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Poréwnawcza ocena iloSciowego oznaczania aminockwasow
w surowicy krwi metoda elucji barwnych plam z bibuly
i metoda fotometrii negatywéow chromatograméw

CpaBHMTENbHAA OLIEHKA KOJUYECTBEHHOTO ONpPefejIeHMA aMHHOKMUCIOT ChIBOPOTKN
KPOBM METOAOM 3JIIOLUMM LBETHBIX IATeH ¢ Gymaru m MeroiaoM doTroMeTpun
HETaTUMBOB Xpomarorpacdun

Comparative Assessment of Amino Acid Determination in Blood Serum
by the Method of Elution of Coloured Spots from the Paper and by
the Method of Photometry Negatives

Otrzymywanie dokladnych i powtarzalnych wynikéw w analizie ilosciowej
aminokwaséw, rozdzielonych na bibule, jest sprawg nielatwg, mimo duzej iloseci
metod i ich réznych modyfikacji (1, 6, 10, 11, 13, 22, 28, 30, 39, 40). Rezultaty
otrzymywane przy pomocy metod chromatografii kolumnowej (4, 7, 14, 16, 23,
31, 34, 35, 36) sa obarczone mniejszym bledem i odznaczajg sie lepsza powtarzalnoscig.
Szczegdlnie daje sie to zauwazyé w metodach automatycznych (10, 21, 24, 31, 33).
Ze wzgledu na wysoki koszt aparatury pracujacej automatycznie zalicza sie ona
do sporadycznych wyjatkow w naszych pracowniach. Oznaczanie aminokwaséw
metoda chromatografii kolumnowej, opartej na kolektorze frakcji (34, 35, 36), jest
uciailiyve i bardzo pracochlonne. Nalezy tu wywolaé¢ barwe i oznaczyé ekstynkcje w kil-
kuset prébkach eluatu. Metody oparte na chromatografii bibulowe]j odznaczajg sie
duzg prostotg zaréwno pod wzgledem sprzetu, jak i wykonania. Tym tlumaczy sie
ich duza popularno$é w naszych pracowniach badawczych. Znane sg rézne sposoby
oznaczania aminokwaséw rozdzielonych na bibule. Do najczesciej stosowanych
zaliczyé nalezy: 1) elucje barwnego produktu reakcji aminokwaséw z ninhydryna
(3, 6, 17), 2) ekstrakcje z bibuly aminokwaséw nie wybarwionych i pédzniejsze
wywolywanie barwy w roztworze na goraco (5, 30) i 3) fotometrie negatywéw
chromatograméw (12, 18, 19, 20, 39). W dwu pierwszych metodach mierzy sie
absorpcje Swiatla przez barwne roztwory, a w metodzie trzeciej chromatogram
fotografuje sie, po czym oznacza stopienn przepuszczalno$ci $wiatla przez plamy
aminokwasowe negatywu.

Celem naszej pracy jest poréwnanie wynikow oznaczania aminokwasow w su-
rowicy krwi metodg elucji barwnych plam z chromatogramu i metodsg fotometrii
nega‘tywow.
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MATERIAL I APARATURA

1) Surowica krwi w ilosci 2—3 cms?,

2) aminokwasy f-my Nutritional Biochemical Corporation,
3) aparat fotograficzny ,Exacta Varex — 2 A”,

4) spektrokolorymetr ,,Spekol”,

5) mikrofotometr Zeiss, Model III.

BADANIA WLASNE
Przygotowanie surowicy do chromatografii

Surowice odbialczano i odtluszczano stosujgc zmodyfikowang przez nas tech-
nike Awapary (2). Do 2 em? surowicy dodawano 2 c¢m® wody, a nastepnie 36 cm?
etanolu. Po doktadnym wymieszaniu calo§¢ odstawiano na przecigg po! godziny.
Osad biatka odwirowywano i przemywano etanolem. Do supernatantu dodawano
10 cm3 wody i 200 cm3 chloroformu. Polgczone roztwory poddawano wytrzasaniu
w rozdzielaczu i odstawiano na okres kilku godzin. Po dokladnym rozdzieleniu faz,
warstwe wodng przenoszono do parownicy, a do warstwy chloroformowej doda-
wano jeszcze 10 m! wody, wsirzasano i po kilku godzinach rozdzielano. Polgczone
wodne warstwy odparowywano do sucho$ci. Suchg pozostalo$é rozpuszczano
w 0,5 ml wody i ten roztwdér nanoszono na bibule.

Chromatograficzny rozdziat

Na bibule Whatman nr 3 MM uksztaltowang wg techniki Szczepaniaka
i Krzeczkowskiej (37 38) nanoszono wzrastajace ilosci, a mianowicie 1, 2,
3 i 4 mikropipetki mieszaniny wzorcowej, o skladzie aminokwasowym zblizonym
do surowicy czterokrotnie zatezonej, oraz 3 mikropipetki odtluszczonej i odbial-
czonej surowicy. Iloéci danego aminokwasu, znajdujgce sie w poszczegolnych miej-
scach naniesienia wzorca zamieszczono w tab. 1. Objeto§¢ mikropipetki wy-
nosila 34 pl.

Chromatogramy w formie S$cietego, odwréconego stozka rozwijano w ukladzie
rozpuszczalnikéw: n-butanol — kwas octowy — woda (4:1:1). Proces rozwijania
przeprowadzano 3-krotnie, kazdorazowo w ciggu 42 godzin. Chromatogramy suszono
na powietrzu i wywolywano przez zanurzenie w odczynniku ninhydrynowym wg
Barrouliera (3), zawierajgcym domieszke soli kadmu. Stosowano 0,5% roztwor
ninhydryny, natomiast w metodzie oryginalnej stezenie ninhydryny réwne bylo 2%.
Wstepne préby wykazaly niecelowos$é stosowania tak stezonego roztworu. Zawsze
stosowano odczynnik ninhydrynowy $wiezo sporzadzony. Wywolywanie barwy od-
bywalo sie w temperaturze pokojowej i trwalo 24 godziny. Jeden z chromatogra-
moéw otrzymanych tg metodg ilustruje rye. 1.

Oznaczanie ilosciowe

a) metoda fotometrii negatywow.

Rézowe plamy komplekséw kadmowych barwnego produktu reakeji amino-
kwaséw z ninhydryng obrysowywano oléwkiem i fotografowano. Stosowano mikro-
film pozytywowy produkcji polskiej. Czas ekspozycji wynosil 2 sek., a optymalna



Poréwnawcza ocena ilo$ciowego oznaczania aminokwaséw... 385

wielko§é przestony 5,6 w aparacie ,,Exacta Varex-2A” z obiektywem ,Biotar”. Chro-
matogram fotografowano z takiej odleglosci, by negatyw zajmowal mozliwie naj-
mniej miejsca na klatce filmu i jednoczesnie odznaczal sie dobrag ostroscig. Opty-
malna odleglos¢ chromatogramu od objektywu wynosila 2,0—2,5 m. Stosowano
wywolywacz uniwersalny — czas 1 minuta.

Tab. 1. Ilosci aminokwaséw w pug nanoszonych na bibule celem sporzadzenia
krzywych kalibracji

Quantities of amino acids in pg placed on chromatographic paper to trace
calibration curves

ng aminokwasu
Lp. Ami os liczba pipetek
1 2 3 4
1 Cystyna 1,36 2,72 4,08 5,44
2 Ornityna 2,26 4,52 6,78 9,04
3 Lizyna 4,16 8,32 12,48 16,64
4 Histydyna 1,38 2,76 414 5,52
5 Asparagina 3,02 6,04 9,06 12,08
6 Arginina 3,15 6,30 9,45 12,60
7 Kwas asparaginowy 1,50 3,00 4,50 6,00
8 Cytrulina 1,98 3,96 5,94 7,92
9 Seryna 2,94 5,88 8,82 11,76
10 Glicyna 3,67 7,34 11,01 14,68
11 Kwas glutaminowy 1,12 2,24 3,36 4,48
12 Treonina 2,50 5,00 7,50 10,00
13 a-Alanina 9,35 18,70 28,05 37,40
14 Prolina 2,52 5,04 7,56 10,08
15 Tyrozyna 4,52 9,04 13,56 28,08
16 Kwas a-NH; mastowy 1,34 2,68 4,02 5,36
17 Tryptofan 6,80 13,60 20,40 27,20
18 Metionina 1,00 2,00 3,00 4,00
19 Walina 3,98 7,96 11,94 15,92
20 Fenyloalanina 4,59 9,18 13,77 18,36
21 Izoleucyna 1,47 2,94 441 5,88
22 Leucyna 4,49 8,98 13,47 17,96

Pomiary przepuszczalno$ei $wiatla wykonywano za pomocg Mikrofotometru
Zeiss, Model III. Przesuwajac stolikiem, na ktérym spoczywal film miedzy dwoma
plytkami szklanymi, wyszukiwano miejsce w danej plamce wykazujace najwigksza
przepuszczalno$é S$wiatla i rejestrowano wychylenie galwanometru na skali ,D”.
Najpierw wyszukiwano miejsce o maksymalnej transmisji $wiatla dla plamki
o najwiekszym stezeniu danego aminokwasu. Regulujgc za pomocg szczeliny i przy-
ston ilo§é padajgcego na fotoogniwo $wiatla, nastawiano wychylenie galwanometru
na okreslong liczbe podzialek skali ,,D”, najcze§ciej na 800. Nastegpnie mierzono wy-
chylenie galwanometru w miejscach o maksymalnej przepuszczalnosci dla pozosta-
lych plamek danego aminokwasu. Z otrzymanych danych kreS§lono krzywe kali-
bracji, podajace zalezno$é transmisji $wiatla od ilosci aminokwasu, ktére przedsta-
wiono na ryc. 2.
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niemalym problemem. Jak widaé z ryc. 2, wszystkie 4 punkty lezg na
prostej tylko dla trzech plam, a mianowicie dla ornityny, fenyloalaniny
i izoleucyny + leucyny.

Analiza danych statystycznych zawartych w tab. 2 wskazuje, ze war-
tosci srednie (X) stezen aminokwaséw w surowicy, otrzymane przy po-
mocy poréwnywanych metod wyraznie nie odbiegaja od siebie z wy-
jatkiem ornityny, lizyny i izoleucyny -+ leucyny. Natomiast odchylenia
standardowe $redniej arytmetycznej (;) dla wszystkich aminokwasow
w metodzie elucyjnej sg znacznie nizsze niz w metodzie negatywowej, co

OB80;
4
60
2
3
Q40 4
5
6
Q29 7
QO _ —
1 2 3 4 Liuczba prpatek
Ryec. 3. Krzywe kalibracji aminokwaséw otrzymane metodg elucyjna; 1 — o-ala,
2 — ileu + leu, 3 — gli, 4 — glu + tre, 5 — met + val, 6 — liz, 7 — orn, arg i fenal
Calibration curves of amino acids obtained by the elution method; 1 — «-ala,
2 — ileu + leu, 3 — gly, 4 — glu + thre, 5 — met + val, 6 — lys, 7T—orn, arg and

phenal

oczywiscie wplywa korzystnie na przedzialy ufnoéci dla metody elucyj-
nej. Otrzymane wyniki swiadcza, ze metoda przeswietlania negatywow
wymaga wykonania wigkszej liczby oznaczen, aby pod wzgledem pre-
cyzji doréwnaé metodzie elucyjnej. Wydaje sig, ze gléwna tego przy-
czyng jest niemozliwosé przepuszczenia $swiatla przez calg powierzchnie
plamki, lecz tylko przez jej maly wycinek. Zmniejszenie wymiarow
obrazu chromatogramu do 1/4 klatki (20) zwieksza precyzje oznaczen, lecz
nie w takim stopniu, by wigzka $wietlna przechodzila przez calg
plame. Drugim ujemnym czynnikiem w metodzie negatywowej jest to,
ze wigzka Swietlna ma ksztalt regularny, prostokgtny, natomiast plamki
sa mniej lub wiecej nieregularne, postrzepione. Z tych wzgledéw pomiar
transmisji $wiatla trzeba ograniczy¢ do miejsc o najwiekszej przepu-
szczalnosci, co powoduje zmniejszenie dokladnosci metody i czyni ja
bardziej ucigzliwg i pracochlonng. Wyszukiwanie miejsc o maksymalnej
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przepuszczalnosei wymaga nieco czasu. Tak np. odezytanie wynikéw,
dla chromatogramu, zawierajgcego 4 wzorce i jedng probke surowicy
pochlania 2—3 godz., nie wliczajagc w to justaryzacji mikrofotometru.
Czas potrzebny na odczytanie ekstynkcji roztworéw, uzyskanych z tego
samego chromatogramu wynosi okolo 45 minut. OczywiScie nalezy tu
doliczyé czas wycinania plamek i dolewania metanolu. Niewatpliwg za-
letg metody przeswietlania negatywoéw jest fakt pozostawania w stanie
nienaruszonym oryginalnego chromatogramu, ktéry moze postuzyé do
badant uzupelniajacych.

Pragniemy tu podkresli¢, ze czyniliSmy proby oznaczania aminokwa-
séw metodg ekstrakeji tych zwiazkéw z bibuly niewywolanej (30) i na-
stepnym wywolaniu barwy w Toztworze. Pozytywnych wynikéw nie
otrzymaliSmy. Nasze do$wiadczenia wykazuja, ze ta metoda posiada
niewielky przydatnosé z dwu powoddéw. Przede wszystkim duze trud-
nosci przedstawia uwidocznienie miejsc zajetych przez poszczegélne
aminokwasy na bibule. Do tego celu stosuje sie roine metody, a mia-
nowicie: a) fluorescencje w swietle UV (15, 26, 27), b) wstepne trakto-
wanie bibuly rozcienczonym roztworem ninhydryny (25) i ¢) wniosko-
wanie o polozeniu plam na calym chromatogramie wg ich lokalizacji na
paskach skrajnych, wywolanych ninhydryng (9). Doéwiadczenie wlasne,
jak réwniez dane literaturowe wskazuja, ze czulo$¢ testu fluorescencyj-
nego jest znacznie nizsza niz ninhydrynowego (26, 27). Nawet uprzednie
traktowanie bibuly roztworem ksylozy (15) wg naszych doSwiadczen nie
powiegksza intensywnosci §wiecenia plam w $wietle UV. Roéwniez nasy-
canie bibuly odczynnikiem Folina (32) wzmacnia fluorescencje tylko
niektérych aminokwaséw (26). We wszystkich sposobach wykonania
testu fluorescencyjnego niezbedne jest ogrzewanie chromatogramu
w temp. 100—110°C, co moze prowadzi¢ do rozkiadania sie niektorych
aminokwasow. Uwidacznianie polozenia aminokwaséw za pomocg roz-
cieniczonej ninhydryny (25) wg naszych prob nie daje zadowalajacych
wynikow.

Najbardziej mylne wnioski co do lokalizacji poszczegblnych amino-
kwaséw mozna wysnué¢ stosujgc sposéb trzeci. Nasze doswiadczenia wy-
kazuja, ze ten sam aminokwas znajduje sie bardzo czesto na réinej
wysokosci chromatogramu w zaleznosci od miejsca nakroplenia, Stwier-
dziliSmy réwniez, ze aminokwasy surowicy zawsze wedrowaly nieco
wolniej niz aminokwasy wzorcowe. Szczeg6lnie dotyczy to aminokwasow
0 nizszych wspolczynnikach Rp.

Nastepng sprawg, dostarczajaca niemalo klopotu w metodzie ekstrakeji
aminokwaséw z chromatogramu niewywolanego, jest sprawa S$lepej
préby. Dane literaturowe (29) oraz badania wlasne wskazujg na bardzo
wysokie warto$ci Slepej proby w tym postepowaniu. Jest to spowodo-
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wane znaczng zawartosciag w bibule amoniaku, zwigzanych aminokwasow
i innych substancji ninhydryno-pozytywnych. Nasze proby wykazaly, ze
uprzednie przemywanie bibuly 1% alkoholowym roztworem KOH (5)
nie zmniejsza $lepej proby w dostatecznym stopniu. W jakiej mierze
bibula jest zanieczyszezona zwigzkami ninhydryno-pozytywnymi najlepiej
$wiadczy fakt uzyskiwania przez nas $lepych proéb o wartosciach ekstynk-
cji nie mniejszych od tych, jakie dawaly aminokwasy wzorcowe o niz-
nych stezeniach.

WNIOSKI

1. Oznaczanie aminokwaséw w surowicy krwi metodg elucji barw-
nych plam z chromatograméw bibulowych cechuje sie¢ wiekszg precyzja,
niz przy pomocy prze$swietlania negatywdédw chromatograméw.

2. Wiegkszy rozrzut wynikéw w metodzie fotometrii negatywoéw jest
spowodowany glownie brakiem mozliwo$ci pomiaru transmisji $wiatta
przez cala powierzchnie plamy.

3. Metoda elucji barwnych plam daje lepsze wyniki w poréwnaniu
z metoda ekstrakeji aminokwaséow z chromatogramu niewywolanego
i pbzniejszego wywolywania barwy w roztworze.
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PESIOME

ITpoBesn cpaBHUTEIBHBIE MCCJIELOBAHMUA TOUHOTO OIpEAECJeHMSA aMMHO-
KMCJIOT B CHIBOPOTKE KPOBM ABYMS MeTomaMiy: 1) METOX SJIIOLMM IIBETHBIX
nAaTeH ¢ OyMaru M KOJIOpMMETpMpOBaHME M 2) METOA ITPOCBEYMBAHMA HE-
ratyBoB xpomarorpaMm. CraTucTideckas OLIEHKA IIOJY4YeHHbBIX pe3yJbTa-
TOB IIOKa3ajla, 4YTO TEPBBII MeTOZ, ABJfAeTcA TouHee. PaccmarpuBaan
NPUYMHBl MEHbILEe)i TOYHOCTHM MeTOoAa (POTOMETPMM HEraTHMBOB XpOMaTo-
rpaMm.
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SUMMARY

The paper describes comparative investigations on the precision of
amino acid determination in blood serum by the use of two methods:
1) elution of coloured spots from the paper and colorimetric analysis of
coloured solutions, and 2) photometry of chromatogram negatives.
Statistical evaluation of the obtained results showed the higher precision
of the first method. The reasons for a smaller precision of the method
of photometry negatives were discussed.
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