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Stanistaw SZCZEPANIAK

Zmodyfikowana metoda ilo§ciowego oznaczania aminokwaséw za pomoca
reakeji ninhydrynowej w eluacie z kolumny chromatograficzne]j

Mo MuupoBaHHLIII METOX KOJUYECTBEHHOTO OnpeaesIieHus] aMUHOKMCIOT
B 9JI0aTe M3 XpoMaTorpachmuyeckoil KOJIOHKH

A Modified Method for the Quantitative Determination of Amino Acids
with Ninhydrin in Effluent from the Chromatographic Column

W roku 1948 Moore i Stein (2) przystosowali reakcje ninhydrynowa do
iloSciowego oznaczania aminokwaséw w wycieku z kolumny chromatograficznej.
Dzieki zastosowaniu SnCl, jako §rodka redukujgcego oraz eteru monometylowego
glikolu etylenowego (cellosolvu) jako rozpuszczalnika do zredukowanej ninhydryny
uzyskali wyniki iloSciowe i powtarzalne. Barwe wywoiywali w temperaturze
100°C, w ciggu 20 minut w S$rodowisku o pH = 5. Niedogodno$cia tej metody
jest nietrwalto§é zredukowanej ninhydryny, spowodowana jej duZg podatno$cia
na utlenianie oraz bardzo malg rozpuszczalno$cia nie tylko w wodzie, ale
i w rozpuszczalnikach organicznych. Stgd wynika konieczno§é czestego sporzg-
dzania $wiezego roztworu zredukowanej ninhydryny. Reakcje te, jak wykazal
Stegemann (6), nalezy przeprowadzaé w warunkach standardowych, w prze-
ciwnym razie nie mozna otrzymaé wynikéw powtarzalnych.

W ostatnich latach ukazalo sie wiele prac majacych na celu ulepszenie metody
Moore’a i Steina. Troll i Cannan (7) redukowali ninhydryng dopiero
w czasie wykonywania reakcji barwnej. Zaletg tej modyfikacji jest duza trwatosé
roztworu nie zredukowanej ninhydryny. Reakcje ninhydrynows prowadzili w $ro-
dowisku pirydyny i fenolu rozpuszczonego w bezwodnym etanolu. Pirydyna jako
rozpuszczalnik dla zredukowanej ninhydryny jest odpowiednikiem cellosolvu
stosowanego w metodzie Moore’a i Steina (2. Troll i Cannan s3
zdania, Ze prowadzenie reakeji w ciggu 20 minut w temp. 100°C powoduje
destrukcje niebieskiego barwnika i dlatego stosowali ogrzewanie w okresie 3—5
minut. W 1954 roku Moore i Stein (3) zmodyfikowali swa metode, redukujac
ninhydryne kwasem askorbinowym i rozpuszczajac jg, lacznie z postacig nie-
zredukowang, w mieszaninie buforu cytrynianowego i cellosolvu. Yemm i Co-
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king (9) redukowali ninhydryne cyjankiem sodu i rozpuszczali jg w cellosolvie.
Rosen’ (4) zmodyfikowal te metode, przeprowadzajgc redukcje ninhydryny tuz
przed wywolaniem barwy. Dzieki temu stosowane przez niego roztwory wykazy-
waly trwalo$é przez okres 3 tygodni. Meyer (1) rozpuszczal ninhydryne w 955%
etanolu z dodatkiem E.D.T.A. Zwigzek ten eliminowal ujemny wplyw jonéw
metali ciezkich na powstawanie ,Dyda”. Wiewidrowski i wsp. (8) do badanej
prébki aminokwasu dodawali mieszanine cyjanku potasu i ninhydryny rozpuszczo-
nych w cellosolvie. Obydwa roztwory mieszano ze sobg na 12 godzin przed
uzyciem, Schwerdfeger (5) dodawal cyjanek potasu wprost do buforéw
eluujgcych aminokwasy z kolumny chromatograficznej. Ninhydryne w formie
nie zredukowanej rozpuszczal w mieszaninie cellosolvu i buforu octanowego.

Wszyscy wymienieni badacze podkreSlaja dodatni wplyw rozpuszezalnikéw
organicznych na czulo§é reakeji ninhydrynowej. Powszechnie stosowanym roz-
puszczalnikiem jest cellosolv, jedynie Troll i Cannan prowadza reakcje
ninhydrynowsg w mieszaninie pirydyny i fenolu.

Cellosolv jest odczynnikiem importowanym i z tej racji u nas malo
dostepnym, a praca w atmosferze skazonej pirydyng jest bardzo szkodliwa dla
zdrowia. Z tych powodéw wydawalo sie sluszne zmodyfikowanie wyzej podanych
metod.

Nasza praca ma na celu uzyskanie metody iloSciowego oznaczenia amino-
kwaséw za pomoca ninhydryny przy uzZyciu rozpuszczalnika organicznego, za-
pewniajacego dostatecznie duza czulo§é reakcji, nieszkodliwo$é dla zdrowia oraz
latwg dostepno§é na rynku krajowym. Przeprowadzone badania wykazaly, ze
warunkom tym odpowiada glikol dwuetylenowy lacznie z fenolem i alkoholem
izopropylowym.

I MATERIAL I APARATURA

a) Odczynniki.

1. KCN w glikolu dwuetylenowym. 2 ml. 0,01 m KCN przenoszono do
kolbki miarowej na 100 ml i dopelniano glikolem dwuetylenowym do kreski.

2. Fenol w alkoholu izopropylowym. 80, g fenolu cz.d.a. zadawano 20 ml
izopropanolu cz.d.a. i ogrzewano agodnie na laZni wodnej az do calkowitego
rozpuszezenia fenolu.

3. Ninhydryna w izopropanolu, 5 g ninhydryny przenoszono do kolbki miaro-
wej na 100 ml i dopelniano do kreski alkoholem izopropylowym cz.d.a. ZawartoScig
kolbki kilkakrotnie wstrzasano i odstawianc na noc do calkowitego rozpuszczenia.

Wszystkie roztwory przechowywano w ciemnych butelkach w chlodnym
miejscu.

b) Aparatura

1. 2 mikropipetki na 0,2 ml,

2. 2 mikropipetki na 1 ml,

3. wysokie (ca 16 mm) probdéwki z kolnierzem,

4. probéwki wir6wkowe o przekroju nieco wiekszym od probéwek wysokich,

5. laznia wodna ze statywem na probdéwki,

6. fotometr Pulfricha F-my Carl Zejss-Jena.
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II BADANIA WLASNE

a) Wykonanie oznaczenia

. Wywotltanie barwy.

Do wysokiej probéwki odpipetowano 0,2 ml analizowanego roztworu,
zawierajgcego 0,35—2,8 azotu a-aminowego. Do analizy dodano 1 ml
roztworu KCN w glikolu dwuetylenowym i po wymieszaniu plynéw
odmierzono 1 ml 80 % fenolu w alkoholu izopropylowym. Tak sporza-
dzong mieszanine wytrzgsano recznie az do uzyskania jednorodnego
roztworu. Nastgpnie dodano 0,2 ml 5% roztworu ninhydryny w izo-
propanolu i znowu lekko wstrzgsano zawartoscig probéwki. Do probéwki
wiréwkowej wlano niewielks ilo$é zimnej wody i po wytarciu do sucha
zewnetrznych Scianek umieszczano w wylocie probéwki z badang ciecza.
Te same czynnosci wykonywano ze §lepg probg, ktorg stanowilo 0,2 ml
destylowanej wody. Probowki z analizg i §lepg prébg umieszczano
w statywie i zanurzano we wrzacej lazni wodnej. Po 2—3 minutach
wywolywania barwy wyjeto statyw z probéwkami i ostudzono w stru-
mieniu zimnej wody.

2. Pomiar ekstynkeji

Przy pomocy roztwordéw o stezeniach 0,125, 0,25, 0,50, 0,75 i 1,0 mM/1
danego aminokwasu wyznaczono krzywg wzorcows. W tym celu w jednej
z kiuwet o grubosci 0,5 cm umieszczono $lepa probe, a w drugiej
barwny roztwér aminokwasu wzorcowego i wyznaczono -ekstynkcje
przy filtrze z6ltym S 57. Zmierzone ekstynkcje dla wszystkich stezeh
wzorcowego aminokwasu daly podstawe do wykreslenia krzywej kali-
bracji. Nastepnie dokonano pomiaru ekstynkcji analizowanej probki
i z krzywej wzorcowej odczytano stezenie aminokwasu.

‘ i ; \

b) Badanie optymalnych warunkéw reakeji

1. pH. .

Do szesciu probéwek odpipetowano po 0,2 ml roztworu L-leucyny
o stezeniu 0,75 mM/l. Kazdy roztwér posiadal inne pH, a mianowicie:
1,5, 3,0, 4,1, 6,0, 8,8 i 10,0. We wszystkich prébkach wywolano barwe
w sposéb opisany wyzej i zmierzono ekstynkcje. Otrzymane wyniki
ilustruje tab. 1.
2. Czas reakcji.

Do o$miu probowek wprowadzono po 0,2 ml 0,75 mM/l roztworu
L-leucyny. W prébee pierwszej przeprowadzono reakcje ninhydrynows
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w ciggu 1 minuty, a nastepne ogrzewano odpowiednio przez 2, 3, 4,
5, 10, 15 i 20 minut. Po ostudzeniu dokonano pomiaru ekstynkecji
i wyniki zestawiono w tab. 2.

Tab. 1. Wydajno§é reakcji ninhydrynowej, zachodzgcej w §rodowisku glikolu
dwuetylenowego w zalezno$ci od pH roztworu
Influence of pH of solution on the colour yield of ninhydrin reaction

0,75 m M/1 L-leucyny
pH roztworu Ekstynkcja
1,5 0,00
3,0 0,51
4,1 0,61
6,0 0,66
8,8 0,63
10,0 0,81

Tab. 2. Zalezno§é intensywno$ci barwy, produktu reakeji L-leucyny z ninhydryng
od czasu trwania wywolywania barwy
Effect of time of developing colour on the colour yield of ninhydrin reaction

0,75 m M/1 L-leucyny
Czas 'reakcji Ekstynkcja
w minutach
1 0,64
2 0,66
3 0,66
4 0,63
5 0,57
10 0,48
15 0,30
20 0,16

3. Poréwnanie czulos$ci metody wtltasnej z wynika-
mi uzyskanymi metoda Moore’'a i Steina (2) oraz
Trolla i Cannana.

Sporzadzono cztery roztwory wzorcowe L-leucyny o stezeniach
0,125, 0,25, 0,50 i 0,75 mM/l. Z kazdego roztworu odpipetowano po
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0,2 ml do trzech probéwek. W kazdej z nich wywolano barwe inng
metodg i dokonano pomiaru ekstynkcji. Uzyskane rezultaty umieszczono
w tab. 3.

Tab. 3. WartoSci ekstynkeji §lepej proby i roinych stezen L-leucyny, otrzymane
réznymi metodami
The density values of different concentrations of L-leucine obtained with different
methods

Ekstynkcja
roztwér L-leucyny ** o stez. w m M/1

Metoda §lepej
préby * 9.125 0,25 0,50 0,75
Moore 0,11 0,09 0,15 0,30 0,50
i Stein (2)
Troll 0,30 0,20 0,27 0,47 0,68
i Cannan (7)
Szczepaniak 0,10 0,10 0,21 0,36 0,54

* wartosci ekstynkcji mierzone wzgledem destylowanej wody
** ekstynkcje mierzone wzgledem §lepej proby.

II1 OMOWIENIE WYNIKOW I WNIOSKI

Czulo$¢ reakeji ninhydrynowej przeprowadzonej w $rodowisku gli-
kolu dwuetylenowego jest dostatecznie duza i nawet nieco wieksza
niz w metodzie Moore’a i Steina (2). 0,35 y azotu a-aminowego
daje wyrazng réznice w intensywnosci barwy w poréwnaniu ze
flepg probg. Najwieksza czulo$¢ wykazuje metoda Trolla i Can-
nana, jednakze wadg jej, poza szkodliwym dzialaniem pirydyny na
zdrowie, jest tworzenie sie niejednorodnego roztworu po wywolaniu
barwy i ochlodzeniu. Wydaje sie, ze jest to spowodowane stosunkowo
malg rozpuszczalnoscig fenolu w pirydynie.

Zabarwienie wszystkich roztworéw leucyny po przeprowadzeniu
reakcji ninhydrynowej w $rodowisku glikolu bylo niebieskie, podczas
gdy w metodzie Moore’a i Steina (2) roztwory o wyzszej koncen-
tracji przybieraly odcien fiolkowy. W postepowaniu wg Trolla
i Cannana prébki o nizszych stezeniach aminokwasu posiadaty
barwe zo6tto-czerwong, a roztwory bardziej stezone przyjmowaly kolor
czerwono-fioletowy.

Slepa préoba w przedstawionej metodzie byla dla oka bezbarwna,
natomiast w érodowisku pirydyny byla wyraznie zabarwiona na kolor
zOlto-czerwony. W metodzie Moore’a i Steina (2) uzyskiwano
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tylko wowczas bezbarwne $lepe préby, jesli stosowany byl sSwiezy
roztwér zredukowanej ninhydryny.

Najwieksza wydajno$¢ reakeji w Srodowisku glikolu dwuetyleno-
wego otrzymuje sie wowczas, gdy analizowana prébka posiada odczyn
o pH = 6. Jednakze mozna oznacza¢ aminokwasy w roztworze o pH =
= 4—9, poniewaz w tym zakresie stezen jonéw wodorowych otrzymuje
sie niewiele slabsze zabarwienia produktu reakeji. W Srodowisku kwas-
nym ,Dyda” wogoéle sie nie tworzy, natomiast w roztworze bardzo
alkalicznym prawdopodobnie maja miejsce jakie§ reakecje uboczne,
poniewaz otrzymuje sie produkt o barwie nietypowej (czerwonej,
przechodzacej w czerwono-fioletows), wykazujacy bardzo wysoka ek-
stynkcje.

Optymalnym czasem przeprowadzania reakcji ninhydrynowej w ni-
niejszej metodzie jest okres 2—3 minut. Dluzsze ogrzewanie, stoso-
wane przez Moore’a i Steina (2), powoduje niszczenie barwnika,
co jest zgodne ze spostrzezeniem Trolla i Cannana. Poza tym
prowadzenie reakcji przez dluzszy okres czasu w temp. 100°C powoduje
zmniejszanie sie objetosci roztworu na skutek parowania rozpuszczal-
nika. Ulatnianie sie glikolu dwuetylenowego jest minimalne (temperatura
wrzenia 230°C) natomiast cellosolv, a szczegdlnie pirydyna silnie
parujge, powodujg zatezanie sie probki, co prowadzi do zwiekszonych
wartosci ekstynkciji.

Trwalo$é otrzymanego w przedstawionej metodzie zwigzku barwnego
jest stosunkowo duza. Po 12 godzinach od chwili zakonczenia reakcji
ekstynkcja ulegla zmniejszeniu tylko o 1%.

Badano rowniez przydatnos¢ innych alkoholi do przeprowadzania
reakcji ninhydrynowej, a mianowicie: metanolu, glikolu etylenowego
i glicerolu. Z metanolem otrzymano barwy intersywniejsze, lecz ze
wzgledu na niskg temp. wrzenia tego zwigzku objetosei prébek po
przeprowadzeniu reakcji byly niejednakowe, co prowadzilo do nie-
powtarzalnosci wynikéw. Czulos¢ reakcji z glikolem etylenowym byla
nieznacznie mniejsza, natomiast wywolanie barwy w Srodowisku glice-
rolu prowadzilo do ofrzymania roztworu intensywnie fioletowego, lecz
o nieznacznej trwalosci tego zabarwienia.

Wszystkie roztwory stosowane w riniejszej metodzie wykazywaly
trwalo$¢ nie mniejsza niz trzy tygodnie. Stosowanie dwa razy wiekszego
stezenia KCN nie dawalo zwiekszenia wydajnosci reakceji.

Przeglad otrzymanych wynikéw pozwala wnioskowaé, ze reakcja
aminokwasow z ninhydryng wykonana opisang metodg daje wyniki
lepsze od uzyskiwanych w metodach Moore’a i Steina (2) oraz
Trolla i Cannana. Glowne zalety metody, opracowanej przez
autora sg nastepujgce: 1) dostatecznie duza czutosé reakeji ninhydry-
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nowej, prowadzonej w S$rodowisku glikolu dwuetylenowego, 2) dobra
powtarzalnos¢ wynikéow, ktérg w glownej mierze zawdzigcza sie malej
lotnosci glikolu oraz krétkiemu okresowi wywolywania barwy, 3) latwa
dostepnos¢ na rynku krajowym odczynnikéw stosowanych w tej meto-
dzie, 4) nieszkodliwo$e dla zdrowia glikolu dwuetylenowego oraz 5) duza
trwalosé stosowanych roztworéw.
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S S

PE3IOME

ABTOpOoM ommcaHa HoBaf Moamduiraima MeTonoB Moope'a n Creuna,
a Takxke Tponsnsa m KaHuaHa AJiA ONpenesieHMsT aMMHOKMCJIOT B SJHATE
U3 XpomaTorpapuyecKkoil KOJOHKM. AMMHOKUCIOTHI ONPEAEJNIANMUCE IIpHU
MOMOIIM HMHTMIpPnHA 6e3 MeTuJLeNno030abBa M ImpuauHa. [onyboe Be-
IIECTBO IIOJIYHaJOCh IIPYM IIOMOLM HHMHIMAPUHA C IPUMEHEHMEeM [UITH-
JIeHIVIMKOJS, (heHONa ¥ KIONpOoIaHoMaa. MITUIEHINIMKONL IPUMEHAJCH
B KayecTBe PAaCTBOPUTEJIA HUHIMIPKHA, BOCCTAHOBJIEHHOIO C IIOMOIISLIO
KCN.

IIpoBemeHo mcciiesoBaHie ONTMMAJNBHBIX YCJOBMI AJS 3TOM peakiyMu.
MagrcuMYyM MHTEHCHMBHOCTHM OKPACKM IIOJIYHaJICH TOrAQ, KOIAAa peakiusa
6b11a mposeseHa B cpexe pH 4—9 npu 100°C uepes 2—3 MUHYT.

PesyspraThr nosy4eHHble € [OMOILBIO STOr0o MeToja, OblLIM cormmo-
cTaBJIeHb! ¢ 3dpeKTaMy, MOAydeHHLIMM o MeToxy Moope’a u Crenmna,
a Takxke Tposna m Kannana. DoJjblle BCero JOCTOMHCTB OTMEYEHO
B CHCTEeMe pPacTBOPHTEJEN: AUITUIEHIVIMKOIL-(D2HOJ-M30IPOIaHOMI.

Tabxa. 1. Bamaume pH pacTBopa Ha MHTEHCUBHOCTb OKPACKM B peakKLMyM HitH-
THAPMHA M JEeHLMEA.

Taba. 2. BuamuaHie BpeMeHM IPOTEKaHMA DPeaklMM Ha MHTEHCMBHOCTE OKpacKil.

Tabn. 3. BeauuyHbl SKCTMHKIPIM pPasimMudblX KOHLETPaLMil JeliluHa, HOAYy-
YeHHBIX IPU IIOMOLIM Da3JM4YHLIX METONORB.
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SUMMARY

The author describes a new modification of the methods of Moore
and Stein, and Troll and Cannan for the determination of amino
acids in effluent fractions from the chromatographic column. The
amino acids were determined with ninhydrin reagent without methyl
Cellosolv and pyridin. The blue product was obtained by the use of
ninhydrin with diethylene glicol, phenol and isopropyl alcohol. Diethy-
lene glicol was used as a solvent for ninhydrin, reduced with KCN.

The best conditions for this reaction were examined. The highest
yield of colour was obtained when the reaction was carried out at
pH 4—9 and 100°C during 2—3 minutes.

The results obtained in this procedure were compared with the
methods of Moore and Stein, and Troll and Cannan. The
diethylene glycol-phenol-isopropyl alcohol system proved to have had
the greatest advantage.

Prace otrzymano 15 1I1964.
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