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INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI
Princip ionexové chromatografie a analyza aminokyselin

Teoreticka Cast: vysvétleni principu ionexové (iontové) chromatografie, ptiprava vzorku pro

analyzu aminokyselin (kysela a alkalicka hydrolyza), derivatizace

Prakticka ¢ast: piedvedeni analyzy realného vzorku s ohledem na obsah aminokyselin.

l. UvoD
1. Aminokyseliny

Aminokyselina je v chemii obecné jakakoliv molekula obsahujici karboxylovou (-COOH)
a aminovou(-NH,) funk¢ni skupinu. V biochemii se vétSinou timto terminem rozuméji pouze
alfa-aminokyseliny, tj. takové, ve kterych jsou ob& skupiny navazany na stejném uhlikovém
atomu. V jest¢ uzsim smyslu (naptiklad v molekularni biologii) se timto pojmem vétSinou rozumi
biogenni alfa-L-aminokyseliny - 20 zakladnich stavebnich slozek v§ech proteint.

AZ na nepatrné vyjimky jsou vSechny proteiny ve vSech Zivych organismech sestaveny z
pouhych 20 druhii aminokyselin. Posloupnost (sekvence) téchto aminokyselin uruje primarni
strukturu proteinu. Funkce proteinu zavisi predev$im na jeho terciarni piipadné kvartérni
struktufe, ktera je kromé sekvence aminokyselin ddna mnoha dal$imi faktory, napt. okolnim

prostiedim. Sekvence aminokyselin v proteinech je kodovana genetickym kodem tripleti DNA.

1.1  Reaktivita
Nositelem reakci je karboxylova a aminova skupina aminokyselin. Aminokyseliny mohou
tvofit soli, diky karboxylové skupiné probiha esterifikace, aminova skupina umoziiuje acetylaci.
Odstranéni karboxylové skupiny se nazyva dekarboxylace, odstranéni aminové skupiny
pak deaminace. Dulezitou reakci béhem metabolismu aminokyselin je transaminace, presun

aminove skupiny z jedné molekuly na druhou.
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Vznik peptidové vazby je reakce, pii které reaguji alfa-karboxylova skupina jedne
aminokyseliny s alfa-aminovou skupinou druhé za odstépeni molekuly vody. Toto fetézeni

vvvvvv

aminokyselin.

1.2 Rozpustnost
Aminokyseliny se snadno rozpoustéji v polarnich rozpoustédlech (voda, ethanol), v

nepolarnich rozpoustédlech jsou nerozpustné.

1.3  Naboj

Kazda aminokyselina obsahuje aspon dvé kyselé skupiny, které jsou schopné disociace: -
COOH a -NHjs" a tvoii konjugované zasady -COO™ a -NH..

V roztoku jsou kyselina i jeji konjugovana zasada v protonove rovnovaze:

R-COOH «> R-COO™ + H*

R-NH3" <> R-NH;, + H*

Jak se ustavi rovnovaha, zélezi na pH prostfedi, tedy na koncentraci protonti v okoli.
Karboxylova skupina je siln¢jsi kyselina a proton snadnéji odStépuje nez ptijima.

Pti nizkém pH, kdy je koncentrace vodikovych iontl v roztoku vysokd, obé dvé skupiny
vazi proton. Pii stoupajicim pH se nejprve uvolni proton vazany v karboxylové skupiné, protoze
ta ma mensi disocia¢ni konstantu: pti pH krve (7,4) nebo cytoplasmy (7,1) existuje karboxylova
skupina pouze jako karboxylatovy ion R-COO ", zatimco aminoskupina je protonovana kyselina
R-NHs". Vznika tak amfiont, obojetny ion, ktery nese kladny i zaporny naboj.

Pokud je pH vysoké, uvolni se proton i z aminoskupiny a obé dvé funkéni skupiny se

nachazi ve stavu konjugované zasady.

1.4 Izoelektricky bod
Izoelektricky bod je takova hodnota pH, pfi které ma dand aminokyselina nulovy volny

elektricky naboj - nachazi se ve formé amfiontu, ktery se nepohybuje v elektrickém poli.
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Izoelektrické pH u aminokyselin, které maji dvé disociovatelné skupiny, lezi uprostfed hodnot

pK na obou stranach izoiontového uspotadani:
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obsahuji i jiné funkéni skupiny, napiiklad kyselina asparagova, lysin nebo tyrosin.

1.5  Diikaz aminokyselin — ,,Derivatizace"

Aminokyseliny se prokazuji reakci s ninhydrinem nebo fluorescaminem. Ninhydrin
dekarboxyluje aminokyseliny na oxid uhlicity, amoniak a aldehyd, redukovany ninhydrin pak
reaguje se vzniklym amoniakem za vzniku modrého komplexu. Tato reakce je zakladem
kvantitativniho stanoveni aminokyselin. Fluorescamin je citlivéjsi ¢inidlo, které umoznuje odhalit

i nanogramova mnozstvi aminokyselin.

1.6 Aminokyseliny v Zivych organismech

Aminokyseliny jsou soucasti proteini a peptidi, tedy strukturnich bilkovin, enzymu i
mnoha hormond. To ale neni jejich jedina funkce, jsou potfeba jako darci uhlikovych fetézct k
syntéze porfyrint, purinii nebo pyrimidint, pfimo se ucastni syntézy mocoviny. Jejich derivaty,
biogenni aminy, slouzi krom¢ jiného jako neurotransmitéry pii nervovém pienosu (dopamin,
noradrenalin aj.) nebo jako latky, které ovliviuji rast bun€k (spermin, spermidin) Rozkladem
nékterych aminokyselin v odumfelych té€lech organismi vznikaji tzv. mrtvolné jedy - pachnouci
latky putrescin a kadaverin.

Nadbytecné aminokyseliny, které nejsou hned zabudovany do proteinli, nejsou
skladovany, ale jsou zbaveny dusiku a rozlozeny. Pii svém katabolismu poskytuji uhlikové
kostry, které jsou dale zuzitkovavany. Podle toho, do které metabolické drahy vstupuji a jaky
muze byt jejich kone¢ny produkt, se aminokyseliny déli na aminokyseliny glykogenni, ketogenni
a takové, které jsou glykogenni 1 ketogenni. Glykogenni aminokyseliny mohou byt pfeménény na
glykogen, ketogenni pak na tuk.

V organismu neustdle probihd obnova proteinii a tedy i obména jednotlivych

aminokyselin. Aminokyseliny jsou syntetizovany de novo nebo pfijimany s potravou; vyssi
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zivoCichové ztratili schopnost tvofit nékteré aminokyseliny a jsou zavisli na jejich pfisunu zvenci

- tyto esencialni aminokyseliny jsou nutnou soucasti stravy. Rostliny a bakterie maji stale
schopnost tvofit tyto aminokyseliny, protoZze u nich nachazime metabolické drahy, které
zivoCichiim chybéji - naptiklad Sikimatova cesta k syntéze rozvétvenych aminokyselin.

Poruchy metabolismu aminokyselin jsou pfi¢inou nékterych vrozenych chorob, jako je

fenylketonurie, tyrosinosa nebo nemoc javorového sirupu.

2. lonexova chromatografie

lonexova chromatografie (chromatografie na iontoméni¢ich) je metoda chromatografie,
kde stacionarni faze je ionex. Pfi tomto zplisobu chromatografie zachycuje sorbent urity typ
iontl vyménou za jiny iont. Podstatou je chemicka reakce:

-RY + X—-<=>-RX + Y- pro anex
-RY + X+ <=>-RX + Y+ pro katex

kde Y- a Y+ jsou vyménitelné ionty, které jsou vazany na funk¢ni skupiny ionexu. Pt
iontové vymeéné difunduji sorbované ionty z okolniho roztoku do ionexu, vytésnuji a vyménuji
ekvivalentni mnozstvi jinych iontli vdzanych na jinych vyménnych skupinach. Tento pochod je
obousmérny, takze v ur€itétm okamziku dochézi k wustaveni rovnovahy. V ionexové
chromatografii se vsak nikdy nevyuzivd plnd vyménna kapacita ionexu, o celkové rychlosti
vymeény rozhoduje predevsim difize kapalinovym filmem a u velmi zfedénych roztokt také
difuze ionexem.

Pfi technice iontové vymény jde o separaci iontl, proto je vzdy pouzivana vodna mobilni
faze. Stacionarni faze (iontoméniC, ionex) je zpravidla makromolekuldarni matrice obsahujici
kyselou nebo bazickou funkéni skupinu. Katexy jsou iontoménice s kyselou funkéni skupinou
(sulfo-kyselina, karboxylova kyselina) nesouci zaporny naboj, anex obsahuje bazickou funkéni
skupinu (aminoskupinu) a je nositelem kladného naboje. lon obsazeny v ionexu byva vyménén za
ion obsazeny v mobilni fazi nebo ve vzorku a na principu soutézeni ionexu o tyto ionty dochéazi k

separaci.
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Podobn¢ probiha také ligandova vymeéna, kdy na iontomeéni¢i, obvykle katexu, je

zachycen iontovou vyménou vhodny kov, na takto upravenou kolonu se ptivadi mobilni faze
obsahujici latku schopnou vytvaret s vazanym kovem komplex (ligand). K separaci na jednotlivé
slozky dochdzi na zakladé vzajemné relace stabilit vytvoifenych komplexii délenych sloucenin a
vazaného kovu. IontoméniCova technika se vyuziva jak pti ptipravé vzorkl pro chromatografické
analyzy (SPE), tak ve vysoce ucinné kapalinové chromatografii ziidka v plosném uspotadani

kapalinové chromatografie.
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II. PRAKTICKA CAST
3. Chemikalie

Podle navodu od vedouciho cvi¢eni budou pfipraveny pufry pro analyzu aminokyselin do
250 ml odmérnych bangk.
Dale budou piipraveny zasobni roztoky aminokyseliny lysinu o dvou koncentracich 1 a 10

MM do mikrozkumavek o objemu 1 ml.

4.  Priprava vzorku (kyseld hydrolyza)

Redlny vzorek rostliny (0.3 g svézi hmotnosti) se zvazi a nasledné nadrti na co nejmensi
kousky. Nadrcené kousky rostliny je nutné kvantitativné pfevést do specialni plastové nadobky
z plastu odolného vuc¢i agresivnimu prostiedi. K takto pfipravenému vzorku se ptidda 6 ml
koncentrované kyseliny chlorovodikové. Nadobka se uzavie a necha se po dobu 24 hodin

hydrolyzovat pti 120 °C v termobloc¢ku.

5. Aminoanalyzator
Ptipravené pufry se zapoji na piislusnd mista v pfistroji a cely systém se pod dohledem
obsluhy odvzdusni. Nésledné bude pfistroj naprogramovan a pfipravené vzorky lysinu o dvou

koncentracich budou analyzovany.
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