ANNALES
UNIVERSITATIS MARIAE CURIE-SKLODOWSKA
LUBLIN—POLONIA
YOL. XI, 14 SECTIO D 1956

Z Zakladu Chemii Fizjologicznej Akademii Medycznej w Lublinie
Kierownik: prof. dr Janina Opienska-Blauth

J. OPIENSKA-BLAUTH, H KOWALSKA,
M. PIETRUSIEWICZ

Czulos$é préby ninhydrynowej dla aminokwasow
w réznych warunkach doswiadczalnych

YyESCTENTENLHOCTL HHHFUAPKHHOBOHW NPOGLI
B XpomaTorpaduuecHom aHanu3e

Sensitivity of the Ninhydrin Test in Chromatographic Analysis

W naszych poprzednich badaniach, wykazaliSmy, ze szybkosé
wystgpowania plam w probie ninhydrynowej dla niektérych amino-
kwasow nie zawsze jest proporcjonalna do czutosci préby dla tychze
aminokwaséw (4).

Jako typowe przyklady braku proporcjonalnosci moga stuzyé
histydyna i metionina, ktore zaliczyliSmy do pierwszej grupy amino-
kwaséw pod wzgledem szybkosci wystepowania zabarwienia, a kto6-
rych czulos¢ wedlug niektérych autoréw jest stosunkowo bardzo nie-
znaczna. Wyniki naszych poprzednich badan nasuwaty jednakowoz
watpliwosci odnos$nie danych z pismiennictwa w zakresie czulosci,
a w szczegdlnosci dla wyzej wymienionych aminokwaséw: metioniny
i histydyny. Dlatego tez, uznaliSmy za wskazane przeprowadzié
dodatkowe oznaczenia czuloseci proby ninhydrynowej dla aminokwa-
séw w roznych warunkach doswiadczalnych. Wiekszoé¢ autoréw
przeprowadzala oznaczenia czulodci po rozwinieciu chromatograméw
dwukierunkowych stosujge wywolywanie ninhydryna na goraco
w temperaturze 100°. Poniewaz w poprzednich naszych badaniach
wykazaliSmy wyzszosé zimnego wywolywania ninhydryng intereso-
walo nas obecnie, czy 1) ogrzewanie plam ninhydrynowych do 100°,
2) skladniki faz rozwijajgcych chromatogram i 3) stezenie roztworu
ninhydryny wplywaja w wyrazny sposéb na zmiane czuloici préby
ninhydrynowej dla aminokwaséw.
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CZESC DOSWIADCZALNA

Do badan stosowano 28 wzorcowych aminokwaséw o najwyz-
szym gatunku czystosci, przewaznie w oryginalnych, handlowych
opakowaniach.

Czulos¢ proby definiowano jako najmniejsza ilos¢ danego amino-
kwasu, ktéra w dokladnie okreslonych warunkach doswiadczalnych
daje wyraZne jeszcze zabarwienie w zimnej préobie ninhydrynowej po
24 godzinach, a po ogrzaniu do 100° w czasie 10 min.

Doswiadczalne warunki badan:
Bibuta Whatmana Nr 1.
Srednica miejsca nanoszenia roztworu aminokwasu — 8 mm.

Objgtos¢ nanoszonego plynu — 2,6 ul.
Ninhydryna — 0,2% roztwér acetonowy, a do badan poréwnawczych roz-

twory 0,05 i 1%o.
Izatyna — 0,2% roztwér w acetonie + 4% kwasu octowego lodowatego.
Temperatura wywolywania: pokojowa (16—20° odczyt po 24 godz.
Temperatura wywolywania: 100° w czasie 10 min.
Rozwijanie chromatogramoéw przeprowadzano w ukladach: propanol —

woda (7 : 3), fenol — woda (7 : 3).
Pomiary powierzchni plam na chromatogramach przeprowadzono plani-

metrem.
Woplyw stezenia roztworu ninhydryny nae czutosé¢ reakcji:

Do badan stosowano 3 rozne stezenia roztworu ninhydryny 1%, 0,2%6
i 0,05%. Préby poréwnawcze przeprowadzano bezposrednio na bibule bez roz-
wijania chromatogramow. Za podstawe do poréwnania przyjeto ze wzgledow
praktycznych czuto$¢ oznaczong przy uzyciu 0,2% roziworu ninhydryny.

Wszystkie badane aminokwasy dawaly z 1% roztworem nin-
hydryny zabarwienie silniejsze niZ z roztworami stabszymi 0,2
i 0,05%. Przy wywolywaniu rozcienczonym roztworem ninhydryny
0,05%0), plamy wystepowaly poézniej i natezenie barwy plam bylo
stabsze niz przy wywolywaniu mocniejszym roztworem 0,2%. Przy
zachowaniu granicznych stezen aminokwaséw dla roztworu nin-
hydryny 0,2 — roztwoér 0,05%0 nie dawal zabarwienia po 24 godz.
w 20° z wyjatkiem: histydyny, argininy, glicyny, seryny i kwasu
glutaminowego, ktére daty w tych warunkach stabe zabarwienia.

Niekorzystna strone wywolywania silniejszymi roztworami
ninhydryny stanowi zabarwienie tta bibuty, ktére wystepuje juz po
kilku godzinach.

W niniejszej pracy nie przeprowadzono badan nad wplywem
zmian w stezeniu jonéw wodorowych roztworéw aminokwaséw
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na czulo$é¢ reakeji ninhydrynowej. Wszystkie badania przeprowadza-
no w roztworach obojetnych, albo slabo kwasnych dla aminokwa-
s6w trudno rozpuszczalnych.

WYNIKI BADAN WEASNYCH

Tabela I

Czulo$¢ reakcji barwnej aminokwaséw z ninhydryna (16—20°, 24 h)
okre§lana bezposrednio na bibule bez rozwijania chromatograméw.

Nleu

Thr

Lys

Asp

Orn

(CyS),

Leu | Ala |GluNH,

Glu | Ileu Tyr

Val | Phe | Nval

Ser | Try | Arg Pro o NH, Ibut ac
Gly | CySH| Met His |AspNH:|Tau| DiJTyr B-Ala
1 o | m v A\ VIii VII (VIIIX|X | XIXIT| XTI >x

I — 0,026 pg, II. — 0,032 ug, IIT, — 0,065, IV. — 0,130 ug, V. — 0,250 pg,
VI. — 0,520 pg, VII. — 0,780 pg, VIIL, — 1,040 ug, IX.— 1,300 ug, X.— 1,560 pug,
XI. — 1,820 pg, XII — 2,600 pg, XII > x; x > 2,300 ue.

Do wywolywania stosowano 0,2%¢ roztwor acetonowy ninhydryny.

Objasnienia skrdétéw:

Ala — Alanina, §-Ala — f3-Alanina, a-NH: izobut. — Kwas ¢-amino-izo=
maslowy, Arg — Arginina, Asp — Kwas asparaginowy, Asp. NH2: — Asparagina,
CySH — Cysteina, Glu — Kwas glutaminowy, Glu, NH: — Glutamina, Gly —
Glicyna, His — Histydyna, Ileu — Izoleucyna, Leu — Leucyna, Liys — Lizyna,
Met — Metionina, Nleu — Norleucyna, Nval — Norvalina, Orn — Ornityna,
Phe — Fenyloalanina, Pro — Prolina, Ser — Seryna, Tau — Tauryna, Thr —
Treonina, Try — Tryptofan, Tyr — Tyrozyna, Val — Walina, DiJTyr — Dwu-~
jodotyrozyna.
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Tabela II
Czulos¢ reakcji barwnej aminokwaséw z ninhydryng (100°, 10 min.)
okreslana bezposrednio na bibule bez rozwijania chromatogramu.

GluNH,|

Tyr

Nval

His

Nleu

Thr

Ala Lys

B-Ala| Asp

Leu Orn

Glu i Ileu ®-NH,lbut.ac
Val Phe Pro Tau
Ser Try Arg AspNH,
Gly Met (CyS)e CySH | DiJTyr
IO I 1 v v VI VII |VIO|IX| X |XI| XTI | XTI ) x
Tabela III

Czulos¢ reakcji barwnej aminokwaséw z izatyng (110°, 10 min.)
okreslana bezposrednio na bibule bez rozwijania chromatogramu.

Ala

(CyS)g GIUNHQ

B-Ala] His

Leu Lys Tyr

Glu Ileu Nval o NH: Ibut ac

Val Phe Nieu Tau

Ser Try Om | Arg AspNH,

Pro Gly Met |CySH| Asp ‘ Thr DiJTyr

Iy I mury Iv v VI ' viI VIII IX |X{XI|XIIIXII>x
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Tabela IV

Czulosé¢ reakcji barwnej aminokwaséw z ninhydryng (16—20°, 24 h)
okreslana po rozwinieciu chromatogramu w ukladzie propanol —

woda (7 : 3).
Pro
His Nval
Lys Asp

CySH Arg

(CyS), Orn Nleu

DiJTyr
Glu | GluNH, | AspNH, | Tyr |Met Leu~Phe o-NH; Ibut. ac.
Gly Ser Ala | Tau |Thr Val:lleu Try B-Ala
I11I EIII v \' VI VII {VHI IX' X | XI XII‘ XII > x
Tabela V

Czuloé¢ reakcji barwnej aminokwaséw z ninhydryng (100°, 10 min)
okreslana po rozwinieciu chromatogramu w ukladzie propanol-woda

(7:3)
oaNH,Ibut.ac.
Pro

His Nval

Lys AspNH,

CySH Arg -
B-Ala| (CyS), Orn Nleu Leu
Glu | GluNH, Asp Syr Val|Phe
Gly Ser Ala Tau | Thr (Met}lleu| Try DiJTyr

|tfujm| v | v vi | vo|vin| x| x| X [xumj X > x
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Tabela VI

Czulosé¢ reakcji barwnej aminokwaséw z ninhydryng (16—20°, 24 h)
okreslana po rozwinieciu chromatogramu w uktladzie fenol-woda

(7:3)
Lys
GluNH, Tyr
(CyS)y! Nval Met
Orn Asp iNleu| Pro Try DiJTyr
Glu; Ala | AspNH, | Arg | Tau Ileu a-NH,lbut. ac.
Gly} Ser | CySH | His | Thr | Val | Leu |Phe B-Ala
1 11|m IV’ v | VI |Vn VID | IX | X | XI|XU| X > x
Tabela VII

Czulosé reakcji barwnej aminokwaséw z ninhydryng (100°, 10 min)
okres§lana po rozwinieciu chromatogramu w ukladzie fenol-woda

(7:3)
%-NH,lIbut. ac.
Lys
GluNH, Tyr
(CyS)g; Nval Met
B-Alaj Orn _Asp ' Nleu| Pro Try
Glu | Ala AspNH, Arg | Tau Ileu
Gly Ser— CySH His | Thr | Val| Leu | Phe DiJTyr
Iy Iv v VI VII | VIII E—I; X | XI {XII} XII > x
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Tabela VIII

Czulo$¢ reakcji barwnej aminokwaséw z ninhydryng (16—20°, 24 h)
okreslana po rozwinieciu chromatogramu w ukladach: propanol-woda
(7 : 3), fenol — woda (7: 3)

(CyS), | om l Nval

CySH| Lys | AspNH,

Asp | Arg Tau .
Ser | His Pro Leu DiJTyr
Glu | Thr Tyr Val | Ileu a-NH,lbut. ac.
E;_ Ala | GluNHy | Met | Phe | Try B-Ala
[|II{OIvVivE vl | VI vl IX | X | XI |XII XII > x
Tabela IX

Czulo$é reakcji barwnej z ninhydryng (100°, 10 min.) okre§lana po
rozwinieciu chromatogramu dwukierunkowego w ukladach: 1) pro-
panol — woda (7 : 3), fenol — woda (7 : 3)

Orn aNH,Ibut.ac.

(CyS): Nval

CySH| Lys AspNH,

Asp | Arg® Tau

Ser | His Pro Leu
Ey Thr Tyr Val | Ileu
f-Ala| Glu | Ala| GluNH; | Met | Phe | Try DiJTyr
1w v | v ‘VI[ VI ixx | X | x1 kil xrsx
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Tabela XI

Czulosé reakeji ninhydrynowej (w 20° i 100°) i izatynowej.

L. p. Aminokwas Sa Ss Kt Sc Kiz
“e #g ug |
1. | a-Ala 0,065 0,065 1 0,13 2
2. | g-Ala —_ 0,065 _ 0,13 2
3. | «-NH, izobut. ac. — 0,26 — 1,04 4
4. Arg 0,13 0,26 2 0,78 3
5. Asp 0,065 0,13 2 0,78 6
6. Asp.NH; 0.26 0,52 2 1,04 2
7. CySH 0,03 0,52 16 0,52 1
8. (CyS), 0,065 0,26 4 0,13 0,5
9. Glu 0,03 0,065 2 0.13 2
10. Glu.NH; 0,13 0,13 1 0,26 2
11. Gly 0.02 0,065 3 0,13 2
12, His 0,13 0,13 1 0,26 2
13. Ilen 0,065 0,13 2 0,26 2
14. Leu 0,03 0,065 2 0,13 2
15. Lys 0,065 0,13 2 0,26 2
16. Met 0,03 0,13 10 0.26 2
17. Nleu 0,065 0,13 2 0,52 4
8. Nval 0,13 0,13 1 0,52 4
19, Orn 0,065 0,13 2 0,52 4
20. Phe 0,065 0,13 2 0,26 2
21, Pro 0,52 0,26 0,5 0,03 0,11
22. Ser 0,03 0,065 2 0,13 2
23, Tau 0,52 0,78 1,5 1,04 1,5
24, Thr 0,065 0,13 2 1,04 8
25, Try 0,065 0,13 2 0,26 2
26. Tyr 0,13 0,13 1 0,52 4
27. Val 0,03 0,065 2 0,13 2
28. DiJTyr 0,78 0,78 1 1,56 2

Sa = czulo$é wlasciwa (bez rozwijania chromatogramu) ninhydryna 0,2%, 20°,

24 h.
Sp = czuloié (bez rozwijania chromatogramu) ninhydryna 0,2%, 100°, 10 min,
Kt = Z—E = wspolczynnik temperatury
We = czuto$é (bez rozwijania chromatogramu) izatyna 0,2%, 100°, 10 min.
Kijz = SA wspdlezynnik czulosci reakcji: izatyna do ninhydryny.

S
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Tabelal!

XII

Czulosé reakeji ninhydrynowej w chromatogramach jednokierunko-

wych: propanol — woda

1. 2, 3. 4, 5. 6. 7.
L.p Aminokwas
Sa Sp Pp | Skt | Kpy | K, K:
pg | pg |mm*| pg
1. Ala 0,065 0521 175 | 043 | 35 8 2,5
2. B-Ala 0,065} 0,13 | 150 | 004} 3 2 0,7
3. a-NH,izobut. ac. 026 | 052 130 | 0,20 | 2,6 2 0,8
4 Arg 013 § 052 | 1353 | 0,15} 2,7 4 1.1
5. Asp 0,065| 0,52 95 | 0.27 1,9 8 4,5
6. Asp.NHa 0,26 0,52 | 180 0,14 3,6 2 0,54
7. CySH 0,03 | 026 | 120 | 0.11 | 2.2 6,7 | 3,7
8. (CyS)s: 0,065| 0,26 9 | 0,14 | 18 4 2,1
9. Glu 0,03 | 0,13 65 | 0,10 1,3 43| 3,3
10. Glu.NH: 0,13 | 026 | 140 | 010} 28 2 0,8
i1. Gly 0,026 ! 0,13 160 0,04 3,2 65| 25
12, His 0,13 0,26 80 0,16 1,6 2 1,2
13, lien 0,065] 156 130 | 056 | 2,6 | 26 9.3
14, Leu 0,03 1,30 | 100 0,65 2 43 21,6
15. Lys 0,065| 0,26 | 120 | 0,19 | 24 58 | 3.1
16. Met 0,03 1,04 | 120 | 043 ]| 24 | 34 14
17, Nleu 0,065
18, Nval 0,13 0,52 150 0,17 3 4 1,3
19, Orm 0,065 6.52 150 0,17 3 8,7 | 2,8
20, Phe 0,065| 1,56 | 130 0,60 2,6 26 10
21, Pro 0,52 0,52 | 180 0,014] 3,6 1 0.026
22, Ser 0,03 | 026 160 | 0,081 3.2 86| 2,6
23. Tau 0,52 0,78 | 110 0,36 2,2 15] 0,7
24, Thr 0,065| 1,04 | 120 | 043 | 24 | 17 7
25, Try 0,065| 1,82 | 120 | 0,76 | 2,4 | 30.3 | 12,7
26. Tyr 0,13 0,78 | 250 0,16 5.0 6 1,2
27. Val 0,03 1,5 120 | 054 | 24 | 50 18
28, Di]JTyr 0,78
1. SaA = czuloéé wlasciwa
2. Sp = czulo$¢ po rozwinieciu chromatogramu w propanolu
3. Pp = powierzchnia plamy chromatogramu w propanolu
4. Sr; = czuto$é zredukowana do powierzchni startowej
SR, = §9P—'B, p = 50.24 mm?® powierzchnia nakroplenia.
— Pp
5. Kpp = ==
p1 b
6. K, = 5D
Sa
7. K1 = S_R_1

Sa
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Tabela XIII
Czulos$¢ reakcji ninhydrynowej w chromatogramach jednokierunko-
wych: fenol — woda

Aminok 1. 2 3. 4. 5. 6. 7.
L p. minokwas Sa Sr Pr | Sra | Kp K: | Ku
®g g | mmg | ®g
1. Ala 0,065 | 0,26 60 0,22 1,2 4 3,4
2. B-Ala 0,0651 0,13 | 160 0,04 3,2 2 0,61
3. a-NH;izobut. ac. 0,26 | 0,52 | 160 0,16 3,2 2 0,61
4, Arg 0,13 | 0,78 | 190 0,21 3,8 6 1,6
5. Asp 0,065{ 0,52 | 180 0,14 3,6 8 2,1
6. CySH 003 1052 | 180 | 0,14 | 3,6 17 4,6
7. (CyS), 0,065 | 0,26 85 | 0,15 1,7 4 2,3
8. AspNH, 0,26 | 0,52 | 200 0,13 4,0 2 0,5
9. Glu 0,03 | 0,13 | 120 0,05 2,4 4,3 1,7
10. Glu.NHs 0,10 | 0,52 | 280 | 0,09 | 5,6 521 09
11, Gly 0,02 | 0,43 | 170 0,04 3,5 65| 2
12. His 0,13 | 0,78 | 250 | 0,16 | 5 6 1,2
13, lleu 0,065 1,56 | 160 | 0,49 | 3,2 931 7.8
14. Leu 0,03 | 1.56 | 110 | 0,67 2,4 52 | 22
15. Lys 0,065| 0,52 | 140 0,19 2,8 871 3
16. Met 0,065| 1,04 | 130 0,41 2,6 17 6,8
17. Nleu
18. Nval 0,03 | 0,52 | 230 0,11 4,6 17 3,7
19. Orn 0,065| 0,26 ! 260 | 0,05 5,2 431 0,83
20. Phe 0,065| 1,82 | 180 | 0,51 3,6 30 8,5
21, Pro 0,52 1,04 | 220 0,24 4.4 2 0,46
22, Ser 0,03 10,26 | 170 [ 0,07 3,5 86| 23
23. Tau 0,52 | 1,04 | 140 0,37 2,8 2 0,7
24, Thr 0,065] 1,04 | 170 | 0,31 | 35 16 4,7
25, Try 0,065} 1,56 | 170 | 0,46 | 35 24 7
26. Tyr 0,13 1,04 § 280 0,19 5,6 8 1,4
27. Val 0,03 { 1.30 | 140 0,47 2,8 43 16
28. Di]Tyr
1. SaA = czulo$é wlasciwa
2. Sfg = czulo$¢ po rozwinieciu chromatogramu w fenolu
3. Pr = powierzchnia po rozwinieciu chromatogramu w fenolu
4. Sr_ = czulo§é zredukowana do powierzchni startowej
5. Kpaz PF, p = 50.24 mm? powierzchnia nakroplenia
— SF
6. K, = Sx
7. Kn= SRr,

Sa
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Tabela XIV
Czulos¢ reakcji ninhydrynowej w chromatogramach dwukierunko-
wych: propanol — woda, fenol — woda.

. 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7.
L-p. Aminokwas Sa | Su | Pu| Sk | Kes | Ko | K
g g | mm;| HUg
1. Ala 0,065] 0,78 { 150 | 0,24 3 12 3,7
2. B-Ala 0,065] 0,26 | 200 | 0,06 | 4 4 109
3. a-NH:izobut. ac. 0,26 | 1,04 | 150 | 0,26 3 4 1
4, Arg 0,13 { 0,78 | 180 0,22 3,6 6 1,7
5. Asp 0,065; 1,04 | 160 | 0,33 3,2 16 5
0. Asp.NH, 0,26 1,04 | 120 0.43 2,4 4 1,6
7. CySH 0,03 | 052 | 260 0,1 5,2 17 3.3
8. (CyS), 0,065{ 0,52 | 260 | 0,1 5,2 8 1,5
9. Glu 0,03 | 0,52 140 0,19 2,8 17 6,3
10. Glu.NH, 0,13 1,04 | 160 0,33 3,2 8 2,5
11, Gly 0,026} 0,52 | 180 | 0,14 3.6 20 5,3
12, His 0,13 |} 0,78 180 0,22 3,6 6 1,7
13. Ileu 0,065| 1,56 | 140 | 0,56 2,8 24 8,6
14. Leu 0,03 | 1,30 | 140 | 0,46 2,8 43 |15
15. Lys 0,065| 0,78 | 150 | 0,26 3 12 4
16. Met 0,03 | 1,30 140 0,47 2,8 43 |16
17. Nleu 0,065
18. Nval 0,13 | 1,04 180 0,29 3,6 8 2,2
19, Orn 0,065 | 0,78 180 0,22 3,6 12 3.4
20. Phe 0,065| 1,56 130 0,6 2,6 24 9
21. Pro 0,52 | 1,04 | 340 | 0,15 | 10.7 2 0,2
22, Ser 0,03 | 0,52 | 300 | 0,07 6.0 17 2,3
23, Tau 0,52 | 1.04 140 0,37 2,8 2 0,7
24, Thr 0,065] 0,78 160 0,24 3,9 12 3,9
25. Try 0,065
26. Tyr 0,13 1,04 150 0,35 3,0 8 2,8
27. Val 0,03 1,30 140 0,29 2,8 43 9,6
1. SaA = czulo$¢ wiasciwa
2. SH = czulo$é¢ po rozwinieciu chromatogramu dwukierunkowego propa-
no}, fenol
3. Py = powierzchnia plamy na chromatogramie
4. Sgrs = czulo§é zredukowana do powierzchni startowej nakroplenia
— Pn
5. Kp E
6. Ks= OSH
Sa

— Sr
7. Knpp= =28
11 Sa
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Wplyw rozwijania chromatogramu na czulo$¢ reakcji ninhydry-

nowej.

L.p Aminokwas* RF oropanol] RF fenot K1 K Kt
1. Asp ,28 A9 7 4,5 2,1 5,0
2. CysH 3,7 4,6 3,3
3. (CyS) ,14 2,1 2,3 2,5
4 Glu »33 ,31 3,3 1,7 6,3
5. Ser ,27 ,36 2,6 2,3 2,3
6. - Asp.NH: A7 40 0,54 0,5 1,6
7. Gly 31 4t 2,5 2,0 5,3
8. Tau 33 41 0,7 0,7 0,7
9. Lys 11 49 3 3.1 4,0

10. Orn ,40 ,50 2.8 0,83 3,4
11. Tyr 44 51 1,2 1,4 2,8
12, GluNH, ,22 57 0,8 09 2,5
13. Ala ,42 ,60 2,5 3.4 3,7
14. | B-Ala 66 07 06 0,9
15. His 24 ,69 1,2 1,2 2,7
16. a.-NH,izobut. ac. 74 0,8 0,6 1,0
17. Try 41 ,75 12,7 7,0 10,0
18. Val ,55 ,78 18,0 16,0 9,8
19. Thr 79 7,0 4,7 3,9
20. Met 55 ,81 14,0 6,8 16,0
21. Leu ,65 ,84 21,6 22,0 15,0
22, Heu ,65 ,84 9,3 7.8 8,6
23, Phe ,57 .85 10,0 8,5 9,0
24. Pro 48 88 0,03 0,46 0,2
95. Arg 12 89 1.1 1,6 1,7

* Kolejno§¢ aminokwaséw wedlug wzrastajagcego Rr w fenolu.

DYSKUSJA I WNIOSKI

Dane liczbowe odnosnie czulosci reakeji ninhydrynowej dla
poszczegblnych aminokwaséw podawane w piSmiennictwie przez
roéznych autoréw, nie sg miedzy sobg zgodne. Uderzajace sa niezgod-
nosci, szczegdlnie w wynikach Denta w poréwnaniu z danymi
innych autoréw. (Tab. X). Dla wielu aminokwaséw réznice sa nawet
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dziesieciokrotne. Dent wykazuje w swoich oznaczeniach znacznie
mniejszg czulos¢ dla aminokwaséw niz Pratt i Auclair,
Kirby-Berry, Saifer i Or e sk es. Napodkreslenie zastuguje
fakt, ze autorzy przeprowadzali swoje badania w réznych warunkach
doswiadczalnych. Wiele obserwacji przemawia za tym, zZe na prze-
bieg reakcji ninhydrynowej moga mie¢ wplyw, nie tylko swoistosc
odczynu w odniesieniu do poszczegdlnych aminokwaséw, ale i warunki
doswiadczalne stosowane przy rozwijaniu i wywolywaniu chromato-
gramu, jak np. skladniki fazy rozwijajacej, stezenie roztworu nin-
hydryny, temperatura, czas wywolywania i inne. Ponadto podkreslié
nalezy, ze réznice w czulosci sg spowodowane przede wszystkim
niejednakowg powierzchnig plam. Zaréwno Dent jak Pratt
i Auclair, Kirby-Berry nie uwzgledniali w swoich ozna-
czeniach réznic w wielkosci powierzchni plam.

Powierzchnie plam dla poszczegélnych aminokwaséw nie wyka-
zuja wyraznej liniowej zaleznosci od stezen. Nawet przy zachowa-
niu dokladnie takich samych warunkéw doswiadczalnych przy tych
samych stgzeniach uzytych aminokwaséw powierzchnie plam nie sa
jednakowe. Zdaniem naszym oznaczenia czulosci reakeji barwnej dla
aminokwaséw po rozwinieciu chromatogramu bez uwzglednienia
wielkoSci powierzchni nie moga by¢ miarodajne. Nasze obserwacje
wykazuja wyraznie, ze czulos¢ reakcji ninhydrynowej zmienia sie
'niejednakowo dla poszczegélnych aminokwaséw po rozwinieciu
chromatogramu. PodjeliSmy zadanie poréwnania wplywu zmienia-
jacych sie warunkéw do$wiadczalnych podczas rozwijania i wywoly-
wania chromatogramu, a mianowicie skladnikéw fazy rozwijajacej,
stezenia roztworu ninhydryny, temperatury wywolywania, wymia-
réw powierzchni plam, na czulo$é 28 aminokwaséw wzorcowych. Do
poréwnania stuzyly czulo$ci reakcji ninhydrynowej dla tychze
aminokwaséw oznaczone bezposrednio bez rozwijania chromatogra-
mu, (,,czulosci wlasciwe”) w znormalizowanych warunkach. W zakres
znormalizowanych warunké6w wchodzilty: gatunek bibuly, powierzch-
nia naniesienia roztworu aminokwasu, objetosé badanego roztworu,
stezenie roztworu ninhydryny, temperatura i czas wywolywania.

Istotng réznice miedzy warunkami naszych badan i analogicz-
nych Saifera i Oreskesa stanowila temperatura wywoly-
wania. Saifer i Oreskes oznaczali czulo$é aminokwaséw
réwniez bezposrednio na bibule w znormalizowanych warunkach bez
rozwijania chromatogramu. Dla wiekszosci aminokwaséw czulosci
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wlasciwe uzyskane w naszych badaniach byly wyzsze od analogicz-
nych Saifera i Oreskesa. (Tab. X.). Najwigksze ro6znice
wykazaly aminokwasy: cysteina i fenyloalanina, a najmniejsze: ornity-
na, alanina, asparagina, kwas asparaginowy, histydyna, leucyna,
metionina, tauryna, tryptofan i walina.

Nasze badania poréwnawcze czulosci wlasciwej oznaczanej bez-
posrednio w réznych temperaturach wywolywania ninhydryna,
wykazalty dla wiekszo$ci aminokwaséw wyzszo$¢ tak zwanego przez
nas zimnego testu ninhydrynowego. Wyjatek stanowily tylko trzy
aminokwasy: f-alanina, kwas o-aminoizomaslowy i prolina,
dla ktérych czulo$¢ uzyskana w 100° wywolywania byla wyzsza
w pordéwnaniu z testem zimnym. Dla cysteiny i metioniny czulosc¢
znacznie maleje wraz z wzrostem temperatury. Wplywem tempera-
tury na reakcje ninhydrynowa zajmowali sie K ay i wsp. (2). Autorzy
opierajac sie na swych badaniach zalecajg wywolywanie ninhydryng
w temperaturze nie wyzszej od 60°, poniewaz produkty barwne
reakcji ulegaja w wyzszej temperaturze rozktadowi.

Oproécz reakeji ninhydrynowej stosuje sie jeszcze dla identyfika-
cji aminokwaséw i inne testy barwne, jak préby z izatyng lub allo-
ksanem. Wedlug badan poré6wnawczych Saifera i Oreskesa
test ninhydrynowy jest wielokrotnie czulszy od izatynowego i allo-
ksanowego. Z naszych badan (Tab. XI) wynika réwniez, ze test izaty-
nowy jest mniej czuly od ninhydrynowego. Réznice sg tylko dwu-
krotne dla wigkszosci aminokwaséw na niekorzysé testu izatynowe-
go. Dla niektérych tylko aminokwaséw test izatynowy jest czulszy
od ninhydrynowego. Czulo$¢ préby izatynowej dla proliny jest wiele
razy wyzsza od ninhydrynowej. Dla ornityny, treoniny, kwasu aspa-
raginowego, tyrozyny, norwaliny i norleucyny wspélczynniki K
wyrazajgce stosunek czuloéci testu izatynowego do ninhydryny sa
wyzsze -od 4.

Wplyw stezenia ninhydryny, w roztworach wywolujacych, na
czulos¢ reakcji nie byl dotychczas przedmiotem systematycznych
badan. Najczesciej stosuje sie do prob roztwory 0,2—0,5%. W naszych
badaniach stosowano wylgcznie roztwory 0,2%. Badania poréwnaw-
cze przeprowadzone z roztworami ninhydryny o wyzszym i hizszym
stezeniu od 0,2% wykazaly, ze czulosé testu ninhydrynowego zmie-
nia sie¢ proporcjonalnie wraz z stezeniem. Przy uzyciu roztworu 1%
uzyskuje sie bezsprzecznie wigkszg czuloé¢ dla wszystkich aminokwa-
s6w w poréwnaniu z 0,2%. I odwrotnie przy zastosowaniu roztworu
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0,05 ninhydryny nie uzyskano juz zabarwienia dla wiekszosci
aminokwasow uzytych w tych samych stezeniach, ktére stanowity
o ich czulosci przy wywolywaniu ninhydryng 0,2%. Mimo pozornych
korzysci, ktore daje 1% ninhydryna wskazane jest stosowanie roz-
tworow stabszych 0,2—0,5%, bowiem roztwory mocniejsze dajg juz
po kilku godzinach silnie zabarwione tlo bibuty, na skutek czego
plamy zacierajg sie i sg trudne do identyfikacji. Natomiast 0,05%e
roztwor ninhydryny, jakkolwiek nie daje zabarwienia bibuly nawet
po kilku dniach jest mniej dogodny do wywotywania, poniewaz czu-
1os¢ proby przy tym stezeniu jest zbyt mala. )

Wiekszosé autoréw zajmujacych sie okreslaniem czulosci reakcji
ninhydrynowej okreslonej na rozwinietych chromatogramach nie
uwzgledniala réznic w powierzchni plam. Stanowi to powazny biad,
poniewaz, jak wiadomo, powierzchnie plam réinych aminokwasoéw
nie sg w liniowej zaleznosci od ich stezenia. Prawdopodobnie i inne
jeszeze czynniki, jak adsorbcja i szybkosé migracji po bibule wplywa-
ja na wielkos¢ plam. Trudnosci w ocenie czuloéci reakcji ninhydry-
nowej dla poszczegblnych aminokwasdéw okreslonych na podstawie
plam na rozwinietych chromatogramach potegowatl jeszcze i ten fakt,
ze powierzchnie plam poszczegélnych aminokwaséw, mimo jednako-
wych warunkéw doswiadczalnych, nie byly réwne. Nasze zestawie-
nia czuloSci aminokwaséw oznaczanych na chromatogramach jedno
i dwukierunkowych w ukladach: propanol-woda i fenol-woda (Tab.
XII—XIV) wykazujg role wielkosci powierzchni. Dla celéw poréw-
nawczych stuzy¢ moga wtasciwie tylko ,,czulosci zredukowane”, czyli
te najmniejsze ilosci aminokwaséw, ktdére dajg jeszcze zabarwienia
z ninhydryna, jezeli plamy na rozwinietych chromatogramach odpo-
wiadajgq powierzchni startowej. Gdyby czulo$é¢ reakcji po zreduko-
waniu jej do powierzchni startowej byla zalezna wytgcznie tylko od
stezenia aminokwasu i powierzchni plamy, czulosé wlasciwa réwnala-
by sie czulo$ci zredukowanej. Dla niektérych tylko aminokwasow
wspoéiczynnik bedacy ilorazem czuloéci zredukowanej przez czulosé
wlasciwg zbliza sie do jednosci. Wyzsze wspdtezynniki K dla wiek-
szosci aminokwaséw wskazujg na wplyw jeszcze i innych czynnikéw
dzialajacych podczas rozwijania chromatogramu. Moglyby to byé:
zaré6wno wplyw $ladéw rozpuszczalnika, w naszym przypadku propa-
nolu lub fenolu, wzglednie adsorbcja na bibule.

Zestawienie wspélczynnikéw K pozwala wyprowadzi¢ nastepu-
jace wnioski:
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1) Niema wiekszych roéznic miedzy czuloscig zredukowang
w propanolu i fenolu. )

2) Powierzchnie plam w chromatogramach rozwijanych fenolem
sg wieksze od analogicznych rozwijanych w propanolu.

3) Miedzy czuloscia zredukowang oznaczona z chromatogramu
dwukierunkowego (fenol i propanol) a czuloSciami oznaczonymi
w chromatogramach jednokierunkowych fenolu, badZ propanoclu,
niema wyraZnych i jednakowych zaleznosci.

Dla niektérych aminokwaséw wspélczynnik K1 z chromatogra-
mu dwukierunkowego, bedacy ilorazem czulosci zredukowanej do czu-
tosci wlasciwej, jest sumg wspdlczynnikdéw K (propanol) i Ky (fenol),
dla innych dominujacy jest wptyw fenolu lub propanolu.

Przeglad wspoélczynnikéw K bedacych wskaznikami zmian w czu-
tosci przy rozwijaniu chromatograméw w propanolu i fenolu uzasad-
nia podzial aminokwaséw na 3 grupy;

I grupa: B-alanina, kw. a-aminoizomastowy, prolina, tauryna,
(Wspdliczynniki K sg mniejsze od jednosci. Wplyw rozwijania chro-
matogramu jest korzystny dla czulosci reakeji ninhydrynowej).

II grupa: kwas asparaginowy, cysteina, cystyna, kwas glu-
taminowy, seryna, asparagina, glicyna, ornityna, tyrozyna, glutami-
na, alanina, histydyna, treonina, lizyna, arginina. (Wspélczynniki K
wahajg sie w granicach 1—5. Rozwijanie chromatograméw wplywa
nieznacznie na zmniejszenie czulosci).

III grupa: tryptofan, walina, metionina, leucyna, jzoleucyna,
fenyloalanina.(Wspoélczynniki K sg wyzsze od 10. Rozwijanie chroma-
logramu wplywa w znacznym stopniu na zmniejszenie czulosci reak-
¢ji ninhydrynowej).

Widoczne jest, ze dla aminokwaséw o malych wspoélezynnikach
Rf, wplyw rozpuszczalnika, i adsorbceji bibuly podczas migracji jest
nieznaczny. Wspédlczynniki K zblizone do jednosci wskazujg, ze
czulosci aminokwaséw oznaczone na rozwinietych chromatogramach,
po eliminowaniu czynnika powierzchni, odpowiadaja czulosci wtasci-
wej oznaczanej bezposrednio na bibule. Wysokie wspélczynniki K,
powyzej 10, znaleziono wylgcznie dla aminokwaséw o najwyzszym
wspoélczynniku Ry w fenolu: jak np: fenyloalaniny, leucyny, izoleucy-
ny, tryptofanu i waliny. Dla tych aminokwasdéw straty podczas roz-
wijania chromatogramu sg najwyzsze.

Interpretacja wynikéw badan nad czulto$cig histydyny i metio-
niny budzi szczegdlne zainteresowanie. W stosunku do obu tych
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aminokwaséw panuje duza rozbieznos¢ i charakteryzuje je niezgod-
no$¢ wynikow podawanych przez réznych autoréw. I tak, Dent,
Kirby-Berry, Pratt i Awuclair zaliczajg histydyne
i metionine do najmniej czulych aminokwaséw. Nalezy jednak przy-
pomnieé, ze autorzy ci opierali swoje oznaczenia czulosci na rozwi-
nietych chromatogramach bez uwzglednienia wymiaréw powierzchni
plam. Wedlug Denta czulosé dla histydyny jest dwudziestokrotnie
mniejsza niz dla glicyny, dla ktérej czutos¢ w reakcji ninhydrynowej
jest uznana, przez wiekszo$¢ autoréow, za najwyzszg. Dla metioniny
czulosé jest dziesieciokrotnie nizsza od glicyny. Wediug Pratta
czuto$¢ histydyny jest az 250 razy nizsza od czulosci dla glicyny,
a dla metioniny réznica jest taka sama, jak u D e nt a. Wyniki badan
Saifera i Oreskesa przeprowadzonych bez rozwijania
chromatogramu znacznie odbiegajg od poprzednio podanych. Czulosé¢
dla histydyny jest juz tylko dwukrotnie nizsza od czulosci dla glicy-
ny, a metionina nalezy wedlug nich do gripy najczulszych dla testu
ninhydrynowego. Otrzymane przez nas wyniki dotyczace obu tych
aminokwaséw stanowig potwierdzenie naszych przypuszczen poda-
nych w zalozeniach pracy o donioslym wplywie na czulosé préby nin-
hydrynowej wielu czynnikéw: temperatury wywolywania, stezenia
odczynnika wywolujgcego, oraz tych warunkéw, ktére wynikaja
z samego rozwijania chromatogramu (sklad fazy rozwijajgcej, wplyw
$ladéw rozpuszczalnika organicznego, wielko$é powierzchni plam,
adsorbcja bibuly i inne blizej nieokreslone).

Tabela XVI
Zestawienie danych liczbowych czutosci reakcji ninhydrynowej
dla histydyny i metioniny

Aminokwas Sa | SoD | Sry | SF | Sr, | Su | Sr, | K1 | Kur | Kur

Wg | S| g | B8} B | P 118

Histydyna . . . .]0,43]0,26 |0,16 | 0,78 | 0,16 {0,78 | 0,22 1,21 12 2,7
Metionina . . . .[0,03 | 1,04 [043 | 1,04 0,41 | 1,3 |0,47 | 14 6,8 |16

Z naszych danych liczbowych wynika wyraznie, Ze histydyna
nalezy do najmniej czultych na ninhydryne aminokwaséw, chociaz
pod wzgledem szybkosci wystepowania plamy w zimnym tescie nin-
hydrynowym nalezy do grupy pierwszej. Stanowi to potwierdzenie
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naszego przypuszczenia, ze szybko$¢ wystepowania zabarwienia
w probie ninhydrynowej jest cechg wlasciwg dla aminokwaséw
w pewnym stopniu niezalezng od czulo$ci. Wptyw rozwijania chro-
matogramu na histydyne po wyeliminowaniu czynnika wielkosci
powierzchni jest wlasciwie niewielki. Wspélczynniki K zblizajg sie
do jednosci.

Zupelnie inaczej przedstawia sie zagadnienie dotyczace metioni-
ny. Metionina nalezy zaréwno pod wzgledem szybkosci wystepowania
plamy, jak i czuloéci, do grupy pierwszej. Dla metioniny zaznacza sie
duzy wplyw roz(»vijania chromatogramu. Nawet po wyeliminowaniu
czynnika powierzchni réznica miedzy czuloscia wlasciwa a zreduko-
wang jest znacznie wyzsza niz dla histydyny. Swiadcza o tym wyso-
kie wspoélczynniki K wahajace sie w granicach od 7 do 16.

Interpretacja chromatograficzna tych obu aminokwaséw musi
by¢ szczegdlnie ostroznie przeprowadzona w oparciu o znajomosé ich
swoistego zachowania w proébie ninhydrynowej. Z naszych doswiad-
czen wynika, ze reakcja ninhydrynowa stosowana ogélnie dla wykry-
wania aminokwasow jest szczegdlnie trudna dla interpretacji w ana-
lizie chromatograficznej. W pierwszym rzedzie podkresli¢ nalezy jej
swoistos¢ w odniesieniu do poszczegélnych aminokwasdw, zaréwno
pod wzgledem barwy, jak i natezenia.

W poprzednich naszych badaniach wykazaliSmy jeszcze jedna
ceche swoistg zwigzang z reakeja ninhydrynowa, a mianowicie szyb-
kos¢ wystepowania plam w okreslonych warunkach do$wiadczal-
nych. Réznice szybkosci wystepowania plam poszczegdlnych amino-
kwaséw w tak zwanym zimnym tescie ninhydrynowym staly sie pod-
stawa dla podzialu aminokwaséw na kilka grup: szybkich, $rednich
i wolnych.

Z naszych terazniejszych badan wynika, ze czulosé reakcji
ninhydrynowej dla poszczegélnych aminokwaséw jest swoista, ale
majg na nig wplyw zaréwno temperatura wywolywania, stezenie
roztworu ninhydryny, powierzchnie plam, skladnik fazy rozwijaja-
cej, adsorbcja na bibule i inne jeszcze blizej nieznane czynniki.

Nasze dane liczbowe odnoszgce sie do zmian czulosci w réznych
warunkach do§wiadczalnych zebrane w tabelach XII—XV nie stano-
wig bynajmniej wartosci bezwzglednych, statych, charakterystycz-
nych i dokladnie powtarzalnych. Stanowig one zestawienia robocze,
ktére postuzyly nam do wyprowadzenia pewnych zaleznosci potrzeb-
nych dla oceny reakcji ninhydrynowej i okreslenia jej stosowalnosci.
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Rozwazania analityczne i cala dyskusja majg dla nas réwniez znacze-
nie praktyczne. Wskazuja bowiem na koniecznosé ostroznej i krytycz—
nej interpretacji chromatograméw aminokwasowych. Jesli nawet
w badanych przez nas mieszaninach, o nieznanym sktadzie jakoscio-
wym i ilosciowym, wszystkie aminokwasy beda sie znajdowaly
w rzedzie tych samych stezen, nie zawsze uda sie nam je wykryc.
Nie wykryjemy bowiem tych, ktérych czulosé wiasciwa jest wybitnie:
mala, jak i tych, ktorych czulo$é znacznie sie zmniejsza w czasie roz-
wijania chromatogramu. Dlatego tez kazdorazowa ocena chromato-
gramu aminokwasowego wymaga dokladnej znajomosci swoistego
zachowania sie poszczegdlnych aminokwaséw w réznych warunkach
rozwijania i wywolywania chromatogramu.
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PE3IOME

ABTOpPOM npH3BeleHH HCCICNOBAHUA HaJ YYBCTBUTEIbLHOCTHIO
HUHTMIPUHOBO# Npo6H A 28 CTaHNAPTHHIX AMMHOKHCIIOT, TaK KakK
AaHHEe O YYBCTBUTEIbHOCTH PA3HBIX AaMHHOKHUCIOT, ONY6INKOBaHHLIE
Hentom, IlperroM u OxnepoM, Hup6u-Beppw, 3aiipepom u Opec-
KecoM HecoriacHel Memay coGoil. Kpome Toro, aBropoM mpousse-
NeHHl elle CpaBHUTEIAbHLHIE MCCIEROBAHMA Hal 4YyBCTBHTEILHOCTHIO
npo6 HUHTHIPHHOBOH M W3ATUHOBOMH, HAIl YYBCTBHUTEILHOCTBIO IOJIY-
qaeMoil Hpu ropadeM (100) u npu xonogHoM (16°—20°) npoasnAHUY,
B VCIOBHUAX pas3iIMYHBIX HKOHUEHTpauuil peaxkTHBa, HAX BIUAHUEM
pa3aHuil B BeJIMYMHE TATEH IOCAe Pa3BUTHUA XPOMATOIDAMMEl M Ha-
KOHell, Haj BIHAHMEM OPraHUYECKOro PacTBOpHUTENA U afgcopOuum
6ymaru. jlna ynopaAjgoyeHHs SKCIEpPUMEHTAJLHOrO Marepuasa BBe-
JI€HB NOHATHA: NOMINHHON YYBCTBHUTEIILHOCTH OMpeenseMoil B Tec-
HO HOPMAJIM30BAHHHIX YCI0BHAX 0€3 pa3BUTHA XPOMaTOrpaMMBEL U pe-
AYUMPOBAHHOK 4YYBCTBHTEIBLHOCTH MOCI€ PA3BUTHA XPOMAaTOrPaMMBI
¢ anMMMHauMeil noepxHoctH naAtHa. Hoadduuuents ,,H* 1. e. ua-
CTHBIE NOJIyYEHHHIE OT NEeJeHHA PelyuMpOBAHHONH YYBCTBUTENLHOCTH
Yyepe3 YYBCTBHTENBHOCTh MOMJIMHHYIO fACHO MOKAa3blBalOT BIHAHKE
3TUX NPYIHX euie PaKTOPOB, UFPAKIIMUX POJib NPH Pa3BePTHIBAHMH XPO-
MaTOrpPaMMbl, KaK, Halp. BIMAHUA COCTABHBIX 3JIEMEHTOB Pa3BepThi-
Baloweil ¢aspl, amcopObuum OGymaru u np. Bennuumua nosepxvocrtu
nATEH onpeneiAiach MIaHUMeTpoM. PeaylnbraTtel, MOTy4YeHHEE aBTO-
POM, COCTaBAAIOT OCHOBY NJIA XapPaKTePUCTUKM aAMMHOKMCJIOT M CO-
MOCTaBJIeHUA CBOEOGPA3HEIX MPHU3HAKOB B OTHOIIEHUH YYBCTBUTEIh-
HOCTM HUHIUIPUHOBON Npo6bl M BJIMAHMUA, KAKOC OKA3BIBAIOT eKC-
HepuMeHTAJAbHbIE YCJIOBHA HA pas3BepTHIBAHUE U IPOsIBIEHUE XpPOMa-
TorpaMMel. l3aTuHOBBII TecT ABAAETCA NIIA BCEX AMUHOKHCIOT 32
HCKIIIOYEHHEM TIPOINHA MeHee YYBCTBHTeILHBIM, YeM HHHIHIPHHOBEIH
tecT. ComocraBieHue YYBCTBUTEIbHOCTH HUHTMIPUHOBON peaKIuH,
coBepmiaeMoii npu temneparype 100% c YyBCTBMTEILHOCTBIO, MOIY-
4aeMoii Npu NpUMEHEHUM XO0JO0JHOr0 HUHTMIPHHOBOTO TecTa (HIpH
KOMHATHON TeEMIIEpAType), YKAa3LIBaeT Ha MeHBbINYI0 YYBCTBHTENb-
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HOCTh V OOJbWMHCTBA AMMHOKHCAOT NpH TeMmuepartype 1000, ‘em
6oablIafg KOHIEHTpAluA HUHCIUIPHHA B MPOABIAIOINIEM peaKTHUBe,
TeM BBIllIe YYBCTBHUTEALHOCTh., JTO OTHOCHTCA KO BCEM AaMHHO-
ruciaoram. OguHako, Tak Kak oOKpacka (QoHa OyMarn 3areMuser
OATHA AMUHOKHCIIOT. He PEeKOoMeHayercA NMPUMeHATh PAcTBOPHI Bbllle
0,5°/, HHATHIpHIA. SHAYNTEJbHblEe Pa3HHULI B MOBEPXHOCTAX MNATEH
AMMHOKUCIIOT, NOIYYaeMLIX MOcile pa3BepTLIBAHUA XPOMATOIPaMMEL,
AIBIAIOTCA, (10 Bceil BepoATHOCTH, HACTOAUlEil NPHUYMHOI pasHo-
raacnit. [ToaToMy samMuHHpoBaHMe BIMAUUA BedIYHHBI OBEPXHO-
CTH NATEH NaeT BO3MOMKHOCTbL OLEHHTH eile, XOTA HpubaAN3NTeNbLHO,
BAMSAHUE W JIPYI'UX (PAKTOpPOB, BHICTYNAIOMIX BO BPEMS Da3BepTHI-
BAaHHA XPOMATOrPaMMbl, KAK BIHAHHE COCTABHBIX 3JIEMEHTOB Pa3Bep-
ToiBalonleit ¢aspi, ponu agcopduun OyMmaru u T. 0. 3 conocrasie-
HHUl BHUIHO, YTO Teé AMHHOKMUCIUTH, Y KOTOPBIX BRICTYHAIOT caMble
Beicokne Koapduuuentsl Ry B PeHoie Tepusar naubombiiue noTEPH
B YYyBCTBHTE¢ILHOCTII BO BpeMA pa3BepTHBaHMA XPOMATOrPaMMBL
Roadpuiuentsr ,,K¢ nasa stux aMHHOKMCIOT BbicOKHe (10—16).
MHoro BHHMAHHA NOCBAIIEHO [HCTHIMHY H METHOHHHY, TAK KaK
nMelomuecd HaHHBIE OTHOCHTENbHO YYBCTBUTEIBHOCTH OGEUX ITHX
AMMHOKHCIIOT BeCbMa HECOrJacHbl. METHOHHH 3OIKET CIYKHUTh KakK
nmpuMep aMHHOKHCIOTH, obmamatouieit HauGo:1bnieft NONIUHHON 4YyB-
CTBUTE&JIHOCTbIO, HO dYBCTBUTEIILHOCTH METHOHHHA H3MeHfeTCHA
B 3HAUYUTENLHOU CTeNeHH B YCIOBHAX pa3BepTHIBAHMA XPOMATO-
rpaMMbl. 1Tnade jesno oGCTOMT ¢ THCTUIHHOM, KOTOPHIi MpegcTaBIsAer
coboif mpmMep AMHUHOKHCIOTHI, XapakTepuaymooueiica cma6oit non-
TTMHHON YYBCTBUTEILHOCTBIO, HO IHUIb B HE3HAYHTENbHOH CTEMEHI
U3MEHAIMHUI CBOI0 YYBCTBUTEILHOCTL BO BpeMA pa3BepTHIBAHUA XPO-
MaTOrpaMMbl MHTEpPOpETAlUA AMHHOKHMCIOTHBIX XpOMAaTOrpaMM Tpe-
OyeT OCHOBATEILHOTO M3y4YeHHA YCIIOBHI pa3BepTHIBAHMA M NPOAB-
JAHAA XpOMATOrpaMM U COIIOCTaBJIeHHA ee ¢ XpoMaTorpaMmamm
CTaHIAPTHHIX AMHHOKIICIIOT.
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SUMMARY

Since reports on the sensitivity of various amino-acids, as given
by Dent, Pratt and Auclair, Kirby-Berry, Saifer,
and Oreskes, differ from each other in certain points, the author
investigated the sensitivity of the ninhydrin test for 28 standard ami-
no-acids. Investigations consisted in comparing the sensitivity of the
ninhydrin and isatin tests, in determining the sensitivity obtained
with the hot (100°) and cold development, with different concentra-
tions of the developing factor; they concerned also the influence of dif-
ferences of size of spots in the developed chromatogram, as well as
the influence of the organic solvent and of the adsorbtion of paper.

To facilitate the arrrangement of the experimental material, the
terms: specific sensitivity and reduced sensitivity were introduced,
the former being determined in strictly normalized conditions with
out chromatographic partition, the latter — after partition and -
irrespectively of the size of the spot. Coefficients K, being quotients
obtained by dividing reduced sensitivity by specific sensitivity, show
a clear influence of other factors operating during chromatographic
partition, such as the influence of the components of the partitioning
phase, of the adsorbtion of paper, and others. The size of the surface
of spots was measured with planimeter.

Results thus obtained make it possible to characterize various
amino-acids and to compare their specific properties as far as the
sensitivity of the ninhydrin test and the influence of experimental
conditions during partitioning and developing the chromatogram are
concerned. The isatin test is less sensitive than the ninhydrin test
for the majority of amino-acids, except proline. The comparison of
the sensitivity of ninhydrin reaction carried out at 100° with the
sensitivity obtained with the cold ninhydrin test (at room tempera-
ture) points to losses in the majority of amino-acids at 100°.

It was found that the degree of sensitivity is in direct relation to
the concentration of ninhydrin in the developer, this observation
being valid for all amino-acids. On the other hand, the use of ninhy-






