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Zbigniew PRASAL

Badania poréwnawcze nad kompleksami rteci i miedzi z aminokwasami

CpaBHHTe.TILHOG HU3YyUYEeHME KOMIIJICKCHBIX coeMHEeHUA PTYT™ M Meau
¢ AMHHOKHMCJIOTAMM.

Comparative Studies on Amino Acid Complexes with Hg and Cu

W pismiennictwie znane sg prdéby stosowania zwigzkéw rieci do oznaczania
tryptofanu, podejmowane przez Folina i Ciocalteu (4), oraz Folina
i Marenzi (5). Badania wlasne nad kompleksami aminokwasowo-rteciowymi
mialy réwniez na celu wykorzystanie ich wtasno$ci do iloSciowych oznaczen
aminokwaséw. Na korzy§é stosowania kompleksow aminokwasowo-rteciowych
przemawialy: mate zrbéznicowanie barwy plam poszczegélnych aminokwasow
utrwalanych solami rteci, stosunkowo wysokie stale nietrwatosci (log K. kom-
plekséw aminokwasowo-rteciowych (6, 9), oraz mozliwo$¢ podwyzszenia czuto$ci
oznaczen azotu aminowego w pordéwnaniu do metody komplekséw miedziowych
{masa atomowa rteci okolo trzykrotnie wieksza, natomiast czulo§¢ oznaczen kolo-
rymetrycznych miedzi i rteci tego samego rzedu).

Powyzsze cechy kompleks6éw rteci z aminokwasami byly zachecajace do prze-
prowadzenia badan poréwnawczych z odpowiednimi kompleksami miedzi w celu
opracowania metod ilo§ciowych do oznaczen azotu aminowego lub tez poszcze-
golnych aminokwasow przy zastosowaniu zwigzkéw rteci.

I MATERIAL, ODCZYNNIKI, APARATURA I METODY

1. Material badany

Aminokwasy wzorcowe (wszystkie w formie DL): glicyna, alanina, fenylo-
alanina, tryptofan, histydyna, leucyna, walina, lizyna, cytrulina, hydroksyprolina,
metionina, kwas g-aminomastowy, kwas glutaminowy, kwas asparaginowy, aspa-
ragina, seryna, treonina i tryptofan (wszystkie firmy L‘ght), oraz arginina (firmy
Fluka). Aminokwasy suszono w temp. 120°C w ciggu 1 godz. (3) i sporzadzano roz-
twory wodne. Tyrozyne i tryptofan rozpuszczano w 1% kwasie siarkowym.
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2. Odczynniki i substancje specjalne

a) kompleksy rteciowe: Hg,;(PO,),, Bufor fosforanowy 1—15-m pH 7,4, Octan sodowy

0,2 m, H,S0, 1%.

Roztwor zelazocyjanku: 0,076 g K,Fe(CN)s : 3H,0 rozpuszczono w 100 ml wody
redestylowanej z dodatkiem 1 ml 10% Na,SO;.

Dwupirydyl 0,59/, roztwoér alkoholowy.

Roztwoér wzorcowy Hg(II): 1 m Hg(NO;), sporzadzono z przedestylowanej rteci.

b) kompleksy miedziowe: CuyPO,),, Bufor boranowo-weglanowy (Atkinsa
Pantina) pH 7,4, Na,PO, 5%, Dwuetylodwutiokarbaminian sodowy 59.

Roztwor wzorcowy Cu(ll): 3,926 g CuSO, ' 5H,0 rozpuszczono w 1 I

3. Aparatura i sprzet

Pehametr firmy Piezoelektronika z elektroda szklang typ S-21 i kalomelowa
typ K-55.

Kolorymetr MGF Havemanna.

Wytrzasarka wbudowana w termostat powietrzny typ GW firmy Horyzont,
Krakéw.

Wiréwka elektryczna WE1, ilo§é obrotéw 1000-—5000/min.

Probéwki ze szlifem ca 25 ml.

4. Metody

a) Metoda Abegga i Bodlindera (1, 2): Polega na okre$laniu réw-
nowagi miedzy roztworem aminokwasu i trudno rozpuszczalng sola, zawierajacay
wspdlny kation z Srodkowym jonem kompleksu. b) Metoda wiasna (10): Rtec
zwigzang w rozpuszczalnym kompleksie oznaczano kolorymetrycznie na zasadzie
uwalniania Fe(II) z zelazocyjanku przez Hg(II) i tworzeniu czerwonego roz-
puszczalnego kompleksu dwupirydylowo-zelazawego. c¢) Metoda komplekséw mie-
dziowych Spiera i Paschera (8, 11).

II BADANIA WELASNE

Opracowanie optymalnych warunkéw tworzenia
komplekséw aminokwasowych z rtecig

A. Dobér odpowiedniego buforu i pH.

Aminokwasy wytrzasano przez 1 godz. z badanym buforem i nie-
wielkg ilosScig trudno rozpuszczalnej soli rteci. Odwirowywano i pobie-
rano do analizy na rte¢ (II) 0,1 objetosci roztworu znad osadu. Réwno-
legle w podobny sposéb postepowano z probg kontrolng. Wyniki
absorpcji, jako Srednie z kilku pomiaréw, zamieszczono w tab. 1, 2 i 3.
Ze stosowanych buforéw najodpowiedniejszym do badania komplekséow
rteciowych byt roztwér buforu fosforanowego i octanu sodowego o pH 7,4.

Optimum pH dla reakeji tworzenia komplekséw rteciowych bylo
7,1-—7,4. Bufory o pH > 7,5 jak réwniez o pH < 7 nie nadawaly sie
(w pierwszym wypadku warto$¢ absorpcji préby kontrolnej byta bardzo
wysoka, w drugim tworzenie komplekséw przebiegato stabo).
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Tab. 5. Oznaczenie stosunkdéw stechiometrycznych i atomowych dla kompleksow
rteciowych i miedziowych poszczegdélnych aminokwasow
Determination of stoichiometric and atomic relationships for mercury and copper

complexes with separate amino acids
Rodzaj ng He Stosunek vg Cu !Stosunek
amino- ugaN w 0.1 N/Hg |atomowy w 0.1 N/Cu jatomowy
NH, czesci czesci ! i
kwasu B Nyp,:Hg i Nypg,:Cu
proéby | proby
135 44 0,306 29 0,466
202,5 59 0,342 44 0,459
Glicyna 270 99 0,272 4:1 2:1
337 108 0,306
405 114 0,350 5:1 90 0,450
160,2 40 0,400 32 0,500
Alanina 320,5 79 0,505 6:1 60,5 0,529 5:2
471 97 0,484
114,6 34 0,335 8 1,425
Leucyna 229,2 685 | 0,334 5:1 6 3,816 0
296,5 94,5 | 0,303 7 4,080
135,6 21 0,642 28 0,482
Walina 226,1 39 0,580 0 49 0,491 0
452 32 0,551
142 26 0,664 23,5 0,624
Lizyna 293,5 56 0,524 0 46 0,637 3:1
587 105 0,559
| ]
124,8 28 0,449 18,6 0,675
Metionina 249,5 58 0,453 6:1 13,5 0,844 0
499 109 0,457
81,9 17 1 0,481 16 0,613
Cytrulina 102,4 52 0,463 0 18,5 0,551 5:2
204,8 56 0,364
82,1 20 0,410
Hydroksy- | 164’ 45 0,364 5:1 39 0420 | 2:1
prolina 328,4 88 0,372
11,2 13 0,086 1,5 0,747
22,4 25 0,083 3,5 0,640
44,8 50 0,089 .
Tryptofan | 44 59 0,093 4:3 6 0,933 0
78,4 86 0,091
112 123 0,087 1 11,200
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0,350 (w granicy bledu doswiadczalnego + 5%) (Tab. 6). W innych
mieszankach skladajacych sie z przewagi aminokwaséw dajacych kom-
pleksy trudno rozpuszezalne stosunek N/Hg byt zupelnie inny (0,600)
i nalezaloby dla tego stosunku przyja¢ hipotetyczny sklad 8Nnu,:1Hg.

Kompleksy miedziowe w przypadku badanych mieszanek amino-
kwasowych wykazywaly mniejsze odchylenia stosunku N/Cu od teore-
tycznego sktadu 2Nnp, : 1Cu niz rteciowe od skiadu 5Nnp, : 1Hg. Jednak
i tutaj blad oznaczenia azotu aminowego wahal sie w granicach —2%
do +15%. (Tab. 6).

Na szczegblng uwage zastugiwalo zachowanie sie tryptofanu w kom-
pleksach rteciowych. Tryptofan mial najmniejszy ze wszystkich prze-
badanych aminokwaséw stosunek stechiometryczny N/Hg (0,080). W da-
nych warunkach do$wiadczenia kompleks tryptofanowo-rteciowy miat
sklad 4N :3Hg i w zakresie stezen 10--120 wug o Nyg /10 ml zachowy-
wal swo6j sklad i stosunek N/Hg. Natomiast kompleksy tryptofanowo-
miedziowe wykazywaly znaczng rozbieznosé stosunku N/Cu (0,6—11,2)
i brak jednolitego sktadu. Roéznice te spowodowane byly trudna rozpu-
szczalno$cig kompleksu tryptofanowo-miedziowego (7).

Metoda komplekséw rteciowych nie nadawala sie do oznaczen azotu
aminowego w plynach biologicznych (przeszkadzaly chlorki) i miesza-
ninach aminokwasowych z przewagg aminokwaséow tworzacych trudno
rozpuszczalne kompleksy rteciowe. Natomiast nadawata sie do oznaczen
azotu aminowego dla wiekszodoi poszczegélnych aminokwaséw z wy-
jatkiem waliny, lizyny, cytruliny, argininy i kwasu glutaminowego, oraz
mieszanin zawierajgcych aminokwasy o zblizonym stosunku N/Hg.
Latwo rozpuszczalny kompleks tryptofanowo-rteciowy, w przeciwien-
stwie do kompleksu tryptofanu z miedzig, moze by¢ wykorzystany do
kolorymetrycznego oznaczania tryptofanu.
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PE3IOME

YcTaHOBJIEHB! OIITMMAJIBHBIE YCJIOBMS 00pa30oBaHMA PTYTHBIX KOM-
IJIeKCOB ¢ aMuHOKMcJyiotamy, IIpumensasca meton Aberra u Bopsaenpepa
(dbocdarnenit 6ydop m ykycHslt anerar pH 7,4, docdar prytH, TpyAa-
HOPacTBOPHUMEBIIL.

OnpeneseHbl cTeXMOMETPHYECKME M AaTOMHbIE COOTHOILUEHMA PTYT-
HBIX M MEIHBIX KOMIIJIEKCOB AJA 19 OTHENBHBIX aMMHOKMCIOT M 2 aMu-
HOKUCJIOTHBIX CMECEM.

Pryte u mMenpb, cBA3aHHBIE B KOMILIEKCHI C AMMHOKMCJIOTaMM, OIIpe-
Aensauck KoJiopuMmeTrpudecku. PaszpaboraH wmeToxn omnpeneseHMA aMu-
HOBOTO as0Ta MAJsA OOJBIUMHCTBA OTHAEJBbHBIX aMMHOKMCIOT M CMeceH,
COCTOAIIMX M3 AaMUHOKMUCJOT C TOAOOHBIM CTEXMOMETPHUYECKUM COOTHO-
mrennem N/Hg.

Xopoiuas PacTBOPUMMOCTL M Haubosiee HM3KOe CTEXMOMETPUYECKoe
COOTHOLIIEHME KOMIuIeKca TpuUntodaH-pTyTs B IPOTUBOIOJOXKHOCTD
K KoMIulekcy TpunrodaHa C MeAbIO JejlaeT BO3MOKHBIM OlIpeleseHyne
Tpunrocgpana B npepenax 10—120 ur o-NH2 B 10 ma KoJ0pMMeTpUYECKUM
METOZOM.

3aMeTHOEe BJIMAHME XJIOPUIAOB Ha pPe3yJbTaThbl ONpPEAeJIeHMIT aMUHO-
BOIO a30Ta B OMOJIOTMYECKOM MaTepmuaJsie 3aTpyAHAET NPMMEHEeHMe pac-
CMaTpPMBAEMOIO PTYTHOTO MeTOJla [JIA 9THX ULeJeN.

Ta6a. 1. Bausuue Gydopos ¢ pH 7,4 Ha pesyabTaThl aGcopOuUHH.

Ta6n. 2. Xog a6copGunm KOHTPONbHOH Tpo6ul B 3aBucuMocti or pH (docgarumil
6ydop, Hgs(PO,),.

Tad6a. 3. Buausuue pH nua pesyasbrathl abcopGuuu.

Ta6n. 4. Bauguue TPyAHOPACTBOPHMBIX COEQHHeHHil PTYTH Ha pe3y/bTaThi abGCOPOUMH.

Ta6a. 5. Onpenenedne CTEXHOMETPHYECKHX H AaTOMHBIX COOTHOLIEHHIT AMS PTYTHHIX
M MeIHBIX KOMIIJIEKCOB C OTAe/bHbIMH aMHHOKHCJIOTAMH. .

Ta6a. 6. Onpenenenve CTEXHOMETPHUECKHX M ATOMHBIX COOTHOLIEHHH AJNS PTYTHBIX
H MEAHBIX KOMILIEKCOB IJ5 CMECH aMHHOKHCJIOT.









