HYDROLIZA KERATYN WLOSOW

Instrukcja do éwiczen opracowana w Katedrze Chemii Srodowiska Uniwersytetu £.odzkiego

Roztwarzanie probek stalych

Wigkszo$¢ technik chromatograficznych wymaga uzyskania probki w postaci cieklej,
tzw. jej uplynnienia, dlatego wyodrebnienie oznaczanych analitow z probek statych czgsto
stanowi ogromne wyzwanie. Techniki przygotowania probek statych mozemy podzieli¢
na trzy kategorie: rozdrabnianie mechaniczne, trawienie enzymami, kwasami, zasadami, oraz
ekstrakcje. W przypadku probek staltych przygotowanie czgsto polega na ekstrakcji
np. kwasami, co umozliwia uwolnienie sktadnikow do ekstrahenta. Nie dochodzi wowczas
do catkowitego zniszczenia matrycy. Inna metoda jest hydroliza probki, ktora umozliwia
catkowite przeprowadzenie badanej probki do roztworu, w wyniku czego uzyskuje si¢ czgsto
zupelnie klarowna ciecz. Roztworzenie calej matrycy zapewnia catkowita dostgpnosé
do analizowanego pierwiastka lub zwiazku. W wielu przypadkach jest to proces dtugotrwaty,
nalezy wtedy rozwazy¢ mozliwo$¢ zastosowania najbardziej wydajnego sposobu hydrolizy.

W zaleznosci od rodzaju analizowanego materiatu, w celu solubilizacji probki
wykorzystuje si¢ nastgpujace czynnosci:

* rozpuszczanie — proces polegajacy na pokonaniu energii sieci ciat stalych przez energig
solwatacji;

* roztwarzanie — obejmuje procesy zachodzace w roztworze kwasow, zasad, w ktorych
to rozpuszczanie probki zachodzi poprzez reakcje chemiczne;

* stapianie — proces wysokotemperaturowego rozkladu probek z topnikami, osiagany
w temperaturze od 500 — 1200 °C; jest on prowadzony do momentu uzyskania fazy cieklej
W calej objetosci probka/topnik. Produkt poddaje si¢ nastgpnie rozpuszczaniu lub
roztwarzaniu;

* spiekanie — proces polegajacy na ogrzewaniu substancji w temperaturze bliskiej
temperatury topnienia, w wyniku czego pojawia si¢ faza ciekla na granicy ziaren, dajac po
ozigbieniu porowaty spiek. Uzyskany w ten sposéb stop lub spiek jest rozpuszczalny

w wodzie lub w roztworach kwasow;



* mineralizacja — catkowity rozktad matrycy organicznej:
- mineralizacja sucha (spopielenie) — spalanie probki w piecu w temperaturach w zakresie
400 — 600 °C w tyglach kwarcowych. Otrzymany popidt sktada si¢ gléwnie z tlenkdéw
I weglandw, i ulega rozpuszczeniu w kwasie lub mieszaninie kwasow;
- mineralizacja mokra — rozktad matrycy organicznej odczynnikami utleniajacymi. Proces
moze by¢ wspomagany dodatkowo ultradzwigkami, promieniowaniem UV lub
promieniowaniem mikrofalowym.

Aby proces przeprowadzania probek statych do roztworu nie stat si¢ zrédtem biedow
na kazdym etapie powinien przebiega¢ iloSciowo, by maksymalnie ogranicza¢ mozliwo$¢
zanieczyszczen 1 strat analitu. Odczynniki powinny charakteryzowac si¢ wysoka czystoscia,
a naczynia, w ktorych przeprowadza si¢ roztwarzanie nie moga by¢ potencjalnym zroédiem
oznaczanego sktadnika. Przy doborze odczynnikéw nalezy rozwazy¢ czy nadaja si¢ one

do oznaczania danego sktadnika wybrana technika (Tabela 1).

Tabela 1. Odczynniki powszechnie stosowane do rozpuszczania lub roztwarzania:

Odczynnik Przykladowy rodzaj probki

Rozpuszczalne sole (zachodzi tylko proces

Woda .
rozpuszczania)

Pozostatlos$¢ po spopielonych probkach,

Rozcienczone kwas . .
Y tatwo utlenialne metale i stopy, sole

Trudno utlenialne metale i stopy, stale,
Stezone kwasy (np. HNO3) Py

tlenki metali
Stezone kwasy z dodatkiem silnych Metale, stopy, gleby, pyty z powietrza,
utleniaczy materiaty ogniotrwate, probki substancji roslinnych
Kwas fluorowodorowy Krzemiany, probki skat

W przypadku analiz, ktorych celem jest wykrywanie jonow metali, przy doborze
odczynnikow roztwarzajacych nalezy zwr6ci¢ uwagg, 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 wlasciwie nie

wystepuje.




Wilosy jako probka biologiczna

Wiosy to nitkowaty, zrogowaciaty, wyspecjalizowany wytwor naskorka, wystepujacy
wylacznie u ssakow, na powierzchni ich skoéry. Zbudowane sa z biatka - twardej, spoistej
keratyny obecnej w ilosci od 65% do 95%. Wyniki analizy wlosow wykorzystywane
sg bardzo czesto do:

* monitorowania zmian w zywieniu, wykrywania niedozywienia przez pordwnanie stosunku
izotopow cigzkich do lekkich;

* farmakoterapii padaczki, gdzie stwierdzono korelacje pomiedzy wiclkoscia dziennej dawki
karbamazepiny i fenobarbitalu, a zawartoscia tych lekow w segmentach wloséw o dlugosci
lcm;

* badan epidemiologicznych, do monitorowania skazenia S$rodowiska 1 narazenia
pracownikow na ekspozycje na zwiazki wystgpujace przy produkcji aluminium, ktadzeniu
nawierzchni drog, spalaniu paliw kopalnych, w transporcie;

* oznaczania we wlosach nikotyny (czasami tez jej metabolitu - kotyniny), ktdéra jest
wiarygodnym markerem pasywnej ekspozycji na tyton w grupie biernych palaczy;

* badania matek i ich noworodkéw na obecno$¢ w organizmie amfetaminy i kokainy, oraz
W testach na zawarto$¢ kokainy, THC lub amfetaminy u 0sob poddanych terapii odwykowej
lub podejrzanych o stosowanie niedozwolonych uzywek;

* badan antydopingowych, w ktorych okres$la si¢ obecnos$¢ substancji, majacych bezposredni

wplyw na wyniki uzyskiwane w trakcie zawodow sportowych.

Keratyny
Keratyny naleza do grupy biatek wildkienkowych, charakteryzujacych si¢ ztozona budowa

strukturalna. Sa one podstawowym budulcem cytoszkieletu i wyrostkow skory krggowcow,
takich jak: wilosy, piora, kopyta, szczecina, wetna, paznokcie. Kumulacja duzych ilo$ci
odpadéw keratynowych w $srodowisku naturalnym wynika z niedostgpnosci tych bialek dla
drobnoustrojéw 1 enzymow. Aminokwasy budujace keratyny maja w 40% charakter
hydrofilowy oraz w 60% hydrofobowy. Ze wzgledu na charakter hydrofobowy keratyny nie
rozpuszczaja si¢ w roztworach wodnych, oraz wykazuja wysoka opornos$¢ na hydroliz¢ przez
wigkszo$¢ enzymow proteolitycznych pochodzenia roslinnego i zwierzgeego takich jak
trypsyna, czy papaina. Najwazniejszym aminokwasem wchodzacym w sktad keratyny wtosa
jest cysteina, posiadajaca w swojej budowie grupe tiolowa (—SH), dzigki ktérej mozliwe jest
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tworzenie mostkow disiarczkowych (S-S). Ilo$¢ iutozenic mostkow disiarczkowych
decyduje o ksztalcie wlosa, nadajac mu formg lokow, badz odpowiadajac za ich prosty
charakter. W keratynie pior cysteina stanowi 7% wszystkich aminokwasow i jej ilos¢ jest 2,5

razy wyzsza w stosunku do keratyn naskorka, rogow 1 paznokci.

Sposoby degradacji biatek

Degradacja biatka keratynowego i przeprowadzenie go w forme niskoczasteczkowych
peptydow lub aminokwasow jest mozliwa przy udziale podwyzszonej temperatury, a takze
z wykorzystaniem enzymoéw, zasad i kwasow. Wysoki stopien usieciowania keratyn
powoduje, ze sa one nierozpuszczalne w wodzie, stad tez pierwszym etapem obrobki probki
bogatej w keratyny jest otrzymanie ich rozpuszczalnej postaci. W tym celu stosuje si¢ dwie
metody skutkujace rozpuszczeniem poszukiwanego biatka. Pierwsza z nich powoduje
zniszczenie struktury oraz wlasciwosci charakterystycznych dla biatka natywnego. Naleza do
niej hydroliza kwasowa, zasadowa, enzymatyczna, ale rowniez podwyzszenie temperatury do
100 — 150°C. Druga metoda degradacji bialka keratynowego, umozliwiajaca zachowanie
sekwencji aminokwasowej jest zastosowanie reagentow niszczacych wigzania S—S.

Degradacja pod wpltywem temperatury. Ogrzewanie w temperaturze 130 — 140 °C

w §rodowisku wodnym prowadzi do degradacji keratyn do oligomeréw, polipeptydow
i aminokwaséw. Rozklad aminokwaséw nastepuje w temperaturze okoto 200 °C.
W temperaturze 185 °C pierwsze zmiany w strukturze wiokien mozna zaobserwowaé juz
po czasie ogrzewania 30 s.

Degradacja pod wplywem kwasoéw. Hydroliza kwasowa biatlek zachodzi gtownie

Z zastosowaniem stgzonego kwasu solnego i temperatury przekraczajacej 100 °C. Pod
wptywem kwasow mineralnych wiokna biatkowe ulegaja degradacji w wyniku rozerwania
wigzan peptydowych. Istotnymi czynnikami wplywajacymi na stopien degradacji
sa temperatura, pH, czas reakcji oraz rodzaj stosowanych kwaséw. Roztwor uzyskany po
hydrolizie kwasowej keratyn zawiera wolne aminokwasy. W wyniku hydrolizy wiazan
peptydowych dochodzi do obnizenia mas czasteczkowych oraz uwolnienia grup koncowych

aminokwasow biatkowych.
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Degradacja pod wplywem zasad. Keratyna jest mniej odporna na dziatanie zasad niz kwasow.

Biatko to na skutek dziatania zasad ulega pecznieniu, a w konsekwencji degradacji. Wzrost
rozpuszczalnos$ci keratyn w roztworach o charakterze zasadowym powoduje rozerwanie
wigzan peptydowych i mostkow disiarczkowych. Rozpuszczalno$¢ ta zalezy od: st¢zenia
zasady, temperatury procesu oraz czasu oddzialywania czynnika na biatko. Pod wptywem

dzialania zasady nastgpuje wzrost plastycznosci i spadek wytrzymatosci keratyny.
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Degradacja _enzymatyczna. Enzymy proteolityczne, tj. hydrolazy peptydowe rozszczepiaja

wigzania peptydowe w bialkach z przylaczeniem czasteczki wody. Ze wzgledu na optymalne
pH dzialania enzymow, przypadajace w zakresie pH 10, dominujaca rol¢ zaréwno pod
wzgledem produktywnosci, jak 1 zastosowania, odgrywaja proteinazy serynowe, zwane
popularnie proteinazami zasadowymi. Proteinazy serynowe sa enzymami o bardzo szerokiej
specyficznosci  substratowej, rozszczepiajacymi  wigzania peptydowe w  biatkach
I niskoczasteczkowych peptydach. Ta szeroka specyficzno$¢ sprawia, ze proteinazy serynowe
stuza rowniez do otrzymywania hydrolizatow bialkowych w przemys$le spozywczym,
paszowym, kosmetycznym i farmaceutycznym. Dziatanie enzymoéw na keratyng¢ prowadzi
do jej catkowitej biodegradacji spowodowanej enzymatyczna hydroliza i utlenieniem.
U bakterii proces przebiega w trzech etapach. W pierwszym nastepuje redukcja siarki
z mostkow S-S cystyny za pomoca reduktaz, w drugim etapie przebiega proteoliza,

a W trzecim nastgpuje deaminacja peptydow i utlenienia grup —SH.



Degradacja z udziatlem reduktorow. Degradacji biatka keratynowego, umozliwiajaca

zachowanie jego sekwencji aminokwasowej jest mozliwa dzigki zastosowaniu reagentow
zdolnych do zniszczenia, rozerwania mostkow S-S cystyny. Odczynniki najczgscie]

wykorzystywane w tym celu to: merkaptoetanol, ditiotreitol (DTT), mocznik, tiomocznik.

Cel ¢wiczenia
Celem c¢wiczenia jest okre$lenie, ktore ze zbadanych czynnikéw umozliwiaja

catkowite roztworzenie probki wloséw w jak najkrotszym czasie.

Wymagane Srodki ostroznosci
(1 W trakcie wykonywania ¢wiczenia student powinien nosi¢ odziez ochronna.
[J Roztwordw nie nalezy wdychaé i pipetowac¢ ustami.
[ Identyfikacja zagrozen (Klasyfikacja zgodnie z dyrektywami UE 67/548/EWG lub
1999/45/WE):
Wodorotlenek sodu - C Produkt zracy R35
Kwas solny - C Produkt zracy R34, Xi Produkt drazniacy R37
[J Pierwsza pomoc:
- w razie kontaktu ze skora: sptuka¢ duza iloscia wody.
- w razie kontaktu z oczami: przepluka¢ duza iloscia wody, przy szeroko otwartej powiece.
- jezeli osoba poszkodowana oddycha, przenie$¢ na $wieze powietrze. Jezeli osoba
poszkodowana nie oddycha, zastosowac sztuczne oddychanie. Zasiggna¢ porady medyczne;.
- w przypadku wystapienia podraznien skontaktowac si¢ z lekarzem.

- w razie spozycia: przeptukac usta woda.

ODCZYNNIKI
H,0, 6 mol/L HCI, 1mol/L NaOH, Trypsyna, 0,01 mol/L DTT

APARATURA
probki wloséw odwazone po 2 mg, waga analityczna, lopatka ze stali nierdzewnej, pgseta,

amputki szklane, statyw na amputki, pipety automatyczne, termostat



WYKONANIE EKSPERYMENTU

1.

Podpisa¢ amputki szklane w nastgpujacy sposob: 1. Wiosy + H,0; 2. Wiosy + HCI;
Wilosy + NaOH, Wiosy + trypsyna; Wtosy + DTT

Przenie$¢ nawazki wtoséw (po 2 mg) do amputek szklanych.

Do kolejnych ampulek wprowadzi¢ za pomoca pipety automatycznej po 200 pul
roztworow: 1 — H,O, 2 — HCI o stezeniu 6 mol/L, 3 — NaOH o stezeniu 1 mol/L,
40,01 mol/L DTT.

Zamkna¢ amputki szklane nad ptomieniem palnika.

Ampulki z prébkami umiesci¢ w termostacie.

Przeprowadzi¢ hydroliz¢ w temperaturze 120°C w czasie 1 h, co 10 minut odnotowujac

wizualne zmiany zachodzace w probce.

SPRAWOZDANIE

1. W sprawozdaniu opisa¢ przebieg zmian zachodzacych w probkach wloséw i1 na ich
podstawie zaproponowac schematy reakcji zachodzacych w poszczegdlnych ampultkach.
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