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Methods of Identifying Amino-acids of Approximate Ry Coefficients

W analizie chromatograficznej mieszanin aminokwasowych, przepro-
wadzanej technikg dwukierunkows bibulowg nie udaje sie rozdzieli¢
niektérych aminokwaséw na jednym chromatogramie w zadnvm z sto-
sowanych przez nas i innych ukladéw rozwijajacych.

Na chromatogramach bibulowych dwukierunkowych, rozwijanych
w ukladach: propanol-woda i fenol-woda, otrzymanych z materiatu bio~-
logicznego, jak np. moczu, surowicy i autolizatéw bakteryjnych, wys\%e-
puja po wywotaniu ninhydryng plamy zespolowe nie rozdzielajgcych sig
aminokwasow:

I. Glicyny, seryny, asparaginy, tauryny,
1I. Metioniny, waliny, tryptofanu,
III. Leucyny, izoleucyny, fenyloalaniny,
IV. Histydyny, citruliny, argininy, lizyny, ornityny.

Celem naszym bylo cpracowanie sposcbow dla identyfikacji poszcze-
gbélnych aminckwaséw, wystepujacych w plamach zespolowych lub ich
rozdzielenia technikg rechromatografii.

CZESC DOSWIADCZALNA

Do badan stuzyly: A. Czyste aminokwasy wzorcowe F-my Light, B. Proby
moczu, C. Autolizaty z preparatéw acetonowych Mycobacterium phlei.

Chromatografie prowadzono na bibule Whatman Nr 1 i Nr 3. Chromatogramy
rozwijano w ukladach: propanocl-woda 7:3 i fenol-woda 7:3. Rechromatografie
przeprowadzano w ukladach rozpuszczalnikow, odpowiednich dla poszezegdlnych
grup aminokwaséw. Stosowano technike dwukierunkowa, jednokierunkowsa i kraz-
kowg (1).

Do wywolywania stosowano 0,2% acetonowy roztwoér ninhydryny, test fluore-
scencyjny U. V. (6) i swoisty dla tryptofanu i citruliny test z para-dwumety-
loaminobenzaldehydem (PDAB). (3).
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DOSWIADCZENIA WEASNE I WNIOSKI
A. Badania na aminokwasach wzorcowych

Grupa 1.
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Rye. 1. Schemat chromatogramu z plemami zespclowymi aminokwaséw.
Schema of chrcomatogrem showing complex amino-acid spots.

Identyfikacja aminokwaséw z plamy zespstowej ,I” (glicyna, seryna,
asparagina, tauryna) nie przedstawia wiekszych trudnoéci, poniewaz
przy zastosowaniu zimnego testu ninhydrynowego (5) udaje sie wykryé
wszystkie cztery aminokwasy obok siebie nawet bez rozdzielenia plamy.
Plamy glicyny i seryny wystepujg znacznie szybciej od asparaginy
i tauryny, nawet gdy te ostatnie znajdujg sie w duzych stezeniach.
Glicyna i asparagina dajg zabarwienie zolte, ktére przechodzi po kilku-
nastu godzinach w fiotkowe.

Grupa 2,

3utanol III rz,.-ECOOE-H,0
Ryc. 2. Schemat rechromatogramu krazkowego. Rozdzielenie plamy II: metionina,
walina, tryptofan.
Schema of disk rechromalogram. The separation of the spot No. II: methionine,
valine and tryptophan.
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Rozdzielenie aminokwaséow z plamy ,II"” obejmujgcej metionine,
waline i tryptofan udaje sie przeprowadzi¢ nastepujacymi sposobami:

a) na drodze wstepnego utlenienia metioniny do sulfotlenkéw przy
pomocy par kwasu nadmréwkowego. Nie rozdzielone pozostajg walina
i tryptofan.

b) tryptofan udaje sie zidentyfikowa¢ w plamie zespolowej z metio-
ning i waling testem barwnym z PDAB. -

¢) na drodze rechromatografii technika krazkowa plamy zespolowej
zlokalizowanej na chromatogramie pierwotnym testem U.V. w ukla-
dzie rozpuszczalnikow: butanol IIIrz-HCOOH-H,O (15:3:2) lub piry-
dyna-alkohol amylowy-H,O (7:6:6) (4). Wedlug tego ostatniego spo-
sobu uzyskuje sie rozdzielenie wszystkich trzech aminokwaséw.

Grupa 3.
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Rye. 3. Schemat rechromatogramu krazkowego. Rozdzielenie plamy III: leucyna,
izoleucyna, feayloalanina.
Schema of disk rechromatogram. The separation of the spot No. III: leucine,
iso-leucine and phenylalanine.

Rozdzielenie aminokwaséw zawartych w plamie ,,III” a mianowicie
leucyny, izoleucyny i fenyloalaniny przeprowadzone przy pomocy rechro-
matografii krazkowej po wstepnym zlokalizowaniu plamy testem U.V.
Dla rozdzelenia fenyloalaniny od leucyny i izoleucyny stosowano uklad:
butanol IIrz-etanol 77% (6 :4), za§ dla rozdzielenia izoleucyny od leucy-
ny stosowano uklad: butanol IIlIrz-alkohol izcamylowy-amoniak 3%
(2:1:3) oraz bibute zbuforowana do pH 6,0 Bufor: 44,45cz 0,IN
NaOH + 50cz 0,1N dwuftalanu potasu.

Wymienione aminokwasy zostaly rozdzielone technikg dwukierun-
kowg w ukladach rozpuszczalnikéw: butanol IIrz-amoniak 3% (150 : 60)
i butanol IIrz-HCOOH-H,0 (1506 : 30 : 20).
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Ryc. 4. Schemat rechromatogramu kirgzkowego. Rozdzielenie plamy III: leucyna,
izoleucyna. ]
Schema of disk rechromatogram. The separation of the spot No. III: leucine
and iso-leucine,

Grupa 4.

Grupa ta obejmuje aminokwasy zasadowe (plama ,IV”): histydyne,
citruline, arginine, lizyne i ornityne. Najwieksza trudnosé¢ stanowi roz-
dzielenie histydyny i citruliny tworzacych jedng plame. Pozostale ami-
nokwasy na chromatogramach, rozwijanych technikg dwukierunkcwsg
w ukladach propanolowo-fenolowych rozdzielajg sie na ogdét wyraznie.

Identyfikacje i rozdzielenie citruliny i histydyny udaje si¢ przepro-
wadzi¢ nastepujgco:

a) testem barwnym z PDAB wykrywa s'e citruline obok histydyny
ra chromatogramie pierwotnym sukcesywnie po ninhydrynie.

b) przy pomocy rechromatografii technikg krazkows, po zlokalizo-
waniu plamy testem U.V., w ukladzie: aceton- etanol-pirydyna-H;O-
dwuetyloamina (40:20:20:15:5). Ten sam uktad moze postuzyé do
rozdzielenia argininy od lizyny i ornityny.

Aceton - etanol - pirydyna -
20 - dwuetyloamina
Ryc. 5. Schemat rechromatogramu krazkowego. Rozdzielenie plamy IV: histydyna,
citrulina.
Schema of disk rechrcmatogram. The separation of the spot No IV: histidine
and citrulline.
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B. Badania na prébach moczu fizjologicznego

Sposoby opisane w czeSci A zastosowano do rozdzielenia i identyfi-
kacji aminokwaséw w prébach moczu przygotowanego do analizy chro-
matograficznej (odsolenie) (2).

W celu potwierdzenia wynikéw przeprowadzono badania kontrolne
na prébach moczu, do ktérych dodawano czyste aminokwasy z nie roz-
dzielajgcych sie grup.
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Ryc. 6. Schemat chromatogramu fizjologicznego mcczu (odsolonego) -
Schema of chromatogram of nermal desalted urine.
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C. Badania autolizatow bakteryjnych
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Ryc. 7. Schemat chromatogramu autolizatu bakteryjnego (odsolonego)
Schema of chromatogram of desalted bacterial autolysate.
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PE3IOME

Beupy Ttoro, uro mosHoe pasfesieHMe BCEX aMMHOKUCJIOT B Ipodax
n3 6MOJIOTMYECKOr0 MaTepHaJsa, He yAAEeTCA NPOM3BECTM Ha OLHOM TlepBUY-
HOM{ XpOMAaTOrpaMMe, aBTOPBI NPMMEHMIM AJs MAEHTH(MOMKALMKM OTAeNb-
HBIX aMMHOKMCJOT PajMasIbHYIO pexXpoMaTorpacduioo, a Takke Crenudpu-
YecKye TeCTbl: LIBETHOM M (PJIyOPOCLIEHIIMOHHEII,

Ha nepBuwHOiI ABYXMEpPHO! XpOMAaTOrpaMMe, NPOABJAEMOII B CMECH
pacTBOpMTeJIelf IPOMNAHOJ-BOZA U (PEHOJN-BOjAa BBIAEJAIOTCH YeThIpe
KOMILJIEKCHble NATHA:

I. Tauums, cepmH, acnmaparus, TaypPuH.

DTN aMMHOKMCJIOTEI MACHTU(MHUIMPYIOTCA APYT BO3Je Apyra HUHTHUIPU-
HOBBIM XOJIOOHBIM TECTOM IIPM ydHeTe Pojia OKPACKU M CKOPOCTH IOABJIE-
HUA IIITEH.

II. MernoHuH, BajMH, TPUIITO(AH.

Hdusa pasfeneHMs YKa3aHHBIX BbIIIE aMMHOKMCIIOT HPMMEHAETCS pPaiy-
aJbpHaA pexpomarorpacdma B CMecH pacTBopurTesei: OyTaHOJI TpeT. —
HCOOH—H,O (15:3:2) nmamu nupuamMH-aMMIOBbII crupT-Boga (7 :6 :6).

II1. Jleitumy, m3oJseiimy, eHUTaIaHNH.

Hus paspmesneHMa STMX aMMHOKMCJIOT IpPUMEHAeTCA pafuajbHafd Xpo-
Marorpachua npu ynorpebiieHuyu cMecu pacTBopuresieii: OyTaHoJ (BTOP.)
— 9rta”og T7%e-bit (6:4) — ana OTAENEHMA JeMIMHa UM MU30JeIMHA
or deHnnanaHuHa, & TakKe OyTaHoJ (TPeT.)-M30aMUJOBBIA COMPT —
NH; 3%0-b1i1 — JJ1 OTHEJNIeHMA JeHIMHA OT M30JEeMIMHA.

IV. OcuHoBHBIe aMMHOKMCJIIOTBI: TUCTUAMH, IUTPYJINH, apryHUH, JU3MUH,
OPHMUTHMH. Pa3fesfioTcA B CMecH PacTBOPUTEJICN: alleTOH-9TaHOJI-TIMPUINH
-Boma-auaTuaamuu (40 : 20 : 20 : 15 : 5).

Tlpexxne yem mpMCTYIIMTEL K pexpoMaTtorpadui, mpumvensica tect U. V.

IIpumMeHeHnMe U3N0KEHHBIX BhIlIe cr1ocobOB AJA OMOJIOTMYECKOTO MaTe-
pHMaJja [aJio BIIOJIHE YIOBJIETBOPUTEJNBbHBIC PE3YJLTATHL
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OBDBJACHEHHS K PHCYHKAM

Puc. 1. CxeMa XpoMaTorpaMMbl C KOMIJICKCHBIMH MATHAMH aMHHOKHCJIOT.

Puc. 2. Cxema paanaibHOR pexpoMatorpaMmbl. Pasgenenne natsa 1l:  Mersomun,
BaJlH, TPHOTOGAH.

Puc. 3. Cxema paamanbHoii pexpoMatorpammsl. Paszenenne natua III: nefiumn, wu3o-
JeilHH, ¢eHHa-anaHuH.

Puc. 4. Cxema papmuanbnoii pexpoMaTorpaMmuel. Paspenenue nstea 11l:  aeilmun,
H30JefiHH.

Puc. 5. Cxema paguanbnoil pexpoMartorpammel. Pasgenenne natHa IV: ructugum,
LOHMTPYJIHH.

Puc. 6. CxeMa ¢hH3HONOrHYECKOH XpOMATOTpaMMpl MOud (06eCCONIEHHOR).

Puc. 7. CxeMa xpoMartorpaMMel GaKTepHaJabHOTO /aBTC/H3aTa (0GECCONEHHOro).

SUMMARY

Since the complete separation of all aminoc-acids occurring in biolo-
gical material on a single, primary chromatogram results in failure, disk
rechromatography’ and specific colour and fluorescent tests were used
to identify particular amino-acids.

Four complex spots were found on a two-dimensional primary chro-
matogram developed by the following systems: propanol/water and
phenol/water.

I. Glycine, serine, asparagine and taurine. These aminoc-acids were
identified, one near the other, by the cold ninhydrin test, taking into
consideration the colour intensity and the rate of appearance of the
spots.

II. Methionine, valine and trypfophan. To separate these amino-
zcids disk rechromatography was used in the following systems: tertiary
butanol-acetic acid-water (15:3:2) or pyridine-amyl alcohol-water
(7:6:6).

III. Leucine, iso-leucine and phenylalanine. For the separation of
phenylalanine from leucire and iso-leucine was used following systems:
secondary butanol — 77 per cent alcchol (6:4), and for the separation
of iso-leucine from leucine: tertiary butanol — iso amyl alcohol —
3 per cent ammonia (2:1:3).

IV. Alkaline amino-acids: histidine, citrulline, arginine, lysine and
ornithine. These amino-acids were separated by the following system:
acetone-ethanol-pyridine-water-diethylamine (40:20:20:15:5). To lo-
cate the spots before rechromatography the U. V. test was used.

Experiments carried out on biclogical material by means of these
methods gave positive results.
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