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Badania nad zastosowaniem krajowych kationitow fenolosulfonowych
w analizie iloSciowej aminokwasoéw. II. Oznaczanie ilo§ciowe
aminokwasow rozdzielonych na kolumnie
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Investigations on the Application of Polish Phenolsulphonic Cation
Exchange Resins in the Quantitative Analysis of Amino Acids.
II. Quantitative Determination of Amino Acids after Separation
on Chromatographic Column

Przeprowadzono ilo§ciowe oznaczenia aminokwaséw w poszczegdlnych frakejach
wycieku za pomocg reakcji ninhydrynowej. Do celéw ilo§ciowych przystosowali
ja po raz pierwszy Moore i Stein w 1948 r. (3). Badacze ci wykazali woéwczas,
ze w tej reakeji oprécz ninhydryny winna braé udzial tzw. hydryndantyna, czyli
zredukowana postaé ninhydryny. Jako rozpuszczalnika dla hydryndantyny uzyli
eteru monometylowego glikolu etylenowego, czyli tzw. metylcellosolvu. W poézniej-
szych latach szereg autorow (2, 6, 7, 11, 12) wprowadzilo pewne ulepszenia i mo-
dyfikacje do metody Moore’'a i Steina. Jednak kazdy z nich stosowal metyl-
cellosolv w charakterze rozpuszczalnika dla zredukowanej ninhydryny. Jedynie
Troll i Cannan (10) prowadzili reakcje ninhydrynowa w Srodowisku pirydyny
i fenolu. Metylcellosolv jest odczynnikiem importowanym i trudno dostepnym na
rynku krajowym, a pirydyna wykazuje dzialanie toksyczne na organizm ludzki.
Zwrécono wiec uwage na mozliwo§é zastgpienia metylcellosolvu glikolem dwuety-
lenowym tacznie z fenolem i izopropanolem (9).

W naszej pracy zastosowano te modyfikacje do oznaczania stezenia amino-
kwaséw, uprzednio rozdzielonych na kolumnie wg sposobu opisanego w czeSci I
(Szczepaniak, 1964). Poza tym oznaczono wzgledne wydajno$ci reakcji ninhy-
drynowej, zachodzacej w $rodowisku glikolu dwuetylenowego dla poszczegdlnych
aminokwaséw. Otrzymane dane pozwolily obliczyé stopien odzysku aminokwaséow
z kolumny jonowymiennej. Poczyniono réwniez pewne zmiany w sposobie wyko-
nania oznaczenia w stosunku do przepisu podanego poprzednio (9).
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MATERIALY I APARATURA

1. Odeczynniki: a) Ninhydryna cz. Politechnika Slaska Gliwice, b) Glikol
dwuetylenowy cz. ,,Schuchardt” NRF, c) Izopropanol cz. Zaklady Chemiczne Oswiecim,
d) KCN i e) Fenol cz. d. a. Zaklady Chemiczne O$swiecim.

2. Przybory i aparatura: a) Mikropipetka na 0,2 ml, b) Pipetka na
2 ml, ¢) 40 wysokich probdéwek laboratoryinych, d) 40 probéwek wiréwkowych,
e) Okragly statyw metalowy na 40 probéwek, oraz f) Fotoelektryczny kolorymetr
produkeji radzieckiej typ FEK-56.

BADANIA WELASNE

1. Sporzgdzanie roztworow

Do przeprowadzenia oznaczenia potrzebne byly nastepujace roztwory:

Roztwér 1. KCN w glikolu dwuetylenowym: 10 ml 0,01 m KCN
w roztworze wodnym przenoszono do kolby miarowej na 1000 ml, do-
petniano glikolem dwuetylenowym do kreski i zawartosé¢ kolby doklad-
nie wymieszano.

Roztwor 2. Fenol w alkoholu izopropylowym: 800 g fenolu zadawano
200 ml izopropanolu i ogrzewano na lazni wodnej az do catkowitego roz-
puszczenia.

Roztwor 3. Mieszanina roztworu 1 i 2 w stosunku 1:1. 750 ml roz-
tworu 1 przenoszono do ciemnej butli, dodawanc 750 ml roztworu 2
i zawartos¢ naczynia dobrze mieszano.

Roztwér 4. Ninhydryna w izopropanolu: 5 g ninhydryny przenoszono
do kolbki miarowej na 100 ml i dopeitniano do kreski alkoholem izopro-
pylowym. Zawartoscig kolbki kilkakrotnie wstrzgsano i odstawiono na
noc. Wszystkie roztwory przechowywano w chlodnym miejscu i w ciem-
nych butelkach.

Wykonanie oznaczenia

Wywolywanie barwy przeprowadzano wg przepisu podanego uprzed-
nio, z tym ze KCN w glikolu dwuetylenowym dodawano do analizowanej
probki jednoczesnie z rotworem fenolu. Do 0,2 ml badanej prébki doda-
wano 2 ml roztworu 3, nastepnie 0,2 ml odczynnika ninhydrynowego,
a pozostale czynno$ci byly zgodne z przepisem poprzednim (9). Po wy-
wolaniu barwy do roztworéw znajdujgcych sie w probéwkach dodawano
5 ml mieszaniny izopropanol—woda (1 :1). Zawartosé probowek o bar-
dzo intensywnej barwie rozecienczano, dodajgc 10 lub 15 ml mieszaniny
izopropanol—woda. Ekstynkcje mierzono za pomocs elektrycznego foto-
kolorymetru produkcji radzieckiej FEK-56. Stosowano kiuwety o po-
jemnosci 5 ml i grubosci warstwy 1 cm oraz filtr zielony o przepuszczal-
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nosci 540 mp. Do kreslenia krzywych kalibracji sporzadzano roztwory
wzorcowe aminokwasow w nastepujgcy sposéb. Najpierw przygotowy-
wano roztwoér danego aminokwasu o stezeniu 1 uM/ml. W tym celu po-
bierano odpowiednig ilos¢ ml roztworu podstawowego, przenoszono do
kolbki o pojemnosci 50 ml i dopeiniano do kreski mieszaning: bufor cy-
trynianowy o pH 3,5 i 2,5 m octan sodu (4 : 1). Przez rozcienczenie roz-
tworu o stezeniu 1 uM/ml za pomocg mieszaniny buforu z octanem sodu
otrzymywano wzorce o stezeniach: 0,75, 0,50, 0,25, 0,125 wM/ml. Zmie-
rzone ekstynkcje dla wszystkich stezen danego aminokwasu daly pod-
stawe do wykreslenia krzywej wzorcowej.

3. Oznaczanie wzglednej wydajnosci reakecji
ninhydrynowej z poszczegdlnymi
aminokwasami

Wydajnosé barwnego produktu reakcji poszczegélnych aminokwasdéw
z ninhydryng oznaczano wzgledem L-leucyny, dla ktérej wydajnosé
przyjeto jako rowna jednosci. Sposéb postepowania byl nastepujacy. Do
roztworu danego aminokwasu o stezeniu 0,5 uM/ml i w ilosci 0,2 ml,
dodawano roztwér 2, odczynnik ninhydrynowy i wywolywano barwe
sposobem podanym uprzednio. Odczyty ekstynkeji dokonywano przy
filtrze zielonym, jedynie dla proliny przy filtrze niebieskim. Otrzymane
wyniki ilustruje tab. 1.

4. Obliczanie stopnia odzysku aminokwaséw
z kolumny

Stopien odzysku poszczegdlnych aminokwaséow wyliczano metodg po-
dang przez Krampitza i MiUllera (1). Ekstynkcje probek, ktore
rozcienczano mieszaning izopropanol—woda w ilosci wiekszej niz 5 ml
przeliczano na najmniejszy stopien rozcienczenia. Tak np. jesli barwny
produkt rozcienczano 10 ml, to jego ekstynkcje mnozono przez liczbe 1,67,
( 24+10

5415 ), a w przypadku, gdy dodano 15 ml mieszaniny rozciencza-

7,4
odzyskanego aminokwasu w ulM leucyny korzystano z nastepujgcego
wzoru:

jacej, to jej ekstynkcje mnozono przez = 2,35. Chege wyrazié ilosé

EE——Eél-n

wM leucyny = E —F&
§1

(1)

leuc.
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2E = suma ekstynkeji wszystkich frakcji, tworzacych wierzcholek
(,,peak”) danego aminokwasu, przeliczonych na rozcienczenie
normalne (5 ml).
E¢. = warto$¢ Srednia ekstynkcji dla $lepej proéby.
n = liczba pojedynczych frakeji danego wierzchotka.
Ejeue. = ekstynkcja roztworu L-leucyny o stezeniu 1 uM/ml.

Celem przeliczenia wynikéw na mikromole danego aminokwasu, ste-
zenia ,,leucynowe” otrzymane ze wzoru (1), mnozono przez faktor f,
ktory wyliczano dzielge wydajnos¢ produktu barwnego L-leucyny (1,00)
przez liczbe, wyrazajacg wydajnosé tego produktu dla danego amino-
kwasu (p. tab. 1).

uM aminokwasu = uM leucyny - f (2)

Tab. 1. Wzgledne wydajno$ci barwnego produktu reakcji aminokwaséw z ninhy-
dryna, prowadzonej w Srodowisku glikolu dwuetylenowego (Leucyna = 1,00)
Relative colour yields for the reaction of amino acids with ninhydrin in the

medium of diethylene glycol (Leucine = 1)

L.p. Aminokwas Wydajnosé L.p. Aminokwas Wydajnos¢

; i barwy barwy
1 Kwas asparaginowy 0,96 10 Metionina 1,00
2 Treonina 0,95 11 Leucyna 1,00
3 Seryna 0,93 12 Izoleucyna 1,00
4 Prolina 0,20 13 Tyrozyna 1,00
5 Cystyna 1,05 14 Fenyloalanina 1,02
6 Glicyna 0,93 | 15 Histydyna 1,12
7 Alanina 0,96 16 Lizyna 1,11
8 Kwas glutaminowy 1,00 17 Arginina 1,05
9 Walina 0,96 |

Ponizej podano przyklad wyliczenia stopnia odzysku kwasu aspara-
ginowego. Dane doswiadczalne zestawiono w tab. 2. W kolumnie pierw-
szej znajduja sie frakcje wycieku, zawierajgce kwas asparaginowy, wy-
eluowany z kolumny (od nr 116 do nr 123). W kolumnie drugiej, trzeciej
i czwartej umieszczono wartos$ci ekstynkeji dla poszezegédlnych frakeji
wycieku o réznym stopniu rozcienczenia. Kolumna pigta zawiera wartos$é
ekstynkeji roztworu L-leucyny o stezeniu 0,5 uM/ml przy rozcienczeniu
15 ml mieszaniny izopropanol—woda. W tabeli nastepnej (nr 3) zsumo-
wano wartosci ekstynkeji poszezegélnych frakeji wycieku o jednakowym
stopniu rozcienczenia oraz przeliczono je na rozcienczenie normalne.
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Tab. 2. Wyciag z protokolu roboczego, dotyczacego wycieku, w ktérym znajduje sie
kwas asparaginowy
Data from the tentative report concerning the effluent with aspartic acid

iy g | mem
Nr frakeji ‘ Ie(:;gyﬁ:rﬂg;lzy Aminokwas

5 ml ‘ 10 ml 15 ml roze. 15ml
111 0,11 |
112 0,11 ‘
113 0,11
114 0,10
115 0,11 ~
116 0,12 ;
117 0,21 o
118 0,41 0,32 §
119 0,35 53
120 0,51 2
121 0,47 <
122 0,23
123 0,14
124 0,10
125 0,11

Tab. 3. Suma wartoSci ekstynkeji dla réinych stopni rozcienczen
Total extinction values for different degrees of dilution

Stopien Suma wartosci Suma wartoSci ekstynkeji w prze-
rozcieficzenia ekstynkeji liczeniu na rozcienczenie normalne
5 ml 0,88 0,88
10 ml 1,05 1,75
15 ml 0,51 1,19

2E = 3,82
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Liczba frakcji wchodzgeych w sklad wierzchotka kwasu asparaginowego
wynosi 8, zatem n = 8. Ekstynkcja dla Slepej proby réwna jest prze-
cietnie 0,11, a wiec Eg4 = 0,11. Wartos¢ ekstynkeji roztworu L-leucyny
o stezeniu 1 uM/ml w przeliczeniu na rozciericzenie normalne wynosi:
0,32 +2+2,35 = 1,50. Otrzymane wartos$ci podstawiono do wzoru (1).

3,82—(0,11-8)
1,50 —0,11

f=1,00:0,96 = 1,04 zatem

wM leucyny = =2,115

vM kwasu asparaginowego = 2,115-1,04 = 2,120

Na kolumne naniesiono 2,126 tM kwasu asparaginowego, a wyeluowano
2,120 uM, wiec odzysk wyniost 99,7%.

W przypadku niecatkowitego rozdzialu aminokwasoéw stopien ich
odzysku wyliczano korzystajgc ze wzoréw podanych przez Moore’a
i Steina (4):

P]'T
A=
Vv 3
F, (P,ﬁ,—j Pz) ®)
. N
v PeT
A= @)

Fy (Pl + %P)

A, A; = ilosci mikromoli aminokwas6éw niezupelnie rozdzielonych
P;, P, = ilosci mikromoli aminokwaséw znajdujacych sie w szczyto-
wych punktach dwoch sgsiednich ,,peakow”
Vi V; = objetosci wycieku, odpowiadajgce szczytowym punktom
»peakow”
F,, F; = wzgledne wydajnosci barwnych produktéw reakcji amino-
kwaséw z ninhydryng
= ilo&¢ mikromoli leucyny, wyliczona ze wzoru:
_ YE—Eg4'n
Eleuc.— Es’,l
2E = suma ekstynkcji dla obydwu aminokwasow.
Nizej podano przyklad wyliczen stopnia odzysku leucyny i izoleucyny,
ktore rozdzielily sie niezupelnie. Liczba frakcji wycieku zawierajgcego
leucyne i izoleucyne wynosita 16, a wiec n = 186.
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2E = 4,11; zatem t = 1,680 uM
P; = 0,209 F, = 1,00 Vi = 320 ml
P, = 0,100 F, = 1,00 Vs = 330 ml

Powyzsze dane wstawiano kolejno do wzorow (3) i (4).

A= P,-T _ 0,209-1,680 — 1128
17 - -1,
Fi (P1 —}—% Pz) 1,00 (0,209 + %-0,1)
1
zz -P,-T 2—28—-0,1-1,680
1
A= = = 0,554
F, (P, +—“§2— Pg) 1,00 (0,209 + 228 -0,1)
1 .

Zatem leucyny wyeluowano 1,128 uM, a izoleucyny 0,554 uM. Na ko-
lumne naniesiono 1,096 uM leucyny i 0,548 uM izoleucyny, odzysk wiec
w procentach wynosi 103,0% dla leucyny i 101,0% dla izoleucyny. Stopien
odzysku poszczegélnych aminokwaséw z kolumny chromatograficznej
podaje tab. 4.

Tab. 4. Stopien odzysku aminokwaséw z kolumny
Degree of the recovery of amino acids from the column

Oznaczenie .
L.p Aminokwas Srednio Odzysk

1 2 3 uM w %

1 | Kwas asparag. 2,256 2,200 2,210 2,222 104,5
2 | Treonina 0,763 0,745 0,760 0,756 98,0
3 | Seryna 1,095 1,059 1,116 1,090 98,0
4 | Prolina 1,145 1,179 1,363 1,229 103,2
5 | Cystyna 0,266 0,261 0,271 0,266 94,0
6 | Glicyna 0,662 0,691 0,747 0,700 105,3
7 | Alanina 0,798 0,889 0,950 0,879 101,6
8 | Kwas glutamin. 1,300 1,266 1,214 1,260 96,2
9 | Walina 0,660 0,593 0,598 0,617 92,5
10 | Metionina 0,175 0,179 0,183 0,179 68,6
11 | Leucyna 1,128 1,121 1,138 1,129 103,0
12 | Izoleucyna 0,554 0,561 0,554 0,553 101,0
13 | Tyrozyna 0,627 0,602 0,607 0,612 94,5
14 | Fenyloalanina 0,531 0,508 0,497 0,512 98,6
15 | Histydyna 0,229 0,330 0,140 0,233 99,0
16 | Lizyna 0,808 0,827 0,828 0,821 79,0
17 | Arginina 0,298 0,313 0,325 0,312 78,2
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Ekstynkcje frakeji wycieku w zaleznosei od objetosci eluatu przed-
stawiono na ryc. 1 (wartosci ekstynkcji odeczytane na fotokolorymetrze
przeliczono na rozcienczenie normalne). Ryc. 2 ilustruje zaleznosé¢ ste-
zenia aminokwasdw w poszczegélnych frakcjach wycieku od objetosci
eluatu.

OMOWIENIE WYNIKOW I WNIOSKI

Metoda iloSciowego oznaczania aminokwaséw w wycieku z kolumny
chromatograficznej musi odznacza¢ sie bardzo duzg czuloscig i dosta-
teczng reproduktywnoscig wynikow. Zastosowana przez autora modyfi-
kacja metody ninhydrynowej spelnia te warunki bardzo dobrze. Szcze-
gbélnie korzystny wydaje sie fakt, ze wydajno$¢ reakcji prowadzonej
w srodowisku glikolu dwuetylenowego nie ulega istotnym zmianom w za-
kresie pH 4—9 (9). W metodach opisywanych w literaturze (3, 6, 12)
najwiekszg wydajnos¢ reakcji ninhydrynowej uzyskiwano w roztworze
o pH 5. Jesli analizowana probka wykazywala inny odezyn, wowcezas do-
prowadzano jej pH do 5 przez dodanie kilku kropel kwasu solnego lub
wodorotlenku sodu. W chromatografii kolumnowej, gdzie trzeba oznaczy¢
stezenie aminokwaséw w kilkuset probkach, bylo to klopotliwe i czaso-
chionne. Nieco pézniej (5) wyeliminowano te dodatkowg czynnos¢ w ten
sposob, ze do odczynnika ninhydrynowego dodawano bufor o duzej po-
jemnosci moderatorowej. Ujemng strong tego postepowania bylo pod-
wyzszenie ekstynkecji Slepej proéby.

W metodzie stosowanej przez autora dodawanie buforu okazalo sie
rzeczg zbedng z uwagi na szeroki zakres pH, w jakim wydajnos¢ reakeji
ninhydrynowej wykazywata maksymalng warto$¢. Dzigki temu ekstynk-
cja slepej proby ulegla znacznemu obnizeniu w poréwnaniu z metodami
Moore’a i Steina oraz Trolla i Cannana. Przeprowadzono
réwniez proby oznaczania aminokwaséw w $rodowisku glikolu dwuety-
lenowego, lecz bez udziatu fenolu. Stwierdzono, ze czulo$¢ reakcji ule-
gala woOwczas nieznacznemu obnizeniu. Dodatnig strong tego postepo-
wania byla nieco wieksza trwalos¢ uzyskiwanego zabarwienia.

Jesli chodzi o wzgledne wydajnosci reakeji ninhydrynowej dla po-
szczegdlnych aminokwaséw (tab. 1), to daje sie zauwazy¢ dosé duza
zbiezno$¢ wynikéw. Jedynie dla proliny, histydyny i lizyny odchylenia
sg znacznie wieksze. Wynika z tego wniosek, ze reakcja ninhydrynowa
prowadzona w srodowisku glikolu dwuetylenowego wykazuje jednakowg
wydajnose dla wiekszo$ci aminokwaséw. Otrzymane wyniki sg w tym
wzgledzie bardziej zblizone do metody Trolla i Cannana niz
Steina i Moore'a.
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Zastosowanie w naszej pracy sposobu obliczen, podanego przez
Krampitza i Millera pozwolilo na wykreslenie krzywych elucji,
ktore dajg poglad o ostrosci uzyskanego rozdziatu. Z wykreséw na
ryc. 1 i 2 widag¢, ze z wyjatkiem aminokwaséw izomerycznych, aromatycz-
nych i zasadowych, rozdzial jest zadowalajgcy. Glicyna i alanina nie
zawsze rozdzielaja sie nawet na kationitach polistyrenowych (8). Odzysk
aminokwas6w rozdzielonych niezupelnie mozna bylo wyliczy¢, stosujgc
wzory podane przez Moore'a i Steina (4). Stopieh odzysku amino-
kwasoéw z kolumny mozna okresli¢ jako dostateczny z wyjatkiem metio-
niny, lizyny i argininy, ktére wyeluowano w ilosciach nie przekraczaig-
cych 80%.

Przeglad wynikéw z przeprowadzonych dotychczas badan pozwala
wnioskowaé, ze kationity krajowe K26 W-L i MK-2 mozna stosowa¢t
w analizie iloSciowej aminokwaséw. Otrzymywane wyniki sg jednak
daleko skromniejsze od tych, ktére uzyskuje sie na zywicach polistyre-
nowych. Ujemng strong rozdzielania aminokwaséw na wymieniaczach
fenolosulfonowych jest gtownie diugi czas trwania analizy (10 dni), pod-
czas gdy elucja aminokwaséw z jonitdw monofunkcyjnych odbywa sie
w ciggu 2—3 dni.

Pani Doc. Dr Irenie Krzeczkowskiej, Kierownikowi Katedry Chemii Ogélnej Wydziatu

Lekarskiego Akademii Medycznej w Lublinie skladam gorgce podziekowanie za cenng pomoc
i troskliwg opieke w czasie wykonywania niniejszej pracy.
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PE3IOME

ABTOpPOM OIMCaH METOJ KOJIMYECTBEHHOrO ONpeeseHus aMMHOKMCIOT
rnocjie IMpPenBApPUTENLHOrO pasfesleHMsA Ha KOJOHKe ¢ KaTHMOHUTOM
K 26 W-L.

HuurnapuHoBaa peaknus Oblila IpoBefeHa B Cpele AMSTUJICHIJIMKOJIA
BMecTe ¢ (peHOoJOoM M u3omnpomnaxosoMm (9).

IIpn srom ompenesieHbBl OTHOCHMTEJbHBIE BBIXOABI 9TOM peakiMmu IJid
OTHENBHBIX aMUHOKMCJIOT, NPMHMMAdA BO BHMMaHMe, dYTO BhIXoA L-ieii-
uyuHa paBeH 1.

CremeHb BO3pacTa AMMHOKMCIOT M3 KOJIOHKM ObLIa yAOBIETBOPU-
TEJNILHOM, 3a MCKJIIOYEHMEM METMOHMHA, JM3MHA ¥ aprMHuHA, KOTOpBIE
9JII0MpoBaHbl He Gosblue, dem Ha 8§0%.

Puc. 1. Pa3paeneHyne CHMHTETUYECKOM CMeCHM aMMHOKMCJIOT Ha KOJOHKE ¢ KaTuo-
HuToM K-26 W-L (3aBMCHMMOCTHL 3KCTMHKIIMM OT O0BeMa 3JI0aTa).

Puc 2. .Pa3paelsieHne CHMHTETMYECKOM CMeCH aMMHOKMCJOT Ha KOJOHKe ¢ KaTHo-
auroM K-26 W-L (3aBMCUMOCTH KOHILIEHTPALIMM aMMHOKMCJIOT OT o0beMa 9;10arta).

Taba. 1. OTHOcCUTeNbHBbIE BBIXOAbLI PEAKIWUM aMMHOKMCJOT ¢ HMHTUADPHMHOM B Cpe-
e IM9TUMIEeHrauKoJa (e = 1,00).

Tabus. 2. Beinucka u3 padodero IIPOTOKOJIa, KOTOpPad OTHOCUTCA K 9JI0aTy CO-
Aep:KalleMy aclaparMHOBYH KMCJIOTY.

Tabs. 3. CymMa 3Ha4YeHMI SKCTHMHKUMM OJA DPa3du4yHOIl CTeneHM pas3baBiieHus.

Taba. 4. CreneHb BO3pacTa aMMHOKMCIOT M3 KOJOHKN.

SUMMARY

The method of quantitative determination of amino acids after the
separation on the column with Polish cation exchanger K 26 W-L is
described. The ninhydrin reaction was carried out in the medium of
di-ethylene glycol, together with phenol and isopropyl alcohol (9). The
relative colour yields for this reaction were determined for the individual
amino acids (colour yield for L-leucine = 1). The degree of recovery of
amino acids from the column was satisfactory, except for methionine,
lysine and arginine. The recovery of these amino acids did not amount
to as much as 80%.
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