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Spektrofotometryczne oznaczanie DNS-aminokwasow

CnekTpodoTomerpuyeckoe onpepesienye DNS-aMMHOKUCIOT

Spectrophotometric Determination of DNS Amino Acids

Do iloSciowego oznaczania DNS-aminokwaséw uzywa sie réznych fluorescen-
cyjnych sposob6w na no$nikach bibulowych lub zelowych (1, 6, 13), w eluatach (2, 5,
12) oraz w wyciekach kolumny (9, 10, 14). Wszystkie przedstawione metody opieraja
sie na cennej i nie zawsze dostepnej aparaturze. Wobec faktu, Ze dansylacja (4)
znajduje coraz szersze zastosowanie w badaniach struktury I-rzedowej peptydéw
i bialek, zachodzi praktyczna poV¥rzeba uproszczenia oznaczen DNS-aminokwaséw,
Temu celowi stuzg wysitki podjete w kierunku opracowania takiego sposobu, ktory
bytby oparty na podstawowym wyposazeniu i jednocze$nie dawal gwarancje otrzy-
mywania poprawnych wynikéw, DaliSmy juz temu wyraz poprzez opracowanie
techniki planimetrycznej (7, 8).

Przedstawiona praca jest kontynuacja tych badan i stanowi prépe rozszerzenia
ich o spektrofotometrie w ultrafiolecie.

MATERIAY, I METODY

Odczynniki i wzorce pochodzily z Centrali Chemicznej w Gliwicach.

Chlorek wapnia bezw. — chlorek wapnia cz.d.a. prazono ma palniku gazowym
w tyglu porcelanowym przez 6 godzin, Metanol bezw., — metanol cz.d.a. z chlorku
wapnia bezw. Zestaw osiemnastu standardéw DNS-aminokwasoéw firmy Sigma.

Dla kazdego wzorca sporzgdzano metanolowe roztwory o koncentracji: 10X, 20X,
30X, 40X, 50X10-? mola/ml. Roztwory przechowywano w probéwkach ze szklanymi
szlifami MF 24/1/5 firmy Quickfit.

Pomiaréw absorbancji dokonano w zakresie 240-—380 nm w kwarcowych na-
czynkach o 1 em warstwie przepuszczajgcej i przy uzyciu spektrofotometru VSU-2P.

Warto§é proponowanej techniki oznaczen DNS-aminokwaséw oceniono poprzez
analize statystyczng uwzgledniajac: wspdiczynniki korelacji ,r6wnania prostych re-
gresji oraz fest F do sprawdzenia hipotezy zerowej H, (3, 11).
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Wyznaczanie widma UV DNS-aminokwasow

Przedmiotem badania bylo osiemna$cie wymienionych standardéw w metano-
lowych roztworach o stezeniu 50X10~° mola/ml. Dokonano pomiardéw absorbancji
co dwie jednostki w zakresie 240—380 nm. Rycina przedstawia ma przykladzie DNS-
-proliny typowe dla wszystkich DNS-aminokwaséw widmo o charakterystycznym
maksimum przy 252 nm.
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Ryec. 1. Widmo absorpcyjne DNS-proliny

The absorptive spectrum of DNS-proline

Absorbancja przy 2562 nm dla ré6znych stezen
DNS-aminokwaséw

Odczytane absorbancje (Ap) przy 252 nm dla wszystkich wzorcéw i stezen za-
mieszczono w tab. 2.

Statystyczne opracowanie wynikéw

Na wstepie okreflano zalezno$¢ liniowg miedzy absorbancjg i stezeniem w ukla-
dzie wspélrzednych, a dopiero nastepnie potwierdzono jg przez wyznaczenie wspbt-
czynnik6w korelacji (r) oraz réwnan prostych regresji dla wszystkich DNS-amino-
kwasow. Wspbdlczynniki kierunkowe a i b réwnan regresji o ogdlnej postaci (wzér 1)
obliczano za pomocg wzoréw 2 i 3.

y=atbx————— — — —— 1

_ nxy—32xZX%y 9

nZ x2-—(2x)? )

a= Ey—bEx _______ 3’
n

gdzie: x — stezenie DNS-aminokwaséw w molach/ml, y — absorbancja przy 252 nm,
n — ilo§¢é prob odpowiadajgca stosowanym stgzeniom DNS-aminokwasow.
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Wstawiajac do wzoru 1 stosowane stgzenia DNS-aminokwaséw (¢) obliczano
absorbancje teoretyczng Aq. Uwzgledniajagc powyisze otrzymano zalezno§é (wzor 4):

Nastepnie we wzorach 1, 2 i 3 dokonywano odwrotnej operacji, wstawiajac
absorbancje zamiast x oraz stezenie DNS-aminokwaséw w miejsce y. W ten sposéb
doprowadzono wzo6r 1 do postaci przedstawionej wzorem 5 z nowymi wsp6btczynni-
kami kierunkowymi a’ i b”:

cr=a’+b’Ap——— —— — — 5.
gdzie: cr — steZenie teoretyczne DNS-aminokwaséw w molach/ml, A, — absorban-
cja do$wiadczalna przy 252 nm.

Wspélczynn\i‘ki'korelacji, réwnania 4 i 5 badanych DNS-aminokwas6w zesta-
wiono w tab. 1. Dalsza stosowang czynnos$cig bylo sprawdzenie hipotezy zerowej
przy wykorzystaniu testu F:

/ .
}V Hotog=wp=..=0y i $;=F:=..=fy
Tab. 1. Wspélczynniki korelacji (r), rownania prostych regresji przedstawiajgce za-
leznoSci absorbancji teoretycznej (Arp) i stezenia (c) oraz stezenia teoretycznego (cp)
i absorbancji do$wiadczalnej (Ap) poszczegblnych DNS-aminokwaséw (DNS-AK)
The coefficients of correlation (r) the equation of the straight lines of the regression
showing the dependence of the theoretical absorbance (Ag) and concentration (c)
and theoretical concentration (cy) and experimental absorbance (Ap) of individual
DNS-amino acids (DNS-AK)

Lp. DNS-AK r Ar=a+bc cr=atb Ap
1 DNS-Ala 0,990 Ar= 0,4+11,56 ¢ cp=—0,027-0,087 Ap
2 DNS-Arg 0,990 Ap=—0,7+10,09 ¢ ep= 0,102+0,099 Ap
3 DNS-Asp 0,999 Ar=—84+1232 ¢ cr= 0,705+0,081 Ap
4 DNS-Asp-NH, 0,990 Ar=-—3,1+1251 ¢ cr= 0,26140,080 Ap
5 DNS-Cys-SH 0,990 Ar= 6,9+11,90 ¢ cp=—0,558-1+0,084 Ap
6 DNS-Fen 0,998 Arp= 18,0+ 9,62 c cp=—1,3404+0,104 Ap
7 DNS-Glu 0,990 Ar=-3,7+10,59 ¢ cr= 0,358+0,094 Ap
8 DNS-Glu-NH, 0,990 Ar= 0,0+ 8,98 ¢ cr= 0,016+0,111 Ap
9 DNS-Ileu 0,999 Ap=+22+ 950 ¢ cp=—0,08210,105 Ap
10 DNS-Liz 0,990 Ar= 2,7+11,93 ¢ cr=—0,218+0,084 Ap
11 DNS-Met 0,999 Ar= 13,7+ 9,27 ¢ cp=—1,449+0,108 Ap
12 DNS-Pro 0,999 Ar=-—36+10,76 ¢ cr= 0,34240,093 Ap
13 DNS-Pro-OH 0,990 A= 04+1268 ¢ cp=—0,200-+0,079 Ay
14 DNS-Ser 0,990 Ar= 3841352 ¢ cp=—0,440+0,074 Ap
15 DNS-Tre 0,999 Ap=—52+ 8,50 ¢ ep= 0,624+0,118 Ap,
16 DNS-Try 0,998 Ap= 21+1223 ¢ cr=—0,161+0,082 Ap
17 DNS-Tyr 0,998 Ar= 19,1+2501 ¢ cp=—0,691+0,040 A}
18 DNS-Wal 0,999 Ar= 16,0+ 8,02 ¢ cr= 2,008+0,125 Ay

Wreszcie w oparciu 0 wzér 4 obliczono absorbancje teoretyczne (Ag) i umiesz-
czono je w tab. 2 obok absorbancji doS§wiadczalnych (Ap). Ostatecznie dokonano
oceny bledu (B) przy pomocy stosunku odchylen Ar 4 Ap do Ap wedlug:

B= A= A1) 1004 ___ ¢,
Ap
Obliczone (na podstawie wzoru 6) warto§ci zamieszczono w tab, 2.

DYSKUSJA I WNIOSKI

Na podstawie cytowanego pisSmiennictwa wykazano, ze do oznaczen
DNS-aminokwaséw mozna stosowaé szereg sposobéw polegajacych na
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okresleniu intensywnosci fluorescencji. Znane sg trzy rodzaje pomiardéw:
pierwszy, bezposredni, na nosniku zaréwno bibulowym jak i Zelowym,
oparty na specjalnych konstrukcjach zaopatrzonych w optyke kwarcowa
z przystosowanym systemem automatycznego zapisu; drugi dotyczy elua-
tow pochodzgcych z chromatograméw i trzeci — z wyciekéw kolumny.
W kazdym przypadku do iloSciowego oznaczenia DNS-aminokwasow wy-
magany jest fluorymetr, ktory jest przyrzadem drogim i nie zawsze do-
stepnym.

W naszym Zakladzie podjeto badania nad iloSciowym oznaczeniem
DNS-aminokwasdéw technikg planimetrowania bibutowych elektroferogra-
moéw (7) oraz cienkowarstwowych chromatogramow (8). Obecna praca jest
kontynuacjg metodycznych rozwazan nad ilosciowym oznaczaniem DNS-
-aminokwaséw. Punktem wyjscia bylo stwierdzenie, ze wszystkie DNS-
-aminokwasy wykazujg to samo maksimum absorpcji przy 252 nm. Na
podstawie tej obserwacji wylonit sie pomyst spektrofotometrycznych ozna-
czen DNS-aminokwaséw przy powyzszej dtugosci fali.

W zwigzku z tym sprawdzono zalozenie wstepne, ktore oparto na
metanolowych roztworach osiemnastu standardéw w pieciu réznych kon-
centracjach i okreslono absorbancje¢ dla stosowanych stezen wszystkich
badanych substratéw. Zauwazono zalezno$¢ liniowg miedzy absorbancja
a stezeniem, gdy rozwazano ten problem na plaszczyznie w ukladzie
wspoéirzednych w interpretacji graficznej. Celem zbadania stopnia zalez-
nosci wyliczono wspoélezynniki korelacji. Otrzymane wartoéci we wszyst-
kich przypadkach byly zblizone do jednosci, co jednoznacznie wskazywato
na liniowg funkcje absorbancji i stezenia. W dalszej kolejnosci wyznaczo-
no réwnania 4 i 5 i zebrano je wraz ze wspdlczynnikami korelacji w tab. 1.
Opisane wyrazenia pozwalajg na wyznaczenie absorbancji przy podanym
stezeniu i odwrotnie. Ze wzgledéw praktycznych na uwage zastuguje za-
leznos¢ liniowa przedstawiona wzorem 5, dajgcym mozno$¢ wyliczenia
stezenia ze znanej absorbancji.

Za pomocy testu F sprawdzono hipoteze zerowg: Hj:oy=o0y=..=a
i B1=PB,=...=8i3 na poziomie istotnosci 0,01 i stwierdzono, ze jest nie-
uzasadnione poprowadzenie jednej wspdlnej prostej regresji. Z drugiej
strony wspolczynniki otrzymane dla prostych regresji na poedstawie pieciu
stezenn mogg by¢ obarczone bledem, ale jest on niewielki przy wspoélczyn-
niku korelacji bliskim jednosci. Dokonano oceny popelnionych bledéw na
podstawie odchylen wzglednych wyliczonych na podstawie wzoru 6 i ze-
stawionych w tab. 2. W wiekszosci przypadkéw sg one mniejsze od 1%,
gdy pominie sie najnizsze rozcienczenie badanych substratéw. W konsek-
wencji prowadzi to do zalozenia, Ze opracowana spektrofotometryczna
metoda oznaczenn DNS-aminokwasdéw jest pelnowartoSciowg technikg
ilosciowego okreslania tych substratow.
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PE3IOME

OnpeneneHo, 4TO METAHOJOBbIE pacTBOpbl DNS-aMMHOKMCIOT MMEIOT MacKMMAJb-

HYIO ancopbuuio opu 252 MMIIMMMKPOHaX. Mcnoab3ys BOCEMHAALATHL ITAJNIOHOB ¥ CTa-
TUCTUUECKOE MCUMCAEHME, YCTaHOBJEHO, 4T0 DNS-aMMHOKMCIOTHI MOryTr ObIThL onpe-
menennl B auanazone 10-° mMonn/Ma.

SUMMARY

It was confirmed that methanol solutions of DNS-amino acids have a maximum

absorption at 252 nm. Using eighteen standards and the mathematical method it has
been shown that DNS-amino acids can be determined in the range of 10-% mol 'ml
at this length.



