Aminokyseliny
1 Teoreticky uvod

Aminokyseliny jsou substitu¢ni derivaty karboxylovych kyselin. Aminokyseliny obsahuji
karboxylovou skupinu (-COOH), aminoskupinu (—NH>), atom vodiku a rizné R— skupiny
(postranni fetézce) (Obr. 1.1a). V biochemii se uplatiuji predevsim ty, které obsahuji primarni
aminoskupinu vazanou na témze uhlikovém atomu jako karboxyl. Spole¢ny uhlikovy atom
byva oznacovan jako a-uhlik a cela skupina sloucenin jako a-aminokyseliny (Obr. 1.1b).
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Obr. 1.1 a) Obecna struktura aminokyseliny, b) obecna struktura a-aminokyseliny.

Z obecného vzorce a-aminokyseliny vyplyva, ze pokud R neni atom vodiku, pak je na
a-uhliku chirdlni centrum a a-aminokyseliny tvofi dvé fady enantiomert (Obr. 1.2).
Nejjednodussi aminokyselinou majici asymetricky uhlik je alanin (Obr. 1.3a).
a-Aminokyseliny obsazené v bilkovinach jsou L-enantiomery (Obr. 1.3b). Bilkoviny jsou
tvofeny 20 (21) aminokyselinami, které se tak nazyvaji proteinogenni (Obr. 1.4).
21. aminokyselinou je selenocystein (Obr. 1.5), ktery nahrazuje cystein v lidském enzymu
glutathionperoxidasy a v enzymech nékterych bakterii.

Lisomer D isomer

Obr. 1.2 Modely D- a L-aminokyseliny.
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Obr. 1.3 a) D- a L-alanin, b) pozice skupin v enantiomeru fady L-.

Neutralni aminokyseliny s uhlovodikovym zbytkem R
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Obr. 1.4 Proteinogenni aminokyseliny.



Obr. 1.5 Selenocystein.

Aminokyseliny jsou pevné krystalické latky, snadno se rozpoustéji v polarnich
rozpousStédlech (voda, ethanol), v nepolarnich rozpoustédlech jsou nerozpustné.
a-Aminokyseliny se v roztoku pfi neutralnim pH vyskytuji jako obojetny ion (zwitterion), ktery
je elektricky neutralni, pfestoze nese dva ndboje, které se vzadjemné vyrovnavaji. Ve formeé
obojetného iontu aminokyseliny je aminoskupina protonizovanid (—NHs") akarboxylova
skupina disociovana (—COOQO") (Obr. 1.6). lonizovany stav aminokyseliny se méni v zavislosti
na koncentraci vodikovych iontt (pH), kdy se vzristajicim pH prechazi z kationtu ptes obojetny
ion na anion (Obr. 1.7). Jednotlivé disociacni stupné lze charakterizovat disocia¢nimi
konstantami, které lze odecist jako inflexni body titra¢ni kiivky aminokyseliny. Vyznamnym
bodem titra¢ni kiivky je také hodnota pH, lezici uprostied mezi disociacnimi konstantami
kationtu a aniontu. Pfi této hodnoté oznaCované jako iSoelektricky bod (pI) (Obr. 1.8) je
molekula ve formé obojetného iontu.
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Obr. 1.6 Neionizovana a ionizovana forma aminokyseliny.
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Obr. 1.7 Forma aminokyseliny v zavislosti na pH.

I=pK1+pK2
2

Obr. 1.8 Vypocet izoelektrického bodu.

Obecné chemické vlastnosti a-aminokyselin vyplyvaji ze spolecné struktury na jejich
a-uhlikovém atomu. Karboxylova skupina mize vytvaret funkéni derivaty reakcei
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s nukleofilnimi Cinidly. V biochemii se uplatiiuje zejména tvorba amidi, esterd, pripadné
smiSenych anhydrid. Aminoskupina vytvari karboxamidy reakci s oxidem uhli¢itym,
acylamidy s kyselinami a Schiffovy baze s karbonylovymi slou¢eninami.

Aminokyseliny se prokazuji reakci s ninhydrinem (Obr. 1.9a) nebo fluoreskaminem
(Obr. 1.9b). Ninhydrin dekarboxyluje aminokyseliny na oxid uhli¢ity, amoniak a aldehyd,
redukovany ninhydrin pak reaguje se vzniklym amoniakem za vzniku modrého komplexu. Tato
reakce je zdkladem kvantitativniho stanoveni aminokyselin. Fluoreskamin je citlivéjsi ¢inidlo,
které umoziuje odhalit i nanogramova mnozstvi aminokyselin.
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Obr. 1.9 a) Ninhydrin, b) fluoreskamin.

2  Vybaveni
2.1 Material

Identifikace aminokyselin v nezndmém vzorku

e roztoky neznamych vzorkii aminokyselin

Stanoveni isoelektrického bodu kaseinu

e srazenina kaseinu ziskana z kravského mléka

Zjisténi pritomnosti kyseliny glutamové v potravinariskych dochucovadlech

e Podravka, bujon natur

2.2  Pristroje
e Varfic, susarna, digestof, elektricky vysouse¢ (fén), vodni 1azen.

2.3 Chemikalie
e Hydroxid sodny, kyselina dusi¢nd, ninhydrin, ethanol, a-naftol, kyselina sirova,
brom/chlornan sodny, dusitan sodny, kyselina sulfanilova, kyselina octova, uhli¢itan
sodny, prolin, histidin, arginin hydrochlorid, glycin, tyrosin, tryptofan, kyselina

chlorovodikova, kyselina octova, octan sodny, kyselina glutamova, glutamat sodny.



2.4 Roztoky
Identifikace aminokyselin v nezndmém vzorku

e 1% roztoky standardi aminokyselin: prolin, arginin, glycin, tyrosin, tryptofan.
¢ 10% hydroxid sodny

e 0,2% ninhydrin

e 0,2% a-naftol

e Bromnan sodny/Chlornan sodny

e Paulyho reagent I

e Paulyho reagent Il

e 1,5 M uhli¢itan sodny

Stanoveni isoelektrického bodu kaseinu

e 1 M kyselina octova

e 0,1 M kyselina octova
¢ 0,1 M octan sodny

e 2% roztok kaseinu

Zjisténi pritomnosti kyseliny glutamové v potravindiskych dochucovadlech

e Mobilni faze ethanol-voda (7:3)
e 1% kyselina glutamova ethanolicky roztok
e 1% glutamat sodny ethanolicky roztok

3 Postup

3.1 Identifikace aminokyselin

Vedle acidobazickych a optickych vlastnosti jsou nékteré aminokyseliny charakteristické
chemickymi reakcemi vedlejSich fetézct, které mohou byt do jisté miry vyuzity k jejich
identifikaci, pfipadné stanoveni. Pomoci nasledujicich reakci uréete, jaké aminokyseliny se

nachazeji v neznamem vzorku.

Chemické reakce vedlejsich Fetézci aminokyselin

e Sakaguchiho reakce

Pusobenim alkalického bromnanu (pfipadné chlornanu) a o-naftolu na guanidinovou
slozku argininu vznikd charakteristické Cervené zbarveni vzniklého produktu oxidace,
substituovaného 1,4-naftochinonu (Obr. 1.10).

Pro reakci pouZijte: roztok argininu, glycinu a neznamy vzorek.

e KO0,5 ml roztoku aminokyseliny pfidejte 3 kapky 10% hydroxidu sodného, 0,25 ml
2% ethanolického roztoku a-naftolu a poté 3 kapky bromnanu sodného (chlornanu
sodného).

e Po promichani vznika ¢ervené zbarveni roztoku (Obr. 1.11).
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Obr. 1.10 Sakaguchiho reakce.

Obr. 1.11 Pozitivni a negativni Sakaguchiho reakce.

e Xanthoproteinovd reakce

Dukaz spociva v nitraci aromatického jadra ptislusnych aromatickych aminokyselin
(tryptofan, tyrosin a fenylalanin). Plisobenim kyseliny dusi¢né nastava nitrace aromatického
jadra za vzniku zlutych nitrosloucenin. Plisobenim alkalii se zluté zabarveni méni na oranzové
(vznika sul aci-formy nitroslouéeniny) (Obr. 1.12).

Pro reakci pouzijte: roztok tyrosinu nebo tryptofanu, glycinu a neznamy vzorek.

e Ve vodni lazni na varic¢i zahtejte 0,5 ml roztoku aminokyseliny s 0,25 ml koncentrované
kyseliny dusi¢né, vznikne Zluté zbarveni, piipadné srazenina (Obr. 1.13a).

e Obsah zkumavky zalkalizujte 10-20 kapkami 10% NaOH, barva se zméni na oranzovou
az ¢ervenou (Obr. 1.13b).
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Obr. 1.12 Xanthoproteinova reakce.
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Obr. 1.13 Xanthoproteinova reakce a) po pridavku kyseliny dusi¢né, b) po zalkalizovani.

e Paulyho reakce
Reakei tyrosinu a histidinu s diazotovanou kyselinou sulfanilovou v alkalickém prostiedi
vznikaji oranzové az ¢ervené kopulaéni produkty (azobarviva) (Obr. 1.14).
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Obr. 1.14 Paulyho reakce.

Pro reakci pouzijte: roztok tyrosinu, glycinu a neznamy vzorek.

e Ve zkumavce smichejte 0,5 ml Paulyho ¢inidla I s 1 ml Paulyho ¢inidla II.

e K 0,5 ml roztoku aminokyseliny ptidejte 0,25 ml Paulyho ¢inidla. Roztok zalkalizujte
2 kapkami 1,5 M uhli¢itanu sodného.

e Po protiepani vznikaji oranzové ¢ervené kopulaéni produkty (Obr. 1.15).

Obr. 1.15 Pozitivni a negativni Paulyho reakce.



e Adamkiewiczova reakce

Principem tohoto diikazu je reakce indolového jadra tryptofanu s kyselinou glyoxylovou
v prostiedi koncentrované kyseliny sirové za vzniku Cervenofialového zabarveni (Obr. 1.16).
Kyselina glyoxylova byva soucasti 100% kyseliny octové, kde vznika jeji oxidaci.
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Obr. 1.16 Adamkiewiczova reakce.

Pro reakci pouzijte: roztok tryptofanu, glycinu a nezndamy vzorek.

e Do zkumavky s 0,25 ml roztoku aminokyseliny pfidejte 0,25 ml kyseliny octové, ktera
obsahuje kyselinu glyoxylovou, a obsah zkumavky promichejte.

e Velmi opatrné v naklonéné zkumavce roztok podvrstvéte 0,5 ml koncentrované
kyseliny sirové.

e Po chvili se na rozhrani obou kapalin objevi Zlutohnédy prstenec (Obr. 1.17).

Obr. 1.17 Pozitivni a negativni Adamkiewiczova reakce.

e Ninhydrinova reakce

Oxida¢néredukéni reakei ninhydrinu (2,2-dihydroxy-1,3-indandion) s volnymi amino-
a imino- skupinami vznikaji barevné produkty. Reakci s primarnimi aminoskupinami
modrofialovy, ktery se nazyva Ruhemanova violet' (Amax = 570 nm). Reakci s iminoskupinami,
napt. u prolinu (Pro) a jeho derivatd, Zluty (Amax = 440 nm). V peptidech a proteinech, kde jsou
aminokyseliny vazany peptidovou vazbou, reaguje pouze volna g-aminoskupina lysinu (Lys).
Pro zvyseni citlivosti reakce se ptidava do reakéni smési ¢asteéné redukovany ninhydrin zvany
hydrindantin, ktery reaguje s reakci uvolnénym amoniakem za vyrazného prohloubeni zbarveni
(Obr. 1.18).

Pro reakci pouzijte: roztok prolinu, glycinu a nezndmy vzorek.

e Kroztoku 0,5 ml aminokyseliny ptidejte 0,5 ml roztoku ninhydrinu a povaite.

e Asi po dvouminutovém varu vznika tmavé modré zbarveni roztoku s aminokyselinou
(Obr. 1.19). Prolin poskytuje zbarveni zluté (Obr. 1.19).
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Obr. 1.18 Ninhydrinova reakce.

Obr. 1.19 Ninhydrinova reakce, reakce glycinu a prolinu.



3.2 Stanoveni iSoelektrického bodu kaseinu

Proteiny (bilkoviny) obsahuji ve své struktute kyselé¢ (-COOH) i bazické skupiny (-NHy),
coz jim udava povahu amfolytt, jejichz forma zavisi na formé prostfedi. Vlastni interakci
funkénich skupin aminokyselin a vlivem pH okolniho prostfedi mize molekula bilkoviny
vyskytovat ve tiech riznych iontovych formach a to jako kationt (NH3"-R-COOH), aniont
(NH2-R-COO") nebo amfiont (NH3"™-R-COQO"). Hodnotu pH prostiedi, pfi kterém se molekula
bilkoviny vyskytuje v amfiontu a jeji celkovy naboj je nulovy, nazyvame isoelektricky bod

Cvvr

rozpustnost bilkoviny ve vod¢ a nulova pohyblivost v elektrickém poli.

Nejdiive si ptfipravite kasein srdzenim z kravského mléka. Do kédinky odméite 15 ml
kravského mléka a ptived'te jej k varu (na vati¢i). Pozor, kddinku je nutné pozorné
hlidat! Po kratkém povateni nechejte kddinku s mlékem zchladnout na ledu po dobu
10-15 minut. Pomoci sklenéné tyCinky odstrante vznikly Skraloup a k mléku ptidejte
1,5 ml koncentrované HCI. Obsah kadinky dukladné promichejte sklenénou ty¢inkou a
vzniklou srazeninu kaseinu odfiltrujte.

Nyni si ptipravite roztok kaseinu. Ze srazeniny kaseinu na filtracnim papite odvazte do
kadinky 1 g kaseinu a rozpust'te jej v 50 ml vody. Kadinku s roztokem kaseinu pteneste
na vodni lazen s teplotou 50 °C a za ob¢asného michani sklenénou ty¢inkou nechejte
roztok proteinu rozpustit (5-10 min). Mlé¢né zakaleny roztok bez sraZenin je vhodny
k dalSimu pouziti.

Ptipravte si sadu 6 zkumavek, ocislujte je a pomoci sklenénych pipet piipravte sadu
pufri s objemy dle nasledujici tabulky (Tabulka 1).

Tabulka 1: Objemy kyseliny octové a octanu sodného pipetované do jednotlivych zkumavek.

Zkumavka 1 2 3 4 5 6

0,1 M CH3COOH (ml) 0,8 1 2 2,6 4,1 -
0,1 M CH3COONa (ml) 4,2 4 3 2,4 0,9 -
H20 (ml) 3 3 3 3 3 6

1 M CH3COOH (ml) - - - - - 2
pH 6 55 5 4,5 4 3

Do kazdé zkumavky piidejte 2 ml ptipraveného roztoku kaseinu. VSechny zkumavky
promichejte pomoci vortexu a nechte stat pfi laboratorni teploté¢ 15 minut. Po 15
minutach pozorujte mnozstvi sraZzeniny v jednotlivych zkumavkéach. pH zkumavky

S nejveétsim mnozstvim vysrazeného proteinu udava pl kaseinu.
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3.3 Zjisténi pritomnosti kyseliny glutamové v potravinaiskych dochucovadlech

Pti vyrobé potravin se v souc¢asnosti hojné vyuziva pridavki mnoha riznych chemickych
latek ke zlepSeni vlastnosti a konzervaci potravin. Vyuzivaji se naptiklad sladidla, konzervanty,
regulatory kyselosti a mimo jiné také dochucovada. Tyto latky pochazeji bud’ z ptirodnich
zdroji, nebo jsou uméle syntetizovany a obecné se vyskytuji ve velmi malém mnozstvi. Pro
zachovani bezpecnosti téchto latek je mezinarodnimi regula¢nimi Urady stanoven pfijatelny
denni pfijem téchto latek (ADI z angl. acceptable daily intake), udavan vétSinou v jednotkach
mg/ kg télesné vahy. Jednim z Casto vyuzivanych dochucovadel je kyselina glutamova (Obr.
1.20a) a jeji soli (znamé jako glutamaty, ¢i —glutamany) z nichz nejznaméjsi je glutamat sodny
(Obr. 1.20b). Kyselina glutamova je neesencialni aminokyselina, ktera se pouziva ke
zvyraznéni chuti masovych a zeleninovych pokrmt, kdy je Casto oznafovand jako chut
,2umami®. Je pfirozenou sloZkou bilkovin masa, ale 1 rostlinnych bilkovin (rajcata, hrasek) a
tvoii asi 10-25 % obsahu celkovych bilkovin. Dulezitou roli hraje tato kyselina také v
centralnim nervovém systému savct, kde je hlavnim excitaénim neurotransmiterem v mozKku.
V nezbytném povoleném mnozstvi (30 mg/kg télesné vahy) jsou aditiva kyseliny glutamové
soucasti instantnich polévek, kofenicich pfipravka, omacek, pastik, kecupt dresinkii konzerv
apod. Tato aditiva miizeme na ptipravcich najit pod oznaenim E621- 625, jejich obsah je také
Casto skryt pod oznac¢enim kvasni¢ny ¢i s6jovy extrakt.

@) 0O O O

HO OH HO O Na*
a) NH, b) NH,

Obr. 1.20 a) Kyselina glutamova, b) Glutamat sodny.

Ptitomnost glutamatu i kyseliny glutamové lze v potravinaiskych vyrobcich zjistit pomoci
chromatografickych metod s naslednou detekci pomoci ninhydrinového cCinidla.
Chromatografie se ve svych mnoha podobach a technikach stale progresivné vyviji a je Siroce
pouzivanou metodou pro déleni smési riznych latek na jednotlivé komponenty. Patfi dnes mezi
nejvyznamnéj$i analytické 1 preparativni metody. Pouzivd se v laboratofich chemickych,
biochemickych i biologickych, ale setkame se s ni hojné i v riiznych primyslovych odvétvich,
napt. v primyslu farmaceutickém. Pfi chromatografickém déleni smési se uplatiuje vzdy
nasledujici princip: smés ndmi délenych latek se pohybuje spolu s rozpoustédlem nebo je
unédsena ve form¢ par nosnym plynem a je ve styku s jinou fazi, ktera je vii¢i okoli nepohybliva
a riznou silou zdrzuje rizné slozky délené smési. Tak se nékteré slozky pohybuji pies
nepohyblivou fazi rychleji, jiné pomaleji, nékdy mohou byt nékteré i zcela zadrzeny.

Chromatografie na tenké vrstvé (TLC, thin layer chromatography) maze byt typu kapalina-
kapalina nebo kapalina-tuha latka. V obou ptipadech je mobilni fazi kapalina. Stacionarni fazi
je vptipadé TLC chromatografie bud’ kapalina zakotvend v tenké vrstvé na podloznim
materialu, nebo pevna latka (adsorbent) v podobé tenké vrstvy. PouZivanymi mobilnimi fazemi
jsou naptiklad: cyklohexan, isopropanol, aceton, voda, toluen apod. Stacionarnimi fizemi
mohou byt: silikagel, oxid hlinity, iontoménice apod. Jako podlozni material se pro stacionarni
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faze pouzivaji sklenéné desky nebo hlinikové folie (silufol). Analyza TLC se provadi
nasledovné. Na tenkou vrstvu se na startovni misto nanese kapka analyzované smési. Tenka
vrstva se jednim koncem ponoii do mobilni faze, tak, aby startovni pozice kapek analytu ztstaly
nad hladinou mobilni fAze. Mobilni faze vzlina tenkou vrstvou, pti¢emz dochazi k transportu a
déleni analyzované smési. Analyza se ukoncuje, kdyz ¢elo mobilni faze dorazi do blizkosti
protilehlého konce tenké vrstvy. Celo mobilni faze je oznadeno a tenka vrstva je vysudena.
Vysusena vrstva, na které jsou patrné skvrny jednotlivych slozek smési v rizné vzdalenosti od
startu, pfedstavuje chromatogram této metody. Chromatogram je iV ptipadé této metody
mozno vyhodnocovat kvalitativné a kvantitativné. Kvalitativni vyhodnoceni (o jakou latku se
jednd) se provadi tak, ze se soucasné s analyzovanou smesi o nezndmém slozeni analyzuje na
téze tenké vrstvé predem pfipravena smés o zndmém slozeni (standard), ktery je nanesen na
startovni pozici vedle neznamé smési. Pokud se na chromatogramu shoduji vzdalenosti
jednotlivych slozek od startu v nezndmé smési a ve smesi znamé, pak se jedna o tytéz latky.
Kvantitativni vyhodnoceni se provadi pomoci denzitometru nebo extrakci latek
Z chromatogramu. Denzitometr je pfistroj, ktery zjednodusen¢ feceno, dokaze zméfit intenzitu
zabarveni skvrn na chromatogramu a z intenzity vypocitat koncentraci latky. Pii extrakéni
metod¢ jsou jednotlivé skvrny latek extrahovany z chromatogramu do vhodného rozpoustédla
a jejich koncentrace v rozpoustédle je pak uréena vhodnou metodou.

e Do kadinek odvazte vzdy 0,2 g Podravky nebo bujonu a rozmichejte kazdy vzorek
v 10 ml horké vody. Roztok prefiltrujte do malé kadiny. Do 1,5 ml eppendorfky
napipetujte pomoci pasteurovy pipety 0,5 ml filtratu a k nému ptidejte 0,5 ml 96%
EtOH.

e Chromatografii na silikagelu uskutecnéte na tenké vrstvé na hlinikové folii zvané
Silufol. Jedna se o chromatografii adsorp¢ni. Na Silufolu vyznacte jemné slabou caru
tuzkou 2,5 cm od okraje (start). Podle po¢tu nanaSenych vzorka si na startu naznacte
tuzkou body pro jejich nandseni a potadi si zapisSte do protokolu. Vzorky naneste pomoci
plastové Spicky, nebo jemnou kapilarou (3—4 kapky na stejné misto, skvrnu vzdy pred
dal§im nanesenim vysuste pomoci fénu). Skvrny vzorkl nesmi byt v priméru vétsi nez
3-5 mm.

e Do chromatografické komory nalijte mobilni f4zi a uzaviete ji sklenénym vikem.
Silufolovou folii vloZzte do chromatografické komirky s rozdélovaci smési (mobilni
faze) tak, aby mobilni faze vstupovala na folii u startu (Obr. 1.21). Celo mobilni faze se
asi po 45 minutach dostane 1 cm od konce folie. Poté folii vyjméte, vyznacte na ni
tuZzkou konec mobilni faze a vysuSte na vzduchu nebo opatrné fénem. Nésledné v
digestofi postiikejte aerosolem ninhydrinového ¢inidla a zahiejte v susarné 10 minut na
100 °C.

Obr. 1.21 Vlozeni silufolu do chromatografické komory.
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4  Vyhodnoceni:

Identifikace aminokyselin v nezndmém vzorku

1) Do tabulky ptehledné uved’te vysledky provedenych chemickych reakci pro standardy
aminokyselin i pro neznamy vzorek.
2) Identifikujte slozeni aminokyselin v neznamém vzorku a zdivodnéte, na zakladé ¢eho

jste urcili, o jaké aminokyseliny se jedna.

Stanoveni isoelektrického bodu kaseinu

1) Popiste zménu v jednotlivych zkumavkach a hodnotu pH, pfi kterém jste pozorovali pl
kaseinu. Pro€ v isoelektrickém bod¢ vznikla sraZenina proteinu?
2) Cim se vyznacuje isoelektricky bod bilkovin?

3) Napiste schéma vystihujici zménu amfiontu v kyselém a zasaditém prostiedi.

Zjisténi pritomnosti kyseliny glutamové v potravindiskych dochucovadlech

1) Zméite pravitkem délku drahy mobilni faze (start-Celo). Pro kazdy standard i vzorek
zmétte délku drahy skvrny od startu (méfi se vzdalenost sttedu skvrny od startu).

2) Vypocitejte hodnoty retenénich faktori (Rs) pro standardy i jednotlivé vzorky, vysledky
zapiste do tabulky a porovnejte, zda vzorky obsahuji glutamat sodny, ¢i kyselinu
glutamovou. Hodnota Rt je bezrozmérny podil drahy skvrny k draze mobilni faze.

3) Zamyslete se nad vysledkem pro kazdy vzorek a diskutujte pfitomnost, ¢i nepfitomnost
kyseliny glutamové a glutamatu sodného ve vzorcich v porovnanim se sloZzenim na

obalu komercniho pripravku.
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