Ovelser om aminosyrer og peptider

Ovelse 1
Hydrolyse af aspartam - undersogelse af "Canderel" sadetabletter.

Formal

At undersege hydrolysetiden for sedestoffet aspartam, og ved hjeelp af TLC at
identificere hydrolyseprodukterne. Klassen tilretteleegger et maleprogram, hvor
der varieres pa hydrolysetid og koncentration.

Kemikalier og apparatur

Aspartam ("Canderel"-tabletter - indeholder 15 mg aspartam pr. tablet), 4M
HCl, 2M HCl og 1M HCI, 10 mL maleglas, refluxopstilling med 50 mL kolbe,
pimpsten, TLC-plader og lobeveeske (se leerervejledning), standarder til chro-
matografi: 0,01M asparaginsyre og 0,01M phenylalanin, ninhydrinoplesning til
fremkaldelse af aminosyrerne, evt. forstoversprojte, harterrer.

Teori

Peptidbindingerne i proteiner kan hydrolyseres med saltsyre under reflux. Det
kunstige sedestof aspartam er metylesteren af dipeptidet aspartylphenylalanin
(Asp Phe). Nar aspartam hydrolyseres vil esterbindingen ogsa spaltes og man
vil fa de oprindelige aminosyrer asparaginsyre og phenylalanin gendannet.
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Forsogsbeskrivelse

Tilretteleeg en forsegsserie, hvor klassen i fallesskab underseger kombinationer
af hydrolysetid og saltsyrens koncentration for at sikre, at aspartam hydrolyse-
rer. Nar den enkelte gruppe ved hvilket forseg den skal udfere, opstilles reflu-
xudstyret, 2 sodetabletter (knuses), tilssettes sammen med pimpsten og 25 mL
saltsyre, hvorpa hydrolysen startes.

(Det kan blive aktuelt, at de hold, der har lange hydrolysetider, lader leereren
stoppe forseget, nar tiden er gaet).
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Undersogelse med TLC

Efter afkeling skal produkterne underseges vha. TLC. Der klippes en TLC pla-
de pa ca. 5 x 9 cm2. Der tegnes en startlinie nederst pa pladen med en blad bly-
ant. Pa denne startlinie anbringes pletter af hydrolyseproduktet og af de rene
aminosyrer: phenylalanin og asparaginsyre. Pasaetning af pletterne kan ske
med udtrukne smeltepunktsrer og bor efter torring gentages flere gange.

Chromatogrammerne placeres i karret, hvori atmosfeeren er meettet med lobe-
vaeskens dampe. Lobeveesken skal sta 4-5 mm op 1 karret. Karret deekkes til og
chromatogrammet tages op, nar veeskefronten er naet ca. 8 cm op af chromato-
grafipladen. Marker straks vaskefronten med en bled blyant inden pladen tor-
rer.

Nar alle chromatogrammerne er faerdige og torre sprojtes de af leereren med

ninhydrinoplesning i stinkskab. Chromatogrammerne holdes med en tang og
opvarmes forsigtigt med en harterrer (eller de torres 1 varmeskab). Pletterne
markeres med en blyantsring efterhanden som de fremkaldes.

Efterbehandling

a) Forklar udseendet af gruppens chromatogram og identificer de forskellige
pletter. Er der noget der tyder pa at aspartam er blevet hydrolyseret? Be-
meerk: For at vaere sikker pa at der er sket en hydrolyse, skal asparaginsyre
findes 1 produktet, idet nogle sedetabletter udover aspartam ogsa kan inde-
holde phenylalanin.

b) Diskuter, om man kunne forbedre identifikationen af hydrolyseprodukterne.

c¢) Lav en feelles opsamling af gruppernes resultater. Hvilke forsegsbetingelser
er optimale for at sikre en hydrolyse?

d) Skriv til sidst reaktionsskemaet for hydrolyse af aspartam, idet stofferne
skrives med strukturformler. Navngiv de dannede produkter.
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