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Nowy sposob identyfikowania niektérych aminokwaséw rozdzielonych
przy pomocy chromatografii na bibule

Hosblit cnocod ugeHTMUMKANNYM HEKOTOPHIX AMMHOKMCJIOT, BBIJEJEHHBIX
npu momoumnm xpomarorpacdumu Ha Oymare

A New Method of Identyfying some Amino Acids Partitioned by Paper
Chromatography

Szereg autoréw zajmuje sie metodyka chromatograficznego rozdzielania i ozna-
czania aminokwaséw, ale dotgd uzyskiwane wyniki bywaja rozbiezne, a podawane
metody i ryciny budzg duze watpliwosci. Zwlaszcza identyfikacja aminokwaséw
o zblizonych R{ natrafia na trudno$ci, poniewaz te aminokwasy, przy uzywanych
ogoélnie ukladach rozpuszczalnikow, dajg wspolne plamy. Identyfikacja oparta na
bardzo subtelnych roéznicach w odcieniach barw jest malto dokladna i w duzej
mierze oparia na pewnej dowolnosci. Taki stan rzeczy usprawiedliwia stale powra-
canie do tematu rozdziclania aminokwasow i poszukiwanie jak najdokladniejszych
sposobéw ich identyfikacji. Celem wiec niniejszej pracy bylo znalezienie wywoly-
wacza, ktéry shuzylby jako odczynnik specyficzny dla niektérych aminckwasow.

W toku pracy zwrécono uwage na zwigzek, ktéry Seiichi Ohkuma (3)
zastosowal do identyfikacji polinitrozwiazkéw, redukujgc je uprzednio do odpo-
wiednich poliamin. Zwigzkiem tym byl pieciocyjanoaminozelazian sodu. W czasie
badan poznano (w roznych warunkach do$wiadczalnych) zachowanie sig tego
odczynnika z 19 aminckwasami.

METODA BADAN I MATERIALY,

Do rozdziclania mieszaniny aminokwasdw uzywano metody chromatografii
wstepujacej wg Williams i Kirby (4), stosujge rozpuszczalnik n-butanol —
kwas octowy -— woda w stosunku 4:1:1 (1). Chromatcgrafie przeprowadzano
w szklanych, dobrze uszczelnionych kamerach. Najlepsze wyniki uzyskiwano na
bibule Whatman N 3, na ktéra nakraplano mikropipetka o pojemnosci 0,0447 ml —
0,19/s roztwory aminokwaséw do badan bez rozwijania chromatogramu, a mikro-
pipetka o objetosci 0,085 ml 0,1%s roztwory aminokwaséw do wywolania po rozwi-
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nieciu chromatogramow. Spis aminokwaséw podany jest w pracy Krzeczko w-
skiej I.i Wach T. (2. Aminokwasy wywolywano w temperaturze pokojowej
0,5%0 acetonowo-wodnym roziworem pieciocyjanoaminozZelazianu sodu, oznaczanym
w pracy jako (P); aceton mieszano z woda w stosunku 4:3. Chromatogramy
opryskiwano, uzywajgc rozpryskiwacza pozwalajacego na bardzo réwnomierne
zraszanie powierzchni bibuly, Do wszystkich badan uzywano wody podwdjnie
destylowanej.

BADANIA WLASNE

Badano barwy poszczegdélnych aminokwaséow uzyskiwane z (P): 1) bez
rozwijania chromatogramoéw, 2) po rozwinieciu chromatogramdéw, nakra-
plajac aminokwasy pojedynczo lub mieszaniny. Badania przeprowadzano
w $rodowisku kwasnym, obojetnym i zasadowym. Do alkalizowania
bibuly uzywano 1¢/o metanolowego roztworu NaOH (p.a.), a do zakwa-
szania 0,1 n kwasu solnego. Zaznaczy¢ nalezy, ze przed opryskaniem
chromatograméw wywolywaczem (P), suszono je w temperaturze pokojo-
wej i alkalizowano lub zakwaszano, po czym ponownie suszono.

Tab. 1. Barwy aminokwaséw uzyskane z pieciocyjano-
aminozelazianem sodu w $rodowisku obojetnym,
bez rozwijania chromatogramu
Amino acid stains obtained with sodium pentacyanoammi-
noferrate (III) in neutral medium, without developing the

chromatogram
|

Lp Nazwa aminokwasu ; Barwa
1 cysteina oliwkowa

2 cystyna seledynowa

3 arginina seledynowa

4 histydyna pomaranczowa
5 kwas asparaginowy seledynowa

6 glicyna seledynowa

i seryna seledynowa

8 kwas glutaminowy ) seledynowa

9 oksyprolina i seledynowa
10 alanina seledynowa
11 prolina seledynowa
12 kwas alfa aminomastowy, seledynowa

13 tyrozyna seledynowa
14 tryptofan ciemnozielona
15 metionina seledynowa
16 walina seledynowa
17 norwalina seledynowa
18 izoleucyna seledynowa
19 leucyna seledynowa
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1. Barwy aminokwasow z
rozwijania chromatogramoéw:

a) W srodowisku kwasnym.,
Bibule zakwaszano 0,1 n HCl; zauwazono, ze wywolywacz (P) w $ro-
dowisku kwasnym nie daje z aminokwasami reakcji barwnych.
b) W $rodowisku obojetnym uzyskano barwy wyszczegélnione w tabeli 1.
Szybkos¢ pojawiania sie barw w §rodowisku obojetnym zalezna jest od
stezenia nakroplonego aminokwasu. Po nakropleniu 0,02 ml aminokwasu
o stezeniu 0,1% najszybciej daja barwng reakcje z (P): tryptofan, histy-
dyna, arginina, seryna, cysteina, metionina — po okolo 40 minutach. Inne

wywoiywaczem (P) bez

Tub. 2. Zachowanie sie aminokwasow z pigciccyjancaminozelazianem sodu w sro-

dowisku zasadowym (bibule alkalizowano 1% roztworem metanoclowym NaOH)

Behaviour of amino acids with sodium pentacyanoamminoferrate (1II) in alkaline
medium (filter paper alkalized with 1% methanol solution of NaOH)

Lp.| Nazwa aminokwasu Barwa Uwagi
1| cysteina seledynowa na ciemniejszym tle zalkali-
zowanej bibuty, po 1 godz.
zielona obwbédka
2 | cystyna jasnozielona
3 | arginina rézowa, pbzZniej barwa ukazuje si¢ natych-
lila-réz miast
4 | histydyna buraczkowa barwa ukazuje si¢ po 15 min.;
po 24 godz. zmienia sie na
buraczkowcbrunatng.
5 | kw. asparaginowy seledynowa po kilku dniach — rézowa
ctoczka
6 | glicyna jasnoseledynowa na ciemniejszym tle bibuly
dobrze widoczna
7| seryna seledynowa po 2—3 dniach $rodek przy-
biera barwe rézowsg
8 | kw. glutaminowy seledynowa po 2—3 dniach srodek przy-
biera barwe rézowsg
9 | oksyprolina | seledynowa po 2—3 dniach $rodek przy-
biera barwe rézowsg
10 | alanina ! seledynowa po 2—3 dniach lekko rézo-
‘ wa — zanikajgca
11 | prolina | seledynowa po 2 tygodniach pomaran-
| czowa
12 | kw. alfa aminomaslowy, seledynowa
13 | tyrozyna seledynowa slabo widoczna, szybko nik-
nie
14 | tryptofan ciemnozielona stopniowo intensywnieje
15 | metionina jasnoseledynowa
16 | walina seledynowa bardzo slabo widoczna
17 | norwalina jasnoseledynowa . ” .
18 | izoleucyna seledynowa s » »
19 | leucyna seledynowa 2 » »
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aminokwasy ukazujg sie po 2—3 godzinach, prolina po 6 godzinach. Tyro-
zyna nakroplona w tej ilosci nie daje reakecji barwnej. Po nakropleniu
0,0447 ml 0,1% roztworéw wszystkie aminokwasy daja barwne reakcje
najdalej po 2 godzinach. Wyjatek stanowi tyrozyna, ktérej plama widocz-
na jest po 48 godzinach.

¢) W s$rodowisku zasadowym.

Zachowanie si¢ aminokwasow z (P) w $rodowisku zasadowym (bibule
alkalizowano metanolowym roztworem 1% NaOH) uwidocznione jest
w tabeli 2.

W s$rodowisku zasadowym czulo$¢ reakeji barwnej (P) z aminokwa-
sami jest wieksza. Po nakropleniu 0,01 ml 0,1%/ roztworéw aminokwaséw
barwne plamy z (P) daje wiekszos¢ aminokwaséw oprécz proliny, oksy-
proliny, norwaliny, waliny, leucyny, tyrozyny. Nakroplenie 0,02 m!
0,19/ roztworéw pozwala na wykrycie dalszych aminokwaséw. Tylko
tyrozyna wymaga wiekszego stezenia, efekt barwny wystepuje u niej po
kilku godzinach i to po nakropleniu 0,0447 ml 0,1%6 roztworu.

2. Barwy plam aminokwasow wywotltanych (P) po
rozwinieciu chromatogramu,

Po rozwinieciu chromatogramu aminokwasy wywolywano (P) w sro-
dowisku zasadowym (bibule alkalizowanc 1% metanolowym roztworem
NaOH). Wywotywania w srodowisku obojetnym nie przeprowadzono, ze
wzgledu na 1) jednolitosé barw aminokwaséw w tym srodowisku, 2) wiek-
sze rozmywanie sie plam po wywolaniu, 3) mniejszg czulo§¢ reakeji
oraz 4) dtuzszy czas potrzebny do ujawnienia sie barw aminokwasow.

Badania przeprowadzano tylko nad tymi aminokwasami, ktérych
plamy barwne byly dobrze widoczne, intensywne: arginina, histydyna,
glicyna, alanina, tryptofan, metionina. Nakraplano mieszaniny po 2—6
aminokwaséw o zblizonych wartosciach Rf,

a) Metionina i tryptofan.

Chromatcgram tych aminokwasow jest widoczny na rye. 1. Metionina

spryskana (P) dala barwe seledynowa na zo0ttym tle bibuly, tryptofan

— ciemnozielona, zawsze widoczng pod plamg metioniny. Réznica w bar-
wie i wzajemnym polozeniu plam pozwala na wykrycie obu amino-
kwasow.

b) Arginina, histydyna, glicyna.

Chromatogram tych aminokwaséw widoczny jest na ryc. 2. Barwna
plama argininy ukazuje sie natychmiast jako rdézowe pasmo, ktére po
kilkunastu minutach blednie i na j2j miejscu ukazuje sie ciemnoburacz-
kowa plama histydyny; barwa glicyny pojawia sie po uplywie 40 minut
jako jasnoseledynowe pasmo na ciemniejszym tle bibuly.

¢) Arginina, histydyna, glicyna, alanina, tryptofan, metionina.
W mieszaninie tej wszystkie plamy wywolane (P) byty dobrze widoczne.
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Ryc. 3 obrazuje na chromatogramie polozenie wyzej podanych amino-
kwasow.

Metionina lezy nad tryptofanem, a barwa jej jest seledynowa, pasmo
odpowiadajace tryptofanowi polozone jest nieco nizej i ma intensywnie
zielong barwe, Troche nizej lezy pasmo alaniny seledynowe, zanikajace.
Nastepne 3 aminokwasy umiejscowily sie jeszcze nizej i w pewnym
oddaleniu od poprzedniej grupy. Kolejnos¢ ich jest nasfepujaca: glicy-
na — lekko seledynowa, arginina — lilioworézowa, nieco wystajgca
nad buraczkowo-brunatnym pasmem histydyny.

v

OMOWIENIE WYNIKOW I WNICSKI

Przeprowadzono badania nad zachowaniem sie pieciocyjanoaminoze-
lazianu sodu z 19 aminokwasami. Badano barwy aminokwaséw z piecio-
cyjancaminozelazianem sodu: a) bez rozwijania chromatogramu i b) po
rozwinieciu chromatogramu. W $rodowisku kwasnym aminokwasy nie
dawaly barwnych plam z odczynnikiem (P). Najlepsze wyniki osiggnieto,
przeprowadzajac badania na bibule zalkalizowanej 1%» metanolowym
roztworem NaOH. Bardzo charakterystyczng ciemnozielona trwalg plame
daje tryptofan. Histydyna zabarwia sie na kolor buraczkowobrunatny,
a arginina jest rézowa, po 24 godz. czasie lilaréz. Poniewaz inne amino-
kwasy daja z (P) plamy o barwie seledynowej (jasniejsze lub ciemniejsze)
latwo jest zidentyfikowaé: tryptofan, histydyne i arginine.

Dalaze badanie zmian w zachowaniu pieciocyjanoaminozelazianu sodu
w roéznych warunkach doswiadczalnych jest w toku, )

Wniosek: Uzycie pieciocyjanoaminozelazianu sodu pozwala na
wykrycie w $Srodowisku zasadowym argininy, histydyny i tryptofanu.
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PE3SIOME

ABTOpaMM M3y4YeHC B Pa3HBIX CpelaX M B Pa3JIM4YHBIX 9IKCIIEPUMMEH-
TaJbHBIX YCJOBUAX IOBeJeHMe IeHTalMaHoammHoxkesesucroro (III) za-
TPUA ¢ 19 aMMHOKMUCIOTaMU.



A new method of identifying some amino acids 305

YcraHOBJIEHO, YTO Tocje MoAilenauynBanua Oymaru 1%p-pIMm Mmera-
HOJIOBEIM pacTBopom NaOH ypaerca waeHTMOUUMPOBATL IIEHTAIMAHO-
amuHoxenesucteim (III) HaTpmem ciexymolime aMMHOKMCIOTBHI: apTUMHWH,
TUCTUIONH M TPUIITO(AH.

HanpHeliMe MCCAEZOBAHUA IPOJOIKAIOTCA,

SUMMARY

The authers studied the behaviour of sodium pentacyanoamminofer-
rate (III) with 19 amino acids in various media and under various exper-
imental conditions.

It was found that, after alkalizing the paper with 1%/, methanol
solution of NaOH, the following amino acids can be identified with
sodium pentacyanoamminoferrate (III): arginine, histidine and tryptophan,

The research is continued,
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