Derywatyzacja tioli

Instrukcja do ¢wiczen opracowana w Katedrze Chemii Srodowiska Uniwersytetu £odzkiego.

Reakcja derywatyzacji polega na przeprowadzeniu analitow, w wyniku reakcji
chemicznej, w odpowiednie pochodne o wiasciwosciach umozliwiajacych ich oznaczenie.
W wyniku reakcji derywatyzacji substancje, ktore sg przedmiotem analizy uzyskuja
wilasciwosci odpowiednie dla danej metody analitycznej. Poniewaz wigkszos¢ tioli, w tym
biologicznie waznych zwiazkow, nie posiada strukturalnych wlasnosci, ktére umozliwiatyby
ich oznaczanie przy uzyciu najbardziej rozpowszechnionych w laboratoriach detektoréw
(spektrofotometrycznych z zakresu UV-Vis), koniecznym staje si¢ przeprowadzenie zabiegu
derywatyzacji chemicznej.

Grupa tiolowa (-SH) jest szeroko rozpowszechniona w zwigzkach obecnych
w materiale biologicznym. Sa to zarowno zwigzki matoczasteczkowe, takie jak: cysteina,
homocysteina, glutation, kwas liponowy czy koenzym A, jak roéwniez zwiazki
wielkoczasteczkowe, takie jak: peptydy, enzymy 1 blony pdlprzepuszczalne.
Wiele waznych biologicznie reakcji, a mianowicie reakcje redox, przenoszenia grupy
metylowej, wigzania dwutlenku wegla oraz reakcje z udzialem koenzymu A,
jest determinowanych obecno$cig grupy sulfhydrylowej (-SH). Czg$¢ zwiazkow tiolowych, jak
np. homocysteina, stanowi doskonale narzedzie podczas diagnozowania chorob zwigzanych
z zaburzeniami metabolizmu.

Odczynniki stosowane w derywatyzacji tioli mozna podzieli¢ na kilka grup. Pierwsza
Znich stanowig zwiazki, ktore w wyniku reakcji z funkcja tiolowa, tworza
pochodne, ktore moga by¢ oznaczane z wykorzystaniem detekcji UV-Vis (np. kwas 5,5’-
ditiobis(2-nitrobenzoesowy), sole pirydyniowe i sole chinoliniowe), natomiast druga grupe
odczynniki, ktore tworzg pochodne fluoryzujace (np. N-podstawione maleimidy, bimany,
halogenosulfonylobenzofurazany, aldehyd o-ftalowy). W niektérych przypadkach, w celu
polepszenia wilasciwosci analitow, wystarczy zastosowac prosta reakcje fotochemiczna,
termiczng, czy tez reakcje kwas-zasada. Istnieje grupa zwigzkow, ktorych modyfikacja wymaga
jednak bardziej ztozonych reakcji chemicznych, efektem czego moze by¢ zmiana uktadu
wigzan atomoéw w czasteczce, jak rowniez przytaczenie dodatkowego fragmentu do czasteczki
zwigzku. W przypadku takiej reakcji mamy do czynienia z derywatyzacja chemiczna.
W koncowym etapie uzyskujemy zmodyfikowany analit, ktérego wiasciwosci fizyko-

chemiczne czynig go kompatybilnym z aktualnie stosowang technikg analityczng. W przypadku



niektorych procesow derywatyzacji chemicznej otrzymuje si¢ nie jeden, a kilka produktow
przeprowadzanych przemian. Uzyskanie wickszej liczby pochodnych jednego analitu pozwala
niejednokrotnie na wykorzystanie kilku z nich, w celu identyfikacji zwigzku. Dodatkowo, ich
wlasciwosci umozliwiajg osiagnigcie duzo nizszych granic wykrywalnosci i oznaczalnos$ci
w przypadku analizy ilosciowej. Ciekawym przypadkiem derywatyzacji chemicznej jest
sytuacja, kiedy odczynnik derywatyzujacy, podobnie zreszta jak analit, nie jest kompatybilny
z wykorzystywanym podczas analizy detektorem. Dopiero produkt reakcji derywatyzacji
posiada wlasciwosci fizyko-chemiczne, ktore umozliwiaja jego detekcje. Przyktadem tego typu
zwigzku moze by¢ aldehyd o-ftalowy (OPA), uzywany do derywatyzacji aminokwasow.

Ponizej przedstawiono mozliwosci modyfikacji czasteczek zwigzkéw chemicznych,

poddawanych nastepnie analizie koncowe;.

a) A—>B
Reakcja przebiegajaca pod wptywem $wiatla, temperatury, Katalizatora, fal radiowych
dajaca jeden produkt;

b) A>B+C+D..
Reakcja zachodzaca pod wptywem $wiatla, temperatury, katalizatora, fal radiowych. W tym
samym czasie powstaje kilka pochodnych. W przemianach nie biorg udzialu dodatkowe
substancje.

c) A+tB->C
Pojedyncza reakcja chemiczna pomigdzy analitem 1 odczynnikiem chemicznym,
w wyniku czego powstaje addukt.

d A+B—>C+D
Pojedyncza reakcja chemiczna pomiedzy analitem 1 dodatkowym odczynnikiem
chemicznym dajgca dwie pochodne.

e) A+B>C+D—>E..
Kilkuetapowa reakcja analitu (A) z odczynnikiem (B) dajaca produkt (C), ktory reaguje
nastgpnie z innym odczynnikiem (D), w wyniku czego powstaje produkt (E). Istnieje
mozliwo$¢ tworzenie dodatkowych pochodnych.

f) A+B+C—>D+E+..
Reakcja analitu (A) w ktorej biorg udzial rownocze$nie dwa odczynniki (B) i (C),
w wyniku czego tworzy si¢ kilka pochodnych (D) 1 (E) oraz inne.

g) A+B>C+..



Reakcja analitu (A) z odczynnikiem (B) dajagca pochodng (C) zawierajaca fragment

czasteczki odczynnika (B).

h) Wszystkie reakcje prezentowane powyzej (z wyjatkiem g), ktorych produkty sa
nastepnie poddane reakcji przytaczenia fragmentu odczynnika derywatyzujacego do analitu
(reakcja g).

Celem wszystkich przedstawionych powyzej technik modyfikacji analitu jest poddanie
zwigzku chemicznego reakcji prowadzacej do otrzymania  pochodnych
o wilasciwosciach utatwiajacych, badz w ogole umozliwiajacych jego identyfikacje,
separacj¢ 1 oznaczanie. Wlasnie taka modyfikacja czasteczki analitu jest nazywana
derywatyzacja.  Derywatyzacja  jest wigc  modyfikacja zwigzku w  celu
otrzymania nowego zwigzku posiadajacego wiasciwosci bardziej odpowiednie dla
specyficznej metody analitycznej.

Specyfika stosowanych technik analitycznych okre§la charakter otrzymanych
w  wyniku derywatyzacji zmodyfikowanych zwiazkéw chemicznych. Gtownym
zadaniem derywatyzacji w przypadku dostosowywania analitow do wymagan
chromatografii gazowej bedzie najczesciej zwickszenie lotnoSci 1  polepszenie
stabilno$ci termicznej oznaczanej substancji, W chromatografii cieczowej polepszenie
rozdzielczo$ci oraz parametrow detekcji podczas procesu rozdzielania chromatograficznego.
W przypadku elektroforezy kapilarnej gléwnym ograniczeniem jest detekcja, dlatego tez
modyfikacja analitu ma najczgsciej na celu przystosowanie analitu do wymagan stosowanego
detektora. Derywatyzacja chemiczna analitu polepsza czuto$¢ 1 wykrywalno$¢, moze réwniez
zwiekszy¢ selektywnos$¢ metody (nadanie fadunku czgsteczce), jesli odczynnik derywatyzujacy
reaguje w matrycy wylgcznie z interesujacym nas analitem. Dodatkowo, w wyniku
derywatyzacji dla potrzeb elektroforezy kapilarnej otrzymuje si¢ zwiazki, ktore wykazuja
wigksza stabilno$¢, lepsze wlasciwosci elektroforetyczne, niejednokrotnie lepsza
rozpuszczalno$¢ w aktualnie stosowanym buforze. Zdarza si¢ tez, ze celem derywatyzacji
chemicznej jest przeprowadzenie substancji gazowej w inny stan skupienia, kompatybilny ze
stosowang technika analityczng.

Dostosowanie analitow do aktualnych wymagan techniki analitycznej moze by¢
spowodowane wieloma wzglgdami. Ponizej przedstawiono gléwne przyczyny
modyfikacji analitow:

a) analit niekompatybilny ze stosowanym detektorem moze by¢ przeksztalcony

w pochodng o zmienionych wlasciwo$ciach w poroéwnaniu ze zwigzkiem wyj$ciowym,

poddanym procesowi derywatyzacji;



b) substancja, ktora nie moze by¢ rozdziclana w swej pierwotnej postaci, moze uzyskaé
wymagane  wlasciwosci  separacyjne na  skutek zmian w  strukturze
czasteczkowej, badz po przytaczeniu fragmentu odczynnika derywatyzujacego;

C) zwigzek trudny do separowania od innych sktadnikow probki (np. matrycy)
moze zosta¢ rozdzielony, po przeksztatceniu W wyniku procesu derywatyzacji;

d) zwiazki, ktore dajg sygnal analityczny w niewielkim zakresie liniowosci,
pozwalajacy na osiggnigcie stosunkowo wysokich granic wykrywalnosci sa
przeksztalcane w pochodne, ktére pozwalaja uzyska¢ znacznie lepsze parametry

detekcji.

I. Cel ¢wiczenia

Przeprowadzenie reakcji derywatyzacji wybranych aminokwasow tiolowych, cysteiny (CSH)
i homocysteiny (HCSH) za pomoca tetrafluoroboranu 2-chloro-1-metylochinoliniowego
(CMQT) i bromku 1-benzylo-2-chloropirydyniowego (BBCP) oraz na podstawie uzyskanych

wynikdéw poroéwnanie i omdwienie zaistniatych roznic.

Wzory strukturalne stosowanych w ¢wiczeniu analitow przedstawia rysunek 1.
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Rys. 1. Wzory analitow.

Tiole (HCSH i CSH) reakuja z solami pirydyniowymi (BBCP) i chinoliniowymi (CMQT)

tworzac tioeterowe pochorne. Rownania odpowiednich reakcji przestawiono na rysunku 2 i 3.
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Rys. 2. Schemat reakcji derywatyzacji HCSH z bromkiem 1-benzylo-2-chloropirydyniowym
(BBCP)
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Rys. 3. Schemat reakcji derywatyzacji HCSH z tetrafluoroboranem 2-chloro-1-metylochino-
liniowym (CMQT)

I. Aparatura, odczynniki i roztwory
Spektrofotometr HP8453

Roztwory analitow i odczynnikdéw derywatyzujacych:

— tetrafluoroboranu  2-chloro-1-metylochinoliniowego  (CMQT) o  stgzeniu
10 umol/ml,

— bromku 1-benzylo-2-chloropirydyniowego (BBCP) o st¢zeniu 10 umol/ml,

— cysteiny (CSH) o stezeniu 10 pmol/ml,

— homocysteiny (HCSH) o stezeniu 10 pmol/ml.

e 3 M kwas solny

e Kuweta kwarcowa 1 cm

e Pipety automatyczne

e Kolby miarowe o pojemnosci 5 i 10 ml
e Bufor fosforanowy o pH 7,9

e Woda dejonizowana

I1. Wykonanie ¢wiczenia
1. W kolbach miarowych o pojemnosci 10 ml przygotowac roztwory:
a) CMQT o stezeniu 50 nmol/ml,
b) BBCP o stezeniu 50 nmol/ml,
¢) CSH o stezeniu 50 nmol/ml,
d) HCSH o stezeniu 50 nmol/ml.

2. Przeprowadzi¢ reakcje derywatyzacji z CMQT.

Do kolby 0 pojemnosci 5 ml wprowadzi¢ 500 ul buforu fosforanowego o pH 7,9, 25 ul HCSH
0 stezeniu 10 pmol/ml oraz 25 pul CMQT o stgzeniu 10 pmol/ml. Zawarto$¢ kolby wymieszac
1 pozostawi¢ na 5 minut. Do kolby wprowadzi¢ 100 ul 3 M HCI 1 uzupetni¢ woda do objetosci
5ml.

Powyzsza procedure nalezy zastosowac do przygotowania roztworu pochodnej CSH.



3. Przeprowadzi¢ reakcj¢ derywatyzacji z BBCP.

Do kolby 0 pojemnosci 5 ml wprowadzi¢ 500 ul buforu fosforanowego o pH 7.9, 25 ul HCSH
0 stezeniu 10 pumol/ml oraz 25 pl BCBP o stezeniu 10 umol/ml. Zawarto$¢ kolby wymieszac
I pozostawié¢ na 15 minut. Do kolby wprowadzi¢ 100 ul 3 M HCl i uzupeti¢ wodg do objetosci
S5ml.

Powyzsza procedure nalezy zastosowa¢ do przygotowania roztworu pochodnej CSH.

4. Zarejestrowa¢ widmo UV-Vis:
e puforu fosforanowego,
e roztworow CMQT, BBCP, CSH, HCSH o stezeniu 50 nmol/ml,

e roztwordéw otrzymanych po reakcji derywatyzacji.

III. Opracowanie wynikow

1. Poréwna¢ widma UV-Vis otrzymane dla poszczegdlnych roztworow.

2. Wyznaczy¢ maksima absorpcji.

3. Okresli¢ warto$ci batochromowych przesuni¢¢ maksiméw absorpcji dla pochodnych CSH i

HCSH wzgledem odczynnikow derywatyzujacych.
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