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Peptydy i biatka zbudowane sa najczesciej z 20 réznych a-aminokwasoéw, zwanych
aminokwasami standardowymi. Wszystkie aminokwasy zbudowane sa wg tego samego
schematu: posiadaja grupe aminowa (-NH,), grupe karboksylowa (—COOH), atom wodoru
oraz tancuch boczny — R, polaczone z tetraedrycznym weglem, nazywanym weglem o
(Rys. 2.1, Tab. 2.1). Najprostszym aminokwasem jest glicyna, ktéra zamiast tancucha
bocznego p051ada atom wodoru. Poza glicyng od powyzszego schematu budowy odbiega
takze prolina, bedaca cykhcznym iminokwasem (alifatyczny tancuch boczny laczy sig
zaro6wno z weglem o jak réwniez z grupg aminows).
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Zasadniczg funkcja aminokwasow jest udzial w budowie peptydow i bialek, jednak moga
one wystepowac takze w stanie wolnym lub formie zasocjowanej z peptydami albo biatkami,
Rys. 2.1. Ogdlny schemat budowy a-aminokwasu
R —rodnik organiczny zwany tancuchem bocznym

2.1. WEASCIWOSCI OPTYCZNE AMINOKWASOW

Wszystkie aminokwasy, z wyjatkiem glicyny, posiadaja co najmniej jedno centrum
chiralnosci, co powoduje, ze s3 optycznie czynne. O tym, czy czasteczke aminokwasu
zaliczymy do szeregu D lub L, decyduje polozenie grupy aminowej —NH,, ktora przy
okreslaniu izomerii optycznej jest odpowiednikiem grupy —OH aldehydu glicerynowego.
Jesli grupa aminowa w czgsteczce aminokwasu jest potozona tak jak grupa —OH w
czasteczce aldehydu L-(—-)-glicerynowego, to zaliczamy ja do szeregu L. Jesli za§ grupa
aminowa jest polozona jak grupa —OH w czasteczce aldehydu D-(+)-glicerynowego, to
zaliczamy jg do szeregu D (Rys. 2.2).

Prawie wszystkie aminokwasy budujace biatka wystepuja w formie L. Jedynie nieliczne
mikroorganizmy sg zdolne do syntezy izomerow D. Wchodza one np. w sklad $cian
komoérkowych bakterii oraz niektérych antybiotykéw wytwarzanych przez grzyby
(walinomycyna, aktynomycyna, gramicydyna S).

W obrebie grupy aminokwasdéw nie ma zalezno$ci miedzy konfiguracja a czynnos$cia
optyczng. Niektore aminokwasy biatkowe sg lewoskretne, inne prawoskrgtne, mimo ze
wszystkie majg konfiguracje¢ L.
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o
V4
C]\H (|ZOOH
H —Cl —OH H —C| —NH,
CH,0OH R
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Rys. 2.2. Izomeria optyczna aminokwasow



2.2. NAZEWNICTWO I PODZIAL. AMINOKWASOW

W przypadku aminokwaséw, mimo ze posiadaja nazwy systematyczne, zwykle
postugujemy si¢ ich nazwami zwyczajowymi. Ponadto aminokwasy okre$lane sg za pomocg
trzy- i1 jednoliterowych skrotow (Tab. 2.1) utatwiajacych np. zapis sekwencji aminokwasowej
biatka (Rys. 3.3).

Aminokwasy ze wzgledu na obecnos¢ dwoch grup funkcyjnych zdolnych do jonizacji:
aminowej (-NH,) oraz karboksylowej (—~COOH) posiadaja charakter amfoteryczny
(Rys. 2.3). W roztworach wodnych wystgpuja w formie zjonizowanej. Stopien dysocjacji
i sumaryczny ladunek, jaki wykazuje czasteczka aminokwasu, zaleza od pH $rodowiska
i charakteru tancucha bocznego czgsteczki. pH, w ktorym czqsteczka wystepuje w formie
jonu obojnaczego (zwitterionu), gdzie ilo$¢ fadunkow dodatnich jest rowna ilosci fadunkow
ujemnych, nazywa si¢ punktem izoelektrycznym (pl). Wartos¢ pH, ktéra odpowiada
punktowi izoelektrycznemu zalezy od wartosci pK grup funkcyjnych aminokwasu (Tab. 2.1).
W przypadku aminokwasow pos1adaja}cych jedna grupg karboksylowa i jedna grupg aminowa
warto$¢ punktu izoelektrycznego jest rowna $redniej arytmetycznej z wartosci pK; i pKo.
W pH ponizej pl aminokwasy posiadaja wypadkowy fadunek dodatni, natomiast w pH
powyzej pl — tadunek ujemny.
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Rys. 2.3. Amfoteryczny charakter aminokwaséw

Aminokwasy stanowig grupe zw1qzkow 0 zrozmcowanej budowie, wihasciwosciach i
funkcji. Z tego powodu, stosujgc rozne kryterla zwigzki te mozemy pod21ehc na szereg grup.
Ponizej przedstawiono niektore z nich, czesciowo uwzgledniajac je w Tab. 2.1.

Podzial aminokwasow ze wzgledu na wystepowanie i funkcje:
— aminokwasy biatkowe — bedace podstawowaq jednostkg budujaca peptydy i biatka
— aminokwasy niebiatkowe — wystgpujace w stanie wolnym aminokwasy nietypowe
— aminokwasy cukrotworcze — bedace prekursorami weglowodanow
— aminokwasy thuszczotworcze — bedace prekursorami lipidow

Podzial aminokwasow bialkowych ze wzgledu na mozliwo$¢ syntezy przez organizm
Zywy:
— aminokwasy endogenne — syntetyzowane przez okreslony organizm
— aminokwasy egzogenne — nie syntetyzowane przez okreslony organizm

Bakterie 1 ro$liny, poza nielicznymi wyjatkami, syntetyzuja wszystkie niezbedne
aminokwasy, w przeciwienstwie do czlowieka i zwierzat, ktére pewne aminokwasy muszg
pobiera¢ z pozywienia.

Podzial aminokwasow ze wzgledu na strukture tancucha bocznego:
— alifatyczne
— aromatyczne



Podzial aminokwasow ze wzgledu na polarnos¢ lancucha bocznego:

— aminokwasy niepolarne

— aminokwasy polarne

Podzial aminokwasow ze wzgledu na obecno$¢ w lancuchu bocznym dodatkowych
grup aminowych lub karboksylowych:

kwasowe
zasadowe
obojetne

Podzial, wzory chemiczne, podstawowe wlasciwosci oraz stosowane skroty nazw
aminokwasow podano w Tab. 2.1.

Tab. 2.1. Podzial i wltasciwosci kwasowo-zasadowe aminokwasow

Aminokwas wzbr M. cz. | pK, PK, leF )
skrét Da) | P 0-COOH | a-NHy~ | (afieue
boczny)
glicyna - ioiH
k —C—
Em?i/i(s)octowy) ’ H 75,01 5,97 2,34 9,60
Gly (G)
Alanina (OOH
(kwas 2- HZN—Cli—H
aminopropionowy) CH, 89,09 6,01 2,34 9,69
Ala (A)
= COOH
Z Walina H N—(IZ—H
N (kwas 2-amino-3- 20
%-1) metylomastowy) /cH 17,15 5,97 2,32 9,62
= | val(v) HC  CH,
<
=
E COOH
< |
S Leucyna HZN—(I:—H
< (kwas 2-amino-4- CH,
= metylowalerianowy) (!:H 131,18 5,98 2,36 9,60
é Leu (L) H,C ™ 'CH,
Z
>
= COOH
Izoleucyna* HZN—(ID—H
(kwas 2-amino-3- _CH
metylowalerianowy) CH, CH, 131,18 6,02 2,36 9,68
Ile () CH,
?  COOH
Prolina -
k iroli -2- | HC
iavr:)acfkgﬁ)ig;)m N NH 11513 | 648 1,99 10,96
Pro (P) H,




c.d. Tab. 2.1.

Aminokwas wabr M. cz. | pK, Pk, lef‘ 0
skrot pa] | P a-COOH | o-NH,' (faficuc
boczny)
COOH
g || b
N W . H.C 165,19 | 5,48 1,83 9,13
O | fenylopropionowy) 2
>
2 | Phe (F)
<
% tyrozyna ?OOH
g | (kwas 2-amino-3- H2N—CI:—H
: (4-h}./droksyfenylo)- HZCOOH 181,19 | 5,66 2,20 9,11 10,07
7, | propionowy)
< | Tyr (Y)
=
é (IJOOH
E tryptofan* H2N—CI3—H
-amino-3- H,C
= | (kwas 2-amino-3 22| 204,23 | 5,89 2,38 9,39
< | indolylopropionowy) N
Trp (W) H
seryna COOH
; |
flkwas 2-amino-3- H,N—C—H
ydroksy- H.é—oH 105,09 | 5,68 2,21 9,15
propionowy) 2
Ser (S)
= (EOOH
é treonina* HN—C—H
—amino-3- |
< (kwas 2-amino-3 HC—OH 119,12 | 5,87 2,11 9,62
35 hydroksymastowy) (!:H
£ | Thr(T) 3
7
< COOH
E asparagina H2N—(|3—H
O | (kwas 2,4-diamino- '
CH, 132,12 | 5,41 2,02 8,80
E bursztynowy) H N_(I::0
= | Asn (N) 2
<
C\)OOH
glutamina HN—G—H
(kwas 2,5- ¢H,
diaminoglutarowy) (|:H2 146,15 | 5,65 2,17 9,13
GIn (Q) H,N—C=0




c.d. Tab. 2.1.

Aminokwas wabr M. cz. | pK, Pk, lef‘ 0
skrot [Da] P a-COOH | a-Ng;+ | (afeue
boczny)
COOH
5 metionina* HzN_C::_H
kwas 2-amino-4-
g | (kwas 2-amino-4 CH, 14921 | 574 | 2,28 9,21
= metylotiomastowy) H (IZ—S—CH
< Z| Met (M) 2 3
ZZ
% 5 cysteina ?OOH
(kwas 2-amino-3- H2N—(|3—H
tiopropionowy) H,C—SH 121,16 | 5,07 1,96 10,28 8,18
Cys (C)
CI)OOH
histydyna . H2N—CI)—H
(kwas 2-amino-3- H,C—— 15516 | 759 | 182 9.17 6,00
imidazolo-propionowy) N NH ’ ’ ’ ’ ’
His (H) e
=
% C|200H
= H,N—C—H
z) lizyna* (::Hz
N | (kwas 2,6- CH, 146,19 | 9,74 | 2,18 8,95 10,53
7. | diaminokapronowy) (I:H
< | Lys (K) [ 2
E H,N—CH,
=)
Z
z COOH
arginina HN—C—H
(kwas 2-amino-5- éHz
guanidyno- CltH NH 174,20 | 10,76 2,17 9,04 12,48
walerianowy) 2o
Arg (R) H,C—NH—C—NH,
COOH
kkwas asparaginowy H2N—C:)—H
2 | (kwas CH, 133,10 | 2,77 1,88 9,60 3,65
&% | aminobursztynowy) ('!:00
; Asp (D) H
M
2 COOH
= H,N—C—H
% kwas glutaminowy éH
Z | (kwas aminoglutarowy) (l:Hz 147,13 3,22 2,19 9,67 4,25
= | Glu (E) [
< COOH

* aminokwasy egzogenne dla czlowieka
W przypadkach niejednoznacznych stosowane sg rOwniez oznaczenia:
Asx (B) — kwas asparaginowy lub asparagina,
GIx (Z) — kwas glutaminowy lub glutamina,
Xaa (X) — aminokwas nieznany lub nietypowy.




Poza 20 aminokwasami standardowymi przedstawionymi w Tab. 2.1 istnieja jeszcze dwa
rzadzie] wystepujace aminokwasy kodowane genetycznie: selenocysteina i pirolizyna
(Rys. 2.5 1 2.4). Selenocysteina powstaje w wyniku chemlczneJ modyfikacji seryny
pofaczonej z tRNA w rybosomie i jest wiaczana do biatek przy uzyciu kodonu UGA (kodon
stop). Aminokwas ten wystepuje np. w peroksydazie glutationowej, zapobiegajacej
oksydacyjnemu dziataniu nadtlenku wodoru w komodrkach zwierzgcych. Drugi
z aminokwasOw — pirolizyna réwniez powstaje w wyniku modyfikacji chemicznej
aminokwasu polaczonego z tRNA i rowniez jest wlgczana do bialek z wykorzystaniem
kodonu stop — w tym przypadku UAG. W przeciwienstwie do selenocysteiny kodowanej we
wszystkich organizmach zywych, pirolizyna jest spotykana w biatkach syntetyzowanych
przez bakterie wiasciwe i1 archeany np. w enzymach uczestniczacych w produkcji metanu
przez te organizmy.

COOH
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[ 2 COOH
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2 2]
H,C—SeH

X- prawdopodobnie CH, NH, lub OH

Rys. 2.4. Pirolizyna Rys. 2.5. Selenocysteina

2.3. WLASCIWOSCI FIZYKOCHEMICZNE AMINOKWASOW

Aminokwasy sa krystalicznymi substancjami o wysokich temperaturach topnienia (ponad
200°C), w ktorych dochodzi do ich rozkladu. Na ogdt dobrze rozpuszcezajg si¢ w wodzie
1 innych rozpuszczalnikach polarnych, chociaz ich rozpuszczalno$¢ w wodzie miesci si¢
w szerokich granicach (Tab. 2.2). W rozpuszczalnikach niepolarnych lub w mniej polarnych
(np. etanol, aceton) sg stabo rozpuszczalne. Rozpuszczalnos¢ aminokwasow bardzo silnie
zalezy od pH roztworu i jest najmniejsza w punkcie izoelektrycznym (pI). W silnie kwasnych
lub silnie zasadowych roztworach wodnych aminokwasy rozpuszczaja si¢ bardzo dobrze.

O wiasciwosciach hydrofobowych aminokwaséw decyduje budowa tancucha bocznego.
Aminokwasy hydrofobowe, wchodzace w skiad taficuchow biatkowych, wykazuja tendencje
do wystepowania wewnatrz ich struktur, w tak zwanym rdzeniu czasteczki, w odréznieniu od
aminokwaséw hydrofilowych wystqpujqcych na powierzchni. Stoque si¢ kilka skal
hydrofobowos$ci aminokwasow, odzwierciedlajacych wspomniang wyzej tendencje do
wystepowania wewnatrz lub na powierzchni czasteczki biatka, badz tez wlasciwosci
fizykochemiczne tancuchow bocznych aminokwaséw. W Tab. 2.2 przedstawiono indeksy
hydrofobowosci, stuzace do wyrazenia tendencji aminokwasow do poszukiwania §rodowiska
wodnego (wartosci ujemne) lub srodowiska hydrofobowego (warto$ci dodatnie).



Tab. 2.2. Rozpuszczalnosé i wlasciwosci hydrofobowe aminokwasow

. rozpuszczalr:osc w temp. indeks
aminokwas 25°C hydrofobowosci**
[g/100 ml wody]*
alanina 16,65 1,8
arginina 15° —4,5
asparagina 3,537 -3,5
cysteina b.d.? 2,5
fenyloalanina 2,96 2,8
glicyna 25 —0,4
glutamina 4,817 -3,5
histydyna 4,19 -3,2
izoleucyna 4,12 4.5
kwas asparaginowy 0,45° -3.5
kwas glutaminowy 0,864 -3,5
leucyna 2,426 3,8
lizyna b.d.? -39
metionina 3,381" 1,9
prolina 162 1,6
seryna 5,023 " -0,8
treonina b.d.? —0,7
tryptofan 1,14 -0,9
tyrozyna 0,0453 -1,3
walina 8,85 42

* wg The Merck Index. An Encyclopedia of chemicals and drugs (1976), ** Wg Kyte i Doolittle (1982);
" warto$¢ dla mieszaniny racemicznej, » b.d. — rozpuszczalnosc bardzo dobra, * rozpuszczalnoéé w 28°C dla
uwodnionej formy aminokwasu, ¥ rozpuszczalnos¢ w 30°C,  rozpuszczalnos¢ w 21°C, © rozpuszczalnosé
w 20°C.

Z wyste;powamem pierscieni aromatycznych w tancuchach bocznych niektorych
aminokwaséw wiaze si¢ zdolnos¢ pochfaniania $wiatta w zakresie UV (Tab. 2.3).
Wiasciwos¢ ta jest powszechnie wykorzystywana do pomiaru stezenia biatka (rozdziat
3.10.1).

Tab. 2.3. Wilasciwosci spektralne aminokwasow aromatycznych

. molowy wspolczynnik absorpcji
aminokwas sy[M‘Il)cm‘l}]’ (. [nm]) pe
tryptofan 5500 (280 nm)
tyrozyna 1 490 (274 nm)
fenyloalanina 220 57 nm)

2.4. AMINOKWASY NIETYPOWE I ZMODYFIKOWANE

Poza omoéwionymi wczesniej aminokwasami kodowanymi przez sekwencje nukleotydow
DNA (rozdziat 2.2) w bialkach wystepuja rowniez aminokwasy niekodowane genetycznie,
lecz powstajace wskutek modyfikacji potranslacyjnych (rozdziat 3.4). Ponadto w przyrodzie
wystepuje ogromna liczba aminokwasdéw nietypowych (Rys. 2.6). Niektoére z nich pelnig role
neurotransmiteréw (GABA — kwas y-aminomastowy — produkt dekarboksylacji kwasu
glutaminowego), czy hormondéw (tyroksyna, powstajaca z tyrozyny m.in. poprzez
przylaczenie jodu). Niektore aminokwasy sg istotnymi intermediatami w réznych procesach
metabolicznych, np. cytrulina 1 ornityna uczestniczag w biosyntezie mocznika. Inne
prawdopodobnie petnig funkcje ochronne jak azaseryna, wykorzystywana jako antybiotyk.



H GOOH
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Rys. 2.6. Aminokwasy nietypowe niewystepujgce w biatkach

Kolejng grupg aminokwasow nietypowych sa homologi aminokwasow, charakteryzujace
si¢ brakiem Ilub obecnoscia dodatkowej grupy metylenowej w lancuchu bocznym.
W nomenklaturze tej grupy aminokwasow przedrostek homo- stosuje si¢ w przypadku
czasteczek, posiadajacych dodatkowg grupe metylenowg w tancuchu weglowym
np. homoseryna, homocysteina, natomiast przedrostek nor- oznacza homolog nizszego rzedu,
posiadajacy jedng grupe metylenowg mniej od aminokwasu wyjsciowego np. norwalina,
norleucyna W obu przypadkach stosowanie nazw zwyczajowych jest niezalecane i lepleJ
uzywac nazw systematycznych.

C‘)OOH COOH C‘)OOH
HN—C—H HN—C—H COOH HN-C—H
CH, CH, H,N—C—H ¢H,
G ¢ > "
OH SH CH, CH,
homoseryna homocysteina norwalina norleucyna

Rys. 2.7. Homologi aminokwaséw
2.5. REAKCJE CHARAKTERYSTYCZNE AMINOKWASOW

Obecnos¢ grupy a-karboksylowej, a-aminowej oraz grup reaktywnych w tancuchu
bocznym warunkuje rézne wiasciwosci chemiczne aminokwasdéw oraz umozliwia szereg
modyfikacji, wérdd ktérych na szczegolng uwage zashuguja:

— dekarboksylacja, w wyniku ktorej powstaja odpowiednie aminy
— estryfikacja, produktem ktorej sa odpowiednie estry, np. polaczenia z nukleozydami lub
nukleotydami; w wyniku tych reakcji moga powstawa¢ zaréwno niektore antybiotyki, jak

1 np. aminoacylo-tRNA
— transaminacja, w wyniku ktérej moga powstawaé nowe aminokwasy
— dezaminacja, w wyniku czego powstaja zwigzki karbonylowe i amoniak
— N-acylacja, prowadzaca m.in. do syntezy niektorych sktadnikow bton komorkowych

(polisacharydy czy glikolipidy)

— modyfikacje fancuchéw bocznych aminokwasow w czasteczkach biatka (rozdziat 3.4).



2.5.1. Reakcje barwne aminokwasow

Reakeje, ktorych produkty posiadaja zabarwienie, sa czgsto wykorzystywane w analizie
jakosciowej oraz iloSciowej aminokwasow i biafek. Ponizej wymieniono najbardziej
charakterystyczne reakcje barwne dla aminokwasow (Tab. 2.5).

Tab. 2.5. Odczyny barwne aminokwasow i biatek

aminokwasy
proba odczynniki dajace pozytywny barwa
odczyn
Millona HgNO; w HNO; z HNO, Tyr czerwona
ksantoproteinowa goragcy HNO; Tyr, Trp, Phe z6lta
Adamkiewicza-Hopkinsa kwas glioksalowy w stezonym H,SO, Trp purpurowa
Ehrlicha p-dim.etylo—aminobenzaldehyd Trp nicbieska
w stezonym HCl
Sakaguchi a-naftol, bromian (I) sodu Arg czerwona
nitroprusydkowa nitroprusydek w stezonym amoniaku Cys czerwona
, diazowany kwas sulfanilow .
Pauly’ego W &ro dow}i/sku zasadowym Y His, Tyr czerwona
Folina-Ciocalteu fosforo-molibdeno-wolframian Tyr niebieska

2.5.1.1. Wykrywanie aminokwaséw aromatycznych w reakcji ksantoproteinowej

Zasada metody

Stezony kwas azotowy (V) wytraca biatka i nitruje pierscienie benzenowe aminokwasow
aromatycznych (Rys. 2.8). Produkty reakcji ksantoproteinowej (gr. xanthos — z0lty) daja
barwg od jasnozlttej do brazowej, znacznie intensywniejsza po zalkalizowaniu proby.
Najtrudniej reakcji nitrowania ulega fenyloalanina.

co0" [elele} CO0"
| 4+ |+ +
H—C—H, H—C—NH, H—C—NH,

CH, CH, CH,
- H NO
© S @[H + HNO, —= @H “ + HO

fenyloalanina pochodna nitrowa

Rys. 2.8. Odczyn ksantoproteinowy na aminokwasy aromatyczne

Postepowanie

I. Do 2 ml roztworu aminokwasu lub biatka doda¢ kroplami (Ostroznie!) ok. 0,5 ml
stezonego kwasu azotowego (V) 1 jedng do dwoch kropli stezonego kwasu siarkowego
(VD).

2. Calos¢ ogrzewac 30 sekund we wrzacej tazni wodnej. Opisac¢ uzyskane wyniki.

Materialy i odczynniki

- 0,1% roztwory tyrozyny, fenyloalaniny, tryptofanu oraz 1% roztwor albuminy
— stezony kwas azotowy (V)

— stezony kwas siarkowy (VI)
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2.6. JAKOSCIOWE I ILOSCIOWE METODY OZNACZANIA AMINOKWASOW

2.6.1. Reakcja z ninhydryna — ogdlny odczyn na aminokwasy
Moore S, Stein W.H (1948) J. Biol. Chem. 176, 367-388.

Zasada metody

Reakcja z ninhydryng stuzy do jakosciowego i ilosciowego oznaczania wolnych
aminokwasOw. Podczas ogrzewania z ninhydryng w pH 5,0-5,5 aminokwasy ulegaja tlenowe;
dezaminacji 1 dekarboksylacji. W czasie tej reakcji nlnhydryna redukuje si¢ 1 laczy
z amoniakiem powstatym z rozktadu aminokwasu oraz drugg czasteczka ninhydryny, tworzac
kompleks o zabarwieniu fioletowo-niebieskim z maksimum absorpcji przy 570 nm (Rys. 2.9).
Prolina posiadajgca grupg iminowa w miejscu grupy a-aminowej, tworzy z ninhydryng innego
typu kompleksy o zoéttym zabarwieniu z maksimum absorpcji przy 440 nm (Rys. 2.10).
Cysteine 1 cystyne mozna oznaczy¢ ta metoda dopiero po przeprowadzaniu ich w kwas
cysteinowy.

Odczyn barwny z ninhydryng daja réwniez peptydy posiadajace wigksza ilos¢ wolnych
grup aminowych i karboksylowych, a takze aminy, sole amonowe, aminocukry i amoniak.
Z uwag1 na czutos¢ reakeji, z pracowni, w ktorej oznacza sig amlnokwasy ta metoda, nalezy
usuna¢ wszystkie odczynniki zawierajace amoniak.

o] O
Il COOH | OO
C_ OH
>< + "THN— c—H—- + HN= c +  HO
(|3| OH C OH
(0]
ninhydryna aminokwas hydryndantyna o~iminokwal
H\(T“/ + NH, + CO
R
aldehyd
0 o} 0]
Ml I I 1
C  OH H C C C .
>< + 2 NH, + >< _— >_N—</ + 3H,0+ NH,
ﬁ OH HO (IZI (I:I (I:I
o] o} o} 0]
ninhydryna hydryndantyna czerwiefh Ruhemanna
Rys. 2.9. Reakcja ninhydrynowa a-aminokwasow
(|3| HOOC
C. OH
X+ H—N R \>—N + CO, + 2H,0
ﬁ OH
o
ninhydryna prolina produkt o zéltej barwie

Rys. 2.10. Reakcja ninhydrynowa proliny

Postepowanie

1. Do trzech probowek odpipetowac kolejno po 1 ml: wody, 0,1% roztworu albuminy, 1%
roztworu glicyny.

2. Zawarto$¢ probowek zakwasi¢ do pH 5,0-5,5, dodajac kroplami roztwor kwasu
octowego. Po dodaniu kazdej kropli sprawdzi¢ pH papierkiem uniwersalnym.
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3. Do wszystkich probowek doda¢ po 0,5 ml roztworu ninhydryny, wymiesza¢ i ogrza¢ do
wrzenia w plomieniu palmka gazowego lub we wrzacej tazni wodne;.

4. Uzyskane wyniki zamie$ci¢ w tabeli wynikow, wyrazajac intensywno$¢ zabarwienia
symbolami:
*** barwa bardzo intensywna
** barwa $rednio intensywna
*  lekkie zabarwienie
—  brak zabarwienia

roztwor 0,1% albumina 1% glicyna | woda

intensywno$¢ barwy

Materialy i odczynniki

- 0,1% roztwor albuminy

— 1% roztwér glicyny

— 0,1% etanolowy roztwoér ninhydryny
— 2 M kwas octowy

— papierek uniwersalny

Uwagi

Optymalne pH dla przeprowadzenia reakcji mnhydrynowej mie$ci si¢ w granicach
5,0-5,5. Do rozpuszczenia ninhydryny nalezy uzywa¢ etanolu lub innych rozpuszczalnikéw
organlcznych (np: 2-metoksyetanol, dimetylosulfotlenek) ze wzgledu na to, ze
hydryndantyna oraz czerwien Ruhemanna sg stabo rozpuszczalne w wodzie.

2.6.2. llosciowe oznaczanie aminokwasow ninhydryna
Jacobs S. (1959) Nature 183, 262.

Zasada metody

Reakcja barwna aminokwasow 1 soli amonowych z ninhydryng (szczegétowo omoéwiona
w rozdziale 2.6.1) stanowi podstawe do iloSciowego oznaczania tych zwigzkoéw w metodach
kolorymetrycznych, w ktorych mierzy si¢ nat¢zenie barwy zalezne od st¢zenia powstalego
barwnego kompleksu ninhydryny z amoniakiem oraz w metodach gazometrycznych,
w ktorych oblicza si¢ ilos¢ wydzielonego dwutlenku wegla (CO,) lub amoniaku (NHa).
Metoda ninhydrynowa, jako czufa i doktadna, znajduje szerokie zastosowanie do ilosciowego
oznaczania aminokwasoéw rozdzielanych metodq chromatografii cienkowarstwowej lub
kolumnowej. Aby oznaczy¢ aminokwasy zwigzane w peptydach lub biatkach nalezy te
zwigzki wcezesniej poddaé hydrolizie.

Postepowanie
1. W probowce umiesci¢ 0,5 ml roztworu aminokwasu, zawierajacego od 3—5 pg/ml azotu
aminowego.

2. Doda¢ 1,5 ml 0,4 M buforu octanowego o pH 5,0 i 2 ml odczynnika ninhydrynowego.
Réwnolegle wykona¢ probe odczynnikowa, dodajac 0,5 ml wody w miejsce roztworu
aminokwasu.

3. Préby wymieszaé i wstawi¢ do wrzacej tazni Wodnej na 30 minut. Po tym czasie probowki
oziebi¢, dodaé¢ po 6 ml 50% etanolu, wymieszac.

4. Wykalibrowa¢ spektrofotometr na kontrolng probe odczynnikowa i odczyta¢ warto$¢
absorbancji proby badanej przy 570 nm.

5. Uzyskane wartosci absorbancji poréwnaé z wartoScig absorbancji proby wzorcowej
wykonane;j rownolegle zawierajgcej leucyng o znanym stezeniu lub skorzystaé
z informacji, iz w warstwie 1 cm przy 570 nm 5,6 pg N (azotu aminowego) daje
As70= 0,805 + 0,008.
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Wykonanie krzywej kalibracyjnej

1. Do pigciu probowek odpipetowa¢ podane w tabeli objetosci standardowego roztworu
glicyny (o stezeniu 0,001 M), 0,4 M buforu octanowego o pH 5,5 i odczynnika
ninhydrynowego.

2. Préby ogrzewaé przez 30 minut we wrzacej tazni wodnej 1 po ozigbieniu do temp.
pokojowej doda¢ etanol.

3. Odczyta¢ absorbancje¢ przy 570 nm wobec proby odczynnikowej (proba nr 1). Wykresli¢
krzywa zaleznos$ci As7o od ilosci N w probie.

nr proby 1 2 3 4 5
0,001 M Gly [ml] 0,00 | 0,05 | 0,10 | 0,15 | 0,20
0,4 M bufor octanowy, pH 5,5 [ml] | 1,00 | 0,95 | 0,90 | 0,85 | 0,80
odczynnik ninhydrynowy [ml] 1,00 | 1,00 | 1,00 | 1,00 | 1,00
50% etanol [ml] 3,00 | 3,00 | 3,00 | 3,00 | 3,00
ilo§¢ N w probie [pug]
Asno

Uwaga! 1 M roztwér glicyny (NH,CH,COOH) zawiera w 1 000 ml 75 g glicyny, co
odpowiada 14 g azotu.

Materialy i odczynniki

— odczynnik ninhydrynowy: rozpusci¢ 2 g ninhydryny w 50 ml 2-metoksyetanolu, doda¢
25 ml 0,4 M buforu octanowego o pH 5,5, 25 ml wody i1 0,08 g dwuwodnego chlorku
cyny (II)

— 0,4 M bufor octanowy o pH 5,0

—  50% etanol

— 0,003-0,01% roztwor aminokwasu

Uwagi

Dodatek SnCl, do odczynnika ninhydrynowego powoduje redukcje czgsci ninhydryny
1 zapobiega ubocznym reakcjom utleniania, dzigki czemu obserwowana barwa prob jest
intensywniejsza 1 mozliwe jest doktadniejsze oznaczenie ilosciowe aminokwasow.

2.6.3. Oznaczanie wolnych grup aminowych za pomoca aldehydu o-ftalowego
Church F.C., Swaisgood H.E., Porter D.H., Catignani G.L. (1983) J. Dairy Sci. 66,
1219-1227.

Zasada metody

Aldehyd o-ftalowy (OPA) daje z wolng grupa aminowg aminokwasu w obecnos$ci
B-merkaptoetanolu cykliczny produkt (Rys. 2.11), ktory moze by¢ oznaczany ilo§ciowo:
spektrofotometrycznie przez pomiar absorbancji przy 340 nm lub fluorymetrycznie przez
pomiar emisji $wiatta o A = 450 nm, po uprzednim wzbudzeniu $wiattem o dlugosci fali
A =330. Powstajacy w tej reakcji zwigzek posiada krétki czas trwania (okoto 10 minut) i nie
powstaje w reakcji z proling (imina). Aby oznaczy¢ ilo$¢ proliny ta metoda, nalezy ja
wczesniej utleni¢ w reakcji z chloraming lub chloranem (VII) sodu (nadchloranem sodu). Ze
wzgledu na stosunkowo tatwa automatyzacj¢ procesu reakcj¢ t¢ wykorzystuje si¢ w analizie
sktadéw aminokwasowych bialek 1 peptydéw po uprzedniej ich hydrolizie i rozdziale
wolnych aminokwaséw w cieczowej chromatografii kolumnowe;.

S—CH;—CH;—OH
H

CHO ‘
©i + H2N—?—COOH + HS—CH;—CH;—OH —= CbN—?H—COOH
R R

CHO

Rys. 2.11. Reakcja aldehydu o-ftalowego 7 aminokwasem
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Postepowanie

1. Do 2 ml odczynnika o-ftalaldehydowego (OPA) doda¢ 50 ul roztworu aminokwasu,
wymieszac 1 po uptywie 2 minut odczyta¢ absorbancje badanej proby przy 340 nm wobec
proby odczynnikowej. Odczyt absorbancji powinien nastapi¢ w czasie nie dtuzszym niz
10 minut od zakonczenia reakcji.

2. Obliczy¢ stezenie aminokwasu w probie badanej, postugujac sie¢ krzywa kalibracyjna,
sporzadzong dla glicyny w zakresie od 3 do 30 pg.

Materialy i odczynniki

— odczynnik OPA: rozpusci¢ 3,8 g boraksull x 10 H,O w wodzie, doda¢ 2 ml etanolu,
2 ml B-merkaptoetanolu, 0,1 g SDS, 0,08 g OPA i uzupehi¢ do 100 ml; odczynnik
o-ftalaldehydowy wykonywa¢ bezposrednio przed reakcja i przechowywac nie dtuzej niz
tydzien w temp. pokojowej lub lodowce

— glicyna o stezeniu 0,6 mg/ml

2.6.4. Jednokierunkowa wstepujaca chromatografia cienkowarstwowa (TLC)

Zasada metody

Chromatografia cienkowarstwowa (TLC, ang. Thin Layer Chromatography) umozliwia
rozdzielenie mieszaniny zwigzkow na poszczegolne skfadniki dzigki réznemu stopniowi
podzialu migdzy dwie nie mieszajace si¢ ze soba fazy: ruchomg i stacjonarng. Fazg
stacjonarng (nieruchomg) jest woda zwigzana adsorpcyjnie na nosniku (np: zel
krzemionkowy, tlenek glinu, proszek celulozowy itp.) rozprowadzonym warstwa o grubosci
0,1-0,3 mm, na ptytkach szklanych, plastikowych lub metalowych. Natomiast jako fazy
ruchomej uZywa si¢ rdznych mieszanin rozpuszczalnikow organicznych.

W uktadzie utworzonym przez dwie nie mieszajace si¢ ze soba fazy ciekte oraz
rozpuszczong w nich substancje, jej stezenie w obu fazach w stanie rOwnowagi jest
wielkoscig stata, opisang prawem Nernsta:

k=t
C2
gdzie:
¢; — stezenie molowe sktadnika w fazie 1,
¢, — stezenie molowe sktadnika w fazie 2,
k — wspotczynnik podziatu.

Wspolczynnik podzialu (k) zalezy od temperatury i wiasciwosci skladnikow fazy
ruchomej, a nie zalezy od stezenia substancji rozpuszczonej. W praktyce czgscie]
postugujemy si¢ terminem: stosunek podzialu K = c;/c;, gdzie c; i ¢c; ma wymiar st¢zenia
procentowego.
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Miarg selektywnosci rozdziatu dwoch substancji A 1 B w danym ukladzie jest stopien
rozdzialu B okreslony wzorem:
Ka
Pk,
B
gdzie:
Ka, Kg — stosunki podziatu, odpowiednio: substancji A 1 substancji B migdzy faze
nieruchomg i ruchoma.
Im bardziej B r6zni si¢ od jednosci, tym rozdzial dwoch substancji jest tatwiejszy.

W czasie rozwijania chromatogramu mieszanina zwigzkéw, np. aminokwaséw,
przemieszcza si¢ w fazie ruchomej nad nieruchoma faza stacjonarng. W wyniku réznic
w_strukturze, rozpuszczalnosci, polarnosci i fadunku sktadnikéw dochodzi do specyficznych
oddziatywan na zasadzie adsorpcji i wymiany jonowej miedzy fazami, co prowadzi do
rozdziahu analizowanych zwigzkow.

Na ptytki z warstwa adsorbentu nanosimy niewielkie ilosci (kilka, kilkanascie
mikrogramow) badanych mieszanin (np. aminokwaséw) w niewielkiej objgtosci
rozpuszczalnika (5-20 ul) tak by Srednica plam byta Jak najmniejsza (1,5-2 mm). Gdy
istnieje taka potrzeba, roztwor mieszaniny mozna nanosi¢ na plytke kilkakrotnie matymi
porcjami w odstgpach czasu, ktore pozwalaja na kazdorazowe odparowanie rozpuszczalnika.

Chromatogram rozwijamy w komorze chromatograficznej nasyconej parami sktadnikéw
uktadu rozwijajacego.

Po wywotlaniu barwy rozdzielonych substancji, ich potozenie na chromatogramie
okreslane jest wartoscig wspotczynnika Ry (ang. retention value factor), ktory wyraza si¢
zaleznoscia:

odlegto$¢ srodka plamy badanej substancji od miejsca startu

£~ odlegto$¢ czota fazy ruchomej od miejsca startu

W celu identyfikacji sktadnikéw mieszaniny porownujemy otrzymane wartosci Ry dla tychze
sktadnikow z warto$ciami otrzymanymi dla pojedynczych, znanych zwigzkéw, np.
aminokwasow (roztwory standardowe). Mozemy si¢ w tym celu postuzyé rowniez
poréwnywaniem barw uzyskanych plam.

linia frontu

| miejsca naniesienia probek

linia startu

Rys. 2.12. Schemat plytki do jednokierunkowej wstepujgcej chromatografii cienkowarstwowej

Postepowanie

I. Umiesci¢ niewielkg ilos¢ uktadu rozwijajacego (2050 ml) w komorze
chromatograficznej i przykryc¢ ja.

2. Na plytce powleczonej zelem krzemionkowym zaznaczy¢ migkkim otowkiem lini¢ startu
(ok. 1 cm od brzegu ptytki) i miejsca nanoszenia probek.

3. Na zaznaczone miejsca nanie$¢ przy pomocy kapilary badane roztwory aminokwasow w

mozliwie najmniejszej objetosci (5—20 ul), pamigtajac o tym, by do kazdego nanoszonego

roztworu uzywac tylko jednej kapilary (nie mieszac¢ kapilar).

Poczekaé do wyschnigcia naniesionych probek.

Wtozy¢ ptytke do komory chromatograficznej tak, by Jej koniec byt zanurzony w uktfadzie

rozwijajacym, a linia startu byta zdecydowanie powyzej poziomu cieczy.

vk
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10.

1.

12.

Komore przykry¢ 1 rozwija¢ chromatogram do momentu, gdy czolo fazy ruchome;j
(uktadu rozwijajacego) znajdzie si¢ okoto 1 cm od konca ptytki.

Wyja¢ ptytke z komory i natychmiast otowkiem zaznaczy¢ na niej miejsce, do ktorego
dotarto czoto fazy ruchome;.

Plytke wysuszy¢ w strumieniu cieptego powietrza z suszarki do wtosow lub pozostawié
do wyschnigcia w temp. pokojowe;.

Sucha ptytke spryska¢ odczynnikiem ninhydrynowym i umiesci¢ na okofo 2 minuty
w suszarce laboratoryjnej rozgrzanej do temp. 110°C.

Po wyjeciu z suszarki obrysowa¢ wybarwione plamy aminokwasow otowkiem
i zaznaczy¢ $rodki plam.

Zmierzy¢ wszystkie odleglosci potrzebne do obliczenia wartosci Ry dla kazdej plamy
i obliczy¢ te wartosci.

Po obliczeniu wartosci Ry, kierujae si¢ otrzymanymi warto$ciami i kolorem plam okresli¢
jakosciowo sktad mieszanin aminokwasow rozdzielanych w chromatografii.

Materialy i odczynniki

plytki pokryte zelem krzemionkowym
komora chromatograficzna z przykrywka
suszarka laboratoryjna nastawiona na 110°C
kapilary
suszarka do wlosow
spryskiwacz
odczynnik ninhydrynowy (rozdziat 2.6.2)
uktady rozwijajace:
e izopropanol : kwas octowy : woda (7:2:1)
e n-butanol : kwas octowy : woda (4:1:1)
0,5% roztwory kilku wybranych aminokwasow
0,5% roztwory mieszanin aminokwasow
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