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Oczyszczanie kwasu fitynowego technika chromatografii jonowymiennej.
Oznaczanie zawartoSci kwasu fitynowego oraz fosforu nieorganicznego w
ziarniakach zboz.

Celem ¢wiczenia jest zapoznanie si¢ metodyka rozdzielania mieszanin zwigzkow
technika chromatografii jonowymiennej oraz z metodami oznaczania fosforanu

nieorganicznego 1 kwasu fitynowego.

WPROWADZENIE

Kwas fitynowy (szesciofosforan inozytolu, 1,2,3,4,5,6-heksafosforan mio-inozytolu,
IP6) jest zwigzkiem naturalnym, rozpowszechnionym w tkankach roslinnych 1 zwierzecych.
Zwigzek ten wraz z nizszymi fosforanami inozytolu zaliczany jest do czasteczek
sygnatowych, pelnigcych wiele istotnych funkcji w metabolizmie podstawowym komorki. IP6
1 jego pochodne biorg udzial m. in. w procesach naprawy i1 rekombinacji DNA, w eksporcie
mRNA do cytoplazmy, w endocytozie, transporcie pecherzykowym. Ze wzgledu na obecnos¢
szesciu zjonizowanych reszt fosforanowych, kwas fitynowy moze wigza¢ kationy metali
gtownie: Mg **, Zn** i Ca*"Na", K" oraz Fe*" i Fe*". Kompleksy kwasu fitynowego z Fe** maja
wlasciwosci  antyoksydacyjne  poniewaz blokujg calkowicie tworzenie rodnika
hydroksylowego i hamuja peroksydacje lipidow. W ostatnich latach duze zainteresowanie
budzi postulowana aktywnos$¢ protekcyjna (wlasciwosci antyoksydacyjne) i terapeutyczna
fitynianu w chorobie nowotworowej jelita grubego. Kwas fitynowy jest rozkladany przez
fitazg, fosfohydrolaz¢ heksafosforanu. mio- inozytolu. Enzym ten wystepuje we wszystkich
grupach organizmow zywych. Wigkszo$¢ fitaz oprocz kwasu fitynowgo hydrolizuje ATP,
ADP i ufosforylowane posredniki metabolizmu glukozy, czy sztuczny substrat
fenylofosforan. Fitazy zazwyczaj hydrolizuja pig¢ z szeSciu grup fosforanowych kwasu
fitynowego.

U ro$lin kwas fitynowy stanowi, obok niewielkich ilosci nizszych fosforanow
inozytolu, gtéwng forme zapasowa fosforu w dojrzatych ziarniakach zb6z 1 nasionach roslin
stragczkowych. Nieznaczne ilosci fitynianu wystepuja réwniez u innych ros§lin m.in. w
bulwach ziemniaka, korzeniach marchwi oraz w cz¢$ciach nadziemnych niektérych traw.
Jego zawartos¢ zalezy od gatunku i odmiany oraz warunkow wzrostu i nawozenia rosliny. W
rosngcych ziarniakach zbdz kwas fitynowy jest syntetyzowany i gromadzony gtownie w
ostatnim stadium dojrzewania. W calych ziarniakach jego zawarto$¢ moze stanowic¢ 0,3 do

1% suchej masy, natomiast w okrywie nasiennej i zarodku kilkakrotnie wigcej. Przypuszcza
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si¢, ze kwas fitynowy, gdy wystepuje w wysokich stezeniach moze by¢ wykorzystywany jako
donor reszty fosforanowej do syntezy ATP. Kwas fitynowy uwazany jest za zwigzek
wspomagajacy magazynowanie kationow w nasionach, niezbednych dla rosnacej siewki.
Podczas kietkowania ziarniakdw zmniejsza si¢ zawarto$¢ fitynianu natomiast gwattownie
wzrasta aktywno$¢ fitazy. Kwas fitynowy w wysokich stezeniach moze by¢ wykorzystywany
jako donor reszty fosforanowej do syntezy ATP, a takze wspomaga¢ magazynowanie w
nasionach kationéw niezbg¢dnych dla rosnacej siewki.

W znaczacych ilosciach (0,5 - 10 mg/g) fitynian wystgpuje w makach Zytnich,
pszennych oraz innych przetworzonych produktach zbozowych. Zwiazek ten uwazany jest za
czynnik antyodzywczy, nie podlega on trawieniu w przewodzie pokarmowym zwierzat
monogastrycznych oraz czitowieka. W jelitach (ze wzgledu na panujagce tam pH) kwas
fitynowy tworzy trudno rozpuszczalne zwiazki z jonami metali, co zmniejsza ilo$¢
dostepnych w pozywieniu soli mineralnych. Spozywanie pokarméw bogatych w kwas
fitynowy moze doprowadzi¢ m.in. do niedoboru zelaza w organizmie lub krzywicy. Ponadto
kwas fitynowy w niskim pH (zotadek) tworzy kompleksy z biatkami, co utrudnia ich trawienie. Te
antyodzywcze wlasnosci kwasu fitynowego mozna zlagodzi¢ powodujac jego cze$ciowa
defosforylacje do nizszych estrow fosforanowych inozytolu. Defosforylacja fitynianu w
duzym stopniu zachodzi podczas technologicznego procesu przygotowania ciasta

(fermentacji) wskutek dziatania fitazy zawartej w drozdzach.

Ekstrakcja i oznaczanie kwasu fitynowego oraz nizszych estrow fosforanowych
inozytolu

Ekstrakcje kwasu fitynowego z otragb zbozowych (Sruty?) prowadzi si¢ w rozcienczonych
roztworach kwasow, najczesciej trichloroctowego, solnego lub siarkowego. Efektywnos¢ tego
procesu zwykle zalezy od intensywnosci i czasu wytrzasania prob podczas ekstrakcji. Kwas
fitynowy oczyszcza si¢ z ekstraktoéw kwasowych migdzy innymi metodami chromatografii
cieczowej, nisko-lub wysokocisnieniowe;.

Na przyktad rézne mieszaniny zwigzkow roznigcych si¢ fadunkiem mozemy rozdzieli¢
technikg chromatografii jonowymiennej. Ten typ chromatografii polega na odwracalnym
wigzaniu obdarzonych tadunkiem czasteczek ze zlozem jonowymiennym. Ztoza stosowane w
chromatografii jonowymiennej moga mie¢ tadunek ujemny - kationity, (tadunek jest zwigzany
z matrycg o charakterze polianionowym), lub dodatni - anionity (fadunek zwigzany z matryca
polikationowg). Kationity maja zdolno$¢ wigzania i wymiany kationdw, anionity — anionow.

Do izolacji zwiazku naladowanego ujemnie zastosujemy anionit, za§ zwigzek natadowany
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dodatnio bedziemy oczyszcza¢ na kationicie. Reguly postepowania przy uzyciu tej techniki
wynikaja z zasady dzialania jonowymieniaczy. Zwykle dobiera si¢ warunki tak, aby
interesujgce nas zwiazki wigzaty si¢ z jonitem. Nastepnie ustala si¢ takie warunki, zeby
wymywanie zwigzanych substancji miato charakter roznicowy, a interesujacy nas zwigzek
byt w miar¢ wolny od zanieczyszczen innymi sktadnikami mieszaniny. W tym celu elucje
zwiazku prowadzi si¢ przy pomocy rosngcego lub skokowego gradientu sity jonowej (ten
drugi sposob wykorzystamy na d¢wiczeniu). Najczgsciej do elucji uzywa si¢ NaCl.
Chromatografia jonowymienna moze by¢ takze prowadzona w réznych pH poniewaz zwiazki
takie jak aminokwasy lub biatka, o wyraznie zréznicowanych tadunkach mozna eluowaé
buforami o ro6znych pH. Podstawowym parametrem charakteryzujagcym jonowymieniacz jest
pojemnos¢ (capacity) okreslajagca ilos¢ grup czynnych, dostepnych dla rozdzielanych
substancji przypadajacych na 1 gram nosnika.

Na ¢wiczeniach oczyszczanie ekstraktu $ruty zbozowej bedzie prowadzone technika
chromatografii cieczowej, jonowymiennej na zlozu DEAE —Sephacel, zawierajacym jako
grupe funkcyjng reszte dietyloaminoetylowg -OCH,CH, NH'(CH,CH;),. Atom azotu tej
grupy jest zjonizowany w przedziale pH 2-9 i w tym zakresie ma zdolno$¢ jonowymienng. W
opisanej metodzie wykorzystuje si¢ znaczace roznice w sile wigzania ujemnie natadowanych:
jonéw fosforanowych 1 sze$ciofosforanu inozytolu ze zlozem anionitowym. Anionit do
oczyszczania fitynianu musi by¢ w formie chlorkowej, co znaczy, ze grupa funkcyjna tego
anionitu jest zwiazana z Cl. Po naniesieniu na zloze ekstraktu $ruty zbozowej, zwigzany ze
ztozem jon CI" bgdzie wymieniany na fitynian i na nizsze estry fosforanowe inozytolu, a tylko
W nieznacznym stopniu na ortofosforan. Przemywanie kolumny woda prowadzi do usunig¢cia
wiekszosci fosforanu nieorganicznego, a zwigzane ze ztozem pozostale jony fosforanowe
wymywa si¢ 0,1 M NaCl. Zwigzany silnie z anionitem kwas fitynowy i mniej ufosforylowane
pochodne inozytolu eluuje si¢ ze ztoza 0,75 M NacCl.

[los¢ kwasu fitynowego w wycieku z kolumny bedzie oznaczana przy uzyciu
odczynnika Wade. R6zowa barwa odczynnika Wade pochodzi od kompleksow jonow zelaza
Fe’" z kwasem sulfosalicylowym (maksimum absorpcji A = 500 nm). W obecnosci fitynianu
jony zelazowe taczg sie z nim powodujgc rozpad kompleksu Fe**—sulfosalicylan, co skutkuje
spadkiem intensywnos$ci r6zowej barwy odczynnika. Roznica absorbancji pomiedzy proba
materiatlowg (woda z odczynnikiem Wade) a pelna, jest miarg ilosci fitynianu. Jest to metoda
prosta, jednak nie nalezy jej stosowa¢ w przypadku oznaczen ekstraktu z niedojrzatych
ziarniakéw ze wzgledu na obecno$¢ w takim materiale innych zwigzkéw powodujacych

rozpad kompleksu Fe**—sulfosalicylan.
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W surowym ekstrakcie z ziarniakéw bedzie oznaczany fosforan nieorganiczny.
Pozwoli to na poréwnanie wystepujacych w ziarniakach ilosci wolnych jondéw fosforanowych
1 tych zwigzanych w formie fitynianu. Fosforan nieorganiczny bedzie oznaczany metoda
molibdenianowa wg Pipera i Lovela, pozwala ona na wykonywanie oznaczen roéwniez na
preparatach nieodbiatczanych. Gdy wolny jon fosforanowy reaguje z odczynnikiem
molibdenianowym tworzy wypadajacy z roztworu kompleks heteropolikwasu tetratri-
molibdeniano-fosforowego. Wytragcaniu osadu zapobiega albumina i1 chlorowodorek
guanidyny. Zotta barwa roztworu zwiekszajaca absorbancje jest wynikiem oddziatywania

pomiedzy wigzaniami peptydowymi albuminy i kompleksem fosforomolibdenianowym .

WYKONANIE CWICZENIA

Ekstrakcja zwiazkow fosforu z Sruty zbozowej (2 osoby)

1 gram drobno zmielonej $ruty pszenzyta przenies¢ do suchej kolby stozkowej, doda¢
20 ml 3% TCA, po wymieszaniu przykry¢ korkiem. Ekstrakcj¢ prowadzi¢ na wytrzasarce
przy 150 rpm przez 60 minut w temperaturze pokojowej. Ekstrakt odwirowa¢ (10 min, 15 000
obr./min), supernatant ostroznie zla¢ znad osadu i pozostawi¢ do badan. W razie koniecznos$ci
uzyskany ekstrakt dodatkowo przesaczy¢ przez saczek z bibuty.
Przygotowanie kolumny do rozdzialu chromatograficznego

Plastikowa kolumng¢ chromatograficzng umiesci¢ pionowo w statywie, zacisna¢ zacisk
przy jej wylocie i nanie$¢ pipeta 3 ml zloza DEAE — Sephacel, uprzednio przemytego woda
destylowana. Po opadnigciu anionitu zwolni¢ zacisk u wylotu kolumny i odsaczy¢ wode znad
ztoza, sptuka¢ ze $cianek kolumny jego pozostatosci. Nad powierzchnig ztoza pozostawié
kilkumilimetrowg warstwe wody. Tak przygotowany anionit nalezy przemy¢ 3 razy po 5 ml
1,5 M NaCl, a nastepnie przeptuka¢ woda (3 objetosci kolumny).

Ztoze nie moze wysychac, dlatego zawsze musi pozostawa¢ nad nim niewielki stup cieczy.

Oczyszczanie ekstraktu

Do zlewki odmierzy¢ 1 ml odwirowanego ekstraktu, doda¢ 9 ml wody i doprowadzi¢
pH do ok. 3,5 za pomoca 0,1 M NaOH (ok. 1,6 ml). Tak przygotowany roztwor w catos$ci
nanie$¢ na kolumne, odsaczy¢ ptyn znad ztoza do zlewki, i przemy¢ 3-krotnie 5 ml wody w
celu usunigcia fosforanéw nieorganicznych. Nastgpnie doda¢ 3 porcjami po 5 ml 0,1 M NacCl,
co umozliwi usunigcie z jonitu pozostatosci ortofosforanéw. Podstawi¢ pod wylot kolumny

cylinder na 20 ml i eluowa¢ kwas fitynowy wraz z nizszymi estrami fosforanowymi inozytolu
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3 porcjami po 5 ml 0,75 M NaCl. W razie potrzeby objetos¢ eluatu uzupetni¢ do 20 ml
roztworem chlorku sodu uzywanym do elucji.
Oznaczanie kwasu fitynowego

Do dwodch probowek Eppendorfa — proby pelne, odmierzy¢ po 1 ml wycieku z
kolumny oraz 0,35 ml odczynnika Wade. Do kolejnych dwoch proboéwek — préby kontrolne
doda¢ po 1,0 ml wody oraz 0,35 ml odczynnika Wade. Wszystkie proby miesza¢ intensywnie
przez 5 sekund na worteksie, nastgpnie wirowa¢ 5 minut przy 4000 obr/min. Zmierzy¢
absorbancje wszystkich prob przy dlugosci fali 500 (520) nm w fotometrze wyzerowanym na
wode.

Oznaczanie fosforanu nieorganicznego

Do dwoch probowek Eppendorfa odmierzy¢ po 0,3 ml surowego ekstraktu i po 0,9 ml
odczynnika molibdenowego. Do réwnolegle wykonywanej proby kontrolnej nalezy
odmierzy¢ 0,3 ml wody oraz 0,9 ml odczynnika molibdenowego. Proby natychmiast
doktadnie wymiesza¢ 1 po 10 minutach mierzy¢ absorbancj¢ przy dlugosci fali 420 nm w
fotometrze wyzerowanym na probe kontrolng.

Opracowanie wynikow :

Oznaczanie fitynianu: od odczytu $redniej warto$ci absorbancji prob kontrolnych
odja¢ srednig wartos¢ absorbancji prob pelnych, dla uzyskanej roznicy odczyta¢ z krzywe;j
wzorcowej 1lo§¢ mikrograméw fitynianu. Pamigtajgc, ze do ekstrakcji zwigzkow
kwasorozpuszczalnych z 1 g $ruty uzyto 20 ml kwasu trojchlorooctowego, do oczyszczania
wzigto tylko cze$¢ ekstraktu, a fitynian oznaczano w 1 ml wycieku z kolumny, obliczy¢
zawarto$¢ kwasu fitynowego w mg/gram $ruty pszenzyta.

Oznaczenie fosforanu nieorganicznego: z krzywej wzorcowej odczyta¢ ilos¢
mikrogramow fosforu, po uwzglednieniu faktu, Ze do oznaczenia fosforanu wzigto 0,3 ml z
20 ml ekstraktu, obliczy¢ zawarto$¢ fosforu w mg /gram $ruty pszenzyta.
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