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Quantitative Determination of Amino Acids Using Photometry of Negative
Printed Chromatograms

Jednym z wazniejszych problemow wspolczesnej chemii analitycznej stato sie
opracowanie dokladnej i prostej metody iloSciowego oznaczania aminokwaséw. Me-
toda taka moglaby znalezé miedzy innymi duze zastosowanie w klinice w rutyno-
wych badaniach poziomu aminokwaséw w surowicy krwi i w moczu. Niestety,
w dotychczasowych doniesieniach na ten temat znajduje sie czesto wyniki nie-
dokladne i sprzeczne ze soba, co powoduje, ze kazdy autor zmuszony jest opra-
cowywaé dla swojej metody nowe normy poziomu aminokwaséw w piynach ustro-
jowych fizjologicznych i patologicznych (3).

Stosunkowo najprostsze i najczulsze sg metody oparte na chromatografii
bibulowej, a wéréd nich elucyjne i densytometryczne. Niektorzy badacze oznaczajs
ilosci aminokwaséw na podstawie roznic w absorpcji Swiatla przez eluowany
z chromatogramow barwnik, powstaly w reakeji aminokwasow z ninhydryng (13).
Inni, np. Fowden (6) przeprowadzajg reakcje z ninhydryng w roztworze, po
elucji aminockwasow z bibuly, po uprzednim oznaczeniu ich potozenia przy pomocy
promieni ultrafioletowych. Jeszcze inni, jak Woiwod (17) oraz Vincent (15),
przyjeli za podstawe do obliczen okre§lenie ilo$ci kompleksow miedziowo-amino-
kwasowych przy pomocy fotometrii, jodometrii ewentualnie metody wprowadzania
miedzi znaczonej Cu &,

Badacze oznaczajacy aminokwasy przy pomocy densytometru opierali sie albo
na roéznicach w powierzchni plam, albo na absorpeji Swiatla przez plamy (1, 7).
Block (1), postugujac sie mierzeniem powierzchni ograniczonych przez krzywsg
otrzymang na podstawie odczytéow densytometru, uzyskal! wyniki w zasadzie malo
réznigce sie od metody bezposredniego mierzenia powierzchni (4, 5, 8).

Prostsze od wyzej wymienionego jest oznaczanie iloSci aminokwaséw na pod-
stawie maksymalnej absorpcji §wiatla przez plamy. Metoda ta, wprowadzona przez
Blocka (2) obcigzona byla duzym bledem (okolo 10%). Po pewnych modyfikacjach
McFarrenowi (9) oraz Miettinenowi (11) udalo sie znacznie zwiekszy¢
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dokladnos$é, jednak blad pozostawal nadal dos¢ duzy. Prawdopodobnie wada tych
metod byla zla przeiroczysto$é bibuly oraz nieostre zarysy plam. Autorzy dla
zwiekszenia przezroczystosci przewaznie nasgczali bibule bromonaftolem i parafing,
co jednak nie dawalo dobrych wynikow. Wreszcie Mykolajewycz (12) za-
stosowal dla oznaczania iloSciowego aminokwaséw pomiar natezenia Swiatta prze-
chodzacego przez negatyw chromatogramu. Podana przez niego metoda rowniez
nie jest zbyt dokladna, a blagd uzyskiwanych wynikéw wynosi okoto 5%. Ponadto
urzadzenia stosowane przez tego autora sg bardzo malo precyzyjne i niewygodne
w uzyciu, a wykonanie pomiaru pochlania duzo czasu, poniewaz nalezy dokonaé
okolo dziesieciu odczytéw. Wymienione wady uniemozliwiajg zastosowanie powyz-
szej metody do seryjnych badan klinicznych materialu biologicznego, co skionilo
nas do podjecia préby opracowania innej metody iloSciowego oznaczania amino-
kwasow, ktora bylaby doktadniejsza i praktyczniejsza w uzyciu. Opracowana przez
nas nizej podana metoda opiera sie na prawie Lamberta—Beera, pozwala ona na
stosunkowo szybkie i dokladne oznaczenie aminokwasow.

APARATY, MATERIALY, METODY

Do badan zastosowano mikrofotometr: Schnellphotometer II C. Zeiss (Jena).
Doswiadczenia wykonywano na bibule chromatograficznej WhHatman N 3. Stan-
dardowe roztwory sporzgdzono z aminokwasow; 1) d,l-lizyny chlorowodorek —
"B, D. H.” Anglia, 2) 4,l-kwas glutaminowy — ”Fluka” Szwajcaria, i 3) d,l-leucyna —
"B.D. H.” Anglia. Mieszaniny aminokwaséw rozdzielano przy pomocy chromatografii
na bibule, stosujgc technike wstepujgeg wg Williamsa 1 Kirby (16), przy
uzyciu jako rozpuszczalnika faze Patridge’a: n-butanol — kwas octowy (lodo-
waty) — woda w stosunku objetosciowym 4:1:1, Chromatogramy wywolywano
w temperaturze pokojowej, 0,2% acetonowym roztworem ninhydryny i (po uzy-
skaniu wyrainych plam po ok. 4 godz) fotografowano je na filmie maloobrazko-
wym. Do fotografii uzywano mikrofilmy firmy ,Foton”. Uzyskane negatywy chro-
matograméw aminokwaséw przesuwano pod obiektywem mikrofotometru (Schnell-
photometer II — Zeiss), odczytujgc dla kazdego aminokwasu najwieksze natezenie
§wiatla przechodzgcego przez plame i przez tlo bibuly obok plamy. Na podstawie
odczytdéw sporzadzono dla kazdego aminokwasu wykresy, przy ktérych pomocy
obliczono ilo$ci w ug.

BADANIA WLASNE

Na arkuszach bibuly Whatman N 3 o wymiarach 28 X 42 em roz-
mieszczano dziewieé linii startowych o dlugosci 25 mm kazda, odleglych
od siebie 0 25 mm i 30 mm od brzegu arkusza. Na pola startowe nano-
szono od 0,1 do 0,001 m roztwory trzech aminokwaséw: lizyny, kwasu
glutaminowego i leucyny w takich ilosciach, ze na jedno pole przypadalo
od 1 ug do 100 ug poszczegolnych aminckwaséw. Chromatogramy roz-
wijano w rozpuszczalniku n-butanol — kwas octowy lodowaty — woda
w stosunku objetosciowym 4:1:1 na drodze jednokierunkowej chro-
matografii wstepujacej. Rozpuszczalnik przepuszczano dwukrotnie. Po
dwukrotnym rozwinieciu chromatogramy suszono w temperaturze poko-
jowej i wywolywano przez zanurzenie w 0,2% acetonowym roztworze
ninhydryny.
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Uzyskane w ten sposdéb chromatogramy fotografowano (po uplywie
czterech godzin od chwili wywolania). Uzywano mikrofilmu negaty-
wowego firmy ,Foton”. W czasie wykonywania zdjecia zwracano szcze-
golng uwage na rownomierne oswietlenie fotografowanego arkusza, co
ma duze znaczenie dla otrzymania jednakowego tla na calej klatce filmu.
Dla kontroli oéwietlenia arkusza bibuly mozna zastosowaé¢ $wiattomierz.
W praktyce jednak uzyskanie jednakowego tta dla calej klatki okazalo
sie niemozliwe. Dlatego przy opracowywaniu wynikow uwzgledniano
wartos¢ tla osobno przy kazdej plamie.

W opisywanej metodzie uzywano mikrofilméw ze wzgledu na uzyski-
wanie bardziej ostrych zaryséw plam niz na filmach innych rodzajéw.
Poza tym z uwagi na stosunkowo duze powiekszenie plam przez uklad
optyczny ,,Schnellphotometru” (25 X) wazne jest, aby emulsja filmu
byla drobnoziarnista. Warunek ten speilnia wlasnie mikrofilm. Film
umieszczano na stoliku ,,Schnellphotometru” na drodze wigzki $wiatla.
Przeslone ustawiano tak, by wysokos§é szczeliny, na ktorg pada wigzka
Swiatla nie przekraczala szerokosci plamy. Szerokosé szczeliny i oswie-
tlenie ekranu dobierano tak, by natezenie $wiatla padajgcego na ekran
wynosito 1000 na skali D. Przed dokonaniem odczyvtu nalezy odczekaé
okolo 10 minut od czasu wlgczenia aparatu. Jest to czas niezbedny dla
nagrzania. Stolik wraz z umocowanym filmem przesuwano ruchem jed-
nostajnym notujgc wartosci maksymalne na skali D dla kazdej plamy,
oraz wartosci dla tla przy poszczegélnych plamach.

OMOWIENIE WYNIKOW I WNIOSKI

Skala D ,,Schnellphotometru” przedstawia w ,,promillach” natezenie
$wiatla padajacego na ekran. Skala S natomiast podaje wartosci loga-
rytmu stosunku natezenia $wiatla wychodzacego ze zrddla do nate-
zenia $wiatla padajgcego na ekran. W omawianej metodzie odczytywano
na skali D maksymalne wartosci dla poszczegdélnych plam, opierajac sie
na pracach Blocka (2) oraz Mc¢ Farrena (10), a nastepnie od tych
odczytow odejmowano warto$ci natezenia $wiatta dla tla, odczytywane
oddzielnie przy kazdej plamie. Uzyskanie tta identycznego dla calej klatki
bylo praktycznie niemozliwe. Nastepnie odczytywano na skali S wartosci
odpowiadajgce otrzymanym wartosciom D.

Przy ustalaniu zaleznosci miedzy masg aminokwasu, a odczytami ze
skali S postuzono sie prawem Lamberta—Beera, ktorego posta¢ mate-

matyczna przedstawia sie nastepujgco:
1
o
..y e—klc dl -= Kkle=E
I=-1® stad 1g I, c

gdzie I,— natezenie zrodia §wiatla, I+— natezenie §wiatla przepuszczonego, k —wspol-
czynnik ekstynkeji. 1 — grubo$é warstwy substancji, przez ktéra przechodzi §wia-
tlo, E — ekstynkcja, e — podstawa logarytmow naturalnych.
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Wprawdzie prawo to odnosi sie do kolorymetrii roztwordw, jednak
zasada opisywanej metody jest zblizona do fotometrii roztwordéw barw-
nych i prawo Lamberta—Beera daje sie tutaj cze$ciowo zastosowad.

Réznica odezytéow dla plamy i tla (A D) to I, w omawianym prawie,
natomiast wartosé I, to natezenie $Swiatla padajacego bezposrednio na
ekran. Przed dokonaniem odczytéw wartosé I, regulowano tak, by wy-
nosita 1000 na skali D. Ekstynkcja E to odczyt ze skali S ,,Schnellphoto-
metru’”.
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Ryc. 1. Zaleznoéé masy lizyny w pg (skala logarytmiczna) od wartosci ,,S”
odczytanej na skali mikrofotometru
Relation between lysine mass in ug (logarithmic scale) and ”S”
value from the microphotometer scale

Na podstawie uzyskanych w opisany sposéb wartosci S dla poszcze-
gélnych plam, oraz logarytméw mas badanych aminokwaséw sporzadzano
wykresy: rye. 1, 2 i 3. Na osi odcietych odktadano logarytmy masy amino-
kwasOw, a na osi rzednych wartosci S. Ryec. 1, 2, 3 przedstawiajg wykresy
dla lizyny, kwasu glutaminowego, oraz leucyny. Na wykresach tych za-
leznos¢ miedzy wartosciami S, a logarytmem masy aminokwasu wyste-
puje w postaci linii prostej nachylonej do osi odcietych pod kgtem roz-
wartym. Zatem wartos¢ S jest odwrotnie proporcjonalna do logarytmu
masy aminokwasow — wiekszym wartosciom S odpowiadajg mniejsze
masy aminokwasoéw. Odwrotna proporcjonalnosé wartosci S i logaryt-
moéw mas wyptywa stad, ze w omawianej metodzie badano film nega-
tywowy, na ktéorym jasniejsza plama odpowiada ciemniejszej na chro-
matogramie.
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Ryc. 2. Zalezno$é masy kwasu glutaminowego w ug (skala logarytmiczna)
od wartosci ,,S” odczytanej na skali mikrofotometru
Relation between glutamic acid mass in pg (logarithmic scale) and ”S”
value from the microphotometer scale
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Ryc. 3. Zalezno§é masy leucyny w ug (skala logarytmiczna) od wartosei ,,S”
odczytanej na skali mikrofotometru
Relation between leucine mass in ug (logarithmic scale) and ”S”
value from the microphotometer scale
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zen? oraz 3) Czy jest istotna interakcja? Aby odpowiedzie¢ na powyzisze
pytania, przeprowadzono analize wariancji dla klasyfikacji podwojnej
(krzyzowej).

Bledy procentowe dla poszczegélnych stezen i aminokwasow przedsta-
wiono w tab. 1. Kazdemu z trzech aminokwaséw odpowiada dwanascie
stezen od 0,001 m do 0,07 m, z ktérych kaide zawiera sze$¢ pojedynczych
oznaczen.

Obliczenia zwigzane z analizag wariancji przedstawiajg sie nastepujgco:

Y 2
( Vije)  294,70°

1) ,,Poprawka” Cy = = 401,90
) P y n 216
2) Suma kwadratow odchylen dla calosci:
2 __y2 — —
nSy —Zy”k—— Cy = 553,62—401,90 = 151,72

3) Suma kwadratow odchylen ze wzgledu na aminokwasy:

yy?
nS2 — 21k ¢ 2904300 _ 40 90 = 403,30—401,90 = 1,40
A 72 y 72

4) Suma kwadratéw odchylen ze wzgledu na stezenia:

Ty,
ns?, = 18] —Cyu ﬁ%i’ — 401,90 = 407,00—401,90 = 5,10

5) Suma kwadratow odchylehr miedzy podgrupami:

y=
6) Suma kwadratéw odchylen ze wzgledu na interakcje:

2 Zij. 2453,76
nSg=*&==-—C =——¢ — 401,90 = 408,96—401,90 = 7,06

nS% ; =nSk — nS% — nSE = 7,06—1,40—5,10 = 0,56
7) Suma kwadratéw odchylen wewngtrz podgrup, czyli blad eksperymentalny:
2 2 2 -
nS? =nS? — nS% = 151,72—7,06 = 144,66
Wyniki powyzszych obliczen przedstawiono w tab. 2.

Va 070
Wobec F° = V—A=6~§0— = 0,87 stwierdzamy z ryzykiem bledu mniejszym od

e
1% nieistotnosé roznic miedzy Srednimi btedami procentowymi dla poszczegdélnych
aminokwasow.

Ve _ 046

Wobec F° = V. 080 0,57 stwierdzamy z ryzykiem bledu mniejszym od
e bl

1% nieistotno$é réznic miedzy $rednimi bledami procentowymi dla réinych stezen.

Vas 0,02,
V., 080

Wobec F° = = 0,02 stwierdzamy z ryzykiem bledu mniejszym od

1% nieistotno$é interakciji.
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Prace otrzymano 25V 1966 r.

KoaniecTeeHHOe ompenesieHe aMMHOKUCJIOT TpH noMomm (ovoMe rpum
HEraTUBOB XPOMATOrpamMm

Peswome

Omnucas MeTon onpefieIeHUA KOHIEHTPALMM aMMHOKKUCAOT IIPM [IOMOLIIM
doTOMETPUM HETATMBOB XPOMATOTPAMM Ha MpPUMEpPe TPeX aMMHOKMCJIOT:
JIM3VHA, TJIyTAMMHOBOJ KMCJIOTHI ¥ JEHIMHA.

DTOT MeTOH TaK¥Ke TPUMEHMM JIJIA OmpeieTeHus KOHIEHTPALMU OCTAb-
HBIX aMMHOKMUCJIOT M IPYyruMx cyOcTaHIMiA, TILATENLHO pas3jieIeHHBIX IIPU
oMol 6yMazKHOM M TOHKOCJIOMHOM XpoMaTtorpadmu.

TeopeTnyecky 4yBCTBUTENLHOCTD 3TOI0 METOAA AJIA JIM3UHA COCTABIAET
0,1 wg, nas royramuHoBOM Kucjotbl — 0,3 ug m gna geniymua — 0,1 ng.
TIpakTMuecKy 4yBCTBUTEIHLHOCTH IIPM XOPOLIO CHEJIAHHBIX HEraTuMBax He-
CKOJIbKO MeHbHIasg., CpegHas mIpolleHTHaA ommbka (¢ TouHocThio mo 0,01)
E npenese 1—70 ug cocraBaser 1,4% u xoxnebserca or 0 mo 4,7% (ompe-
JleJIeHO TIOCJIe AMCIIEPCUMOHHOTO aHaJM3a).

Takne xadvecTBa METOAA, KAaK TOYHOCTh, IIPOCTOTA, JIETKOCTBL ¥ OBbI-
CTPOTa MCIIOJHEHUS TI03BOJIAIOT €ro IPUMMEHATH NPy McciaefoBaHMAX 6mo-
JIOTMYECKOro MarepuaJia. PaboTel B 9TOM HaIpaBJICHUM Y2Ke BemyTCd.
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Puc. 1. B3auMOOTHOUIEHME MAacChl Ju3uHa (JorapudMmuecKas LIKajla) ¥ BeIudu-
HbI ,,S” IKaJbl MUKPOOTOMETDA, B UE.

Puc. 2. B3auMOOTHOLIEHME MaCChbl INIYTaMMHOBOM KMCJIOTH! (JIorapudMmuyecKasn
WIKAaJa) M BEJAVYMHE! ,,S” mKanbkl MUKpodoToMeTpa, B UE.

Pic. 3. B3auMMOOTHOLLUEHME MAacChl JiefiuMHa (JorapmudMmnueckas LIKaJia) M BelIn-

YuHBI ,,S” IIKaJbl MUKpodoTOMeTDa, B UE.
Ta6n. 1. IlpouenTHas ommbKa METOZAA ONpefeIeHUA KOHLEHTPALMN aMMHOKHUCIIOT

npu noMoiLy (POTOMETPUM HEraTHMBOB XPOMAaTOIDaMM.
Tabs. 2. IOucrnepCHMOHHBIN aHaJNIN3.

Quantitative Determination of Amino Acids Using Photometry
of Negative Printed Chromatograms

Summary

The method of determination of amino acid concentration using
photometry of negative printed chromatograms was described. Three
amino acids: lysine, glutamic acid and leucine were determined.

Using paper and thin-layer chromatography it is possible to apply
this method for the determination of ether amino acids and other
separated substances.

Theoretical sensitivity for lysine, glutamic acid and leucine is 0.1,
0.3 and 0.1vpg, respectively. The difference between the theoretical and
practical sensitivity is very slight, if photographic procedure is correct.

The average per cent error (significance level 0.01) in the range of
1—70 ug is 1.4% (from 0 to 4.7%). It was established on the basis of the
variance analysis.

This method is accurate, simple and sensitive enough to be applied
in research of biological material (this problem is being investigated).
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