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Stanistaw SZCZEPANTAK

Badania nad zastosowaniem krajowych kationitow fenolosulfonowych
w analizie iloSciowej aminokwasow.
I. Metodyka rozdzielania aminokwasow

HeccaepoBanusa BOZMOZKHOCTY IIPUMEHEHNUS CYAb(0o(EeHOIOBEIX KATUOHUTOB
0TEYECTBEHHOr0 IPOM3BOJACTBA B KOJMYECTBEHHOM AHAJIMN3E AMMHOKMCJIOT.
I. Metroguka pazjaesieHUs aMMHOKUCIIOT

Investigations on the Usefulness of Polish Phenolsulphonic Cation
Exchange Resins for the Quantitative Analysis of Amino Acids.
I. Separation of Amino Acids

Syntetyczne zZywice jonowymienne zostaly po raz pierwszy otrzymane przez
Adamsa i Holmesa w 1935 r. (1). Od tego czasu zastosowanie ich coraz
bardziej rozpowszechnia sie zaréwno w przemySle, jak i w pracowniach nauko-
wych. Wsréd nich niemale znaczenie posiada rozdzielanie oraz ilo§ciowe oznaczanie
aminokwaséw w materiale biologicznym. Do tych celéow stosuje sie powszechnie
kationily polistyrenowe, natomiast zywice fenolosulfonowe sg prawie zupelnie nie
wykorzystane.

Kationity polisterynowe sg bardzo trudno dostepne na rynku krajowym, dlatego
wydalo sie celowe podjecie systematycznych badahh nad mozliwoscig stosowania
krajowych kationitéw fenolosulfonowych do rozdzielania i ilo§ciowego oznaczania
aminokwasow.

W r. 1951 Moore i Stein (7) jako pierwsi wykazali duza przydatno$é ka-
tionitu Dowex 50 X 8 do chromatografii jonowymiennej aminokwaséw. Stosowali
kolumne o wymiarach 100 X 0,9 cm, ogrzewang wodg o temp. od 37,5°C do 75°C.
Aminokwasy eluowali buforami cytrynianowymi o stopniowo wzrastajacym pH
(od 3,4 do 11,0). Trzy lata pdézniej (8) badacze ci ulepszyli swa metode. Modyfikacja
polegala na uzyciu dluzszej kolumny (150 cm), Zywicy o mniejszym stopniu usie-
ciowania (Dowex 50 X 4), oraz zastosowaniu techniki elucyjnej o ciggle wzrasta-
jacym pH (od 3,1 do 5,1) i sile jonowej (od 0,2 do 2,0 n Na*). Jest to technika zwana
elucjg gradiencyjng (Gradient elution).
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Systematyczne badania nad rozdzielaniem aminokwaséw na zywicach polisty-
renowych prowadzili nieco pézniej Miiller i Krampitz (6, 9), oraz Stege-
mann i wspoélpracownicy (14, 15). Wszyscy podkreslaja, ze elucja gradiencyjna
daje lepsze rezultaty niz technika stopniowej zmiany pH i sily jonowej. Stege-
mann (14) zaleca stosowanie tylko jednego buforu (pH 3,5), do ktérego splywa
roztwér octanu sodu o stezeniu 2,5 M/l lub 4,5 M/l. Jako gléwng zalete tego poste-
powania wymienia autor latwo$é uzyskiwania wyniké6w powtarzalnych.

Wiekszo§¢é badaczy ustosunkowuje sie krytycznie do mozliwos$ci stosowania
kationitéw dwufunkcyjnych w chromatografii jonowymiennej aminokwaséw (2, 19).
Niemniej jednak niektérzy autorzy korzystaja z tych zywic w analizie aminokwa-
sow. Tak np. Cleaver, Hardy i Cassidy (5) badali adsorpcje niektérych
aminokwaséw na Amberlicie IR-100 w zaleznosci od takich parametréw jak:
wysoko§é kolumny, wielko§é ziarna, szybko$§é¢ wyplywu eluatu i inne. Stwierdzili
oni, ze kationit ten w formie wodorowej zatrzymuje wszystkie aminokwasy,
a w formie sodowej i amonowej nie adsorbuje kwasu glutaminowego i aminokwa-
sOw obojetnych.

Liczne sg prace Partridgea i jego szkoly (10, 11, 12), w ktérych uzywali
zywice fenolosulfonowa Zeokarb 215 do rozdzielania aminokwaséw w skali prepa-
ratywnej na grupy, stosujac przy tym technike wypierania (displacement chromato-
graphy). Carsten i Cannan (4) studiowali powinowactwo aminokwaséw do
trzech Amberlitéw: IR-100, IR-120 i IRA-400 (anionit). Stwierdzili oni, ze Amberlit
IR-100 w poréwnaniu z kationitem polistyrenowym Amberlit IR-120 silniej wigze
aminokwasy o wiekszych drobinach. Carsten (3) stosowal Amberlit IR-100 do
oddzielania aminokwas6éw od zwigzkéw obojetnych w moczu. Scolowiew i wspél-
pracownicy (13) rozdzielali aminokwasy w hydrolizacie biatka, stosujgc kolumny
wypelnione réznymi zywicami typu fenolosulfonowego (MSF, Wofatyt KS, Amberlit
1R-100 i inne). Elucje prowadzili amoniakiem lub rozcieficzonymi kwasami mine-
ralnymi i stwierdzili, ze tylko niektére aminokwasy opuszczaja zywice w postaci
czystych frakcji.

Powyzszy przeglad najwazniejszych prac, dotyczacych rozdzielania aminokwa-
sé6w na jonitach, pozwala zauwazyé, ze do tego celu w powszechnym uzyciu sg
zywice polistyrenowe typu Dowex i Amberlit. Celem niniejszej pracy bylo spraw-
dzenie przydatno$ci najlepszych kationitéw krajowych typu fenolosulfonowego do
rozdzielania aminokwaséw.

MATERIALY, APARATURA i METODY

1 Zywice. Z poréwnawczych badan nad wlasno$ciami kationitéw fenolo-
sulfonowych, przeprowadzonych poprzednio (17, 18) wynikalo, ze w studiach nad
rozdzielaniem aminokwaséw na wymieniaczach krajowych, moga byé brane pod
uwage jedynie zywice K 26 W-L i MK-2.

2 Odczynniki: 1) kwas octowy lodowaty cz. d. a. Zaklady Chemiczne
O$wiecim, 2) kwas cytrynowy - H,O cz. d. a. Gliwice, 3) octan sodu-H,O cz. d. a.
Gliwice, 4) tymol — pochodzenie nieznane, 5) dwumetyloamina ,,Fluka” Szwajcaria,
6) n-butanol cz. d. a. ,,Estron” Warszawa, 7) ninhydryna cz. Politechnika Slgska
Gliwice i 8) olej parafinowy.

3. Przybory i aparatura: 1) promienniki podczerwieni, 2) eksykator
prozniowy, 3) urzadzenie do automatycznego nanoszenia cieczy na kolumne (16),
4) kolumna szklana z plaszczem wodnym o wymiarach 150 X 0,8 em, 5) urzadzenie
do elucji gradiencyjnej wg Stegemanna (14), zmodyfikowane przez autora,
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6) mieszadio elektromagnetyczne firmy Friedrich Geyer, Laboratoriums Apparate
Ilmenau/Thiiringen, 7) kolektor frakcji firmy Elektrotechn.Rzem. Spétdz. Z.Z. i U.
Poznan, 8) ultratermostat wg Hopplera i 9) manometr od fotometru plomieniowego.

4 Metody. Sposéb postepowania przy rozdzielaniu aminokwaséw byl po-
dobny do metody Stegemanna (14). W pewnych szczegélach zostala ona przez
autora zmodyfikowana (dokladny opis zob. nizej).

BADANIA WLASNE

Doswiadczenia wstepne wykazywaly, Ze lepsze wyniki, jesli chodzi
o rozdzial aminokwaséw, uzyskuje sie na kationicie K 26 W-L, jednak wy-
mieniacz MK-2 moze by¢ rowniez stosowany do rozdzialu aminokwasow.
Wszystkie czynnosci opisane nizej dotycza kationitu K 26 W-L.

1. Stosowane roztwory. Do przeprowadzenia analizy potrzebny byl
2,5 m roztwdr octanu sodu oraz dwa bufory cytrynianowe o pH 2,2 i 3,5.
Sila jonowa obydwu buforéw réwna byla 0,2 n Na’. Bufor o pH 2,2 spo-
rzadzano wg Krampitza i Millera (6), a pozostale roztwory wg
Stegemanna (14). Wszystkie roztwory konserwowano tymolem, po-
krywano cienkg warstwg oleju parafinowego i przechowywano w ciem-
nych butlach.

2. Przygotowanie zywicy. Surowy wymieniacz w ilosci 300 g roz-
drabniano w miynie kulowym i za pomocg mechanicznej wytrzgsarki
wyodrebniano frakcje o grubosci ziaren 0,06—0,075 mm. Usuniecie
drobnego pylu i zanieczyszczen wykonywano sposobem, podanym w po-
przedniej pracy (17). Oczyszczong zywice zadawano w zlewce buforem
cytrynianowym o pH 3,5 i zawiesing te pozostawiano na noc. Nastepnego
dnia roztwor buforowy dekantowano, dodawano $wiezg porcje buforu
i uzyskang zawiesine wprowadzano do kolumny.

3. Napelnianie kolumny. Do kolumny wlewano okolo 15 ml buforu
o pH 3,5, a nastepnie wprowadzano pierwszg porcje zawiesiny w buforze.
Ziarna jonitu, ktéore zatrzymaly sie na $ciankach kolumny splukiwano
buforem, a nastepnie czekano na opadniecie zywicy. Gdy wysokosé
stlupka zywicy juz nie zmniejszala sie, wowczas przystgpiono do przepy-
chania buforu przez zloze za pomocg sprezonego powietrza. Stosowano
ci$nienie 0,2 Kg/cm?, a jego wielko$¢ kontrolowano za pomocg mano-
metru od fotometru plomieniowego. Z chwilg, gdy zloze jonitu przestalo
zmniejszaé swg wysokos¢, dodawano §wiezg porcje zywicy. Dalsze czyn-
nosci byty takie same jak opisano wyzej. Catkowite wypelnienie kolumny
jonitem bylo wykonywane w 10 rzutach. Gdy zloze jonitu zajmowalo
wysokos¢ 150 cm, proces nanoszenia zywicy zakanczano.

4. Nanoszenie analizowanej prébki. Po napelnieniu kolumny joni-
tem, umieszczano na powierzchni ztoza maty krysztatek tymolu, ktéry
mial na celu zapobieganie przerastania szczytu zywicy ple$nig lub bak-
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teriami. Nastepnie plaszcz kolumny I!aczono z ultratermostatem nasta-
wionym na temperature 40°C. W czasie ogrzewania kolumny przepu-
szczano przez zloze bufor o pH 3,5. Po ustaleniu sie temperatury na
szczyt zloza nanoszono analizowang mieszanine aminokwasoéw. Przygoto-
wanie probki do naniesienia odbywalo sie w sposéb nastepujacy. Spo-
rzadzano po 50 ml roztworu wodnego kazdego aminokwasu. W przypadku
aminokwaséw trudniej rozpuszczalnych w wodzie dodawano 1—3 kropel
0,2n HCl. W objetosci 50 ml roztworu znajdowatly sie ponizsze ilosci
poszczegbdlnych aminokwasow. Roztwory te bedag dalej nazywane pod-
stawowymi. Celem sporzgdzenia syntetycznej mieszaniny aminokwaséw,
do kolbki miarowej na 50 ml przenoszono po 0,5 ml roztworéw podsta-
wowych, za wyjatkiem seryny, glicyny, proliny i tyrozyny, ktorych
wzieto po 1 ml. Nastepnie objetos¢ kolbki uzupelniano do kreski woda.
Wszystkie roztwory wzorcowe konserwowano tymolem. Z mieszaniny
syntetycznej pobierano 2 ml roztworu aminokwaséw i rozcienczano je
do 6 ml buforem o pH 2,2. Na szczyt wilgotnego zloza w kolumnie nano-
szono 3 ml tej mieszaniny (3 razy po 1 ml). Iloéci poszczegdlnych amino-
kwaséw naniesionych na kolumne podane sg w tab. 2. Szybkos¢ wycie-
kania eluatu w czasie nanoszenia prébki wynosita 1,5 ml na godz. Po
naniesieniu roztworu aminokwasow szczyt kolumny przemywano bufo-
rem o pH 2,2 (3 razy po 1 ml).

Tab. 1. IloSci aminokwas6éw, znajdujace sie w 50 ml mieszaniny syntetycznej
Quantities of amino acids present in 50 ml of a synthetic mixture

Lp. Aminokwas mg Lp. Aminokwas mg
1 Kwas asparaginowy 707,5 10 Metionina 195,0
2 Treonina 460,0 11 Leucyna 720,0
3 Seryna 2925 12 Izoleucyna 360,0
4 Prolina 345,0 13 Tyrozyna 293,5
5 Cystyna 340,0 14 Fenyloalanina 430,0
6 Glicyna 125,0 15 Histydyny - HCI 272,0
7 Alanina 386,0 16 Lizyny - HC) 952,0
8 Kwas glutaminowy 964,0 17 Argininy - HCI 423,0
9 Walina 391,0

5. Elucja gradiencyjna. Elucje aminokwaséw z kolumny prowadzono
w sposOb podobny do metody Ste gemann a (14). Stosowano jednak inne
temperatury i zmodyfikowano aparature do elucji gradiencyjnej (ryec. 1).
Aparatura ta skladala sie z nastepujgcych czesci: 1) urzadzenie do auto-
matycznego dozowania cieczy, 2) rozdzielacz z nalozonym na wylotowa
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rurke wezem kauczukowym ze Sciskaczem srubowym (w przewodzie gu-
mowym tkwila rurka szklana wyciagnieta w kapilare), 3) butla litrowa
z bocznym tubusem i 4) mieszadlo elektromagnetyczne.

Do butli z tubusem wlewano 500 ml buforu o pH 3,5 i umocowywano
ja przy kolumnie na takiej wysokosci, by poziom buforu znajdowal sie
okolo 3 cm nizej niz wierzcholek kolumny. Pod butlg z buforem umo-
cowywano mieszadlo elektromagnetyczne, a do wnetrza butli wprowa-
dzano wylot rurki szklanej, kapilarnie wyciagnietej, polaczonej z roz-
dzielaczem za pomocg kauczukowego przewodu. Nad rozdzielaczem przy-
mocowywano urzgdzenie do samoczynnego dozowania cieczy. Dwie rurki
szklane, wychodzace z kolby odwroéconej do gory dnem tkwily w roz-
dzielaczu. W kolbie tej znajdowalo sie 900 ml 2,5 m roztworu octanu sodu.

Tab. 2. Ilo$ci uM poszczegdélnych aminokwasdéw naniesionych na kolumne
Quantities of particular amino acids (in M), added to the surface of the column

Lp. Aminokwas M Lp. Aminokwas M
1 Kwas asparaginowy 2,126 10 Metionina 0,261
2 Treonina 0,772 11 Leucyna 1,096
3 Seryna 1,113 12 Izoleucyna 0,548
4 Prolina 1,190 13 Tyrozyna 0,648
5 Cystyna 0,283 | 14 Fenyloalanina 0,520
6 Glicyna 0,665 15 Histydyna 0,236
7 Alanina 0,866 16 Lizyna 1,040
8 Kwas glutaminowy 1,310 17 Arginina 0,400
9 Walina 0,667

Po naniesieniu analizowanej prébki i przemyciu szczytu zywicy bu-
forem o pH 2,2, umieszczano kolumne nad kolektorem frakeji i na wierz-
cholek zloza nanoszono 20 ml buforu o pH 3,5. Nastepnie butelke z tu-
busem lgczono z bocznym wylotem kolumny za pomocg weza kauczuko-
wego i odkrecano znajdujgcy sie na nim Sciskacz. Szybko$¢ wyciekania
eluatu zwiekszano teraz do 3 ml/godz. Odkrecano réwniez $ciskacze na
urzgdzeniu samoczynnie dozujacym do rozdzielacza 2,5 m roztwér octanu
sodu. Szybkos¢é wkraplania tej cieczy do buforu regulowano $ciskaczem
w taki sposéb, by byla ona réwna predkosci wyciekania eluatu, tzn.
3 ml/godz. Po tych czynnosciach puszczano w ruch mieszadlo elektro-
magnetyczne i od tego momentu elucja odbywala sie samoczynnie.
Frakcje jednomililitrowe zbierano w probdéwkach stozkowych z koinie-
rzem i ze skalg do 10 ml. Do chwili pojawienia sie w wycieku cystyny
elucje prowadzono w temperaturze 40°C, a p6Zniej temperature zwiek-
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szono do 50°C. Szybkos$é¢ wyciekania eluatu w temperaturze 50°C zwiek-
szyta sie do 4 ml/godz., a w temp. 70°C do 6 ml/godz. Elucje zakohczono
po 10 dobach. Przy szybszym przeplywie buforu rozdziat aminokwaséw
byi niezadowalajacy, szczeg6lnie jesli chodzi o aminokwasy desorbujace
sie latwiej. Calkowita objetos¢ wycieku wynosita 800 ml. Po skonczonej
elucji kolumne regenerowano 4n HCl i przemywano woda do wycieku
obojetnego. Nastepnie na noc nanoszono okolo 300 ml buforu o pH 3,5
i na drugi dzien kolumna byla gotowa do ponownego uzycia.

Ryc. 1. Aparatura do elucji gradien-
cyjnej; 1 — urzadzenie samoczynnie do-
zujgce 2,5 m roztwér octanu sodu,
2 — rozdzielacz z 2,5 m octanem sodu,
3 — flaszka z tubusem zawierajaca
bufor cytrynianowy o pH 3,5, 4 —
sztabka magnetyczna, 5 -— mieszadlo
elektromagnetyczne, 6 — zloze zywicy
w kolumnie, 7 — rurka szklana kapi-
larnie wyciagnieta, 8 — przewody kau-
czukowe, 9 — §ciskacze Srubowe
Apparatus for gradient elution; 1 — ap-
paratus for the automatic dosage of
2.5 m. sodium acetate solution, 2 — se-
paratory funnel containing 2.5 m so-
dium acetate solution, 3 — bottle with
tabulature containing citrate buffer
solution of pH 3.5, 4 — small magnetic
bar, 5 — magnetic bar stirrer, 6 — bed
of the resin in the column, 7 — glass
capillary tube, 8 — rubber tubes,
9 — clumps

6. Identyfikacja aminokwaséw. Kolejnos¢ wychodzenia aminokwa-
sow z kolumny sprawdzano za pomocg rozdzielczej chromatografii na
bibule, stosujgc technike wstepujaca. Najpierw za pomocg reakcji ninhy-
drynowej, przeprowadzanej na bibule stwierdzano w ktérych frakcjach
wycieku znajdujg sie wyeluowane aminokwasy. Nastepnie frakcje wy-
cieku nalezgce do danego wierzcholka tgczono razem i odsalano na ko-



Badania nad zastosowaniem krajowych kationitéw fenolosulfonowych.. 109

lumnie z kationitem MK-2. Aminokwasy zatrzymane na zywicy eluowano
2n NH; z dodatkiem 5% dwumetyloaminy. Amoniak i amine odparowy-
wano pod promiennikami, a wilgotna pozostalos¢ suszono w eksykatorze
prézniowym. Aminokwasy odsolone oraz pozbawione amoniaku i aminy
nanoszono na bibule Whatman nr 3. Do rozwijania chromatogramu sto-
sowano mieszanine n-butanol — kwas octowy—woda w stosunku obje-
tosciowym 4:1:1. W tym ukladzie rozpuszczalnikéw, po dwukrotnym
przepuszczeniu ich przez bibule, rozdzielaly sie wystarczajaco wszystkie
aminokwasy z wyjatkiem seryny i glicyny, kwasu glutaminowego i treo-
niny oraz leucyny i izoleucyny. Celem zidentyfikowania tych aminokwa-
sow rechromatografowano plamy odpowiadajgce tym parom metodg
krazkows, stosujgc uklady: n-butanol — aceton — woda w stosunku 2:2:1
dla pierwszej pary, n-butanol — etanol — woda (4:1:1) dla drugiej
i n-butanol — kwas octowy — woda (4:1:5) dla trzeciej. Otrzymane
wyniki zestawiono w tab. 3. Z tabeli widaé¢, ze niektére aminokwasy,
a w szczegolnosci izomeryczne, aromatyczne i zasadowe ulegaly niecal-
kowitemu rozdzieleniu.

Tab. 3. Kolejno§¢ wychodzenia aminokwaséw z kolumny
Succession of emergence of amino acids on the column

Lp. Aminokwas Lp. . Aminokwas

1 Kwas asparaginowy 8 Walina

2 Treonina 9 Metionina

3 Seryna 10 Leucyna — Izoleucyna

4 Prolina 11 Tyrozyna — Fenyloalanina
5 Cystyna 12 Histydyna — Lizyna

6 Glicyna — alanina 13 Arginina

7 Kwas glutaminowy

OMOWIENIE WYNIKOW I WNIOSKI

Przeprowadzone proby wykazaly, ze na zdolnos¢ rozdzielczg kolumny
wypelnionej kationitem fenolosulfonowym istotny wplyw posiada wiele
czynnikéw. Jednym z nich jest stopien rozdrobnienia zywicy. Poczatkowo
prébowano rozdziela¢ aminokwasy, stosujgc ziarno o przecietnej érednicy
0,075—0,088 mm. Osiggane rezultaty byly niezadowalajgce. Rozdrob-
nienie jonitu winno by¢ mozliwie najwieksze, jednak bardzo drobny py?
jest rowniez nieodpowiedni ze wzgledu na to, ze zatyka kolumne i ciecz
nie przechodzi przez zloze.
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Stopien pecznienia zywicy ma réowniez duzy wplyw na jakosé¢ roz-
dzialu. Kationit o malym wspélczynniku pecznienia (MK-3) wykazal
zupelng nieprzydatno$¢ do jonowymiennej chromatografii aminokwaséw.
Stosowanie zywic zbyt silnie peczniejgcych jest réwniez niewskazane ze
wzgledu na sklonnos¢ zloza do ,,osiadania” w czasie zwiekszania sie silty
jonowej przeplywajacego buforu. Zywica K 26 W-L nie ulegala kur-
czeniu w czasie elucji aminokwaséw, jedynie w czasie regeneracji 4 n HCI
nieznacznie zmniejszala swg objetos¢.

Kolumna musi by¢ dostatecznie wysoka. Poczatkowo prébowano roz-
dziela¢ aminokwasy na kolumnie o diugosci 100 cm i $rednicy 0,9 cm,
podobnej do tej jakg stosowali Moore i Stein (7). Pozytywnych
wynikéw nie otrzymywano. Jest rzecza zrozumialg, ze im dluzsza ko-
lumna, tym zdolno$¢ rozdzielcza powinna byé¢ wieksza. Jednak stoso-
wanie zbyt wysokich z16z przy tak drobnym ziarnie jest niewskazane ze
wzgledu na mozliwo$¢ zatykania sie kolumny w czasie pracy. Upako-
wanie kolumny jonitem powinno byé¢ szczegélnie staranne. Chodzi o to,
zeby nie nanosi¢ zbyt szybko kolejnych porcji zywicy, jak réwniez, zeby
byly one mozliwie niewielkie. W przypadku nieprzestrzegania tych wska-
zan, tworzg sie w kolumnie ,,strefy rozrzedzenia”, zaklocajace reakcje
wymiany jonow.

Sposéb elucji i technika jej prowadzenia odgrywa, jak sie wydaje,
najwazniejszg role w procesie rozdziatu aminokwaséw na zywicach feno-
losulfonowych. Duzo do$wiadczen wykonywano stosujac technike elucji
stopniowej wg Moora i Steina (7). Okazalo sig, ze dla zywic fenolo-
sulfonowych jest ona nieprzydatna. Wiekszo$¢ aminokwasdéw latwiej re-
sorbujacych sie wyciekala z kolumny razem. Roéwniez powtarzalnosé
wynikéw jest w tej metodzie trudna do osiggniecia. Stegemann (14)
podkresla duza trudnos¢ w doktadnym uchwyceniu czasu zmiany buforu
w technice elucji stopniowej. Metoda elucji gradiencyjnej jest bardzo
zalecana przez wielu autorow (6, 14, 20) do rozdzielania aminokwasow
na zywicach polistyrenowych. Rowniez w przypadku kationitow fenolo-
sulfonowych technika ta dala lepsze rezultaty. Jako szczegdlnie proste
wybrano postepowanie wg Stegemanna (14). Autor ten podaje dwa
warianty swej metody. W pierwszym przypadku stosuje kombinacje:
bufor o pH 3,5 oraz 4,5 m roztwoér octanu sodu, a w drugim postepo-
waniu do tego samego buforu wkrapla octan sodu o stezeniu 2,5 M/L
W przypadku kationitéw fenolosulfonowych sposéb drugi okazal sie
przydatniejszy. Wydaje sie, Zze w sposobie pierwszym, zmiana pH i sily
jonowej buforu nastepowala zbyt szybko, co prawdopodobnie bylo przy-
czyng lacznego opuszczania zywicy przez aminokwasy descrbujace sie
latwiej. Bardzo wazng rzeczg w metodzie elucji gradiencyjnej jest utrzy-
mywanie jednakowego tempa wkraplania roztworu soli do buforu. W li-
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teraturze mozna spotkaé¢ rézne sposoby rozwigzania tego problemu (6, 14).
W naszej pracy wykorzystano do tego celu urzadzenie wlasnego pomystu,
samoczynnie dozujace ciecz, opisane poprzednio (16).

Prowadzenie elucji w temperaturze podwyzszonej jest rzeczg ko-
nieczng. Wydaje sie, ze rozwijanie chromatogramu w temp. wyzszej
od 70°C mogloby poprawi¢ wyniki. Jednak stosowanie tak wysokiej tem-
peratury najprawdopodobniej spowodowaloby zniszczenie wewnetrznej
struktury jonitu.

Poza sposobem elucji przedstawionym wyzej przeprowadzano uprzed-
nio szereg doswiadczen z innymi ukladami elucyjnymi, zmieniajac wsze-
dzie gradient stezenia w sposob ciagly. Byly to nastepujace uklady:
1n HCl — 4n HCI; 5 % CH;COOH — 80% CH3;COOH; woda — 20%
etanol i bufory cytrynianowe o pH 3,1 i 5,1. Osiggane rezultaty byly
niezadowalajgce.

Arigine prébowano eluowa¢ 0,2 n NH; oraz 0,2 n NaOH. Odzysk
by? lepszy, lecz sposéb ten byl praktycznie nie do przyjecia ze wzgledu
na silng adsorpcje tych zwigzkéw na wymieniaczach fenolosulfonowych.
Kolumne trzeba bylo kilka dni przemywaé¢ woda, zanim wyciek stal sie
obojetny.

Pani Doc. Dr Irenie Krzeczkowskiej, Kierownikowi Katedry Chemii Ogélnej,
Wydz. Lek. Akademii Medycznej w Lublinie, wyrazam gorgca wdzieczno$é za wni-
kliwa dyskusje niniejszego tematu oraz troskliwg opieke w czasie wykonywania
pracy.
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Prace otrzymano 13 IT 1965.

PE3IOME

IIpoBeneHB! MCCJIEOOBAaHMA TI0 YCTAHOBJEHMIO IIPUIOAHOCTH JIYYLIMX
oTedecTBeHHbIX KaTHMOHUTOB (K 26W-L u MK-2) nana pasgeneHusa amu-
HokucsoT. Hamnydlnye paspgenmresibHble CHOCOOHOCTM OTMEYEHbI Y Ka-
touuta K 26 W-L.

IIpumenamcy pa3sMyHble CHUCTEMBI M CIIOCOOBI SJroMpoBamus. Jyd-
mie pe3yJbTaThbl ObLIM TOJYYEeHBI [IpK ITOMOIM TPaAMEHTHOILO SJOUPO-
BaHMs ¢ npuMmeHenueM cucremsl: 0,2 n Na® gumoHHOKMCION OydepHOH
cmecu pH 3,5 1 2,5 m pacTBOpa YKCYCHOKMCJIOTO HATpUS.

B npomnecce siaroupoBaHuMaA HM3MEHAJACh TeMIepatypa B Ipenejax
40—70°C.

ITonyyeHo pa3szgeseHue BceX OOBIYHBIX AMMHOKMCJIIOT, 33 MCKJOYe-
HMEM Iap: IVIMUMH — aJIaHWH, JEeHIMH — M30JEHIMH, TUPO3uH — de-
HWJIAJIaHUH ¥ TMCTMAMH — JIM3WH, KOTOpbie HE COBCEM DPa3/eJiAlUCh.

ABTOpOM omMcaHa MOAUMUKAIMA annapaTyphbl IJId I'PagMeHTHOrO 3JII0U-
poBaHUA ¢ upHMeHeHmeM IpubGopa cOBCTBEHHOI KOHCTPYKIMu, obecrie-
YMBAIOLIETO ABTOMATHYECKOE BBEOEHME KMIKOCTM Ha KOJIOHKY.

Ta6Ga. 1. KoanyecTBa aMMHOKMCIOT, KOTOpPble Haxoguiauchk B 50 ml cunreTu-
YeCcKOJl cMecH.

Taba. 2. KoamyectBa pnM OTHENBHBIX aMMHOKMCIIOT, KOTOpPbIe OBIIM HaHECEeHbI
Ha KOJOHKY.

Taba. 3. IlocNeAOBAaTENBHOCTh BBLIXOKAEHUA AMMHOKMCJIOT U3 KOJIOHKM.

Puc. 1. Annaparypa QmJas IPajgMeHTHOrO 3JoMpoBaHmA. 1 — mnpubop obecriewu-
BAaOLLUMI aBTOMaTUYecKoe HaHolueHue 2,5 M pacTBopa YKCYCHOKMCJIOTO HaTpud,
2 — nemsrenbHas BOPOHKa ¢ 2,5 M PacTBOPOM YKCYCHORMCJOro Hartpusa, 3 — Oy-
ThIIKa ¢ TyOycoM, copepxkaluas JMMOHHORMCIyio 6ydepHyio cmecs pH 3,5, 4 — He-
GOJbILION MarHUTHBI CAMTOK, 5 — MarEuMTHad MeLIaJKa, 6 — CJIoift CMOJBI B KO-
JIOHKEe, 7 —— CTeKJAHHadA TPyOKa B BuAe Kammaapa, 8 — KaydykKoBble TDPYOKH,
9 — BUHTOBBIE 3aXKUMbL
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SUMMARY

The paper describes investigations on the usefulness of the best
Polish cation exchange resins (K 26 W-L and MK-2). Cation exchange
resin K 26 W-L showed a higher resolving power in comparison with
MK-2, Different systems and methods of elution were applied. The best
results were obtained with gradient elution by using the system: 0.2n Na
citrate buffer, pH 3.5, and 2.5 m sodium acetate solution. During the
separation temperature gradually increased from 40 to 70°C. The resolu-
tion proved satisfactory for all common acids except for the following
pairs : glycine-alanine, leucine-isoleucine, tyrosine-phenylalanine, and
histidine-lysine. With the above-mentioned compounds the resolution
was found incomplete. The paper gives the description of the apparatus
for gradient solution, developed by the author, with the arrangement
for automatic dosage of liquids.
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