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Przydatnosé jonéw niektorych metali dwuwartosciowych
jako kompleksorow dwuketo-hydrindylideno-dwuketohydrindaminy
w analizie iloSciowe] aminokwasow
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The Suitability of Ions of some Divalent Metals Forming Complexes with Diketo-
-hydrindylideno-diketohydrindamine for the Quantitative Analysis of Aminoacids

Ninhydryna z aminokwasami za wyjatkiem proliny i hydroksyproliny tworzy
anion o barwie fioletowo-niebieskiej dwuketohydrindylideno-dwuketohydrindamine,
w skrécie zwang ,,Dyda” (1, 2, 3). Mayer (4) wykazal scisle liniowg zaleznosc
ekstynkeji ,,Dyda” od stezenia aminokwaséw w zakresie 0,5—6 gamma azotu alfa-
-aminowego. Wg wyzej cytowanego autora tyvlko 70% azotu aminowego, fenyloala-
niny, tyrozyny i tryptofanu przeksztalcone jest w tak zwang ,Dyda”. Yemm
i Cocking wykazali dla reakcji ninhydrynowej szeregu aminokwaséw jednakowg
liniowg zaleznos§¢ ekstynkcji od stezenia (5). Reakcja aminokwasow z ninhydryng
zostala wykorzystana do ilo§ciowego kolorymetrycznego oznaczania aminokwaséw
rozdzielonych chromatograficznie na bibule (6, 7, 8). Barwny produkt reakcji nin-
hydryny z aminokwasami jest nietrwaly i szybko nastepuje znikanie plam amino-
kwaséw z bibuly (9, 10). Wieland i Kawerau wprowadzili do utrwalenia
,Dyda” na bibule jony niektoérych metali dwuwartosciowych (11). Jony te daja
z dwuketo-hydrindylideno-dwuketohydrindaming rézowo-czerwone kompleksy. Wy-
mienieni badacze twierdzg, ze jeden gramojon metalu jest zwigzany koordynacyj-
nie przez azoty dwéch czasteczek ,,Dyda”.

W pi$miennictwie dotyczgcym omawianego zagadnienia istniejg rozbieznosci w
ocenie przydatnosci réznych jonow metali jako kompleksoréw ,Dyda”. Fischer
i Dorfel (12) oraz Giri (13) i inni badacze (14) stosowali do kompleksowania
,Dyda” jony miedziowe. Barroulier (15) stosowal do tego celu jony kadmu,
dowodzac ich wyzszo$ci nad jonami miedziowymi. Celem przedstawionej pracy
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byly badania poréwnawcze przydatnosci jonéw Cut+, Cd++, Co++, Nit+, Zn++
i Hg++ jako kompleksoréw ,Dyda” w metodzie ilosciowego oznaczania aminokwa-
sow rozdzielonych chromatograficznie na bibule.

Badania przeprowadzono na réznych aminokwasach, to jest alaninie, leucynie,
walinie i serynie. Okreélono zalezno§é¢ ekstynkcji barwnych kompleksow ,»Dyda”
z poszczegolnymi jonami metali od stezenia réinych aminokwfséw. Poréwnano
wielko$¢ ekstynkeji komplekséw ,Dyda” dla takich samych stezert danego amino-
kwasu przy uzyciu réznych komplekséw. Zbadano takze trwaloéé komplekséw ,,Dy-
da” z réznymi jonami metali oraz zalezno$é wielkoséci powierzchni plam komplekséw
»Dyda” na bibule z jonami sze$ciu metali od logarytmu stezenia aminokwaséw.

CZESC DOSWIADCZALNA
Odczynniki i aparatura

0,01 M wzorcowe wodne roztwory alaniny, leucyny, waliny, seryny
I kwasu glutaminowego. Stosowane aminokwasy byly produkcji Nutri-
tional Biochemicals Corporation Cleveland Ohio USA.

Acetonowe 0,003 M roztwory Cd(NOj),, Cu(NOj3),, Hg(NO;)s, Zn(NOs)s,
Co(NOs), i Ni(NOj),, 0,25% acetonowy roztwér ninhydryny n-butanol,
lodowaty kwas octowy i metanol. Odczynniki te byly produkeji krajowej.

Bibula chromatograficzna Whatman nr 3. Kamery do chromatografii
wstepujgcej o wymiarach 50X 20 cm. Fotokolorymetr ,,Specol” — Carl
Zeiss Jena NRD.

Chromatograficzny rozdzial aminokwaséw -
na bibule

Aminokwasy rozdzielano metoda chromatografii bibulowej wstepuja-
cej, uklad rozpuszczalnikéw n-butanol — kwas octowy — woda w stosun-
kach objetosciowych 4:1:1. Na arkusze bibuly Whatman nr 3 o wymia-
rach 49X 29 nanoszono kalibrowang mikropipetka pasmowo w odstepach
3 c¢cm 0,05, 0,1, 0,15, 0,20 i 0,25 mikromola kazdego z pieciu uzytych do
badah aminokwaséw. Po naniesieniu wzorcowych roztworéw aminokwa-
sow bibule suszono strumieniem cieplego powietrza. Chromatogramy roz-
wijano okolo 44—46 godzin dwukrotnie. Po kazdym rozwinieciu chro-
matogram byl suszony w temperaturze pokojowej do momentu calko-
witego odparowania rozpuszczalnikéw z bibuly. Wysuszone chromato-
gramy wywolywano przez zanurzenie w 0,25% acetonowym roztworze
ninhydryny i pozostawiano w temperaturze pokojowe] na 24 godziny.
Po tym okresie czasu uzyskiwano na bibule maksymalna intensywno$é

barwy plam ,,Dyda’.
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Kompleksowanie ,Dyda”

Wywolane ninhydryna chromatogramy kazdego aminokwasu w zakre-
sie stezen 0,05—0,25 mikromola kompleksowano przez zanurzenie do
0,003 M acetonowych roztworéw jonow Cd++, Cu**, Znt+ Hg++ Cot*t
i Ni+. Po skompleksowaniu chromatogramy suszono w temp. pokojo-
‘wej 24 godziny. W tym czasie fioletowo-niebieskie plamy ,,Dyda” z jo-
nami poszczegolnych metali przechodzily w rézowo-czerwone komp'eksy.

Pomiar powierzchni plam i ekstynkecji
wyeluowanych z bibuly komplekséw ,,Dyda”
Z jonami réznych metali

Kompleksy na bibule dokladnie obrysowywano i trzykrotnie mierzo-
no planimetrycznie powierzchnie kazdej z plam, przyjmujac S$rednia
arytmetyczng z trzech pomiaréw. Plamy kompleksow wycinano z bibuly
i po pocieciu nozyczkami na male paski o szerokosci okolo 0,2 cm
eluowano w probowkach 70% metanolem. Eluowanie przeprowadzano
15 ml 70% metanolu przez wytrzasanie w ciagu jednej godziny. Eluaty
komplekséw ,,Dyda” z jonami Cu*+, Cd** i Hg*+ posiadaly w 70% meta-
nolu barwe rézowo-czerwona, natomiast kompleksy z jonami Co™ ™, Ni++
i Zn*+ zmienialy swa barwe w poréwnaniu do posiadanej na bibule. Bar-
wa ich w roztworze 7T0% metanolu zmieniala sie na kolor fiotkowy, lub
lilar6z. Z tych wzgledéw do pomiaréw ekstynkcji komplekséw zastoso-
wano rozne dlugosei fal. Ekstynkcje komplekséw ,,Dyda” z jonami Cut*,
Cd*+* i Hg++ mierzono przy dlugosci fali 510 milimikronéw, a komplek-
sy z jonami Co**, Ni*+ i Znt+ przy dlugosci fali 580 milimikronow.

Badanie trwalo$ci kompleksow ,,Dyda” z jonami
réznych metali

Trwalo$é komplekséw ,,Dyda” z jonami Cd++*, Cutt, Hgt+, Zn*tT,
Co** i Nit+ okreslano na podstawie zmniejszania sie ekstynkeji elua-
téw w czasie. Dokonano pomiaréw ekstynkeji bezposrednio po elucji,
a nastepnie po 24, 48, 72 i 96 godzinach.

OMOWIENIE WYNIKOW 1 WNIOSKI

Tab. 1 przedstawia wielko§¢ ekstynkeji eluatéw komplekséw ,,Dyda”
ala, ser, wal i leu z jonami Cd++, Cut+, Hg*+, Co*¥, Ni++ i Zn** dla
jednakowych stezen poszczegélnych aminokwaséw.
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Tab. 1. Wielko$é ekstynkeji eluatéow komplekséw ,Dyda” z jonami
The extinction value of eluates of ”Dyda” complexes with different

Lp. Aminokwas Jon metalv  EX1000 Jon metalu EX1000 Jon metalu
1. ala Cat+ 400 Cu++ 280 Hgt *~
2. ser ca++ 350 Cut+ 250 Hgt++
3. wal Cd++ 390 Cu*- 270 Hg* *
4. leu Cca++ 316 Cut+ 295 Hgt+

Ekstynkcje komplekséw ,Dyda” z jonami Cd+-+, Cu*+ i Hgt+ mierzono przy
optymalnej diugosci

The extinction of “Dyda” complexes with ions Cd++, Cutt and HgTT was
Znt+ jons at A=580 mu (alanine),

W tab. 2 zobrazowano zalezno$é¢ wielkosci powierzchni plam kom-
plekséw ,,Dyda’” ala, ser, wal, i leu z jonami Cd++, Cu**, Hg**t, Co*t,
Nit*t i Zn** od stezenia wymienionych aminokwaséw.

Ryc. 1, 2, 3 i 4 obrazuja zalezno$é wielkosci ekstynkeji eluatow kom-
plekséw ,,Dyda” ala, ser, wal i leu z jonami Cd**, Hg**, Cu++, Co+™,
Ni+* i Zn*+ od stezenia wymienionych aminokwaséw. Na rye. 5, 6, 7
i 8 przedstawiono spadek ekstynkcji komplekséw ,,Dyda’ ala, ser, wal i leu
z jonami Cd++, Cu**, Hg**, Co*t, Nit* i Zn*+ w czasi od 24—96 go-
dzin.

Z przedstawionych danych wynika, ze przy analogicznych stezeniach
poszczegélnych aminokwaséw najwyzszg ekstynkcje uzyskano dla kom-
plekséw ,,Dyda” z jonami kadmu, a nastepnie miedzi. Jony kobaltu
i niklu w przyblizeniu wykazuja jednakowe wielkosci ekstynkeji jed-
nakze mniejsze od kadmu i miedzi. Trzecie miejsce po miedzi zajmujag
jony rteciowe, natomiast najmniejszg ekstynkcje zaobserwowano u elua-
tow komplekséw ,,Dyda” z jonami cynkowymi. Stosujgc jako komplek-
sory ,,Dyda” alaniny, seryny, waliny i leucyny jony Co**, Nit+ Zn*+,
Cd++, Cutt i Hg'" uzyskano zadawalajaca zalezno$é wielkosci ekstyn-
keji od wzrostu stezenia wymienionych aminokwaséw. Najkorzystniej-
szg, najbardziej proporcjonalng zaleznoéé uzyskano dla komplekséow z jo-
nami kadmu i miedzi. Dobre wyniki zaobserwowano przy kompleksowa-
niu ,,Dyda” jonami kobaltu i niklu, natomiast mniej korzystne rezultaty
dawaly kompleksy z jonami rteciowymi i cynkowymi. Omawiane wy-
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réznych metali dla jednakowych stezent 0,2 mikrmola ala, ser, wal i leu
metal ions for the same concentrations 0.2 ala, ser, wal and leu

EX1000 Jon metalu EX1000 Jon metalu EX1000 Jon metalu EX1000

150 Cot+ 190 Nit++ 210 Zn++ 160
175 Cot+ 120 Nit++ 175 Znt+t 135
160 Cot+ 110 Nit+ 160 Znt * 140
130 Cot+ 150 Nit+ 170 Znt+T 130
optymalnej dlugosci fali 510 milimikronéw, a z jonami Co++, Nit+ i Znt+ przy
fali 580 milimikronéw.
determined at the optimum wave length A=510 mu and with Co++, Nit+ and

(serine), (valine), (leucine).

niki dotycza tylko stezen w zakresie od 0,05 do 0,25 mikromola kazdego
z czterech analizowanych aminokwasow.

Badania trwalosci eluatéw komplekséw ,,Dyda” z jonami poszcze-
gélnych metali w 70% metanolu dowodzg duzej ich trwalosci. Po 24 go-
dzinach ekstynkcja komplekséw ,,Dyda’” z jonami sze$ciu wymienionych
metali nie ulega zmianie. Spadek ekstynkcji nastepuje b. powoli po 48 go-
dzinach. Najwiekszg trwalo$é wykazujg kompleksy ,,Dyda” z jonami kad-
mu, ktére po 96 godzinach wykazujg niewielki spadek ekstynkciji.

Planimetryczne pomiary na bibule powierzchni plam komplekséw
»Dyda” alaniny, seryny, waliny i leucyny z jonami réznych metali w
wiekszosci przypadkéw wykazaly w przyblizeniu prostolinijng zalezno$é
wielkosci powierzchni od stezenia aminokwasu. Zalezno$é¢ ta wystgpo-
wala tylko w zakresie stezen od 0,05-—0,2 mikromola naniesionego na
bibule aminokwasu. Uzyskane wyniki dowodza, ze jony kadmu, miedzi,
rteci, kobaltu, niklu i cynku jako kompleksory ,,Dyda” sa przydatne
do kolorymetrycznej analizy iloSciowej aminokwaséw. Jony te tworzg
trwale kompleksy dobrze eluujace sie 70% metanolem. Ze wzgledu na
zmiane barwy komplekséw ,,Dyda” z jonami Co*+*, Ni** i Zn** po ich
wyeluowaniu z bibuly 70% metanolem pomiar ich ekstynkcji nalezy prze-
prowadzi¢ przy innej dlugosci fali niz komplekséw z pozostalymi meta-
lami. Optymalna dlugo§é fali dla tych pomiaréw wynosi 580 milimikro-
néw. Spoérod przebadanych metali najkorzystniejszym kompleksorem
,Dyda” wydaja sie jony Cd++, nastepnie Cu** oraz Co** i Ni*™.
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Tab. 2. Zaleznosé wielkosci powierzchni plam komplekséw ,Dyda” z jonami réznych
metali od stezenia poszczegdlnych aminokwasow

Relation between the surface of spots of "Dyda” complexes with different metal
ions and the concentration of particular aminoacids

Stezenie

Jon kom- . X
amino- pleksujacy Powierzchnia plam w mm?
kwasu
uM leu wal ala ser
0,05 ca++ 690 810 820 830
0,10 Cd++ 995 , 1020 990 990
0,15 Cat+ 1180 1140 1130 1090
0,20 Cat+ 1180 1270 150¢ 1010
0,25 ca++ 1370 1510 1420 1270
0,05 Cut+ 950 nie oznaczano 790 680
0,10 Cut+ 1030 nie oznaczano 1000 840
0,15 Cut+ 1060 nie oznaczano 1020 990
0,20 Cut+ 1490 nie oznaczano 1200 1010
0,25 Cut+ 1550 nie oznaczano 1200 11i0
0,05 Znt+ 470 450 560 390
0,10 Znt+ 680 740 820 540
0.15 Znt+ 820 860 910 650
0,20 Zntt 990 950 1070 720
0,25 Znt+ 1080 1040 1150 810
0.05 Cot++ 1190 750 700 390
0,10 Cot+ 1200 830 850 560
0,15 Co*+ 1280 910 1000 770
0,20 Co++ 1280 1200 1000 880
0,25 Cot+ 1310 1480 1230 940
0,05 Ni++ 860 560 690 550
0.10 Ni++ 1020 730 1100 600
0.15 Nit+ 1080 890 1200 810
0,20 Nit+ 1080 1100 1240 1050
0,25 Nit+ 1230 1230 1200 1055
0,05 Hgtt 880 nie oznaczano 800 nie oznaczano
0.10 Hg++ 1170 nie oznaczano 1200 nie oznaczano
0,15 Hg*++ 1230 nie oznaczano 1250 nie oznaczano
0,20 Hg++ 1230 nie oznaczano 1250 nie oznaczano

0,25 Hgt+ 1100 nie oznaczano 1550 nie oznaczano
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Rye. 1. Zaleino$é ekstynkeji od stezenia kompleksu ,,Dyda” alaniny z jonami metali
Relation between the extinction and the concentration of "Dyda” complex of alanine
with metal ions
1-Co, 2-Ni, 3-Zn, 4-Cu, 5-Cd, 6-Hg
dla (for) Co, Ni, Zn, A = 580 mu
dla (for) Cu, Cd, Hg, » =510 mu

£x10°
400

I
360
3201
o
L ]
280
240+
200 4
1601

120+

80+

L0+

o;;s o,;o 0,115 : o,lzo o,lzs CuM
Ryc. 2. Zaleznos$é ekstynkcji od stezenia kompleksu ,,Dyda” leucyny z jonami metali
Relation between the extinction and the concentration of ”"Dyda” complex of leucine
with metal ions
1-Co, 2-Ni, 3-Zn, 4-Cu, 5-Cd, 6-Hg
dla (for) Co, Ni, Zn, A = 580 mu
dla (for) Cu, Cd, Hg, A =510 mu
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Ryc. 7. Spadek ekstynkcji w czasie kompleksu ,,Dyda” seryny z jonami metali
Fall in the extinction during the “Dyda” complex of serine with metal ions
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Ryc. 8. Spadek ekstynkcji w czasie kompleksu ,,Dyda” waliny z jonami metali
Fall in the extinction during the ”Dyda” complex of valine with metal ions
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1-Co, 2-Ni. 3-Zn, 4-Cu, 5-Cd, 6-Hg
dla (for) Co, Ni, Zn, A =580 mu
dla (for) Cu, Cd, Hg, » = 510 mu
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PE3HOME

B pabote uccneasosanu npurogHocTte moros Cd++, Cutt, Hg*t*, Co™+,
Nit* w Zn*+, oBpasyrowmux komnnekcst ¢ ,,Dyda’, ans konuuecTseHHOro
aHanusa amuHokucnoT. Uccneposanu psaa napameTpos, Hanp., BeAWUMHY
3KCTUHKUMKM komnnekcoB , Dyda” ¢ pasHbimMu mertannamu npu OAMHAKOBOW
KOHLLEHTPALMK TOM e camMol amuHokucnortel. Onpefensnu 3aBUCMMOCTE
SKCTHUHKLMKU KOMMIEKCA OT KOHLEHTPaUWM aMMHOKMCIOT, @ TaKKe NPOYHOCTb
komnnekcoe ,,.Dyda” c uccnepyembimu metannamu. YCTaHOBMNM, UTO WOHBI
MCCNEeAOBAHHLIX METANIOB MOMHO UCMONbL30BaTh AN KONMUECTBEHHOro aHa-
nu3a Tex amMMHOKMCIIOT, KOTOpble Xpomartorpacduuecku pazdeneHbl Ha MPO-
MmokatensHol bBymare.

SUMMARY

The purpose of this work was to investigate whether Cd*+, Cu*t,
Hg++, Cot+, Nit* and Zn** ions forming complexes with ,,Dyda” were
suitable for the quantitative analysis of aminoacids. Several parameters
were examined, for instance, the extinction value of ”"Dyda” complex
with different metals at identical concentration of one and the same
aminoacid. The relation between the extinction of a complex and con-
centration of aminoacids as well as the stability of "Dyda” complexes
with the investigated ions were determined. It was found that each of
the investigated metal ions forming complexes with "Dyda” were suita-
ble for the quantitative analysis of aminoacids chromatographically se-
parated on filter paper.






