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AGNIESZKA ORKUSZ

PRZEGLAD METOD CHROMATOGRAFICZNYCH STOSOWANYCH
W ANALIZIE AMINOKWASOW

Streszczenie

Celem artykutu jest przeglad metod chromatograficznych stosowanych w analizie aminokwaséw
(chromatografia bibutowa i cienkowarstwowa, elektrochromatografia, chromatografia gazowa, cieczowa -
kolumnowa, wysokosprawna chromatografia cieczowa). Szczegdtowo oméwiona zostanie metoda z zasto-
sowaniem HPLC chromatografu AminoQuant 1090 seria Il z detektorem UV-Vis (DAD) firmy Hewlett
Packard.

Duza ilos¢ metod oznaczania i chromatograficznego rozdziatu aminokwasow
spowodowana jest poszukiwaniem dobrej metody ich rozdziatu (chromatografia bibu-
towa i cienkowarstwowa, gazowa, cieczowa - kolumnowa, wysokosprawna chromato-
grafia cieczowa).

Chromatografia bibutowa i cienkowarstwowa

Aminokwasy byty jedng z pierwszych klas zwigzkéw, ktdre udato sie rozdzieli¢
metoda chromatografii bibutowej, stosowang poczatkowo do jakoSciowej identyfikacji
poszczegdlnych aminokwaséw, a nastepnie do ilosciowego ich oznaczania. Jako
pierwsi metode chromatograficznego rozdziatu aminokwaséw na bibule opracowali
Condon M., Gordon A., Martin J. [18]. Po ukazaniu sie pracy wyzej wymienionych
autoréw, wielu badaczy pracowato nad udoskonaleniem owej metody, m.in. Opierska-
Blauth, ktora ulepszyta bibutowg chromatografie dwukierunkowg opracowujac zimny
test ninhydrynowy - wywotywania aminokwaséw w postaci barwnych plam, dzieki
ktoremu udato sie zidentyfikowa¢ 21 aminokwasow [17]. Metode nadajgcg sie do ilo-
sciowego oznaczania aminokwasow na bibule opracowat Mc Farren [16, 18], ktory
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rozdzielit mieszaning aminokwasow na kilku chromatogramach jednokierunkowych,
rozwijanych w réznych rozpuszczalnikach.

Metoda chromatografii bibutowej nie pozwalata na catkowite rozdzielenie mie-
szaniny wszystkich aminokwaséw na jednym arkuszu bibuty, zanieczyszczenia bibuty
powodowaty powstawanie smug i znieksztatcenia wywotanych plam aminokwasow.
Wada chromatografii bibutowej dwukierunkowej byto stosunkowo duze zuzycie bi-
buty i odczynnikéw, dtugotrwato$¢ postepowania oraz konieczno$¢ uzycia dwoch nie-
zaleznych komo6r chromatograficznych.

Udoskonaleniem chromatografii bibutowej byta chromatografia cienkowarstwo-
wa (zamiast bibuty stosowano ptytki pokryte warstwg sorbentu), dzieki ktérej znacznie
skrécono czas rozwijania chromatogramu, plamki bylty mniej rozmyte niz na bibule
oraz mozna byto wykrywac¢ mniejsze ilosci analizowanych substancji. Wieksza uni-
wersalno$¢ chromatografii cienkowarstwowej, w poréwnaniu z chromatografig bibu-
towg, wynika rowniez z mozliwos$ci stosowania réznych sorbentéw, ktére sg mniej niz
bibuta wrazliwe na niszczace dziatanie rozpuszczalnikéw stosowanych zaréwno do
rozwijania, jak i wywotywania chromatogramow [10].

Powszechnie uzywanymi uktadami rozpuszczalnikow do rozwijania chromato-
graméw w chromatografii bibutowej i cienkowarstwowej byty: n-butanol, kwas octo-
wy, woda (12:3:5); fenol, woda (3:1); n-butanol, aceton, amoniak, woda (10:10:5:2);
izopropanol, kwas mrowkowy, woda (20:1:5). Najczesciej uzywanym odczynnikiem
do wywotywania aminokwaséw byta ninhydryna w acetonie [21,10] lub w butanolu
[7], Stosowano réwniez modyfikacje odczynnika ninhydrynowego, przez zwigzanie go
z metalami, m.in.: z miedzig [20], rtecig [5],

Mimo niewatpliwych zalet chromatografia cienkowarstwowa miata rowniez wa-
dy. Roznice w strukturze sorbenta na poszczegolnych ptytkach oraz w warunkach pa-
nujacych w komorach chromatograficznych w czasie procesu rozwijania chromato-
gramu, uniemozliwiaty otrzymanie statych, powtarzalnych wynikéw [23].

Elektrochromatografia

Haugaard i Kroner, jako pierwsi opracowali metode rozdziatu aminokwaséw z za-
stosowaniem pola elektrycznego. Potaczyli oni chromatografie bibutowg z rownocze-
sng elektroforezg. Metoda ta polegata na przytozeniu napiecia do arkusza bibuty nasy-
conego buforem fosforanowym o pH = 6,2 z rownoczesnym rozdziatem chromatogra-
ficznym za pomocg fenolu jako fazy ruchomej. W ten sposob rozdzielili 10 aminokwa-
séw [18]. Lepsze wyniki rozdziatu mieszaniny aminokwaséw otrzymano stosujac
elektrochromatografie wysokonapieciowa, polegajgca na stosowaniu wysokiego spad-
ku potencjatu (40 do 200 V/cm). Zaletg tej metody byto zmniejszenie efektu dyfuzji
i elektroosmozy, co pozytywnie wptyneto na jako$¢ rozdziatu poszczegblnych frakcji
oraz krotki czas rozdziatu. Gtowng wadg tej metody byta konieczno$¢ odprowadzenia
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duzej iloSci energii cieplnej, jaka wytwarzata sie w toku elektroforezy. Po raz pierwszy
elektrochromatografie wysokonapieciowg zastosowali Kickhofen i Westphal, ktorzy
rozdzielili aminokwasy najpierw elektroforetycznie (przy zastosowaniu spadku poten-
cjatu 70 V/cm w ciggu 200 min), a nastepnie - w kierunku prostopadtym do poprzed-
niego stosowali chromatografie rozdzielczg w uktadzie: pirydyna - kwas octowy -
woda (50:75:15) w ciggu 17 godzin [11]. Metoda ta nie dawata catkowitego rozdziatu
wszystkich aminokwaséw. Nad udoskonaleniem elektrochromatografii wysokonapie-
ciowej pracowat Mastowski, ktory przeprowadzit doktadne badania dotyczace m.in.:
doboru odpowiedniej komory elektroforetycznej, czasu rozwijania elektroforegramow
oraz wysokosci stosowanych napigé [14]. Skonstruowat on komore, w ktérej odprowa-
dzanie ciepta zachodzito przez bezposrednie potozenie zwilzonej buforem bibuty na
ochtodzong od zewnatrz ptyte szklang a nie jak w komorze Michla [18, 24] zastoso-
wanej w metodzie Kickhofena i Westphala, za pomocga cieczy izolujacej np. toluenu.
Udato mu sie rowniez zmniejszy¢ do minimum elektroosmoze, przez zastosowanie
folii celofanowej tgczacej bibute filtracyjng z buforem [14]. Mastowski wykazat, ze
stosowanie wysokich napie¢: 120-150 V/cm skracato czas analizy, ale powodowato
jednoczesnie powstawanie duzych ilosci ciepta. Zbyt niskie napiecia (ponizej 35 V/cm)
nie dawaty catkowitego rozdziatu. Najodpowiedniejszym napieciem do rozdziatu ami-
nokwaséw kwasnych i zasadowych przy zastosowaniu buforu o pH 6,5, okazato sie
50-60 V/cm, natomiast w przypadku aminokwaséw obojetnych przy zastosowaniu
buforu o pH = 2, 60-80 V/cm. Czas rozwijania elektroforegraméw przy zastosowaniu
powyzszych napie¢ powinien wynosi¢ 60 do 120 minut. Dtuzszy czas na skutek dyfu-
zji powodowat bowiem zwiekszenie powierzchni plam, co wplywato negatywnie na
rozdziat aminokwasO6w lezgcych blisko siebie.

Metoda opracowana przez Mastowskiego pozwolita na rozdzielenie mieszaniny
18 aminokwas6w w postaci zwartych i symetrycznych plamek, co w ogromnej mierze
utatwito oznaczenie ilosciowe.

Chromatografia gazowa

Rozdziat aminokwasow przeprowadzano réwniez stosujagc metodg chromatografii
gazowej, w ktorej konieczne byto przeprowadzenie aminokwaséw w ich lotne pochod-
ne, takie jak: N-acetylowe, trinitroacetylowe [3] trimetylosililowe [26] estry
n-butylowe N-trifluoroacetyloaminokwaséw. Jako fazy stacjonarne stosowano gliko-
bursztynian neopentylu lub tez bursztynian polibutanodiolu [3], Trudnos$ci w tej meto-
dzie sprawiato przeprowadzanie aminokwasoéw w ich lotne pochodne.
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Chromatografia kolumnowa jonowymienna

Z wielu metod chromatografii cieczowej powszechne uznanie zyskata chromato-
grafia jonowymienna z uzyciem zywicy polistyrenowo-sulfonowej Dowex 50. Chro-
matografia na jonitach pozwalata na jednorazowe rozdzielenie stosunkowo duzych
ilosci oznaczanych aminokwasow, a takze charakteryzowata si¢ matym btedem meto-
dycznym. Metoda opracowana przez Moorea i Steina, zaliczana do metod klasycznych,
polegata na przepuszczaniu przez jonit mieszaniny aminokwasow i eluowaniu ich bu-
forami cytrynianowymi o wzrastajagcym pH [18, 21]. Frakcje zbierano za pomocg ko-
lektora frakcji, bedgcego jednym z pierwszych automatycznie dziatajgcych aparatow
do zbierania frakcji wycieku [18], w uzyskanych frakcjach aminokwasy oznaczano
ilosciowo odczynnikiem ninhydrynowym. Z biegiem lat kolektor frakcji zastgpiono
detektorami przeptywowymi, ktore w sposob ciggty rejestrujg strumien eluentu, auto-
matycznie wskazujg kiedy analizowane zwigzki opuszczajg kolumne chromatogra-
ficzng [12]. Dalsze usprawnienia w koricowym efekcie doprowadzity do konstrukcji
automatycznych analizatorow aminokwasow.

Do rozdzielania aminokwasow stosowano rowniez kolumny wypetnione jonitami
skompleksowanymi z kationami cynku lub miedzi [13].

Wysokosprawna chromatografia cieczowa

Duzym osiggnieciem w analizie aminokwaséw jest wysokosprawna kolumnowa
chromatografia cieczowa, bedgca metodg w petni zautomatyzowang sterowang kom-
puterowo, z systemem przetwarzania danych. Powstata ona w oparciu o tradycyjng
chromatografie kolumnowa, dzieki m.in.: zmniejszeniu dtugos$ci kolumn oraz ich $red-
nicy wewnetrznej i ulepszeniu systeméw detekcji. Stosowane w klasycznej kolumno-
wej chromatografii cieczowej kolumny do oznaczania aminokwaséw miaty réznorodng
dtugos¢ 100 cm [s], 150 cm [9], i $Srednice, np. 5,5 mm [18], Obecnie do oznaczania
aminokwasOw stosowane sg kolumny o dt. 20 cm [22] - 25 cm [4], i $rednicy 2,1 mm
[22] i 4,6 mm [1], Konsekwencjg redukcji dtugosci kolumny i jej $Srednicy jest m.in.
zmniejszenie zuzycia kosztownych rozpuszczalnikéw stosowanych w HPLC, skrécenie
czasu analizy, lepsza odtwarzalno$¢ wynikéw [19, 25]. Najczesciej stosowanymi obec-
nie detektorami do oznaczania aminokwasow sg: detektory UV-Vis [2, 22] i detektory
fluorescencyjne [1, s, 15].

Przyktadem urzadzenia do przeprowadzania oznaczei aminokwaséw metoda
HPLC jest w petni zautomatyzowany AminoQuant 1090 firmy Hewlett Packard (czyn-
nosci manualne sprowadzajg sie tylko do przygotowania prébki i wzorca oraz do uru-
chomienia komputera), ktérego podstawowe elementy stanowig: automatyczny do-
zownik, prekolumna (20Xz2,1 mm), wiasciwa kolumna chromatograficzna (200 X2.1



18 Agnieszka Orkusz

mm), detektor UV-Vis (Diode-Array Detector) lub fluorescencyjny oraz komputer z
odpowiednim oprogramowaniem.

Automatyczny dozownik umozliwia wprowadzenie badanej probki oraz fazy ru-
chomej na kolumne chromatograficzng. Przy dozowniku znajduje sie stojak, w ktdrym
kolejne pie¢ miejsc zajmujg: odczynniki stuzace do przeprowadzania aminokwaséw w
pochodne (ortoftalaldehyd-OPA i 9-fluoroenylometylochloroform-FMOC), bufor bo-
ranowy i trzy wzorce zawierajgce mieszaniny tych samych aminokwasow, ale o réz-
nych stezeniach; kolejne miejsca (do 99) zajmuja proby badane.

W prekolumnie (20x2,1 mm), ktérej wypeinienie stanowi ODS Hypersil (Ci8
o wielkosci ziaren 5 pin nastepuje przeprowadzanie aminokwaséw w pochodne orto-
ftalaldehydowe i 9-fluoroenylometylochloroformowe.

We wiasciwej kolumnie chromatograficznej (200x2,1 mm), ktdrej niepolame,
state wypetnienie stanowi Vydac (Ci8 o wielkosci ziaren 5 pin nastepuje wymywanie
aminokwasow za pomocg uktadu dwdch rozpuszczalnikdw (chromatografia gradien-
towa), ktore stanowig polarng faze ruchomg. W skiad pierwszego rozpuszczalnika
wchodzi: octan sodu, trietyloamina i tetrahydrofuran; sktad drugiego to: octan sodu,
acetonitryl i metanol. W elucji gradientowej wymywanie aminokwaséw zaczyna sie
eluentem o matej sile elucji, a nastepnie dodaje eluent o duzej sile. Sumaryczna obje-
tos¢ eluentu przeptywajgcego przez kolumne w jednostce czasu jest stata, natomiast
rézne sg objetosci poszczegolnych eluentow (poczatek analizy 100% rozpuszczalnika
A, 0% rozpuszczalnika B, w 18 min 0% rozpuszczalnika A i 100% rozpuszczalnika B).

Jako, ze wypetnienie kolumny jest niepolame, a faza ruchoma jest polarna, mamy
do czynienia z odwroconym uktadem faz, ktdry jest obecnie stosowany znacznie cze-
$ciej niz normalny uktad faz. Jest to spowodowane tym, ze polarne adsorbenty uzywa-
ne w normalnym ukitadzie faz silnie adsorbujg wode obecng w rozpuszczalnikach na-
wet w ilosciach Sladowych, w wyniku czego aktywno$¢ adsorbentu maleje, a kolumna
traci swoje poczatkowe witasciwosci rozdzielcze. Zjawisko to nie wystepuje na niepo-
lamych wypetnieniach kolumny chromatograficznej [s], Czas rozdziatlu wynosi 18
minut.

W skitad AminoQuantu 1090 wchodzi detektor UV-Vis (Diode Array Detector),
ktéry moze by¢ uzywany do detekcji przy oSmiu r6znych dtugosciach fal jednoczesnie
(w zakresie dtugosci fal od 190 nm do 950 nm), ale tylko dwie dtugosci fali sg uzywa-
ne do oznaczania aminokwasow, tj. 262 nm dla aminokwaséw - pochodnych FMOC
oraz 338 nm dla aminokwaséw bedgcych pochodnymi OPA. Detektor diodowy moze
by¢ zastgpiony przez detektor fluorescencyjny, ktory jest detektorem bardziej czutym
od opisanego powyzej.

Caly proces analizy aminokwasow kontrolowany jest za pomocg zintegrowanego
uktadu, w sktad ktérego wchodzi: komputer, monitor i klawiatura. Wszystkie operacje:
ich ilos¢, czas, kolejnos¢, sg zaprogramowane przed przystgpieniem do analizy (np.:
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przeprowadzanie aminokwasdéw w pochodne, kolejnos¢ dodawania odczynnikéw do
badanej probki, szybkos¢ i czas trwania mieszania tych odczynnikéw z badang préb-
ka).

Komputer rejestruje sygnaty wychodzace z detektora, charakteryzujace poszcze-
golne piki (rejestruje czas retencji, powierzchnie pikow); oblicza ilosciowy sktad prob-
ki oraz identyfikuje poszczegdlne sktadniki analizowanej mieszaniny na podstawie
chromatogramo6w aminokwaséw wzorcowych wprowadzonych do pamieci komputera.

taczny czas analizy - od momentu pobrania probki przez dozownik do wydruku
wynikéw - wynosi 35 min.

Wydruk wynikéw otrzymuje sie w postaci chromatogramu (przyktadowy chro-
matogram ilustruje rys. 1) oraz tabeli. Chromatogram przedstawia rozdziat mieszaniny
aminokwaséw. Na osi x znajduje sie czas retencji, na osi y wskazanie detektora. Ami-
nokwasy wymywane sg z kolumny chromatograficznej w kolejnosci, jak pokazano na
rys. 1. W oparciu o czas retencji dokonuje sie identyfikacji poszczegdlnych aminokwa-
sow. Tabela zawiera kolejno: nr aminokwasu, czas retencji, dtugos¢ fali Swietlnej, przy
ktérej jest oznaczany, nazwe aminokwasu, powierzchnie piku, zawartos¢ aminokwasu
(ng/pT wprowadzonej probki), stezenie aminokwasu (pmol/ut wprowadzonej probki),
ktére w zalezno$ci od sposobu prezentacji wynikow, mozna przelicza¢ na: azot, biatko,
surowiec uzyty do analizy.

Rys. 1. Rozdziat aminokwaséw z miesnego hydrolizatu.
Fig. 1. The chromatogram of amino acids from meat hydrolyzate.
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REVIEW OF CHROMATOGRAPHIC METHODS
USED FOR ANALYSIS OF AMINO ACIDS

Summary

The review of the chromatographic methods (paper, thin-layer, electrochromatography, gas, liquid -
column and high pressure liquid chromatography) used for the analysis of amino acids in the paper is pre-
sented. The method with using of the Hewlett Packard’s HPLC chromatograph AminoQuant 1090 series Il
with a diode array detector is especially exhibited. ~



