrova sulfata potrebno odvagati za pripravu 100 mL otopine bakrova

sulfata mnoZinske koncentracije (¢) 0,05 mol/dm*? M(CuSO4)= 159,61 g/mol.

Racun:
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Od aminokiselina do polipeptida RjeSenja radnog listi¢a 2

Racun i priprema potrebnih otopina

Ime i prezime

Razred i skupina

Broj postignutih bodova /15

Priprema i sastav otopina

Otopine su homogene smjese dviju ili visSe tvari koje se sastoje od otopljene tvari i otapala.
Otopine se pripremaju na razli¢ite nacine:
e Otapanjem cistih tvari u otapalu

e Razrjedivanjem otopina poznatih koncentracija

e Otapanje ¢vrstih tvari u otapalu

Za pripremu otopine poznatog masenog udjela (w), potrebno je izvagati izraCunatu masu
tvari 1 otopiti ju u masi otapala.

Npr. za pripravu 5%-tne otopine kalijeva klorida, potrebno je izracunati masu kalijeva
klorida koju je potrebno izvagati da se pripremi otopina potrebnog volumena. Potrebno je
pripraviti 100 g smjese. Smjesa = m(KCl) + m(H,0)

w(KCl) = 5%

m(smjese) = 100g

m(KCl) =?
kel smiesa) = —ED 00y
= *

w ,smjesa) = — (smjese) 0
w(KCl,smjesa) * m(smjese)

m(KCl) = T00%
5% * 100g

mKED = 1500

m(KCl) = 5g
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m(smjese) = m(KCl) + m(H,0)
m(H,0) = m(smjese) — m(KCl)
m(H,0) = 100g — 5g

m(H,0) = 95g

5gKCl

95 mL H,0

(

(" [oinfy

)

5% otopina KCI

Za pripremu 5%-tnu otopine kalijeva klorida potrebno je odvagati 5g kalijeva

klorida,staviti ga u laboratorijsku ¢asu i na tu masu dodati 95 mL vode.

m(H,0) = V(H,0) jer je gustoc¢a vode jednaka 1 g/mL.

e Razrjedivanje otopina poznatih koncentracija

Kod priprave otopina to¢no odredenih mnozinskih koncentracija koristi se razrjedivanjem

koncentriranijih otopina iste supstancije.

Npr. potrebno je pripraviti 200 mL otopine klorovodi¢ne kiseline ¢ija mnozinska

koncentracija 0,5 mol/dm” iz otopine klorovodi¢ne kiseline &ija je koncentracija 1mol/dm”.

c,(HCl) = 0,5mol dm™3
V,(HCL) = 200 mL = 0,2dm?
c,(HCl) = 1 mol dm™3

V,(HCL) =?

c;(HCL) =V, (HCI) = c,(HCI) * V,(HCI)
c,(HCl) =V, (HCI)

V,(HCl) =
2(HCD) ¢, (HCl)
0,5 meldm==2+ 0,2dm?3

V,(HCl) = 0,1dm> = 100mL
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Za pripravu 200 mL 0,5 mol/dm’ otopine klorovoditne kiseline potrebno je pipetom
odmjeriti 100 mL 1 mol/dm’ klorovodiéne kiseline. Izmjereni volumen uliti u odmjernu
tikvicu od 200 mL 1 razrijediti vodom do oznake. Prethodno je u odmjernu tikvicu

potrebno uliti manju koli¢inu vode jer se ne smije dodavati vodu u kiselinu.

100 mL 1 mol/dm?® Doliti vodu
do oznake

T I Ju|

V(tikvice)= c(HCl)= 0,5 mol/dm
200 mL V(HCI)=200 mL

c(HCI)=
1mol/dm?®
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Zadatak 1.
Koliki volumen natrijevog hidroksida mnoZinske koncentracije (c) 4 mol/dm” je potrebno
doliti u odmjernu tikvicu, da se priredi 50 mL otopine natrijevog hidroksida mnozinske

koncentracije (c) 2 mol/dm®?

Racun: c,(HCl) = 2 mol dm™>
V,(NaOH) = 50 mL = 0,05dm3
c;(NaOH) = 4 mol dm™3

V,(HCl) =?
c,(HCl) =V, (HCI) = c,(HCl) = V,(HCI)

c;(HCL) =V, (HCI)
c,(HCI)

2 moldm=2* 0,05dm?
4 moldm=3

V,(HCl) = 0,025dm3 = 25mlL

V,(HCL) =

V,(HCL) =

Zadatak 2.
Koliku masu amonijevog hidroksida je potrebno odvagati za pripremu 50 mL otopine

amonijevog hidroksida masenog udjela (w) 10% ?

Racun: w(NH,OH) = 10%
m(smjese) = 50 ml = 50g

m(NH,OH) =?

_ m(NH,OH)
w(NH,OH,smjesa) = ———— * 100%
m(smjese)
w(NH,OH, smjesa) * m(smjese)
100%
10% * 50g
100%

m(NH,OH) = 5g

m(KCl) =

m(NH,OH) =
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Zadatak 3.

Koliku je masu kalijeva heksacijanoferata (K,[Fe(CN)¢]) potrebno odvagati za pripravu
100 mL otopine mnozinske koncentracije (c) 0,05 mol/dm®? M(K,[Fe(CN)g])=
368,35 g/mol.

Racun: ¢ (K,Fe(CN)g]) = 0,05 mol dm >
V (K,[Fe(CN)g]) = 100 mL = 0,1dm3
M (K,[Fe(CN)¢]) = 368,35 g mol™?!

m (K4[Fe(CN)e]) =?

_n _m _om
Ty "M CT My
m=c*sMxV

m (K,[Fe(CN)g]) = c (K4[Fe(CN)g]) * M (K4[Fe(CN)g]) xV
m (K,[Fe(CN)g]) = 0,05 moldm=2+ 368,35 g mel—=x* 0,1dm>
m (K,[Fe(CN)g]) = 1,842 g

Zadatak 4.
Koliki volumen octene kiseline masenog udjela (w) 25% je potrebno dodati u tikvicu od 50

mL za pripravu 10%-tne otopine octene kiseline.

Racun: w;(HCl) = 10%
V,(HCl) = 50 mL = 0,05dm3

V,(HCl) =?
wy(HCD) x Vi (HCl) = w,(HCL) * V,(HCI)
w; (HCL) = VL (HCD)

V,(HCL) = o CHCD
V. (HCD = 10 % = 0,05 dm3
2 - 25 %

V,(HCI) = 0,02dm® = 20mL
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Zadatak 5.

Koliku je masu bakrova sulfata potrebno odvagati za pripravu 100 mL otopine bakrova

sulfata mnozinske koncentracije (¢) 0,05 mol/dm’? M(CuSO,)= 159,61 g/mol.

[Racun: ¢ (CuSO,) = 0,05 mol dm™>
V(CuS0,) = 100 mL = 0,1dm3
M (CuS0,) = 159,61 g mol™?

m (CuS0,) =7
n m m
TV "M T My
m=cxM=xV

m (CuS0,) = c (CuS0,4) * M (CuS0,) *V
m (K,[Fe(CN)g]) = 0,05 moldm=2x 159,61 g mel==+ 0,1dm3
m (K,[Fe(CN)g]) = 0,798 g

54



III.  Dokazne reakcije proteina

Uputa nastavniku:

Ucenike je potrebno podijeliti u skupine od 4 ili 5 ¢lanova, ovisno o veli¢ini razreda i
procjeni samoga nastavnika. Potrebno je osigurati dovoljan broj primjeraka radnog listi¢a 3
te ga podijeliti svakom uceniku. Ucenici rjeSavaju radni listi¢ 3 otprilike 30 minuta, stoga
nastavnik treba voditi racuna o preostalom vremenu i1 upozoriti u¢enike kada im preostane
5 minuta. Nakon §to prvih tridesetak minuta prode, nastavnik obavjeStava ucenike da je
rjeSavanje gotovo te da odloze svoj pisaci pribor te laboratorijski pribor i kemikalije.
Nastavnik predlaze u€enicima razmjenu dobivenih rezultata tako da barem jedan ucenik iz
svake skupine podijeli svoje rezultate s ucenicima iz drugih skupina o tome $to je taj sat
naucio i1 zapazio iz dobivenih reakcija. Nastavnik bi trebao upozoriti u¢enike na mjere

opreza pri radu u laboratoriju.
Na kraju svakoga zadatka nalazi se maksimalan broj bodova koje je moguce ostvariti, a na

pocetku radnoga listia nastavnik biljezi ukupan broj bodova. Maksimalan broj bodova

koje je moguce ostvariti rjeSavanjem radnog listi¢a 3 je 12.
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Od aminokiselina do polipeptida Radni listi¢ 3

Dokazne reakcije proteina

Ime i prezime

Razred i skupina

Broj postignutih bodova /12

Dokazne reakcije aminokiselina i proteina

Sve reakcije za dokazivanje aminokiselina 1 proteina se mogu podijeliti na:

e Obojene- dokazuje se pojedina aminokiselina ili peptidna veza

e Talozne- temelji se na koloidnim svojstvima otopine proteina
Za ove reakcije koristi se vodena otopina bjelanjka koji je odvojen od Zumanjka. U
laboratorijsku ¢asu je potrebno odvojiti bjelanjak i dodati trostruki volumen vode te dobro
promijesati staklenim Stapi¢em, nakon mijeSanja otopinu profiltrirati preko filter papira.

Takva otopina koristi se u svim pokusima.

OBOJENE REAKCIJE:
1) BIURET REAKCIJA

Pribor: stalak s epruvetom, ¢asa, 2 kapaljke

Kemikalije: bjelanjak, otopina NaOH (¢ = 2 mol/dm?), otopina CuSOy (¢ = 0,05 mol/dm?)
Postupak:

Otopinu bjelanjka zaluziti s nekoliko kapi natrijeve luzine i u nju dodati nekoliko kapi
otopine CuSQy4. Otopina se oboji u ljubicasto.

Objasnjenje:

Biuret reakcija je opcenita reakcija za dokazivanje proteina pa stoga nije specifian test za
aminokiseline. Naziv potjece od spoja biuret koji nastaje kondenzacijom dviju molekula
uree uz izdvajanje amonijaka. Opisanu reakciju ¢e dati svi spojevi koji imaju peptidnu

veZu.
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NH, NH, N, N
) o Cu* O:< \\\ , /// >:O
N +
NHy NH + NHy ———> NH cu” BN + 4H,0
e o T A
0= NH, N °N
NH, H, H,
urea biuret Ljubi¢asto obojeni kompleks

2) KSANTOPROTEINSKA REAKCIJA
Pribor: epruveta, 2 kapaljke, pipeta od 2 mL, propipeta, vodena kupelj
Kemikalije: bjelanjak, otopina NaOH (¢ = 2 mol/dm?), koncentrirana HNOs, univerzalni
indikator papir
Postupak:
U 2 mL otopine bjelanjka u epruveti se doda nekoliko kapi koncentrirane HNO; te se
smjesa zagrijava na vodenoj kupelji nekoliko minuta. Kada se otopina ohladi dodaje joj se
otopina NaOH do luznate reakcije, pri ¢emu zuta boja otopine prelazi u narancastu.
ObjasSnjenje:
Ova reakcija sluzi za dokazivanje aromatskih aminokiselina kao §to su tirozin, triptofan 1

fenilalanin.

3) NITROPRUSIDNA REAKCIJA
Pribor: epruveta, ¢asa, 2 kapaljke, pipeta od 2 mL, propipeta,
Kemikalije: bjelanjak, otopina NH4OH (w = 10 %), otopina natrijevog nitroprusida
Postupak:
U epruvetu se ulije 2 mL otopine bjelanjka i nekoliko kapi otopine natrijevog nitroprusida.
Smjesa se zaluzi otopinom NH4OH. Nastaje karakteristi¢no ljubicasto ili crveno obojenje.
ObjasSnjenje:
Vecina prirodnih spojeva sadrzi aminokiselinu cistein. SH- (sulfohidrilna) skupina reagira
s natrijevim nitroprusidom i time stvara karakteristicno obojenje koje dokazuje prisustvo

aminokiseline cisteina.
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TALOZNE REAKCIJE

4) TALOZENJE POMOCU KALIJEVOG HEKSACIJANOFERATA
Pribor: stalak s epruvetom, 2 kapaljke
Kemikalije: bjelanjak, octena kiselina (w = 10 %), otopina (K,[Fe(CN)g]) (¢ = 0,05
mol/dm”)
Postupak:
U epruvetu se ulije nekoliko mL otopine bjelanjka te nekoliko kapi octene kiseline 1
K,[Fe(CN)g]. Na dnu epruvete se stvara bijeli talog.
Objasnjenje:
Veliki anioni poput [Fe(CN)g]* mogu neutralizirati pozitivan naboj proteina, &ime se

smanjuje medusobno odbijanje koloidnih Cestica te dolazi do koagulacije.

Zadatak: Izvesti viSe navedenih vjezbi pazljivo prate¢i propise, te napisati zapazanja i
zakljucak. U predvideni prostor za crteze nacrtati do kojih je promjena boja doslo u
epruvetama.

1) BIURET REAKCIJA

ZapaZzanja:

Zakljucak:

Skica
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2) KSANTOPROTEINSKA REAKCIJA

ZapaZzanja:

Zakljucak:

Skica

3) NITROPRUSIDNA REAKCIJA

ZapaZzanja:

Zakljucak:
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Skica

4) TALOZENJE POMOCU KALIJEVOG HEKSACIJANOFERATA

ZapaZzanja:

Zakljucak:

Skica
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Od aminokiselina do polipeptida RjeSenja radnog listi¢a 3

Dokazne reakcije proteina

Ime i prezime

Razred i skupina

Broj postignutih bodova /12

Dokazne reakcije aminokiselina i proteina

Sve reakcije za dokazivanje aminokiselina 1 proteina se mogu podijeliti na:

e Obojene- dokazuje se pojedina aminokiselina ili peptidna veza

e Talozne- Temelji se na koloidnim svojstvima otopine proteina
Za ove reakcije koristi se vodena otopina bjelanjka koji je odvojen od zumanjka. U
laboratorijsku ¢asu je potrebno odvojiti bjelanjak i dodati trostruki volumen vode te dobro
promijesati staklenim Stapi¢em, nakon mijeSanja otopinu profiltrirati preko filter papira.

Takva otopina koristi se svim pokusima.

OBOJENE REAKCIJE:
5) BIURET REAKCIJA

Pribor: stalak s epruvetom, ¢asa, 2 kapaljke

Kemikalije: bjelanjak, otopina NaOH (c= 2 mol/dm?), otopina CuSO4 (c=0,05 mol/dm°)
Postupak:

Otopinu bjelanjka zaluziti s nekoliko kapi natrijeve luzine i u nju dodati nekoliko kapi
otopine CuSQy4. Otopina se oboji u ljubicasto.

Objasnjenje:

Biuret reakcija je opcenita reakcija za dokazivanje proteina pa stoga nije specifian test za
aminokiseline. Naziv potjece od spoja biuret koji nastaje kondenzacijom dviju molekula
uree uz izdvajanje amonijaka. Opisanu reakciju ¢e dati svi spojevi koji imaju peptidnu

veZu.
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NH; NH, N _N

0 o Ccu o=<( ) >:o

N +

NHy NH + NHy ———> NH cu” BN + 4H,0
NH, O:< OH O:< o \\\ >:O

0= NH, N °N
NH, H, H,

urea biuret Ljubi¢asto obojeni kompleks

6) KSANTOPROTEINSKA REAKCIJA
Pribor: epruveta, 2 kapaljke, pipeta od 2 mL, propipeta, vodena kupelj
Kemikalije: bjelanjak, otopina NaOH (c= 2 mol/dm®), koncentrirana HNO3, univerzalni
indikator papir
Postupak:
U 2 mL otopine bjelanjka u epruveti se doda nekoliko kapi koncentrirane HNO; te se
smjesa zagrijava na vodenoj kupelji nekoliko minuta. Kada se otopina ohladi dodaje joj se
otopina NaOH do luznate reakcije, pri ¢emu zuta boja otopine prelazi u narancastu.
ObjasSnjenje:
Ova reakcija sluzi za dokazivanje aromatskih aminokiselina kao §to su tirozin, triptofan 1
fenilalanin.

7) NITROPRUSIDNA REAKCIJA
Pribor: epruveta, ¢asa, 2 kapaljke, pipeta od 2 mL, propipeta,
Kemikalije: bjelanjak, otopina NH4OH (w= 10 %), otopina natrijevog nitroprusida
Postupak:
U epruvetu se ulije 2 mL otopine bjelanjka i nekoliko kapi otopine natrijevog nitroprusida.
Smjesa se zaluzi otopinom NH4OH. Nastaje karakteristi¢no ljubicasto ili crveno obojenje.
Objasnjenje:
Vecina prirodnih spojeva sadrzi aminokiselinu cistein. SH- (sulfohidrilna) skupina reagira
s natrijevim nitroprusidom i time stvara karakteristicno obojenje koje dokazuje prisustvo

aminokiseline cisteina
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TALOZNE REAKCIJE

8) TALOZENJE POMOCU KALIJEVOG HEKSACIJANOFERATA
Pribor: stalak s epruvetom, 2 kapaljke
Kemikalije: bjelanjak, octena kiselina (w= 10 %), otopina (K4[Fe(CN)¢]) (c=0,05
mol/dm’)
Postupak:
U epruvetu se ulije nekoliko mL otopine bjelanjka te nekoliko kapi octene kiseline 1
K,[Fe(CN)g]. Na dnu epruvete se stvara bijeli talog.
Objasnjenje:
Veliki anioni poput [Fe(CN)g]* mogu neutralizirati pozitivan naboj proteina, &ime se

smanjuje medusobno odbijanje koloidnih Cestica te dolazi do koagulacije.

Zadatak: Izvesti viSe navede vjezbe pazljivo prateé¢i propise, te napisati zapazanja i
zakljucak. U predvideni prostor za crtez nacrtati do kojih je promjena boja doslo u

epruvetama

5) BIURET REAKCIJA

ZapaZzanja:

Otopina se obojila u ljubicasto dodatkom bakrova sulfata.

Zakljucak:

Ljubicasta boja nam pokazuje da su u otopini prisutne aminokiseline.

Skica
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6) KSANTOPROTEINSKA REAKCIJA

ZapaZzanja:

Zagrijavanjem bjelanjka uz prisutnost HNOs, te dodatkom NaOH u ohladenu otopinu boja

prelazi iz Zute u narancastu.

Zakljucak:

Pri pozitivnom testu mozemo zakljuciti da se u smjesi nalaze aromatske aminokiseline

Skica

7) NITROPRUSIDNA REAKCIJA

ZapaZzanja:

Dodatkom nitroprusida u zaluzenu otopinu bjelanjka nastaje crveno obojenje otopine

Zakljucak:

Crvena boja je dokaz aminokiseline cisteina

Skica |
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8) TALOZENJE POMOCU KALIJEVOG HEKSACIJANOFERATA

ZapaZzanja:

Dodatkom K,[Fe(CN)¢] u zakiseljenu otopinu bjelanjka na dnu epruvete se stvara bijeli

talog.

Zakljucak:

Kada se doda K, [Fe(CN)¢] dolazi do taloZenja proteina zbog koagulacije.

Skica ]




IV.  Sinteza znanja i ocjena pojedinacnih i skupnih postignuca

Uputa nastavniku:

Ucenike je potrebno podijeliti u skupine od 4 ili 5 ¢lanova, ovisno o veli¢ini razreda i
procjeni samoga nastavnika. Potrebno je osigurati dovoljan broj primjeraka radnog listi¢a 4
te ga podijeliti svakom uceniku. Ucenici rjeSavaju radni listi¢ 4 otprilike 20 minuta, stoga
nastavnik treba voditi racuna o preostalom vremenu i1 upozoriti u¢enike kada im preostane
5 minuta. Nakon S§to prvih dvadesetak minuta prode, nastavnik obavjestava ucenike da je
rjeSavanje gotovo te da odloze svoj pisaci pribor. Nastavnik predlaze ucenicima razmjenu
dobivenih rezultata tako da svi ucenici izmijene svoje radne listi¢e te isprave i1 ocijene

listice svojih kolega te na kraju prokomentiraju dobivene rezultate s nastavnikom.
Na kraju svakoga zadatka nalazi se maksimalan broj bodova koje je moguce ostvariti, a na

pocetku radnoga listica nastavnik biljezi ukupan broj bodova. Maksimalan broj bodova

koje je moguce ostvariti rjeSavanjem radnog listica 4 je 12.
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Od aminokiselina do polipeptida

Radni listi¢ 4

Sinteza znanja

Ime i prezime

Razred i skupina

Broj postignutih bodova

/12

Nakon rjesavanja zadataka Cete odloziti ispite i1 pribor, te ¢ete se na nastavnikov znak

zamijeniti 1 uz pomo¢ nastavnika ¢ete ispraviti listi¢e i ocijeniti ih.

Zadatak 1.

PrikaZzi nastanak dipeptida alanil-serina te zaokruzi peptidnu vezu.

Prikaz reakcije

67



Zadatak 2.
Koliki volumen klorovodi¢ne kiseline &ija je gustoéa (p) 1,18 g/em’, a maseni udio (w)

36 % je potreban za pripravu 200 mL otopine klorovodi¢ne kiseline ¢ija je mnozinska

koncentracija (c) 1,2 mol/dm®? M(HCI)= 36,458 g/mol.

Racun:

Zadatak 3.

Dopunite tablicu

Proteini (peptidna veza)

Aromatske aminokiseline

SH- skupina iz cisteina

TaloZenje proteina
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Od aminokiselina do polipeptida RjeSenja radnog listica 4

Sinteza znanja

Ime i prezime

Razred i skupina

Broj postignutih bodova /12

Nakon rjesavanja zadataka Cete odloziti ispite i1 pribor, te ¢ete se na nastavnikov znak

zamijeniti te uz pomoc¢ nastavnika ispraviti listi¢e i ocijeniti ih.

Zadatak 1.

PrikaZzi nastanak dipeptida alanil-serina te zaokruZzi peptidnu vezu.

Prikaz reakcije

Peptidna veza
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Zadatak 2.
Koliki volumen klorovodi¢ne kiseline &ija je gustoéa (p) 1,18 g/cm?, a maseni udio (w) 36

% je potreban za pripravu 200 mL otopine klorovodi¢ne kiseline ¢ija je mnozinska

koncentracija (c) 1,2 mol/dm>? M(HC1)= 36,458 g/mol.

Racun:

P(HCl)= 1,18 g/em’

w(HCl)= 36 % = 0,36
M(HCIl)= 36,458 g/mol
c,(HCl) = 1,2 mol dm™3
Vo(HCD= 200 mL = 0,2dm?
c,(HCL),V,(HCl) =?

w(HCD*p(HCI) 0,36 %1,18 gcm™>
M(HCl) 36,458 g mol~!

c,(HCl) = 0,01165 mol cm™3= 11,65 mol dm™3
c,(HCI) = V,(HCI)

c;(HCl) =

VHCD = 2=

V. (HCD) = c,(HC) * Vo(HCL) 1,2 meldm=+0,2dm> _ 00206 dmP= 20 6 e
L =T o (HCD)  1L65meldm= me= ehban

Zadatak 3.

Dopunite tablicu

Proteini (peptidna veza) NaOH i CuSOq4 Ljubicasta
Aromatske aminokiseline NaOH 1 HNO; Iz Zute u narancastu
SH- skupina iz cisteina Nitroprusid i NHsOH Crvena ili ljubicasta

TaloZenje proteina Octena kis. i K4[Fe(CN)g] Bijeli talog
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6. Zakljucak

U ovom su diplomskom radu istrazivana elektrokemijska svojstva otopina L-karnozina
u pH podrucju od 3,5 do 8,0 na elektrodi od staklastog ugljika uporabom diferencijalne
pulsne voltametrije te je utvrdeno da se L-karnozin oksidira pri navedenim

eksperimentalnim uvjetima.

Visina oksidacijskog strujnog vrha L-karnozina varirala je s promjenom pH, a najvisa
vrijednost oksidacijskog strujnog vrha dobivena je pri pH=4,8; iz ega mozemo zakljuciti
da je to optimalna pH vrijednost za oksidaciju karnozina. Uzastopnim snimanjem
diferencijalnih pusnih voltamograma smanjivala se visina oksidacijskog strujnog vrha, $to
upucuje na adsorpciju oksidacijskih produkata L-karnozina na povrSinu elektrode od

staklastog ugljika.

Visina oksidacijskog strujnog vrha povecavala se s povecanjem koncentracije L-
karnozina. Dobivena je linearna ovisnost oksidacijske struje o kocentraciji ispitivanog

spoja u koncentracijskom podru&ju od 1-10”° mol dm™ do 1-10™* mol dm".

L-karnozin je kronoamperometrijski nanoSen na povrSinu elektrode od staklastog
ugljika i utvrdeno je da se on vezao na elektrodnu povrsinu ¢ime je dobivena modificirana

elektroda od staklastog ugljika.

Iz dobivenih rezultata moze se zakljuciti da je mehanizam oksidacije L-karnozina
ovisan o pH (optimalan pH za oksidaciju je 4,8), ukljuc¢uje izmjenu 1 elektrona i 1 protona
(nagib pravca E,, vs. pH je 60,8 mV), produkt oksidacije je radikal L-karnozina, koji se
preko karboksilnog radikala i amino skupine imidazolnog prstena veze na povrSinu

elektrode od staklastog ugljika i blokira ju.
U metodickom dijelu diplomskog rada obradena je nastavna jedinica Aminokiseline i

proteini u sklopu nastavne cjeline bioloski vaznih spojeva. Tema je obradena u obliku mini

projekta u trajanju 4 skolska sata, predvidenoga za ucenike Cetvrtih razreda gimnazije.
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