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The Determination of DNS-amino Acids Depending on the Maximum and the
Minimum of Absorption in Ultra-Violet

Do oznaczania DNS-aminokwasow opracowano trzy metody. Dwie
pierwsze wynikajg z zalozenia, ze logarytm stezenia DNS-aminokwasow
jest proporcjonalny do powierzchni zalegania tych substratéw na chro-
matograficznych no$nikach (3—6, 8). Trzecia dotyczy wykorzystania
spektrofotometrii przy 252 nm jako analitycznej dlugosci (7, 13). Prezen-
towana praca jest kontynuacja tego i zmierza do takiego rozwigzania,
ktére nie wymagaloby przygotowania zestawu wzorcéw o zmieniajgcym
si¢ gradiencie stezenia i réwnoczesnie dawaloby gwarancje wykorzysta-
nia latwo dostepnej aparatury. Podstawe realizacji tego zamiaru stanowito
spostrzezenie, ze réznice aksorbancji odniesione do maksimum i minimum
przy 252 i 288 nm zmieniajg sie wraz ze stezeniem DNS-aminokwasow.
W zwiagzku z tym postanowiono sprawdzi¢, czy wspomniane roéznice ab-
sorbancji sg proporcjonalne do stezen DNS-aminokwasoéw i czy mogg by¢
wykorzystane do analizy powyzszych substratow.

MATERIALY I METODY

Odczynniki i wzorce — POCH-Gliwice. Chlorek wapnia bezw. — chlorek wapnia
cz.d.a. prazono na palniku gazowym w tyglu porcelanowym przez 6 godz. Metanol
bezw. — metanol cz.d.a. znad chlorku wapnia bezw. Zestaw 18 standardéw DNS-
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-aminokwaséw — firmy Sigma. Dla kaidego wzorca sporzgdzano metanolowe roz-
twory o koncentracji: 10X, 20X, 30X, 40X i 50X10-® mola/ml. Roztwory przecho-
wywano w probéwkach ze szlifami firmy Quickfit w temp. 4°C. Pomiaré6w absor-
bancji powyiszych roztworéw dokonano przy uzyciu spektrofotometru VSU-2P
i kwarcowych kiuwet o warstwie przepuszczajacej 1 cm. Do oceny proponowanej
metody wykorzystano statystyczny rachunek (2, 10). Wyliczono wspdlczynnik kore-
lacji i réwnania prostych regresji. Zastosowano testy F i t-Studenta do sprawdzenia
hipotez — Hgay=o0g=..=0y5, B;=P=..=fy oraz H:a=0.

BADANIA WIASNE

Wyznaczanie réznicy absorbancji dA

Dokonano pomiaréw absorbancji w zakresie 240—380 nm i otrzymano
widma o identycznym ksztalcie w odniesieniu do wszystkich przebada-
nych osiemnastu dansylowych pochodnych aminokwaséw (ryc. 1). W na-
stepnej kolejnoscei obliczono roznice absorbancji dA, odejmujac od absor-
bancji przy 252 absorbancje przy 288 nm oddzielnie dla kazdego ze sto-
sowanych standardéw. Réznice absorbancji dA po uwzglednieniu stoso-
wanych koncentracji DNS-aminokwasow zestawiono w tab. 1.

At
600

500

400

252 268 33 nm

Ryc. 1. Charakterystyczny przebieg widm absorpcji DNS-aminokwaséw w zakresie
nadfioletu z zaznaczong ro6znicg absorbancji dA wystepujaca miedzy maksimum
252 nm a minimum 288 nm
The characteristic course of the absorptive spectrum of the DNS-amino acids in
ultraviolet with the difference of the absorbance dA marked between maximum
252 nm and minimum 288 nm

OkresSlenie stezenia DNS-aminokwaséw na
podstawie ré6znicy absorbanciji

Wyznaczone réznice absorbancji dA czterech pierwszych koncentracji
poréwnywano za pomocg wzoru 1 z réznica absorbancji dAs, odpowiada-
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jaca koncentracji 50X 107% mola/ml — c¢5y i obliczano poszukiwane steze-
nie ¢. Roznice absorbancji dA poréwnano z otrzymanymi stezeniami DNS-
-aminokwaséw — c¢ i zestawiono w tab. 1.

— Cso xdA (1)
dA;,

Statystyczne opracowanie wynikow

Wstepne zestawienie wynikéw pozwolilo zalozy¢, ze istnieje liniowa
zaleznos$¢ stezenia i réznicy absorbancji dla 18 badanych DNS-aminokwa-
sOw. Aby to potwierdzi¢ okreslono za pomocg rachunku statystycznego
wspoélczynnik korelacji r, jako miare wspélzaleznosci liniowej miedzy ba-
danymi cechami (tab. 2). Tg drogg uzasadniono przypuszczenie o zalez-
nosci stezenia i réznicy absorbancji, poniewaz otrzymane wspoélczynniki
korelacji byly bliskie jednosci. Nastepnie, wykorzystujac rachunek wy-
réwnawczy, otrzymano réwnania prostych regresji:

dA=a++bc 2)
c=a+bdA 3)

gdzie: dA — rdznica absorbanciji, ¢ i ¢’ — stezenia DNS-aminokwaséw
w molach/ml, a i b oraz @’ i b’ — wspélczynniki kierunkowe réwnan re-
gresji.

Do sprawdzenia hipotezy Hyoy=0,=..=0a3, B=p.=...=f1s wykorzy-
stano metode statystyczng opartg na wnioskowaniu za pomocag testu istot-
nosci. Po weryfikacji hipotezy H, za pomocg testu F stwierdzono z ryzy-
kiem 1%, Ze nie istnieje wspoOlna zalezno$¢ liniowa dla wszystkich sub-
stancji i z tego powodu winna byé¢ ona okreslona oddzielnie dla kazdego
DNS-aminokwasu. Wzory 2 i 3 pozwalajg przy znajomoéci jednej cechy
wyliczyé wartoéci drugiej i odwrotnie. W tab. 2 zestawiono réwnania re-
gresji 18 DNS-aminokwasow zgodnie ze wzorem 3. Przyjmujac wartoéei
stezen opisane w materialach i metodach jako ¢ oraz obliczone ze wzoru 3
jako ¢’, okreslano wzgledne biedy B za pomocg wyrazenia 4.

B =_(E“‘E‘c—) 100% (4)
Otrzymane opisanym sposobem stezenia ¢’ oraz bledy B zestawiono
w tab. 3.

DYSKUSJA I WNIOSKI

Dotychczasowe metody oznaczen DNS-aminokwaséw sg trudne w rea-
lizacji ze wzgledu na brak aparaturowego wyposazenia (1, 9, 11, 12), Wczes-
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Tab. 2. Wspélczynniki korelacji » oraz réwnania prostych regresji dla poszczegélnych
DNS-AK
The coefficients of correlation r and the regression equations for the particular
DNS-amino acids

Lp. DNS-AK T c’=a’'+b’'dA
1. -Ala 0,9996 ¢’=—0,520+0,097dA
2. -Arg 0,9975 ¢’= 1,623+0,105dA
3. -Asp 0,9995 ¢’=-0,229+0,092dA
4, -Asp-NH, 0,9998 ¢'= 0,184+0,089dA
5. -Cys 0,9670 ¢’=—6,993+0,115 dA
6. -Phe 0,9970 ¢’=—2,933+0,119dA
7. -Glu 0,9999 ¢’=-—0,7621+0,108 dA
8. -Glu-NH, 0,9999 ¢’=—1,9661+0,129dA
9. -Tle 0,9998 ¢’= 0,519+0,113dA
10. -Lys 0,9999 ¢’= 0,662+0,092dA
11. -Met 0,9973 c¢’= 0,948+0,116 dA
12, -Pro 0,9999 ¢’=—0,0401+0,106 €A
13. -Pro-OH 0,9968 c’= 3,399+0,082dA
14. -Ser ’ 0,9999 ¢’= 0,010+0,082dA
15. -Thr 0,9997 c¢’= 0,497+0,134dA
16. -Trp 0,9997 ¢’=—0,078+0,135 dA
17. -Tyr 0,9986 c’=-—0,61410,047dA
18. -Val 0,9996 ¢’= 1,440+0,140 dA

niejsze proby oznaczen tych substratow pozwolily ustali¢, ze mozna do-
kona¢ wielu uproszczen w tym zakresie, jednak najistotniejsza jest re-
zygnacja z kosztownych urzadzen. Dano temu wyraz poprzez opracowanie
techniki planimetrycznej i spektrofotometrycznej w nadfiolecie. Jednak
i w tym przypadku nie uniknieto potrzeby sporzgdzenia szeregu roztwo-
row wzorcowych, ktérych przygotowanie sprawia zawsze duzo klopotu,
zaré6wno ze wzgledu na liczne pracochlonne czynnosci, jak tez na ryzyko
popelnienia bledu przy tak niskich stezeniach, rzedu 10~® mola/ml.
W zwigzku z powyzszym nasunela sie my$l opracowania takiego sposobu,
ktéry pozwolitby zrezygnowaé z roztworéw wzorcowych o réznych kon-
centracjach. Pomocne w tym wzgledzie okazalo sie spostrzezenie, ze
wszystkie DNS-aminokwasy maja wspoélne dwa paana absorpcji: maksy-
malne — 252 nm i minimalne — 288 nm. W konsekwencji postanowiono
sprawdzi¢, czy réznice absorbancji wystepujace przy tych dtugosciach nie
beda mogly byé miarg ilosci DNS-aminokwaséw. Na wstepie przygoto-
wano roztwory wzorcowe 18 DNS-aminokwaséw, kazdy w 5 koncentra-
cjach. Zmierzone absorbancje dla stosowanych stezen przedstawiono jako
roéznice dA i zestawiono w tab. 1. Za pomocg wzoru 1, przyjmujac kon-
centracje 50X 107? mola/ml — c; oraz rdznice absorbancji dla tego roz-
tworu dAs, okreslano stezenie ¢ dla pozostalych DNS-aminokwasdéw na
podstawie roéznicy absorbancji dA odpowiadajacej tym koncentracjom.
Poréwnanie koncentracji obliczonych ze stosowanymi w doéwiadczeniach
pozwolilo wyznaczyé Sredni wzgledny blgd — 2,96%. Niewielka wartosé¢
tego bledu zachecita do dalszych opracowan statystycznych. Wstepne usta-

10 Annales, sectio D, vol. XXXIII
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lenia wykazaly zalezno$¢ liniowg potwierdzong przez wspdlezynniki ko-
relacji r, ktorych wartosci w kazdym przypadku sa bliskie jednosci (tab. 2).

W celu uzasadnienia, czy poprawnie zostaly wyznaczone zaleznosci
oraz ich ocena, obliczono bledy wzgledne i zestawiono w tab. 3. Wskazuja
one, ze w kazdym przypadku poza DNS-cysteing dokladno$¢ oznaczen
jest dobra. Prezentowane réwnania regresji majg mate wspolczynniki, co
dowodzi, ze w celach praktycznych istnieje mozliwo$¢ okreslenia steze-
nia przy podanej réznicy absorbancji na podstawie wzoru 1. Stwierdze-
nie to wynika takze z wnioskéw pochodzgcych ze sprawdzenia hipotezy
H:q=0 dla kazdego DNS-aminokwasu w oparciu o test t-Studenta na
poziomie istotnosci 0,01. Poréwnanie dwu réznych sposobdéw obliczania
stezen przy znajomogci réznicy absorbancji: pierwszego na podstawie pro-
porcji (wzoér 1) i drugiego za pomocg réwnan prostych regresji, pozwala
dostrzec, iz w pierwszym przypadku spelmiony jest warunek, przy steze-
niu réwnym 0 réinica absorbancji wynosi 0. Wynika wiec stad, ze mozna
przyja¢ metode opartg na proporcji (wzor 1) jako podstawe do wyliczenia
nie znanej iloéci DNS-aminokwasow.

Ostatecznie mozna postulowaé, ze praktyczne oznaczenie nie znanego
stezenia DNS-aminckwasu sprowadza sie do okreslenia jego réznicy ab-
sorbancji przy dlugosciach 252 i 288 nm i poréwnania jej za pomocg wzoru
1 z roznica absorbancji w tym samym zakresie czestotliwo$ci jednego
wzorcowego DNS-aminokwasu.
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PE3IOME

OnpegesieHo, 4TO0 Bce DNS-aMMHOKUCIOTLI MMEIOT 00Llee MMHUMYM M MaKCUMYM
abcopbumy npu 252 u 288 nm. IloxaszaHo, 4yTO pa3zuuub! abcopbaHumm BbICTYIAKOLINE
Ha 9TUX AJUHAX ABJIAKTCA NPOMNOPUMOHAJNLHBIE K KOHLEHTPAUMM M MOryT ObITH MC-
10JIb30BaHb! NPM KOJWYECTBEHHOM onpeaeieuun DNS-aMUHOKUCIOT.

SUMMARY

It has been confirmed that all DNS-amino acids have the maximum and the
minimum of absorption common at 252 and 288 nm. It has been shown that the
differences of absorbancy appearing at these lengths are proportional to concen-
tration and can be used to the quantitative determination of DNS-amino acids.



