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Janusz KLIMEK

Badania nad przemiana aminokwasows plynnej dziesieciodniowej hodowli

laseczki tezca (Clostridium tetani). V. IloSciowe oznaczanie aminokwasow

rozdzielonych chromatograficznie na bibule, przy pomocy bezposredniej
rejestracji

HccaenoBauusa aMMHOKMCJIOTHOTO OOMEHA IKMIKON IE€CATHMIHEBHOM
KYJbTypbl nanouku croxbuska (Clostridium tetani). V. KoanuecrBennoe
onpegesieHMe aMMHOKMCIIOT, Da3AeJIeHHBIX IOCPEACTBOM XpomaTorpadumn

Ha (OMALTPOBAJBHOM Oymare, IpM NOMOIUYM HEINOCPEICTBEHHOM
perucTpanmu

An Examination of the Amino Acid Transformation of the Liquid Ten-

-Day-Old Culture of Clostridium tetani. V. Quantitative Determination

of the Amino Acids Separated Chromatographically on Paper with Direct
Registration

Do rozdzielania badanych mieszanin oraz do ich identyfikacji stuzg réine
techniki chromatograficzne. Z tego tez wzgledu sa one chetnie stosowane w analizie
jako$ciowej. W przypadku uzycia chromatografii do ilo§ciowych oznacze nalezy
korzystaé z dodatkowych urzadzen. Jedno z nich zostalo zaprojektowane przez
autora (6). W pracy starano sie odpowiedzieé na pytanie czy wymieniony aparat,
po wprowadzeniu pewnych zmian w konstrukcji, bedzie mégt byé wykorzystany
do iloSciowej analizy aminokwaséw bezposrednio z bibulowych chromatograméw.

METODA BADAN 1 MATERIALY

IloSciowych oznaczen aminokwaséw dokonano przy pomocy bezposredniej re-
jestracji, chromatograméw bibulowych, uzywajac do tego celu ,przystawki” wias-
nego pomystu i konstrukeji (6). ,,Przystawka” ta w polaczeniu ze stabilizatorem
(typ 3TM-2 — Polska) oraz mikropolarografem (typ M 102b -— Czechostowacja)
pozwala na ilo§ciowe oznaczanie aminokwaséw uprzednio rozdzielanych chromato-
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graficznie, Warto§é przyrzadu sprawdzono na wzorcach aminokwasowych oraz ra-
chunkowo poprzez wyznaczenie réwnan regresji, metoda najmniejszych kwadratéw
wg Niewiarowicza (10) i Kiirsta (8). Stosowano bibule chromatograficzng Whatman
nr 3, wzorce aminokwasowe oraz odczynniki pochodzace z Chemicznej Hurtowni
Odczynnikéw w Gliwicach.

BADANIA WEASNE

1. Aparat wlasnej konstrukeji do ilosciowego oznaczania aminokwa-
sOw bezposrednio z bibulowych chromatogramow.

Do ilo$ciowego oznaczania aminokwasow uzyto aparatu wlasnego po-
mystu i wykonania Klimek (6), w ktorym zastosowano strumien po-
wietrza do chlodzenia powierzchni komory z zarowka stykajacej sie
z bibulowym chromatogramem. Wprowadzenie tej konstrukcyjnej zmiany
zabezpieczato przed rozkladem, termolabilne aminokwasowe kompleksy
DYDA + Cu. Ponadto ustalono, ze szybkos¢ przesuwania sie paska =
= 3 cm/min., przed szczeling o szerokosci 2,5 mm daje najlepiej wy-
ksztalcone krzywe.

2. Przyklady zastosowania aparatu oraz wyznaczanie btedu dla ozna-
czenia aminokwasow wzorcowych — a) nakraplanych na bibule poje-
dynczo w réznych stezeniach, b) nakraplanych na bibule w mieszaninie
o réznym stezeniu i nastepnie rozdzielonych metodg chromatograficzna.

a) Do badan uzyto 18 standardéw aminokwasowych. Dla kazdego
z nich stosowano oddzielnie paski bibuly Whatman nr 3 o wymiarach
5,2 X 46 cm. Ré6wne objetosci czterech roznych stezen aminokwasu wpro-
wadzano na bibule przy pomocy kalibrowanej pipetki, zachowujgc po-
miedzy poszczegdlnymi punktami nakroplen odlegloé¢ 5 cm. Po wysu-
szeniu w temperaturze pokojowej paski wywolywano przez zanurzenie
w 0,2% acetonowym roztworze ninhydryny, bezposrednio po tym zawie-
szano je poziomo na specjalnej ramce. W tej pozycji pozostawaly one
w temperaturze pokojowej przez 12 godzin w pomieszczeniu dobrze wie-
trzonym. Nastepnie paski z barwnymi plamami DYDA ogrzewano w su-
szarce przez 3 min. w temperaturze 100°C oraz kompleksowano przez
zanurzenie w 0,2% acetonowym roztworze chlorku miedziowego.

Przy pomocy wyzej podanego aparatu automatycznie rejestrowano na
Swiatloczulym papierze zmiany natezenia $wiatta przechodzacego przez
pasek bibuly z barwnymi kompleksami DYDA + Cu. Na otrzymanych
krzywych wyznaczano linie podstawy poprzez odcinki odpowiadajgce nie-
zabarwionym miejscom na bibule. Powierzchnie pél ograniczone krzywa
i linig podstawy mierzono przy pomocy planimetru. Wyniki zebrano
w tab. 1. W kolumnach: 4, 5, 6 i 7 tab. 1 zestawiono stezenia uzytych
wzorcowych aminokwaséw w ug oraz odpowiadajgce im powierzchnie p6l
w mm?, wyznaczone przez krzywe otrzymane metodg automatycznej
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Tab. 1. Ilodci aminokwaséw w mikrogramach naniesione na bibule oraz odpowia-
dajgce im powierzchnie wyznaczone przez krzywe w mm?
Quantities of amino acids in micrograms introduced into the paper and the areas
corresponding to them, marked by curves in mm?

Lp. | Nazwa aminokwasu
{ X A 3,72 4,97 7,45 14,91
1 @ Lizyna B 140 165 190 230
. A 3,97 5,29 7,93 15,86
2 Histydyna B 205 230 270 330
. A 3,38 4,51 6,76 13,52
3 | Asparagina B 130 155 180 990
L A 4,46 5,95 8,92 17.85
4 Arginina B 150 190 230 360
. A 3,40 4,40 6,80 13,60
Kwas asparaginow ’ ’ s s
8 paragiiowy g 190 210 240 300
6 Seryna P A 2,72 3,63 5,44 10,89
B 240 255 285 320
. | Glicyna A 1,92 2,55 383 | 7,67
B 100 130 170 230
8 Kwas glutaminowy PA 3,76 5,01 752 15,04
B 200 225 260 . 320
9 Treonina A 3,05 4,07 6,10 12,21
B 60 80 110 150
10 | 4-Alanina A 2,28 3,03 4,55 9,10
B 170 195 215 260
1 -Alanina A 2,28 3,03 4,55 9,10
B B 210 230 260 320
12 Tyrozyna A 4,64 9.28 13,92 18,56
yrozy B 160 220 250 270
13 Tryptofan A 5,23 6,97 10,46 20,93
B 150 180 210 290
14 | Metionina A 3,82 5,10 7,64 15,29
B 200 240 280 360
15 | Walina A 2,74 3,99 5,98 11,97
B 205 236 270 325
16 Fenyloalanina A 4,22 5,93 8,44 16,88
B 155 185 210 270
17 Izoleucyna A 3,35 4,47 6,70 13,40
B 160 180 210 280
18 Leucyna A 3,35 4,47 6,70 13,40
B 150 170 220 200

Ilo§¢ aminokwasu w mikrogramach.
Powierzchnia wyznaczona przez krzywa w mm?

or i 2
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rejestracji. W trzeciej kolumnie podano symbole literowe, objasniajgce
znaczenie cyfr znajdujacych sie¢ w odpowiednich wierszach kolumn: 4, 5,
6 i 7. W oparciu o dane tab. 1 wyznaczono réwnania prostych regresji
dla kazdego aminokwasu (3, 9 i 10). Wzdr 1 przedstawia ogdélna postaé
rownania prostej regresji.
p=atblgec  ...... 1

Przy pomocy wzoréw: 2 i 3 wyznaczano metodg najmniejszych kwadra-
téw wspolezynniki a i b do réwnania 1.

- 2x3xy — Zxy 2
(2x)2 — nZx2?
p = 2XExy — nixy 3
(Zx)2 — nZx?
gdzie: x = 1g ¢ — logarytm ilo$ci aminokwasu w ng
y =p  — powierzchnia wyznaczona przez krzy-
wg w mm?
n — ilosé préb.
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AN ANAY

Ryc. 1. Wykresy zalezno$ci pomiedzy logarytmem ijlo§ci aminokwasu w mikro-
gramach i powierzchnia pola zakre§lonego przez krzywa automatycznej rejestracii,
uwidoczniona w dolnej czeSci ryciny
Diagrams of the correlation between the logarythm of the quantity of the amino
acid in micrograms and the field area marked by automatic registration curve,
at the bottom of the picture

>
>
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Ryc. 1 przedstawia graficznie proste regresji poprowadzone zgodnie
z dokonanymi obliczeniami w oparciu o wzory: 1, 2 i 3, wraz z odpo-
wiednimi krzywymi automatycznej rejestracji, przykltadowo dla glicyny
i kwasu glutaminowego. Punkty znajdujgce sie na prostej badz wokét
niej odpowiadajg zmierzonym powierzchniom w mm?, wyznaczonym
przez krzywe.

Wartos¢ zastosowanego wyzej przyrzadu sprawdzono, przeprowadza-
jac obliczenia na podstawie wyznaczonych réwnan dla prostej regresji
(wzér 1). W tym celu do réwnania (wzér 1) wstawiono kolejno ilosci
uzytych wzorcow aminokwasowych w ng i obliczano powierzchnie w mm?,
Otrzymane warto$ci poréwnywano z wynikami bezposrednich planime-
trycznych pomiaréw krzywych automatycznej rejestracji.

Tab. 2. Zestawienie powierzchni pdl wyznaczonych do$wiadczalnie i rachunkowo
w mm? oraz wzgledne réznice miedzy nimi w procentach

The juxtaposition of the areas, shown experimentally and arythmetically in mm?
and the relative differences between them in percentage

Powierzchnia w mm?
Lp. Nazwa aminokwasu wyznaczona Wzgledna
- roznica w ¢
doswiadczalnie | rachunkowo
1 Lizyna 140,00 143,79 2,70
2 Histydyna 270,00 264,30 2,11
3 Asparagina 155,00 151,81 2,06
4 Arginina 230,00 247,98 7,81
5 Kwas asparaginowy 300,00 298,70 0,46
6 Seryna 255,00 257,67 1,04
7 Glicyna 170,00 166,96 1,80
8 Kwas glutaminowy 225,00 225,12 0,05
9 Treonina 110,00 ! 106,58 3,10
10 a-Alanina 260,00 : 242,26 | 6,80
11 B-Alanina 230,00 [ 230,59 0,25
12 Tyrozyna 250,00 248,82 0,48
13 Tryptofan 210,00 223,04 6,20
14 Metionina 240,00 231,45 3,57
15 Walina 205,00 204,99 0,01
16 Fenyloalanina 185,00 183,23 0,97
17 Izoleucyna 210,00 216,27 2,98
18 Leucyna 290,00 271,90 6,56

W tab. 2 ograniczono sie do pokazania wynikéw otrzymanych dwoma
sposobami dla stezen aminokwaséw, przy ktérych wystepowaly najwiek-
sze wzgledne réznice pomiedzy powierzchniami p6l. W trzeciej kolumnie
tab. 2 podano powierzchnie pdl wyznaczone planimetrem, w czwartej —
powierzchnie wyliczone rachunkowo przy tym samym stezeniu amino-
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kwasu. W ostatniej kolumnie podano wzgledne réznice w procentach
pomiedzy powierzchniami w kolumnach trzy i cztery.

b) Do badan zastosowano mieszanine wzorcows zlozong z siedmiu
aminokwaséw.

A =Y.\ /\J\/\

sN_STN____ "\ ANEAVA
N ST\ v/\J\ JAVA

7 6 S

Ryc. 2. Krzywe zmian natezenia $wiatta przechodzacego przez paski bibuly chro-
matograficznej z barwnymi kompleksami Cu + DYDA oraz liniami podstaw
The change curves of the intensity of light penetrating the stripes of the chro-
matographic paper with dyed complexes of Cu + DYDA, together with the lines
of the bases

Nakraplanie, rozwijanie i wywolywanie chromatograméw uskutecz-
niano sposobami opisanymi w czesci III pracy (5). Z uzyskanego chro-
matogramu wycinano paski bibuly o wymiarach 5,2 X46 cm, ktére na-
stepnie stuzyly do wyznaczania natezenia §wiatla przechodzgcego przez
plamy, przy pomocy bezposredniej rejestracji. Ryc. 2 przedstawia krzywe
optycznej rejestracji. Linie przerywane sg rekonstrukejg krzywych przy
teoretycznym zaloZeniu, ze aminokwasy czeSciowo na siebie zachodzgce
sq calkowicie rozdzielone. Zabiegi te wykonywano sposobem podanym
przez Krigera (7), Ostrowskiego i wsp. (11) dla waliny i fe-
nyloalaniny oraz przy wyzszych stezeniach dla lizyny i argininy. Linie
podstawy (kreska ciggla) prowadzono poprzez odcinki krzywych odpo-
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wiadajgce pustym miejscom na bibule. Cyfry znajdujgce sie¢ w dolnej
czesci zdjecia odnoszg sie do poszczegélnych aminokwaséw mieszaniny
wzorcowej: 1. lizyna, 2. arginina, 3. kwas glutaminowy, 4. ca-alanina,
5. walina, 6. fenyloalanina i 7. leucyna. Litery: A, B, C i D wypisane
w porzadku alfabetycznym po lewej stronie ryciny odpowiadajg wzor-
com o wzrastajgcym stezeniu.

Tab. 3. Ilosci aminokwaséw w mikrogramach naniesione na bibule oraz odpowia-
dajgce im powierzchnie wyznaczone przez krzywe w mm?
Quantities of amino acids in micrograms introduced into the paper and the areas
corresponding to them, marked by curves in mm?

Lp. | Nazwa aminokwasu

‘ A 2,13 4,26 6,39 8,52
1 Lizyna B 60 90 110 120
o A 2,56 5,10 7.65 10,20
2 Arginina B 140 220 280 330
) A 2,15 4,30 6,45 8,60
3 Kwas glutaminowy B 100 200 260 310
_ A 1,30 2,60 3,90 5,20
4 | o-Alanina B 30 160 250 300
) A 1,71 3,42 5,13 6,84
5 | Walina B 50 120 170 200
) A 2,41 4,82 7,23 8,64
6 Fenyloalanina B 70 130 160 180
A 1,01 3,82 5,73 7,64
7 | Leucyna B 40 70 100 120

I

|

A Ilos¢ aminokwasu w mikrogramach.
B Powierzchnia wyznaczona przez krzywa w mm?2.

Krzywe pokazane na ryc. 2 planimetrowano. Otrzymane powierzchnie
w mm? wraz z odpowiadajagcymi im stezeniami uzytych aminokwasow
w ug podaje tab. 3 w kolumnach: 4, 5, 6 i 7. W oparciu o dane tab. 3
wyznaczano, postugujac sie wzorami 1, 2 i 3, réwnania prostych regresji
oddzielnie dla kazdego aminokwasu. Ryc. 3 przedstawia na przykladzie
waliny i fenyloalaniny wykresy prostych regresji, poprowadzone zgodnie
z dokonanymi obliczeniami. Punkty znajdujgce sie na prostej bgdZz wokoét
niej odpowiadajg zmierzonym powierzchniom w mm? Wwyznaczonym
przez krzywe przedstawione na rye. 2.

Warto$¢ wynikéw uzyskanych w oparciu o wzorcowg mieszanine
aminokwas6w i podanych w tab. 3 sprawdzono w taki sam sposo6b, jak
w przypadku pojedynczych wzorcéow. W tym celu do réwnania (wzor 1)
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Ryc. 3. Wykresy zalezno$ci pomiedzy logarytmem iloSci aminokwasu w mikrogra-
mach i powierzchniag pola zakref§lonego przez krzywa automatycznej rejestracji
Diagrams of the correlation between the logarythm of the quantity of the amino
acid in micrograms and the field area marked by the automatic registration curve

wstawiono kolejno ilosci uzytych aminokwaséw w wg i obliczano po-
wierzchnie w mm? Otrzymane liczby poréwnywano z wynikami bezpo-
$rednich planimetrycznych pomiaréw krzywych automatycznej reje-
stracji (tab. 4).

Tab. 4. Zestawienie powierzchni pdél wyznaczonych do§wiadczalnie i rachunkowo
w mm? oraz wzgledne réznice miedzy nimi w procentach
The combining of the areas, shown experimentally and arythmetically in mm?
and the relative differences between them expressed as a percentage

Powierzchnia w mm?
Lp. Nazwa aminokwasu wyznaczona Wzgledna )
do§wiadczalnie] rachunkowo roznica W 3
|
1 Lizyna 120,00 122,99 2,50
2 Arginina 220,00 229,41 4,73
3 Kwas glutaminowy 200,00 203,40 1,70
4 | ou-Alanina 16000 | 16382 2,37
5 Walina 120,00 | 123,20 2,66
6 Fenyloalanina 160,00 i 165,00 3,12
7 Leucyna 70,00 j 76,53 9,33
i
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W tab. 4 ograniczono sie do pokazania wynikéw otrzymanych dwoma
sposobami dla stezen aminokwasow, przy ktéorych wystepowaly naj-
wieksze wzgledne roéznice pomiedzy powierzchniami pél. W trzeciej
kolumnie przedstawiono powierzchnie pél wyznaczone planimetrem,
w czwartej wyliczone rachunkowo, przy tym samym stezeniu amino-
kwasu. W ostatniej kolumnie podano wzgledne roéznice w procentach
pomiedzy powierzchniami podanymi w kolumnie trzeciej i czwartej.

OMOWIENIE WYNIKOW I WNIOSKI

Oceny otrzymanych wynikéw dokonano przy pomocy standardéw
aminokwasowych oraz statystycznych rachunkéw sposobem podanym
przez Kiistera (8), Niewiarowicza (10), Robertsa i wsp. (12).
Podstawg wyliczenr bylo zalozenie, ze miedzy logarytmem stezenia a po-
wierzchnig wyznaczong przez krzywa istnieje prostolinijna zaleznosé
(Bulliwsp. (1), Fosdick (4, Niewiarowicz (11)). Dla kazdego
aminokwasu wyznaczano rownanie prostej regresji (wzoér 1). Graficzng
ilustracje tego pokazano na przykladach przedstawionych na ryc. 1 1 3.
Dla wszystkich stezen uzytych wzorcéw wyliczano powierzchnie w opar-
ciu o réwnanie (wzoér 1). Otrzymane wyniki poréwnywano z powierzch-
niami plam, wyniklymi z planimetrycznych pomiaréw. W tab. 2 i 4
pokazano w procentach odchylenia dla tych aminokwaséw, przy ktérych
wystepujg najwieksze wzgledne réznice. Z tabel tych wynika réwniez, ze
przecietny rozrzut pomiedzy powierzchniami wyznaczonymi dwoma spo-
sobami nie przekracza 10 mm?2. Biorac pod uwage, ze przy pomocy plani-
metru odczytuje sie powierzchnie z dokladnoscig do 10 mm? mozna pod-
kresli¢ duzg precyzje wskazan stosowanego aparatu. Wyzsze odchylenia
niz 10 mm?2 otrzymano jedynie dla: argininy, «-alaniny, tryptofanu
i leucyny. Nalezy zaznaczy¢, ze wymienione aminokwasy analizowane
innymi metodami wykazujg rowniez znaczne bledy. (Fisher (2), Nie-
wiarowicz (10), Wiewidérowski i wsp. (13)).
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PE3IOME

B nacrosamedt pabore Obin mcrosb3oBaH npubop COOCTBEHHOTO IIPOEK-
Ta, KOTOPBLI IIocjie HeOOJbIIMX KOHCTPYKTMBHBIX M3IMEHEHWH, [eJIaeT
BO3MOXXHEIM OMNpeJeseHye KOJUYecTBa aMMHOKMCJOT Ha OCHOBAHMM He-
IIOCPEACTBEHHOM peructpammu OyMaKHBIX XPOMaTOTPaMM.

IIpn momolM aMMHOKMCJIOTHBIX CTaHZAPTOB OIpeAessaNach ommbxa,
KoTopas Ajs OOJIBLIMHCTBA MCCIEeAyeMbIX o00pas’roB Oblia MeHee UeM
3% wmam xe paBHanace 3%. Haubosblive BeIMYMHBI MOJYYEHBI MCKIIO-
YUTENBHO JJIA: apTMHMHA, anba-ajlaHuHa, TPUIITO(gaHA M JeMLMHA.

Taba. 1. KoJsamyecTBa aMMHOKMCIOT B MMKPOTpPaMMaX OTMEYeHHbIE Ha (OUJILTPO-
BalbHOV OyMare, a TaKie COOTRETCTBYIOLIME MM [OBEPXHOCTM HasHAYeHHble K-
BbIMM B MM

Taba. 2. ConocraslieHMe IIOBEPXHOCTM ILIOU[@/eil HA3HAYEHHBIX 3KCIepyMeH-
TAJILHO M CYETHO B MM? a TaKixkKe OTHOCHMTEJbHbIE PAa3HMUBLI MEXAY HHMKM B IIDO-
L[eHTaX.

Tabn. 3. KosauyecTBa aMITHOKMCJIOT B MMKPOTPaMMaX OTMeHdeHHble Ha uib-
TPOBaJNLHOM OyMmare, a TakKzXKe€ COOTBETCTBYIOIIME WM IIOBEPXHOCTM HAa3HAYEHHBIE
KPUBBIMU B MMZ2,

Tabn. 4. ComnocTaBieHMe IIOBEPXHOCTM ILION[aZeil HA3HAYEHHLIX 9KCIepMMEH-
TaJbHO ¥ CYETHO B MM2, a TaKixKe OTHOCUTENbHBIE PAa3HAMIbLI MEXAY HMMU B IIPO-
LIEHTAaX.

Puc. 1. TpacdMKU 3aBUCUMOCTM MeXKAY JorapmdpoMoM KOJMIECTBA aMMHOKMUCIIO-
Tbl B MHMKPOTpPaMMax U IIOBEPXHOCTBIO IIJION[aAM OYEPUEHHO) KPMBOII aBTOMaTHU-
YecKOM permMcrpalMy, IMOKa3aHHOM B HMIKHEN YacTi DPUCYHKA.

Puc. 2. 'KpuBble MN3MEHESHMII ﬁanpﬂ}xeﬂms{ cBeTa IIPOXOAAILEro uyepes IIOACKU
xpomarorpadudeckoit Gymaru ¢ uBeTHeIMM Kommiekcamyu Cu+ DYDA, coBmecTHO
¢ JIMHUAMM OCHOB.

Puc. 3. Tpacdhuky 3aBUCHMMOCTM MeXAYy JNOrapudMoM KOIUMYeCcTBA aAMMHOKUCIO-
Thl B MMKPOrpaMMax M IIOBEDPXHOCTBIO ILJIOLUANM O4YEePHeHHON KPUBOIl aBTOMaTy-
YeCKOM perucTpanmnn.
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SUMMARY

The author described the apparatus of his own invention which after
slight modifications enables the quantitative determination of amino
acids on the basis of a direct registration of the paper chromatograms.
Using the amino acid standards the error for the majority of the patterns
examined was calculated to be 3% or lower. Higher values were obtained
only for arginine, a-alanine, tryptophan, and leucine.
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