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Wplyw soli zawartych w moczu i osoczu krwi na rozdziat
chromatograficzny aminokwaséw na bibule

BrnusHue coneM, COAEPMAWMXCSA B MOHYE M NNasme KPOBM, HA XpomaTorpadguueikoe
pazAeneHue amMHOKUCNOT HA NPOMOKaTenbHoi Bymare

The Effect of Salts in Urine and Blood Plasma on the Chromatlographic Separation
of Aminoacids on Filter Paper

Wielu.badaczy zwrocilo uwage na wplyw soli i innych substancji w badanym
materiale na chromatograficzny rozdzial aminokwaséw. Sole powodujg rozmywa-
nie plam i tworzenie sie tak zwanych smug i ,,0gonéw” utrudniajacych rozdziat
aminokwaséw o zblizonych Rf (2). Wg Consdena i Gordona (5) stezenie
soli w granicach 1—10 mikrograma nie wplywa ujemnie na chromatograficzny
rozdzial aminokwaséw i nie zmienia ich Rf. Opracowano szereg metod odsalania
i oczyszczania materialu biologicznego przed analizg chromatograficzna amino-
kwasow. Czesto stosuje sie do odsalania badanego materialu dialize lub elektro-
dialize. Ujemng strong elektrodializy jest zachodzgca w jej przebiegu przemiana
argininy w ornityne (8). Consden, Martin i Gordon zwracajag uwage na
przechodzenie aminokwaséw przez blone poélprzepuszczalng w procesie odsalania
materialu za pomocg dializy (5). Odsalanie moczu, plynu rdzenio-mézgowegao
i innych plynéw ustrojowych na kolumnach chromatograficznych wypelnionych
jonitami prowadzi do strat tauryny, wyplywajgcej z kolumny wraz z anionami, jak
rowniez i argininy, ktéra sie nie wymywa z kolumny 0,2 n NH; (6). Sole z roztworu
zawierajgcego aminokwasy oczyszcza sie réwniez na drodze ekstrakeji absolutnym
etanolem, iub acetonem (3), (7). Boulanger zastosowal do tego celu jonoforeze
(4). Niektorzy badacze do odsalania stosujg bibule impregnowang roztworami
roznych substancji, ktére zatrzymuja sole na bibule w miejscu naniesienia analizo-
wanej proby (2). Przedstawione metody oczyszczania z soli badanego materiatu
sg dlugie, zmudne i wymagaja specjalnej aparatury oraz odczynnikéw. Ponadto
prowadza one do strat jakosciowych i ilo§ciowych niektérych aminokwaséw.
Z wyzej wymienionych wzgledéw w przedstawionej pracy podjeto badania wplywu
soli oraz niektérych substancji organicznych zawartych w moczu i w osoczu krwi
na chromatograficzny rozdzial aminokwaséw. Okreslono wplyw soli i innych
zwigzkéw w wymienionych plynach ustrojowych na Rf szeregu aminokwaséw,
na zwarto$é powierzchni ich plam na bibule, jak réwniez na wielkosé ekstynkeji
barwnych eluatéw komplekséw ,Dyda” z jonami kadmu.
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MATERIAL I METODY

Do sporzgdzenia roztworéw wzorcowych uzyto 14 aminokwasow: 1) alanine,
2) kwas glutaminowy, 3) seryne, 4) kwas asparaginowy, 5) [enyloalaning, 6) leucyne,
7) arginine, 8) treonine, 9) glicyne, 10) tyrozyne, 11) lizyne, 12) metionine, 13) waline,
14) cystyne firmy Nutritional Biochemical Corporation Cleveland Ohio USA. Do
kompleksowania dwuketo-hydrindyleno-dwuketo-hydrindaminy tak zwanej ,Dyda”
powstajgcej w wyniku reakcji aminokwasu z ninhydryna (9), stosowano chemicznie
czysty azotan kadmu, NaCl, KCl, Na,SO,, NH,C], CaCl,. Chemicznie czyste: mocznik
i kreatynina, aceton, metanol, n-butanol, lodowaty kwas octowy chemicznie czysty
produkcji Spdldzielni Farm.-Chem. ,Isopharm”. Aminokwasy na bibule wywo-
lywano ninhydryng produkeji Politechniki Slgskiej. Rozdzial aminokwasow prze-
prowadzono na bibule Whatman nr 3 metoda chromatografii bibulowej wstepujgcej
(10) w kamerach szklanych o wymiarach 20 X 40 cm. Chromatogramy rozwijano
dwukrotnie ukladem rozpuszczalnikéw n-butanol, kwas octowy, woda 4 :1:1. Czas
jednokrotnego rozwijania chromatogramu wynosil 36 godzin i przebiegal w tempe-
raturze pokojowej. Czerwone kompleksy ,Dyda” poszczegélnych aminockwaséw
z jonami kadmu eluowano z bibuly 70% metanolem i ich gesto§é optyczng mie-
rzono w fotokolorymetrze Specol firmy Carl Zeiss Jena NRD przy dlugosei fali
510 milimikronéw. Grubo$¢ warstwy przepuszczajacej 1 cm. Powierzchnie plam
komplekséw ,.Dyda” z jonami kadmu mierzono planimetrycznie. Pomiar powierzchni
kazdej plamy dokonywano trzykrotnie i brano $rednig arytmetyczng z dokonanych
pomiarow.

BADANIA WLASNE

W celu okreslenia wplywu soli nieorganicznych zawartych w osoczu
krwi na chromatograficzny rozdzial aminokwaséw przygotowano roztwér
nr 1. Roztwér ten zawieral w swym skladzie gléwne sole wystepujace
w przyblizeniu w takich samych stezeniach jak w osoezu krwi. NaCl
0,81%, NaHCO,; 0,2%, KCl 0,047%, CaCl, 0,030%. Pominieto sole man-
ganu, zelaza i cynku, poniewaz wystepuja one w osoczu tylko w ilos-
ciach §ladowych. Dla zbadania wplywu soli nieorganicznych i innych
zwiazkéw zawartych w moczu na chromatograficzny rozdzial aminokwa-
s6w sporzadzono roztwér nr 2 o skladzie NaCl 0,89%, KCl 0,28%, Na,SO,
0,26%, NH,C1 0,118%, CaCl, 0,041%, mocznika 2%, kreatyniny 0,1%. Roz-
twér ten poza kwasem moczowym, amoniakiem i innymi zwigzkami wy-
stepujacymi w matych iloéciach odpowiadal swym skladem jakoS$ciowym
i iloSciowym skladnikom zawartym w moczu ludzkim.

Wzorcowe roztwory aminokwaséw o stezeniu 10— mikromola nano-
szono pasmowo na arkusze bibuly o wymiarach 46 X 52 cm. Dlugo$é na-
noszonego pasma wynosila 25 mm, a odlegloéé pomiedzy pasmami 30 mm.
Obok aminokwasu nie zawierajacego soli nakraplano takie samo stezenie
danego aminokwasu wraz ze wzrastajaca iloscig soli nr 1 lub nr 2. 1 pi-
petka nanoszonego roztworu odpowiadala 0,05 ml roztworu nr 1 lub roz-
tworu nr 2. Ilo§¢é nanoszonego roztworu obu soli wahala sie w granicach
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0,05—0,25 ml. Po kazdym naniesieniu roztworu bibule suszono strumie-
niem cieplego powietrza uzywajac suszarki fryzjerskiej tak zwanego ,,fo-
enu”. Po nakropleniu badanego materialu arkusze bibuly zwijano cylin-
drycznie i po zeszyciu umieszczano w szklanej kamerze zloZzonej z pod-
stawy eksykatora i klosza. Na dnie kamery znajdowala sie ptytka Petrie-
go z ukladem rozpuszczalnikéw n-butanol — kwas octowy — woda 4:1:1.
Dlugo$é drogi przesuwania sie czola rozpuszczalnika wynosila 43 cm.
Chromatogramy suszono w temperaturze pokojowej okolo 12 godz., a na-
stepnie wywolywano 0,25% acetonowym roztworem ninhydryny z do-
datkiem azotanu kadmu. Roztwér ninhydryny z kadmem przygotowano
wg Barrouliera (1). Po wysuszeniu chromatograméw na bibule po-
jawily sie rozowo-czerwone plamy komplekséw ,,Dyda” z jonami kadmu.
Po obrysowaniu plam, za pomoca planimetru okreslono ich powierzchnie.
Zmierzono Rf aminokwaséw rozdzielanych chromatograficznie z roztwo-
row wzorcowych nie zawierajgcych soli, jak réwniez i tych samych ami-
nokwaséw o réznym stopniu zasolenia. Nastgpnie wyciete plamy komplek-
séw cieto na drobne paski, eluowano 70% metanolem i mierzono ich ge-
sto$é¢ optyczng w fotokolorymetrze Specol przy dlugoéci fali 510 milimi-
kronow.

Tab. 1. Wplyw soli zawartych w osoczu na Rf, powierzchnie plam i ekstynkcje
komplekséw ,.Dyda” aminokwasow z jonami kadmu
Effect of salts in plasma on the Rf, surface of spots and extinction of “Dyda”
complexes of amino acids with cadmium ions

Stezenie

Lp. Aminokwas soli RE Fowierzchnia Ekstynkcje
. plam w mm? X1000
w mikrogramach
1. Leu 000 0.81 750 110
Leu 500 0,81 805 120
Leu 1000 0,81 1020 125
Leu 2500 0,80 1075 135
2. Arg 000 0,20 705 145
Arg 500 0,21 500 150
Arg 1000 0,22 485 100
Arg 1500 0.22 510 100
Arg 2500 0,22 540 100
3. Tyr 000 0.50 1150 200
Tyr 500 0,51 1450 225
Tyr 1000 0,52 1810 250
Tyvr 1500 0,53 1990 275

Tyr 2500 0,52 2000 300
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Wal
Wal
Wal
Wal

Ala
Ala
Ala
Ala

Ser
Ser
Ser
Ser

Gli
Gli
Gli
Gli

Asp.
Asp.
Asp.
Asp.
Asp.

Tre
Tre
Tre
Tre

Liz
Liz
Liz
Liz
Liz

Met
Met
Met
Met

Cys
Cys
Cys
Cys
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0,68
0,68
0.67
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0,40
0,40
0,41
0,44

0,28
0,27
0.25
0,25
0,25

0,28
0,26
0.24
0,22

0,21
0.21
0,23
0.25
0,26

0.32
0.34
0,35
0,37

0.10
0,10
0,12
0,12
0,12

0,61
0,62
0,60
0,59

0,07
0,07
0,07
0.07
0.09

1010
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1120
1100

1065
1300
1310
1390

755
925
1100
1260
1300

790
800
660
630

210
215
230
230

140
140
140
140
140

165
140
115

90
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Tab. 2. Wplyw soli i mocznika zawartego w moczu na Rf, powierzchnie plam
i ekstynkcje kompleksow ,.Dyda” aminokwaséw z solami kadmu
Effect of salts and urea in urine on the Rf surface of spots and extinction of "Dyda”
complexes of amino acids with cadium ions

Stezenie soli i mocznika

Lp. Aminokwas w mikrogramach Rf Ilj’lc;vr&:erwzcl;ilr;az El;s;}(’;;lo(qe
soli mocznika
1. Arg 000 000 0,22 720 195
Arg 899 1000 0,16 660 180
Arg 1600 2000 0,16 500 165
Arg 2400 SGul 0,16 510 150
Arg 4000 5000 0,16 470 80
2. Ala 000 000 0,42 —_ —
Ala 830 1000 0,39 — —_
Ala 1600 2000 0,39 —_ —
Ala 24C0 3009 0,39 —_ —_
3. Ser 000 000 0,30 610 —
Ser 800 1000 0,25 855 —
Ser 1600 20006 0,23 1000 -
Ser 2400 3000 0,23 1100 —_—
Ser 4000 5000 0,21 1300 —
4 Cys 000 000 0,09 370 95
Cys 800 1000 0,07 210 65
Cys 1600 2000 0,05 200 50
Cys 2409 3009 0,04 165 35
Cys 4000 5000 0,03 150 —
5. Tyr 000 000 0,52 810 155
Tyr 800 1000 0,50 1035 180
Tyr 1600 2000 0,48 1075 200
Tyr 2400 3000 0,50 1180 225
Tyr 4000 5000 0,50 1300 —
6. Glu 000 000 0.30 — —
Glu 800 1000 0,28 — —
Glu 1600 2300 0,28 — —
Glu 2400 3000 0,30 — —
7. Tre 000 000 0,33 — -
Tre 300 1000 0.32 — —
Tre 1600 2000 0.31 — —
Tre 2400 2000 0,31 — -—
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Ciag dalszy tab. 2

8. Fen 000 000 0,73 1200 —
Fen S00 1000 0,73 1080 —
Fen 1600 2000 0,74 1040 —
Fen 2400 3000 0,74 1000 —
9. Leu—- 000 000 0,81 —_ —
Leu 800 1000 0,80 — —
Leu 1600 2000 0.81 — —
Leu 2400 3000 0,80 -_— —
10. Asp 000 000 0,27 — —
Asp 360 1000 0,26 — —
Asp 1600 2000 0,26 — —
Asp 2400 3000 0,26 — —
Asp 4000 5000 0,26 —_ —
11. Liz 000 000 0,12 — —
Liz 800 1000 0,11 — —
Liz 1600 2000 0,12 — —
Liz 2400 3000 0,13 = —
12. Met 000 000 0,70 — —
Met 800 1600 0,70 — -
Met 1600 2000 0,70 — —
Met 2400 3000 0,70 — —

WYNIKI I WNIOSKI

Tab. 1 przedstawia Rf, powierzchnie plam i ekstynkcje komplekséw
»Dyda” z jonami kadmu samych aminokwaséw i o réznym stopniu ich
zasolenia. Do zasolenia uzyto soli, ktére znajduja sie w osoczu krwi zwiek-
szajac ich stezenie w nanoszonej na bibule proébie.

Sposréd 14 przebadanych aminokwaséw wyrazny wplyw soli na zmia-
ne Rf zaobserwowano u 5 aminokwaséw to jest 1) alaniny, 2) seryny, 3)
kwasu asparaginowego, 4) treoniny i 5) glicyny. Ryciny 1, 2, 3, 4i 5 obra-
zujg zalezno§é Rf wymienionych aminokwasow od stezenia soli w roztwo-
rze badanego aminokwasu. U pozostalych aminokwaséw nie zauwazono
wplywu soli na ich Rf, wzglednie tylko niewielkie odchylenia nie ma-
jace praktycznego znaczenia. Na niektérych chromatogramach z nakro-
plonymi zasolonymi aminokwasami, zaobserwowano réznice w wielko$ci
powierzchni plam w poréwnaniu do tych samych aminokwaséw o analo-
gicznych stezeniach lecz pozbawionych soli. W tych przypadkach wyko-
nano planimetryczne pomijary powierzchni plam oraz zmierzono optyczng
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Ryc. 5. Wplyw soli na Rf glicyny Ryc. 6. Wplyw soli i mocznika zawar-
Effect of salts on glicine Rf tych w moczu na Rf argininy

Effect of salts and urea in urine on
arginie Rf

nr 1 zmienial Rf kwasu asparaginowego, treoniny i glicyny, a roztwoér
nr 2 nie wplywal na Rf wymienionych aminokwasow. Zwigzki zawarte
w roztworze nr 2 obnizaly Rf argininy i cystyny, a znajdujace sie¢ w roz-
tworze nr 1 nie oddzialywaly na Rf wymienionych aminokwaséw. Na tej
podstawie z duzym prawdopodobienistwem mozna przypuszczaé, Ze sole
zawarte w odbialczonym odczynnikami organicznymi osoczu w inny spo-
sOb oddzialywuja na Rf aminokwaséw niz sole i zwiazki organiczne za-
warte w moczu. Wg Consdena i Gordona (5), jesli stezenie soli
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w badanym materiale przekracza 10 mikrograméw, to u aminokwaséw
tworzg sie tak zwane ,,ogony”. Badania wlasne tego nie potwierdzily.
Stosujgc chromatografie wstepujaca przy uzyciu bibuly Whatman nr 3
i ukladu n-butanol, kwas octowy, woda 4:1:1, przy stezeniach soli w gra-
nicach od 500—4000 mikrograméw nie zaobserwowano tworzenia sig
ogon6éw u badanych aminokwaséw. Obecno$é soli nr 1 i nr 2 w badanym
materiale wplywala jedynie na zmiane wielkosci powierzchni plam ami-
nokwaséw na bibule. Plamy te byly jednak dobrze odgraniczone bez smug
i ,,ogondéw’.
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Ryc. 7. Wplyw soli i mocznika zawar- Ryc. 8. Wplyw soli i mocznika zawar-
tych w moczu na Rf alaniny tych w moczu na Rf cystyny
Effect of salts and urea in urine on Effect of salts and urea in urine on
alanine Rf cystine Rf

Uzyskane wyniki dowodza konieczno$ci odsalania osocza, a takze mo-
czu i innych plynéw ustrojowych przed analizg chromatograficzng zawar-
tych w nich aminokwaséw. Sole zawarte w badanym materiale zmieniaja
Rf niektérych aminokwaséw oraz wplywaja na zmiane wielkosci po-
wierzchni plam aminokwaséw na bibule, co posiada zasadnicze znacze-
nie dla ich analizy ilo§ciowej. Wplyw soli na wielkoéé powierzchni plam
aminokwaséw i na zmiane gestosci optycznej ich eluatéw z bibuly pro-
wadzi do bardzo duzych bledéw w analizie ilo§ciowej planimetrycznej
i kolorymetrycznej. Zwarto§¢ plam aminokwaséw przy duzym stezeniu
soli uzyskano prawdopodobnie dzieki wlasnosciom odsa'ajgcym zasto-
sowanej grubej bibuly Whatman nr 3. Wydaje sie ona korzystniejsza dla
analizy chromatograficznej aminokwaséw zawierajacych sole, od pow-
szechnie stosowanej bibuly Whatman nr 1.
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Rye. 9. Wplyw soli i mocznika zawartych w moczu na Rf seryny
Effect of salts and urea in urine on serine Rf
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PE3HOME

NUccneposanu BnusHue conen, copepiKalluxcs B nnasme KPOBM, @ Tak-
coned M coefMHEeHWH, coaeprKalluxcs B Mouve, Ha xpomaTorpaduyeckoe

pasgeneHne 14 amuHoOKkMUcnoOT.

Conu, coaepatimecs B nnasme, nosbiwanu Rf anaHuHa, cepwHa, acna-

parnHosoﬁ KMCNOThbl, TPEOHNHA U MMLKMHA, 3aTO COJIK, codepiKalliuecs B MO-

ye,

noummanu RI apruuvHa, anavuHa, umuctuHa u cepuHa. Kpome Toro, onu

B/IMSINIKN HA pa3mMep NATEH aMHUHOKUCNOT u OMNTHYUECKYIO NJIOTHOCTb 3nH0ATOB
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xkomnnekcos ,,Dyda” ¢ noHamm kagmua. MNpu konuenTpaumn 500—4000 mur
conu He Habnopanu y nateH Ha Bymare NpuCYTCTBME Tak HA3s!BASMbIX
XBOCTOB.

SUMMARY

The paper deals with the effect of salts in plasma and of the content
of salts and compounds in urine on the chromatographic separation
of 14 aminoacids.

The plasma salts brought about an increase of Rf of alamine, serine,
asparaginic acid, threonine and glycine, whereas the urine salts caused
a decrease of Rf or arginine, alanine, cysteine and serine. Besides, they
also effected the size of aminoacid spots and the optical density of ellates
of the ,,Dyda” complexes with cadmium ions. The formation of the so-cal-
led tails close to the spots of particular aminoacids on the filter paper was
not observed at the range of salt concentration from 500 to 4000 meg.

1§ Annales, sectio D, vol. XXVII






