Hydroliza probki stalej i derywatyzacja otrzymanych analitow

Instrukcja do éwiczen opracowana w Katedrze Chemii Srodowiska Uniwersytetu £odzkiego

1.1 Wstep do chromatografii cieczowe;j

Chromatografia jest szeroko rozpowszechniong technika instrumentalng wykorzystywang w chemii analitycznej,
a w analizie zwigzkéw organicznych zajmuje pozycje wiodaca. Zapewnia ona mozliwos¢ zarowno identyfikacji
substancji, jak rowniez ich ilosciowej analizy, nawet w niskich stezeniach oraz w obecno$ci innych zwigzkow.
Proces rozdzielania chromatograficznego substancji wykorzystuje fakt, iz poszczegodlne sktadniki probki w
niejednakowym stopniu ulegaja podzialowi miedzy dwie niemieszajace si¢ fazy: fazg ruchoma, ktéra moze by¢
ciecz (chromatografia cieczowa — LC), gaz (chromatografia gazowa — GC) lub pltyn w stanie nadkrytycznym
(chromatografia z ptynem w stanie nadkrytycznym - SFC) i faza jest nieruchoma (tzw. faza stacjonarna), ktora
stanowi wypehienie kolumny chromatograficzne;j.

| CHROMATOGRAFIA |
gazowa cieczowa nadkrytyczna
adsorbcyjna podzialowa adsorbcyjna junuwa_ﬁ_,z'elurwa ﬂzia{uwa adsorbcyjna  podziatowa
e e
\ / %f/ I| N S
kolumnowa cienkowarstwowa bibulowa kolumnowa

kolumnowa

pakowanych

I w kolumnach kapilama
w kolumnach kapilarna \ planarns pakowanych

klasyczna wyschosprawna cisnieniowa

Analize¢ technika chromatografii cieczowej przeprowadza si¢ za pomocg chromatografu cieczowego.
Chromatograf cieczowy sktada si¢ zwykle z nastepujacych elementow:

* zbiornik na faz¢ ruchomg (rozpuszczalniki, bufory, inne roztwory);

* automatyczny odgazowywacz fazy ruchome;j, ktory usuwa gazy rozpuszczone w eluentach (przy chromatografii
gradientowej po zmieszaniu sktadnikow czesto nast¢puje samorzutne, niekontrolowane zgazowanie cieczy, przez
co w strumieniu eluenta pojawiajg si¢ pecherzyki powietrza mogace silnie zakloca¢ proces rozdzielania na
kolumnie i detekcji wymywanych sktadnikow);

* zawory proporcjonujace, w ktorych faza ruchoma osiaga zadany sktad, co ma szczegdlne znaczenie w analizach
gradientowych (tzw. gradient niskoci$nieniowy, gdyz mieszanie sktadnikow eluentu nastepuje przed pompa, czyli
w obszarze niskiego ci$nienia). Drugim typem jest tzw. gradient wysokocisnieniowy, gdzie najczesciej stosuje si¢
dwie identyczne pompy dla obu mieszanych sktadnikow eluentu (obie pompy zintegrowane sg w jednej obudowie),
mieszanie nastgpuje za pompami, czyli w obszarze wysokiego ci$nienia;

* pompy zapewniajacej odpowiednie parametry przepltywu eluentu w uktadzie. Pompa zazwyczaj zintegrowana
jest w jednej obudowie z mieszaczem;

* automatyczny dozownik umozliwiajagcy wprowadzanie analizowanych probek na czoto (poczatek) kolumny
chromatograficznej bez rozszczelnienia uktadu. Dozowniki takie sg czg¢sto zautomatyzowane (automatyczny
dozownik probek = autosampler). Objetos¢ dozowanych probek zalezy od konstrukcji dozownika 1 zazwyczaj
miesci si¢ w zakresie 1 + 100 pl;



» przedkolumna, usuwa z eluentu zanieczyszczenia mechaniczne, ktéore moglyby zniszczy¢ kolumne
chromatograficzng oraz zatrzymuje substancje, ktére w sposdb nieodwracalny adsorbuja si¢ na wypehieniu;
najczesciej stosuje si¢ wypeknienie identyczne lub poréwnywalne z wlasciwa kolumng chromatograficzng;

kolumna (kolumny) chromatograficzna z odpowiednim wypetieniem * zel krzemionkowy lub jego modyfikacje
polarnymi grupami (faza normalna, NP); * zel krzemionkowy modyfikowany grupami o niskiej polarnosci (faza
odwrocona, RP), najczes$ciej grupami oktadecylowymi, C18; * wypelnienia polimerowe — bardzo odporne
chemicznie, umozliwiajag prace w calym zakresie pH, ale ustgpuja mozliwosciom rozdzielczym wypelnien
opartych na zelu krzemionkowym;

* termostat zapewniajacy zadang temperature pracy kolumny (pracujacy w zakresie najczesciej od 5 do 80 °C);

» detektor, ktory wykrywa obecnos¢ analitow w doplywajacym do niego strumieniu fazy ruchomej. W

chromatografii cieczowej wykorzystuje si¢ wiele rodzajow detektorow, moga nimi by¢ przeptywowe
spektrofotometry UV-VIS, spektrofotometry fluorescencyjne, spektrometry mas, detektory laserowego $wiatta
rozproszonego, detektory refraktometryczne lub elektrochemiczne;

» zbiornik na zuzyty eluent lub, w przypadku aparatoéw preparatywnych, kolektor frakcji (system naczyn
zmienianych automatycznie po uplywie zadanego czasu lub sterowanego sygnatami z detektora);
* komputer rejestrujacy i zapisujacy sygnat z detektora w postaci piku chromatograficznego.

1.2 Roztwarzanie probek statych

Wigkszos¢ technik chromatograficznych wymaga uzyskania probki w postaci cieklej, dlatego wyodrgbnienie
oznaczanych analitéw z probek stalych czesto stanowi ogromne wyzwanie. Techniki przygotowania probek statych
mozemy podzieli¢ na trzy kategorie: rozdrabnianie mechaniczne, trawienie enzymami, ekstrakcja. W przypadku
probek stalych przygotowanie czesto polega na ekstrakceji np. kwasami, co umozliwia uwolnienie sktadnikéw do
ekstrahenta. Nie dochodzi wowczas do catkowitego zniszczenia matrycy. Inng metoda jest hydroliza probki, ktora
umozliwia catkowite przeprowadzenie badanej probki do roztworu, w wyniku czego uzyskuje si¢ klarowng ciecz.
Rozpuszczenie catej matrycy zapewnia catkowita dostgpnos$¢ do analizowanego pierwiastka lub zwiazku. W wielu
przypadkach jest to proces dtugotrwaty i nalezy rozwazy¢, czy konieczne jest przeprowadzenie catej probki do
roztworu. W przypadku analizy stopow metali na ogo6l konieczne jest calkowite przeprowadzenie probki do
roztworu, jednak analizujac np. metale w glebie ekstrakcja moze okazaé si¢ wystarczajaca. Niektore techniki
analityczne dopuszczaja rowniez, analiz¢ jednorodnych zawiesin.

W zalezno$ci od analizowanego materiatu, w celu solubilizacji wykorzystuje si¢ nastepujace czynnosci:
— rozpuszczanie - proces polegajacy na pokonaniu energii sieci ciat statych przez energie solwatacji;
— roztwarzanie - obejmuje procesy zachodzace w roztworze kwasow, zasad, w ktorych to rozpuszczanie probki
zachodzi poprzez reakcje chemiczne;
— stapianie - proces wysokotemperaturowego rozktadu probek z topnikami, osiggany w temperaturze od 500 —
1200°C. Jest on prowadzony do momentu uzyskania fazy cieklej w catej objetosci probka/topnik. Produkt poddaje
si¢ nastepnie rozpuszczaniu lub roztwarzaniu.
— spiekanie - proces polegajacy na ogrzewaniu substancji w temperaturze bliskiej temperatury topnienia, w wyniku
czego pojawia si¢ faza ciekta na granicy ziaren, dajac po oziebieniu porowaty spiek. Uzyskany w ten sposob stop
lub spiek jest rozpuszczalny w wodzie lub w roztworach kwasow;
— mineralizacja - catkowity rozktad matrycy organiczne;j:
- mineralizacja sucha (spopielenie) — spalanie probki w piecu w temperaturach w zakresie 400 — 600°C w
tyglach kwarcowych. Otrzymany popiol sktada si¢ glownie z tlenkow 1 weglanow 1 ulega rozpuszczeniu w
kwasie lub mieszaninie kwasow;
- mineralizacja mokra — rozklad matrycy organicznej odczynnikami utleniajagcymi. Proces moze byc¢
wspomagany dodatkowo ultradzwigkami, promieniowaniem UV lub promieniowaniem mikrofalowym.
Aby proces przeprowadzania probek do roztworu nie stat si¢ zrodlem btgdow w dalszej analizie powinien
przebiega¢ ilosciowo, maksymalnie ogranicza¢ mozliwo$¢ zanieczyszczen i strat analitu. Odczynniki powinny
charakteryzowa¢ si¢ wysoka czystoscia, a naczynia, w ktorych przeprowadza si¢ roztwarzanie nie mogg by¢
potencjalnym Zroédtem oznaczanego sktadnika. Przy doborze odczynnikdéw nalezy rozwazy¢ czy nadajg si¢ one do
oznaczania danego sktadnika wybrang technika.



Przy doborze odczynnikow roztwarzajacych nalezy zwréci¢ uwage, czy aniony pochodzace od wprowadzanych
kwasow nie tworza nierozpuszczalnych soli z metalami, ktore ma si¢ na celu oznaczy¢. Takie niebezpieczenstwo
moze wystapi¢ w przypadku, gdy stosuje si¢ kwas siarkowy lub solny. Przy roztwarzaniu w kwasie azotowym
takie ryzyko wiasciwie nie wystepuje.

1.3 Cysteina — podstawowe informacje

Cysteina (Cys) - kwas a-amino-B-tiolopropionowy, jest aminokwasem biatkowym, siarkowym, endogennym, tzn.
wytwarzanym samodzielnie w procesach metabolicznych, koniecznym do prawidlowego funkcjonowania
organizmu. Zrédtem naturalnej Cys i jej formy utlenionej - cystyny sa ziota, np. czosnek, czarna rzepa, gorczyca,
rukiew. Obecnos$¢ Cys w organizmie cztowieka jest niezbedna poniewaz aminokwas ten odgrywa posrednia role
w odtruwaniu watroby z metali ci¢zkich, alkoholu, dymu tytoniowego, oraz paracetamolu w przypadku
przedawkowania. Zwigzek ten wykazuje silne dziatanie przeciwutleniajace, chronigc w ten sposob organizm przed
stresem oksydacyjnym, wywolanym nagromadzeniem reaktywnych form tlenu. Dodatkowo, wtasciwosci
antyoksydacyjne Cys zmniejszaja narazenie organizmu na choroby uktadu sercowo-naczyniowego, poprzez
blokowanie utleniania si¢ cholesterolu, co w przysztosci, prawdopodobnie moze obnizy¢ zachorowalno$¢ na
miazdzyce.

Cys bierze udzial w wytwarzaniu keratyn i kolagenu, gtéwnych sktadnikéw wtosow, paznokci, kosci i1 skory,
odznaczajacych si¢ duza wytrzymatoscia mechaniczng. Keratyna jest witokienkowatym, nierozpuszczalnym
biatkiem, zawierajacym w swym sktadzie do 17% Cys oraz 0,5% Met. Jest niezwykle odpornym biatkiem na
dzialanie czynnikéw fizycznych 1 chemicznych oraz na trawienie wywotane obecno$ciga enzymow
proteolitycznych. Odpornos¢ keratyny, czgsciowo zalezy od widknistej struktury, wynikajacej z okreslonego
polaczenia tancuchow peptydowych w przestrzeni. Trwato$¢ tej struktury uwarunkowana jest obecnoscia
hydrofobowych mostkow disiarczkowych cystyny.

Keratyna zbudowana jest w 40% z aminokwaséw o charakterze hydrofilowym, a w 60% z aminokwaséw
hydrofobowych. W tej sekwencji aminokwasowej, najwiekszy udziat przypisuje si¢ Cys, tworzacej zwarte mostki
S-S.

Degradacja biatka keratynowego jest mozliwa przy udziale podwyzszonej temperatury, a takze z wykorzystaniem
enzymow, zasad i kwasow. Wysoki stopien usieciowienia keratyn powoduje, ze sg one nierozpuszczalne w wodzie,
stad tez pierwszym etapem obrobki jest otrzymanie ich rozpuszczalnej postaci. W tym celu stosuje si¢ dwie metody
skutkujace otrzymaniem poszukiwanego biatka. Pierwsza z nich powoduje zniszczenie struktury oraz wlasciwos$ci
charakterystycznych dla biatka natywnego. Nalezy do niej hydroliza kwasowa, zasadowa, enzymatyczna, ale
rowniez podwyzszenie temperatury do 100 — 150°C. Druga metoda degradacji biatka keratynowego,
umozliwiajaca zachowanie sekwencji aminokwasowej jest zastosowanie reagentow niszczacych wigzania S-S,
takich jak: merkaptoetanol, ditioteitol (DTT), mocznik, tiomocznik.

Ze wzgledu na fakt, ze Cys nie posiada ugrupowan umozliwiajacych emisj¢ sygnatu rejestrowanego przez detektor
UV, konieczne jest przeprowadzenie reakcji derywatyzacji obecnego w probce analitu.

1.4 Derywatyzacja chemiczna

Derywatyzacja polega na przeprowadzeniu analitow, za pomoca reakcji chemicznej, w odpowiednie pochodne o
wilasciwos$ciach umozliwiajacych ich oznaczenie. W wyniku reakcji derywatyzacji substancje, ktore sa
przedmiotem analizy uzyskuja wlasciwosci odpowiednie dla danej metody analitycznej. Poniewaz wigkszo$¢
tioli, w tym biologicznie waznych zwigzkoéw nie posiada strukturalnych wtasnosci, ktére umozliwiatyby ich
oznaczanie przy uzyciu najbardziej rozpowszechnionych w laboratoriach detektorow, koniecznym staje si¢
przeprowadzenie zabiegu derywatyzacji chemicznej.

Grupa tiolowa jest szeroko rozpowszechniona w zwigzkach obecnych w materiale biologicznym. Sg to zaréwno
zwigzki maloczasteczkowe, takie jak: Cys, Hcy, glutation, kwas liponowy czy koenzym A, jak roéwniez zwigzki
wielkoczasteczkowe, takie jak: peptydy, enzymy i blony potprzepuszczalne. Wiele waznych biologicznie reakcji,
a mianowicie reakcje redox, przenoszenia grupy metylowej, wigzania dwutlenku wegla oraz reakcje z udziatem
koenzymu A, sg determinowane obecnoscig grupy -SH. Odczynniki stosowane w derywatyzacji tioli mozna
podzieli¢ na kilka grup. Pierwsza z nich stanowig zwiazki, ktére w wyniku reakcji z grupa tiolowa, tworza
pochodne, ktére moga by¢ oznaczane z wykorzystaniem detekcji UV-Vis (np. kwas 5,5’-ditiobis(2-
nitrobenzoesowy) i N-etylomaleimid, halogenosulfonylobenzofurazany oraz monobromobimany), natomiast
druga odczynniki, ktére tworzag pochodne fluoryzujace (np. N-podstawione maleimidy, bimany,
halogenosulfonylobenzofurazany, aldehyd o-ftalowy).

W niektorych przypadkach, w celu polepszenia wlasciwosci analitow, wystarczy zastosowaé prosta reakcje
fotochemiczng, termiczna, czy tez reakcje kwas-zasada. Istnieje grupa zwigzkéw, ktorych modyfikacja wymaga



jednak bardziej ztozonych reakcji chemicznych, efektem czego moze by¢ zmiana ukladu wigzan atoméw w
czasteczce, jak rowniez przytaczenie dodatkowego fragmentu do czasteczki zwigzku. W przypadku takiej reakcji
mamy do czynienia z derywatyzacja chemiczng. W koncowym etapie uzyskujemy zmodyfikowany analit, ktérego
wilasciwosci fizyko-chemiczne czynig go kompatybilnym z aktualnie stosowanym sposobem detekcji.

Wymagane Srodki ostroznosci

wdychac¢ i1 pipetowac ustami.

1999/45/WE):

Wodorotlenek sodu - C Produkt zracy R35

Acetonitryl - F Produkt wysoce tatwopalny R11, T Produkt toksyczny R23/24/25, R39/23/24/25
Kwas trichlorooctowy -C Produkt zracy R35, N Produkt niebezpieczny dla srodowiska R50/53
Kwas solny - C Produkt zracy R34, Xi Produkt draznigcy R37

- w razie kontaktu ze skora: sptuka¢ duzg iloscig wody.

- w razie kontaktu z oczami: przeptukaé¢ duzg iloscig wody, przy szeroko otwartej powiece.

- jezeli osoba poszkodowana oddycha, przenies¢ na §wieze powietrze. Jezeli osoba poszkodowana nie oddycha,
zastosowac¢ sztuczne oddychanie. Zasiggna¢ porady medyczne;j.

- w przypadku wystapienia podraznien skontaktowac¢ si¢ z lekarzem.

- W razie spozycia: przeptukaé usta woda.

CEL CWICZENIA

Celem ¢wiczenia jest przygotowanie probki statej do analizy za pomoca techniki HPLC z detekcjag UV oraz
zapoznanie si¢ z analizg jako$ciowa i illosciowg cysteiny w probkach paznokci. W pierwszej czesci ¢wiczenia
studenci wykonaja kwasowa hydrolize probki paznokcia. W drugiej czesci eksperymentu przygotuja krzywa
kalibracyjng dla cysteiny w probkach hydrolizatow paznokci, a nastgpnie przeprowadza analize
chromatograficzng przygotowanych przez siebie hydrolizatow na zawarto$¢ tego aminokwasu tiolowego.

APARATURA

waga analityczna, topatka ze stali nierdzewnej, kolby o pojemnosci 10 ml, probowki typu Eppendorf, statyw
na probowki, amputki szklane, termostat, chromatograf cieczowy, pipety automatyczne.

WYKONANIE EKSPERYMENTU

1. Przygotowanie nawazki probki paznokcia o masie okolo 2 mg.

2. Przemycie probki za pomoca 250 pL roztworu H20:MeOH (1:1). Osuszenie probki.

3. Przeniesienie probki do nowej probowki i wprowadzenie 200 pL roztworu HCI o stezeniu 6 mol/L.

4. Hydroliza kwasowa probek w temperaturze 120°C w czasie 30 min. Pamigta¢ przektuc¢ wieczka probowki.
5. Po hydrolizie do szesciu probéwek pobrac¢ po 5 pL hydrolizatu i odparowac do sucha w temp. 120°C.

6. Osad po hydrolizie rozpusci¢ w 50 pL buforu fosforanowego (PB) o stezeniu 0,2 mol/L, pH=8,0.

7. Przygotowanie probek hydrolizatu paznokcia do analizy.

Probki hydrolizatu (w probowkach po odparowaniu prébki — 3 probéwki):
50 ul hydrolizat

480 ul PB 0,2 mol/L, pH =8,0

5 ul TCEP 0,25 mol/L (15 min redukcji)

10 ul CMQT 0,1 mol/L (5 min derywatyzacji)

60 ul PCA 3 mol/L

Probki hydrolizatu bez derywatyzacji (w probéwkach po odparowaniu probki — 3 probowki):
50 ul hydrolizat

490 ul PB 0,2 mol/L, pH =8,0

5 ul TCEP 0,25 mol/L (15 min redukcji)

60 ul PCA 3 mol/L

Przygotowane probki przenies¢ do fiolek do HPLC.



7. Przygotowanie roztwordéw roboczych do krzywej kalibracyjnej z roztworu wzorcowego Cys o st¢zeniu 0,1
mol/L w jednym powtdrzeniu, objetosci wg ponizszej tabeli, kolumna 5. Doszczepienie o objetosci 10 pl.
Do badan zastosowano objetos¢ hydrolizatu réwng 50 uL.

Stezenie Cys Liczba moli Cys Objetosc Stezenie Objetosc Objetos¢ koncowa
[nmol/mL doszczepionych do | doszczepienia roztworu roztworu roztworu roboczego
hydrolizatu] probki [nmol] [ul] roboczego Cys | wzorcowego Cys [mL]
[nmol/mL] Cys [ul]
0 0 0 0 0 1
50 5 10 250 2,5 1
100 10 10 500 5 1
200 20 10 1000 10 1
400 40 10 2000 20 1
600 60 10 3000 30 1
800 80 10 4000 40 1

8. Przygotowanie probek do kalibracji.

Kalibracja (we fiolkach do autosamplera):

50 ul hydrolizat

470 ul PB 0,2 mol/L, pH=8,0

10 ul buforu lub roztworu roboczego o stezeniu: 0, 50, 100, 200, 400, 600, 800 nmo/mL
5 ul TCEP 0,25 mol/L (15 min redukcji)

10 ul CMQT 0,1 mol/L (5 min derywatyzacji)

60 ul PCA 3 mol/L

9. Analiza chromatograficzna probek: kolumna chromatograficzna ZORBAX SB-C18 (4,6 x 155 mm); faza
ruchoma: 35% acetonitryl, 65% kwas trichlorooctowy o st¢zeniu 0,1 mol/L doprowadzony do pH = 1,65
za pomocg NaOH o stgzeniu 1 mol/L, predkos¢ przeptywu fazy ruchomej 1 mL/min, dtugos¢ fali A = 355
nm, czas analizy 3,5 min.

10. Sprawozdanie

A. Metodg najmniejszych kwadratow wykresli¢ krzywa kalibracyjna, wyznaczy¢ jej rownanie oraz
wspotezynnik korelacji R2,

B. Obliczy¢ zawartos¢ Cys w probcee hydrolizatu paznokcia. Wyliczy¢ zawartos¢ Cys w ptytce paznokcia.

C. Wyliczy¢ wzgledne odchylenie standardowe oraz odzysk dla stg¢zenia badanej probki.

D. Skomentowa¢ wyniki uzyskane dla probek po dodaniu CMQT i bez CMQT..



