AMINOKYSELINY

Obecna struktura

STANOVENI AMINOKYSELINOVEHO
SLOZENIi BILKOVIN

1. IZOLACE (jen v nékterych ptipadech)

2. HYDROLYZA

* kysela hydrolyza pomoci HCI ( ¢ = 5 mol.dm™)
klasicky: 105 - 120°C, 18 - 24 h, inertni atmosféra,
nekdy pridavek thioglykolové kyseliny
nové: mikrovinny ohfev (trvad minuty)

@& | destrukce nékterych AA za podminek hydrolyzy
- tryptofan, sirné aminokyseliny, amidy aminokyselin
(¢aste¢né serin, threonin)

Stanoveni sirnych aminokyselin

Y Kyseld hydrolyza — oxidace kyselinou permravenci (kyseld
hydrolyza)

CH;CH-COOH 3 HCOOOH C fC‘H*COOH
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SH NH, - H-COOH NHZ
cystein cysteova kyselina

2 HCOOOH
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methionin methioninsulfon




Stanoveni tryprofanu

RN po alkalické hydrolyze, nejcastéji Ba(OH), (¢ = 5 mol.dm),
125 - 130 °C, 24 hodin

Stanoveni asparaginu a glutaminu
LN enzymovou hydrolyzou
- pepsin
- trypsin
- papain
- peptidasy

SEPARACE A KVANTIFIKACE
AMINOKYSELIN

O Chromatografie v plosném uspoiadani
0O KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE
Q Plynova chromatografie

O Elektromigraéni metody

Déleni aminokyselin chromatografii na tenké vrstvé

b==moem = === == o~ o detekee: ninhydrin
stac. fize: silikagel
mobil. Fize: 1-butanol - octovd
T kyselina - voda ( 4:1:1) 10= asparagové kys.
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w g 2 = cystin, 3. .
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1 1 = alani
$8 B3 g | trume :
H 3 © 15 @ 5 = isoleucin, 16 = glycin,
1 = feaylaliia yein,
i [ = fenylalanin, 17 = threonin,
1 @ u oo 7 = uyptofan, 18 = methionin,
== mmmmemm—s—— = = == §=arginin, 19 = tyrosin
9 = pralin,




DELENi AMINOKYSELIN POMOCI (HP)LC
Rizné typy separac¢nich mechanismu

» Chromatografie (nizkotlak4) na ménitich ionti
silné kyselé katexy - mobilni faze: pufry se vzriistajici
hodnotou pH a iontovou silou

- niz8i pH - neutralni a kyselé¢ aminokyseliny
- vzrust pH - bazické aminokyseliny

automaticky analyzator aminokyselin

» Chromatografie v reverzni fazi

casto predkolonova derivatizace

> Tontové parova chromatografie

typicky pokolonova derivatitace - snadna
automatizace, snazsi manipulace se vzorkem
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Otazka: jak detekovat aminokyseliny ?

absorbce v UV - jen aromatické aminokyseliny
fluorescence - tryptofan

zména indexu lomu (refraktometrie) - nespecifické, malo
citlivé

= potreba derivatizace

1. TVORBA DERIVATU PRO (HP)LC

zakladni aspekty zvazované pri volbé derivatizacni metody
1 Dobra LC separace analytii

1 Snadnost pFipravy derivatu, jeho stabilita, moZnost
automatizace

O Citlivost a selektivita detekce

A. Derivatizace pi‘ed separaci - prekolonova

‘ = PoZadovana tvorba stabilnich projekta

AL fluoreskujici produkty
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A2. UV- absorbujici produkty

R
F NH*CIHfCOOH
O,N O,N
+ NH;C‘HfCOOH —> + HF
R
NO, NO,
2, 4-dinitrofluorbenzen 2, 4-dinitrofenylderivat
N R
M=C=%5 HH —l‘:‘—N 4 !
R \CH — 00K
+HN —— ‘
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(FITC) Fanyythiok arb oyl (P TC ) axmeky seliny

Fenylisothiokyanat

B. derivatizace po separaci - pokolonova

‘ =musi byt velmi rychla, stabilita derivatu neni rozhodujici ‘

Nejcastejsi cinidla:
» OPA (o- ftaldehyd), fluorescence (nékdy i prekolonové)
» ninhydrin - produkty absorbujici ve viditelné casti spektra

Nejcastéjsi cinidla:
» OPA (o- fialdehyd), fluorescence (nékdy i prekolonove)
» ninhydrin - produkty absorbujici ve viditelné casti spektra
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2. TVORBA DERIVATU PRO GC

pozadavek: tékavé produkty
= nutné derivatizovat ob¢ funkéni skupiny

A. estery N-acylaminokyselin
esterifikacni Cinidla (derivatizace COOH):
isopropanol, isobutanol, n-butanol, metanol,
isobutanol...+ 3M HCI
N-acylaéni ¢inidla (derivatizace aminoskupiny):
anhydridy kyselin - pentafluor- propionové,
heptafluormaselné, trifluoroctové

R-CH-COOH R-CH-COOR’ g/ R-CH-COOR’
\ + ROH—> | RUCOR0

NH, NH, NHCOR”  + R7COOH

B. Trimethylsilylestery N-trimethylsilyl aminokyselin

R—(‘:cho()H + (CH3)38iX —> R—C‘H—coosma{s)3 + HX

NH, NH-Si(CH,),
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ANALYZA AMINOKYSELIN -
specielni aspekty

volné - izolace po okyseleni (obtiZe s rozpustnosti
leucinu, cysteinu aj.)

» Diikaz aminokyselin

a) Reakce s kovovymi ionty - barevné komplexy
s Cu?t, Fe’* aj.

R-CH—CO |
NHE-

b) Reakce s ninhydrinem (Streckerova degradace aminokyselin)




A. STANOVENiI CELKOVEHO OBSAHU
AMINOKYSELIN

» Formolova titrace

R*?H*COOH R-CH-COOH
+ HpC=0 —>
NH, 2 NH-CH,0H

—> dalsi produkt;

» Titrace karboxylové skupiny alkalimetricky
» Manometricka van Slykeova metoda

R—-CH-COOH R—-CH-COOH
‘ + HNOy2 —> (‘)H + N + Hp0

NH,

3 HNO, —> HNO, +2 NO + H,0
2NO + 0, + H,0 — HNO, + HNO,
HNO, + HNO, + 2 NaOH — NaNO, + NaNO, + 2 H,0

4. Spektrofotometrické metody

» Reakce s ninhydrinem - mérent fialového zbarvent
viz ditkaz aminokyselin

> Reakce s 2,4,6-trinitrobenzensulfonovou kyselinou

NO, NO,
OZNQSO3H + NH{.CH*COOH - OZNQSOENH*(‘?H*COOH + H0
R R

NO, NO,

B. STANOVENI NEKTERYCH
POTRAVINARSKY DULEZITYCH

AMINOKYSELIN

* Stanoveni lysinu

CELKOVY OBSAH

» Spektrofotometricka metoda -vznik komplexu s
Cu (1I) a derivatizace e-aminoskupiny 2,4-
dinitrofluorbenzenem, redukce vzniklého produktu
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» Enzymova metoda

* L-lysinkarboxylasa,
EC 4.1.1.18. (= lysindekarboxylasa)

= mérent uvolnéného oxidu uhlicitého i
kadaverinu
CH;-(CHy)CH-COOH CH;(CH,);-CH,
| | —> | |
NH, NH, N NH,

lysin

kadaverin

+ CO2

&

analyt ze vzorku = jednoduché provedeni

\;

slou¢enin, méfi se jednotlivé analyty

CHARAKTERIZACE ENZYMOVYCH METOD

o reakce jsou specifické = neni tfeba selektivné izolovat

specifita enzymu - ve vztahu k typu katalyzované reakce
- pro dany substrat, ktery je konvertovin

o nelze ziskat informaci o jednotlivych komponentach spektra




¢ VyuZzitelny lysin
> Spektrofotometricka metoda

2
R-NH-CH-CO-R’
\ + ON F —
(CH,)7NH,
R-NH-CH-CO-R’ o R NHGH-COOH
| 2
(CH,)7NH No, —> (CH,)7NH NO,
(HCI
NOJ NOJ

* Stanoveni hydroxyprolinu
» Spektrofotometricka metoda
HC, ~CH=0H
OH /NOCHZO
U H202 H,C
—> HN-CH=C-CH=CH-COOH ————>
N7 CooH  -2H20 |

OH -H20
H

HC
3
— N @CII:N{I I=C—CH=CH-COOH
H,C

3 OH

Vyuziti: Stanoveni obsahu kolagenu v masnych vyrobcich

(prili§ vysoky obsah kolagenu je znamkou nadmérného
obsahu pojivové tkane)

Obsah kolagenu se ziska vynasobenim obsahu hydroxyprolinu faktorem 8.0

¢ Stanoveni tryptofanu
> Spektrofotometricka metoda

meéreni intenzity zbarveni s N, N - dimethylamino-
benzaldehydem v pritomnosti HNO,

¢ Stanoveni glutamové kyseliny
» Enzymové metody

L-glutamat 1-karboxylasa
?HZ*CHZ*FH*COOH _— C‘I-IZ*CHZ*CI-[2 + CO2
COOH  NH, COOH  NH,

mozno stanovit 4-aminomdselnou kyselinu nebo CO,




L-glutamat: NAD oxidoreduktasa

CH,~CH,-CH-COOH ——————————> CH,~CH,~CH—-COOH

! NAD* 1o ‘ +NADH + NHj*

COOH  NH, COOH  NH,
mozno stanovit 2- I 1
oxoglutarovou ""‘:ﬂ = ]
kyselinu nebo NADH 1714
(primo v ultrafialové 11 3%hmy (NADH)
oblasti spektra nebo : AN
po nasledné enzymové : L k_/ o :\‘
reakci ——
Bbsorption spectra of NAD (NADP; ond WADH (NADPH)
NAD (P} 1 -aden ] t

1. NADH + H" + diaforasa-FAD (red. NAD: lipoamid
oxidoreduktasa, EC 1.6.1.3.) > NAD" + diaforasa-FADH,

2. diaforasa-FADH, + tetrazolinova stil — diaforasa-FAD +

formazan
X-
r‘\‘l—w—kl 2 H I‘\‘IfNHfR\
N >
C. _N—R Coy2N~Re
Ry N7 2 - XH Ry “N?
tetrazoliova sul formazan
L-glutamét: FAD oxidoreduktasa
CH,~CH,~CH-COOH
CH,~CH,~CH-COOH FAD, 02, HoO 1
I i — T . > COOH O
COOH  NH,

+FADH2 + H202 + NH2

mozno stanovit 2-oxoglutarovou kys., kyslik nebo peroxid vodiku

¢ Stanoveni sirnych aminokyselin
*  Titracni argentometricka metoda
2 R-SH +2 AgNO; — R-S-S-R + 2 Ag + HNO,
redukce disulfidii :
R-S-S-R +Na,SO; + H,0 — 2 R-SH + Na,SO,
*  Spektrofotometricka metoda

FO-CH  CH,-cH-COOH GO~CH,
CHy-CH,N H + o — > CHyCHN
3 SH NH, \
CO-CH 2 CO-CH—SCH;~GH-COOH
N-ethylmaleinimid NH,
redukce disulfidii:

R-S-S-R + NaCN + H,0 — 2 RSH + NaCNO

10



¢ Stanoveni riznych aminokyselin

*  Prolin (ninhydrin, HCOOH)

*  Arginin (8-hydroxycholin, HCOOH)

+  Kreatin, resp. kreatinfosfat (biacetyl, 2-naftol;
enzymové stanoventi)

+ Kreatinin (pikrova kyselina, enzymové stanoveni)

ANALYZA PEPTIDU

Karnosin, anserin: histidylalaninové peptidy

reakce s 2, 4-dinitrofluorbenzenem

2, 6-dioxopiperaziny ( cyklické dipeptidy)
chromatografické metody

Vyssi peptidy - chromatografické metody, LC/MS

DalSi dusikaté slou¢eniny

« nukleotidy (volné
nukleotidy), nukleosidy, wore lae
baze nukleovych kyselin i- or |
* aminy, biogenni aminy g s
* dusitany, dusi¢nany =
i AMP
i TR
t GOP
AWIVING
: : .
o 5 L , 20 EL] a0
RETENTION TIME (Menutes)

Stanoveni nukleotidi v hovézich jatrech
(HPLC/UV, ionex)
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