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Zastosowanie fotometrii negatywow chromatograméw do oznaczania
ilo$ciowego wolnych aminokwaséw we krwi ludzi zdrowych

The Application of the Photometry of Negative Printed Chromatograms
for Quantitative Determination of Free Amino Acids in the Blood
of Healthy People

Okreslenie poziomu wolnych aminokwaséw we krwi ludzkiej bylo celem wielu
prac. Autorzy stosowali réine techniki: mikrobiologiczng (8), chromatografie bibu-
lowa (1, 3, 4, 10, 16, 21), oraz chromatografie kolumnowa (5, 20). Szczegolnie ta
ostatnia w modyfikacji Spackmana i wsp. (19) znajduje coraz wieksze zasto-
sowanie. Jednak wszystkie powyzsze metody nie s3 pozbawione wad.

Metoda mikrobiologiczna jest bardzo malo dokiadna i obecnie wychodzi z uzy-
cia, chromatografia kolumnowa (19), jakkolwiek dosé dokladna ze wzgledu na dobry
rozdzial substancji (blgd 3%), jest jednak bardzo pracochlonna i kosztowna. Poza
tym niektére aminokwasy bywaja w tej metodzie czeSciowo adsorbowane na ko-
Iumnie i wowczas blad wzrasta. Poziom aminokwasdéw rozdzielanych metods chro-
matografii bibulowej oznaczano na ogét na drodze kolorymetrii eluatéw (1, 3, 4),
co nie jest dokladne, a zabiera duzo czasu. Dotychczasowe wyniki badan rdéznych
autoréw sg tak rozbiezne, ze kazdy autor, zajmujacy sie zagadnieniem oznaczania
poziomu aminokwaséw we krwi w roznych schorzeniach, musi opracowaé¢ przedtem
wlasne normy fizjologiczne (3).

Po opracowaniu przez nas nowej metody oznaczania substancji rozdzielonych
chromatograficznie na bibule przy pomocy fotometrii negatywoéw chromatogra-
moéw (11) pojawila sie mozliwos§é zastosowania jej do oznaczania ilo§ciowego wol-
nych aminokwaséw we krwi ludzkiej. Opracowana przez nas metoda ze wzgledu
na swg prostote, dokladnoé§é i szybko§é wykonania oznaczen, nadaje sie nie tylko
do badan naukowych, lecz takie do seryjnych badan klinicznych. Sprzyja temu
réwniez dobry rozdzial oznaczanych przez nas aminokwaséw uzyskiwany przy za-
stosowaniu bibulowej chromatografii wstepujacej jednokierunkowej przy uzyciu
jako jedynego rozpuszczalnika fazy Patridge’a.

W naszej pracy zajeliSmy sie oznaczeniem we krwi ludzkiej poziomu dziesieciu
aminokwasow: cystyny, argininy, glicyny, kwasu glutaminowego, a-alaniny, tyro-
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zyny, kwasu a-aminomaslowego, waliny, fenyloalaniny i leucyny. Aminokwasy te
najlepiej rozdzielajg sie i majg najwieksze znaczenie w patologii. Poziom fenylo-
alaniny wzrasta znacznie w fenyloketonurii (20), a poziomy leucyny, waliny i ty-
rozyny zmieniajg sie w schorzeniach watroby (7). Podobnie zmiany poziomu innych
oznaczanych przez nas aminokwaséw odgrywajag duzg role w roznych jednostlkach
chorobowych (9, 13, 17).

MATERIALY, APARATY, METODY

Badano krew pobrang od 18 zdrowych osobnikéw w wieku od 20 do 26 lat.
W grupie tej znajdowalo sie 9 kobiet i 9 mezczyzn. Proby pobierano na czczo. Roz-
dzial chromatograficzny przeprowadzono na bibule Whatman N 3. Do oznaczen
iloSciowych zastosowano standardowe mieszaniny dziesieciu aminokwasow: cystyny,
argininy, glicyny, kwasu glutaminowego, «-alaniny, tyrozyny, kwasu «-aminomasio-
wego, waliny, fenyloalaniny i leucyny o stezeniach 0,5%, 1,0 mg%, 2,0 mg%, 3,0 mg%.
Pochodzenie wyzej wymienionych aminokwaséw podano w jednej z poprzednich
prac (12). Uzywane odezynniki cz. d. a. pochodzily z Gliwic.

Uzyto dwie techniki chromatograficzne: chromatografie krgzkowg wg Przy-
bylskiej i wsp. (18) do wstepnej analizy jakosciowej i orientacyjnego ustalenia
stezenn oraz chromatografie wstepujacg jednokierunkowg wedlug Williamsa
i Kirby (22) do oznaczen ilosciowych. W obu wypadkach jako wywolywacza
uzyto 0,2% acetonowy roztwoér ninhydryny. Do oznaczenia ilo$ciowego badanych
aminokwasow zastosowano metode fotometrii negatywoéw chromatogramow (11).
Chromatogramy uzyskane technikg wstepujaca fotografowano na mikrofiimie firmy
JFoton”, a otrzymane negatywy przesuwano przed obiektywem ,Schnellphoto-
metr II” Zeissa. Odczyty ze skali ,S” tego aparatu postuzyly do sporzadzenia wy-
kreséw dla standardowych mieszanin aminokwaséw o znanym stezeniu. Na pod-
stawie sporzadzonych wykreséw obliczono stezenia badanych aminokwasow we
krwi ludzkiej.

BADANIA WEASNE

Przygotowanie krwi. Badania przeprowadzano na krwi pobranej na
czczo od 18 osobnikéw (9 kobiet i 9 mezezyzn) w wieku od 20 do 26 lat.
Krew pobierano z zyly lokciowej w ilosci 10 ml, a nastepnie mieszano
z 1 ml 0,1 m roztworu szczawianu potasu. Po odwirowaniu odciagano
4 ml osocza i odbialczano dwukrotnie przez dodanie 10 ml 95% alkoholu
etylowego. Odwirowane osady dwukrotnie przemywano 95% alkoholem
etylowym. Otrzymany roztwér odparowywano do sucho$ci pod promien-
nikiem, pozostalg suchg mase rozpuszczano w 1 ml wody redestylowanej
oraz dodawano krysztalek tymolu w celu konserwacji. Osocze przecho-
wywano w temperaturze od 0° do 4°C.

Ze wzgledu na doniesienia licznych autoréw (1, 3) o braku istotnych
réznic miedzy poziomami aminokwaséw we krwi pobieranej kilkakrotnie
u tych samych osobnikéw, w obecnej pracy badano krew kazdego osob-
nika jednorazowo. W badaniach nie stosowano odsalania, podobnie jak
Atachanow i Charatjan (1), poniewaz proces ten znacznie kom-
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plikuje metode i wplywa na dos¢ duze straty aminokwasdéw. Amino-
kwasy, ktére wybraliSmy sposréd 26 plam ninhydrynopozytywnych,
mogg by¢ dobrze oznaczone bez odsalania.

Analiza jakosciowa. Techniki chromatograficzne. W na-
sze] pracy zastosowano dwie techniki chromatograficzne: krazkowa
wedlug Przybylskiej, Kociatkowskiego i Wiewiorow-
skiego (18) oraz wstepujacg jednokierunkowsg wediug Williamsa
i Kirby (22). :

Chromatografie krazkows stosowano do wstepnej analizy jakosciowej
aminokwaséw oraz w celu przyblizonego okreslenia ich stezen. Na kraz-
kach bibuly Whatman N 3 o $rednicy 23 cm zakreslano koto o $rednicy
23 mm i w roznych odstepach nakraplano na nim pie¢ prébek odbiatl-
czonego osocza w ilosci od 0,014 ml do 0,080 ml oraz jedna sztuczng
mieszanine aminokwaséw tzw. ,mapke” w ilo$ci 0,014 ml o stezeniu
1 mg%. Srednica plamy po nakropleniu nie przekraczala 5 mm. Chro-
matogramy rozwijano dwukrotnie uzywajac rozpuszczalnika w ukladzie
Patridge’a: n-butanol — kwas octowy lodowaty — woda w stosunku
objetosciowym 4:1:1 i wywolywano w temperaturze pokojowej przez
zanurzenie w 0,2% acetonowym roztworze ninhydryny.

Aminokwasy identyfikowano przy pomocy ,mapki”, po identyfikacji
za$ chromatogramy ogrzewano przez 3 minuty w temperaturze 85°C
w celu wykrycia f-alaniny. Identyfikacje aminokwaséw, dokonang na
chromatogramach krgzkowych, sprawdzano przy pomocy chromatografii
wstepujgcej jednokierunkowej (wg Williamsa i Kirby). Na arku-
szach bibuly Whatmana N 3 o wymiarach 45 cm X 50 em, nakraplano
odbialczone osocze w postaci pasm o dlugos$ci 25 mm, przestrzen wolna
miedzy nakropleniami wynosila 30 mm, a odlegto$¢ linii startowej od
poczatku arkusza bibuly réwniez 30 mm. Na jednym arkuszu bibuly
nakraplano probki osocza pieciu osobnikéw w ilo$ci 0,080 mm. Miesza-
nina wzorcowa skladala sie z aminokwaséw: cystyny, argininy, kwasu
glutaminowego, @-alaniny, tyrozyny, kwasu a-aminomaslowego, waliny,
fenyloalaniny i leucyny w stezeniach 0,5 mg%, 1,0 mg%, 2,0 mg%, 3,0 mg%
i byla nakraplana w ilosci 0,014 ml. Dokladne dane dotyczace wyzej
wymienionych aminokwaséw znajduja sie w jednej z naszych poprzed-
nich prac (12). Chromatogramy rozwijano dwukrotnie (uktad i wywo-
lywacz jak przy chromatografii krazkowej). Przy wyborze aminokwaséw
kierowano sie tym, ze: 1) wystepowaly one w osoczu w stosunkowo du-
zych stezeniach, 2) dobry ich rozdzial nawet bez odsalania pozwalal na
dokladne i latwe oznaczanie ilosciowe oraz 3) majg znaczenie w fizjologii
i patologii organizmu czlowieka.

Analiza iloSciowa. Po ukazaniu sie wyraznych plam barwnych (4—6 go-
dzin po wywolaniu 0,2% acetonowym roztworem ninhydryny) chroma-
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togramy fotografowano uzywajgc mikrofilméw firmy ,Foton”. Foto-
metrie negatywéw chromatograméw przeprowadzano w sposéb podany
przez autoréw w jednej z poprzednich prac (11). Na podstawie war-
tosci ,,5” odczytanych na skali mikrofotometru i stezen standardowych
mieszanin aminokwaséw, sporzadzano dla kazdego aminokwasu wykresy
przy pomocy ktérych obliczano stezenia w mg%. Poziomy aminokwaséw
we krwi ustalano dla kazdego osobnika na podstawie trzech replikacji.
Uzyskane wyniki stezen aminokwaséw we krwi zestawiono w tab. 1.
Wykresy stezen poszczegoélnych aminokwaséw krwi dla pieciu osobnikéw
sg podane na ryc. 1, 2 i 3. Na osi rzednych zaznaczono wartosci ,,S”,
a na osi odcietych stezenia aminokwaséw w mg% (stosujac skale loga-
rytmiczng).

.
T

e

i 4 3 n (3 4 A Il
T 1Y) 70 20 3D dbma%c ds % 20 30 éjm\y’/ac.
Ryc. 1. Zalezno$é stezen w mg% (skala Ryc. 2. Zalezno$é stezen w mg% (skala

logarytmiczna) cystyny (1), argininy (2)
i glicyny (3) od wartosci ,S” odezytanej
na skali mikrofotometru
Relation between concentrations, in mg%,
(logarithmic scale) of cystine (1), arginine
(2), glycine (3) and ,S” value from the
microphotometer scale

logarytmiczna) tyrozyny (1), kwasu gluta-
minowego (2), «-alaniny (3) i kwasu
a-aminomastowego (4) od wartosci ,,S”
odczytanej na skali mikrofotometru
Relation between concentrations, in mg%,
(logarithmic scale) of tyrosine (1), gluta-
mic acid (2), a-alanine (3), a-aminobutyric
acid (4) and ,,S” value from the micro-
photometer scale

Blad zastosowanej metody wynosi 1,4% (11). Zastosowana metoda

bedzie mogla by¢ uzyta w seryjnych badaniach klinicznych w diagno-
styce jednostek chorobowych oraz w badaniu metabolizmu ustrojowego
aminokwasoéw (praca w toku).
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Rye. 3. Zalezno$é stezeit w mg¥% (skala

logarytmiczna) fenyloalaniny (1), waliny (2)

i leucyny (3) od wartosci ,,S” odczytanej
na skali mikrofotometru

Relation between concentrations, in mg%,

(logarithmic scale) of phenylalanine (1),

valine (2), leucine (3) and ,,S8” value from
the microphotometer scale

OMOWIENIE WYNIKOW I WNIOSKI

Na podstawie wykonanych oznaczen stezen aminokwasow we krwi
18 osobnikéw obliczono wartosci Srednie i rozrzut. Z dokonanego zesta-
wienia wynika, ze poziomy aminokwasow we krwi osobnikéw zdrowych
wahajg sie w dosé duzych granicach, co jest zgodne ze spostrzezeniami
innych autoréw. Nie stwierdzono istotnych réznic w stezeniach amino-
kwaséw we krwi kobiet i mezczyzn (réznica z wynikami niektérych
autorow (6, 14, 15)). Nie wykryto réwniez zaleznos$ci miedzy stezeniami
aminokwaséow we krwi, a grupami krwi w zakresie ukladu ABO i Rh,
jakkolwiek brano pod uwage taka mozliwos$é, opierajgc sie na wczedniej-
szych spostrzezeniach Bettiego (2).

Oznaczanie aminokwaséw we krwi bylo tematem prac wielu badaczy,
ktérzy postugiwali sie metodami: chromatografii kolumnowej (5, 20),
chromatografii bibulowej (1, 4, 10, 16, 21), kolumnowo-bibutowej (3)
i mikrobiologicznymi (8). Wyniki uzyskane przez réznych badaczy wy-
kazujg jednak stosunkowo duze rozbieznosci, co przedstawia tab. 2.
Na powstanie tych rozbiezno$ci moze mie¢ wplyw technika przygotowa-
nia krwi do analizy chromatograficznej: odbialczanie (21), odsalanie (3),
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Tab. 2. Zestawienie stezen wolnych aminockwasow w osoczu krwi ludzkiej w pg/ml
uzyskanych przez réznych autoréw
A comparison of the amino acids concentrations in human plasma in ug/ml,
obtained by wvarious authors

Kna- | wal- | M® ' Har- Chris- ] Ata- 'Bafia-
Br(a;m uff | ker Mena-% per itensen S(t;:;;l B?;;er Chi' \:;:
4 my | now -
(10 | @) (16) 1 ® ©) (1) ‘ sne
‘ 1
cystyna 23 11,1 — — 30,2 — | 11,8 8,2 —_ 7,8
arginina 12 11,6 12,2 11,9 22,6 10,5 15,1 8,5 — 10,1
glicyna | 19 125 | 168 | 17,7 | 29,0 | 31,9 | 154 | 143 | 215 | 112
kwas glutami- ’
nowy 9 | 52 19,1 2,9 9,0 5,2 7,0 | 20,1 | 26,6 17,9
a-alanina 27 ! 26,2 51,7 28.5 39,0 21,9 34,1 23,1 25,0 27,8
tyrozyna 11 ‘ 11,3 | 11,9 | 12,7 | 13,0 7,7 1103 6,9 | 150 | 10,3
kwas «-amino- : '
mastowy — 1 25 i 1,6 2,3 — 2,6 3,0 3,5 — 3,6
walina 22 l 21,2 . 22,1 14,9 | 32,0 —_ 288 | 14,8 | 22,5 | 20,4
fenyloalanina Co17 88 ' 97 9,2 | 20,0 7,9 8,4 7,3 | 19,5 9,4
leucyna | 23 17,1 | 25,0 10,4 i 25,0 13,2 16,9 | 14,7 | 23,6 19,2

zageszczanie; stosowanie niedokladnej metody, jak réwniez opracowy -
wanie wynikéw na podstawie zbyt malej liczby oznaczen (5). Wyniki
naszej pracy sa zblizone do uzyskanych przez wiekszosé badaczy. Dosé
znacznie natomiast odbiegajg od podanych przez Harpera i wsp,
ktoérzy otrzymali przewazinie wyisze stezenia aminokwaséw we krwi.
Szczegdlnie duze rdznice sg w poziomach cystyny, glicyny, a-alaniny
i waliny. Wyniki uzyskane w obecnych badaniach bedg podstawa do
dalszych prac nad réznicami w stezeniach aminokwaséw w pewnych
stanach fizjologicznych i patologicznych.

Wnioski

Przeprowadzone przez nas badania wykazaly przydatno$é metody
fotometrii negatywoéw chromatogramow do oznaczen ilosciowych wolnych
aminokwaséw w surowicy krwi ludzkiej.

Podang metode oznaczania stezenia wolnych aminokwaséw we krwi
ludzkiej mozna zastosowaé nie tylko do badan naukowych, lecz réwniez
do seryjnych badan klinicznych.

Oznaczone przez nas stezenia aminokwaséw nie odbiegaja zbytnio od
stezen podanych przez innych autoréw i sg najbardziej zblizone do wy-
nik6w uzyskanych przez Knauffa (10).
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Przy badaniach poziomu cystyny, argininy, glicyny, kwasu glutami-

nowego, a-alaniny, tyrozyny, kwasu a-aminomaslowego, waliny, fenylo-
alaniny i leucyny we krwi odsalanie nie jest konieczne, poniewaz i bez
niego mozna uzyska¢ dobry rozdzial chromatograficzny tych amino-
kwasow.

Nie stwierdzono istotnych réznic w zawartosei poszczegélnych amino-

kwaséw w osoczu osobnikéw meskich i zehskich oraz zaleznosci pomie-
dzy stezeniami aminokwaséw, a grupami krwi.
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IIpumenenne ¢oromerpnn HEraTHBOB XPOMATOTPAMM IS
KO.IHYE€CTECHHOTO ONpPEAeJIeHHA CBODOIHBIX AMMHOKICJIOT
B KPOBM 3JIOPOBRIX JIIOAEik

Peswome

MeTon ompeneseHMa KOHLEHTPALMM aMMHOKMCJIOT NPY ITOMOLIM Hera-
THBOB Xxpomartorpamm (II) Obln mpuMeHEH ANA McCaeAOBaHMA CBOBOIHBIX
aMMHOKMCJIOT B KPOBM 37I0POBBIX Jofeil. Omnpegesnanoch comepxaume 10
aMMHOKMCJIOT: LMCTMHA, apTMHMHA, TIMUMHA, TJIYTAMMHOBOM KMCJIOTHI, Ba-
JvHa, hbeHnJaJlaHMHa, JIeMIyMHA, G-aJIaHMHA, TUPO3MHA M O-aMMHOMACJISA-
HOJI KucioTel. He ycTaHOBJIEHO 3HAYMTENIPHON Pa3HMULI B COAEpIKAHMU
OTJEJbHBIX aMMHOKMCJIOT B INIa3Me MYXKUYMH M B IJIa3Me KeHIUMH, a Tak-
xKe He O0HAPYKEHO 3aBUCUMOCTM KOHUEHTPAIMM aMMHOKMCIIOT OT TPYMIILI
KPOBM.

IIpumeHsHME 9TOTO METOAa BO3MOXKHO IPM CEPHUIMHBIX KJIMHUYECKNUX
JICCIIEAOBAHMAX, & TaKKe NpPM AMAarHoCTHMKe pa3in4HbIX OoJsie3Helt u B uc-
cieoBaHUAX oOMeHa aMMHOKMCJIOT (paboThl B 9TOM HAIpaBJIeHUM yiKe Be-

AyTCH).

Puec. 1. 3aBucumMocTb KoHoeHTpauum, mr %, (JrorapudpmMmuyeckas 1IKasia) LMUCTHUHA
(1), apruauua (2), rauuyuHa (3) OT BeandMHb! ,,S” HIKaJabl MUKpodoromerpa.

Puc. 2. 3aBucumocTb KoHUeHTpaiym, Mr %, (morapmdpmmuecKas lIKana) TUPO-
3uHa (1), TAYTAaMMHOBONM KMCJIOTHI (2), u-ajlaHMHa (3), a-aMMHOMACJIAHOMN KMCJIOThI (4)
OT BeJMYMHBI ,,S” WIKaJdbl MUKpogoToMeTpa.

Puc. 3. 3aBucuMocTb KOHLeHTpaumu, mr %, (morapudpmmdyeckas wwxgana) ¢enu-
JajaumHa (1), BaanHa (2), neiuyHa (3) OT BeNMUYMHEI ,,S” MIKaJdbl MMKpOMoOTOMETpA.

Ta6a. 1. Kouneurpauusa cBOGOZHBIX aMIMHOKMCJIOT, Mr %, B HeJlOBEYECKOil KPOBH,

Tabn. 2. KoHIEHTpammy CBOOOAHBLIX aMMHOKMCIOT B ILIa3dMe YeJOBE4YeCKOil
KPOBM, MI/MJI, IIOJIy4Ye€HHbIE Da3HLIMM aBTOPaAMM.

The Application of the Photometry of Negative Printed Chromatograms
for Quantitative Determination of Free Amino Acids in the Blood
of Healthy People

Summary

A photometric method of determining the concentration of free amino
acids from negative printed chromatograms (11) was used for quantitative
determination of amino acids in the blood of healthy people. The levels
of 10 amino acids were determined: cystine, arginine, glycine, a-alanine,
tyrosine, phenylalanine and leucine. No significant differences in the
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content of the amino acids in the plasma of men and women were
observed, and no relationship was found between the concentrations of
the amino acids and the blood groups.

The above method is useful in serial clinical investigations; it makes
diagnosis of some diseases easier and facilitates the study of the meta-
bolism of amino acids. Further studies are being carried out.
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