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cRoMAToGRAFTET, IN cERcETAnr oE cHrMrE Bror,ocrcA (fi)
IVlodificdrile Rpurilor aminoacizilor gi aminelor sulfurate Stu, sub influ-
enfa compu;ilor aminici inactivi, extragi din lichide biologice cu Amberlit

.. r. R.tr20.

de

l. sz^{,sr.l.r, \r. Kor:Acs, z. fRAy. tu. r'AncASANU

Identificarea aminoacizilor pe cromatogramd., dupi developarea cu
ninhidrind sau cu un alt reactiv general pentru aminoacizi, a constituit
intotdeauna o problemh, dificild, deoarece t.ala cum. aratl" gi D e n t l4l,
valorile Ry pot sE aibd vafialii chiar de L5 % Si atunci cind cromatogramele
au fost oblinute in aceeapi cameri de cromatogra{ie, cu acelagi dizolvant.

Astfel, din caltza oscilatiilor Rr, pentru identificarea aminoacizilor
pe cromatograme, dupd developare, in afara determindrii acestora, s-€L
recurs la o serie de procedee, care pot fi grupate in doui grupuri mari [6] ;

1. Aplicarea probelor etalon in paralel sau impreunS. cu solulia cer-
cetatd.

2. Introducerea diferitelor reacfii specifice de recunoagtere.
Consden;i colab. l3], au indicat 7 f.actori care influenteazd. valo-

. , rile R1, determinate cu acelagi sistem de dizolvant ;i anume : a) calitatea- hirtiei ; b) temperatura ; c) cantitatea de substanfd. analizatd"; d) impuri-
tdfile amestecului de anahzat; e) gradul de saturafie; f) modul de alimen-
tare cu dizolvanli li S) distanla intre-linia de start gi sursa de dizolvanfi.r Atunci cind amestecul de arninoacizi care trmeazd. s[ fie id.entificat
pe cromatogramele unidimensionale, este lipsit de impuritdli ;i cantitatea
aminoacizilor pu;i pe cromatogramd nu difer[ in mod sensibil de cantitatea
aminoacizilor din solulia etalon, cu alte cuvinte atunci cind factorii c gi d

. sint inoperanfi, pentru identificarea aminoacizilor este suficientd aplicarea
probelor de etalon paralele.

Procedeul identificirii devine mult mai dificil in momentul cind la
modificarea R1 intervin gi factorii c Ai d. Aceastd situalie este frecvent
intllnitd la analiza aminoacizilor din diferite lichide biologice, cind cu me-
todele chimice gi fizico-chimice uzuale, pe lingd aminoacizi, se extrag incd
o serie de substanfe, in funcfie de metoda intrebuinfiatd,.
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prin aceeati tehnic5, am lncercat punerea la punct metodei amestecului

TJtilizarea metodei cromatogramelor mixte, adicd aplicarea probei
etalon direct pe amestecul de amin oacizi analizat, este impusi de factorii
c gi d., adicd-de influenla cantitdfii substanlei analizate gi a impuritdfilor
asupra valorii Rr.- 

io . rul impuritdfilor prezente in amestecul de aminoacizi analizali,
lurtilizarca probelor etalon mixte a fost subliniati gi de I, a n d o ? l8], ca 9i
de observ4iite lui Kostir gi Rabek [7], care a:uardtat cd sub influenfa
impuritIfilor, se poate produce chiar ;i inversatea R1 substanlelor analizate,
fali de 

'etaloand 
pure. f*poftanfa acestei metode este accentuat[_ 9i de

cercetdr i le lu i  Z imme f  m a nn [10] ,  a le lu i  B e ck 9i  Eb re y i1 l ,  care
subliniazi modificarea R1 in funclie de concenfualia acestora, in proba de
anahzat.

Metoda cromatograurelor mixte, impusd de rnodificarea R1 sub influ-
enla impuritdlilor gi a concentraliilor diferite, necesitd repetarea cromato-
grameloi ae fiecare dat5' cu alt aminoacid gi nu permite intrebuinlarea aq:?- );
fecurilor de etalon. Impedimentul apare gi in cazal analizelor cantitative [Q] . J'/

Pentru a simplifica procedeele de identificare a aminoacizilor din di-
ferite lichide biologice, eitragi in general pe cromatograme unidimensionale
qi in special pe ridio"tomaiograme ale iminoacizilor marcaf.i gi oblinufi

de etalon, parlial suprapus.
Trebuie ie releirifr situafia speciald care existi ln cazal cercet[rii

metabolismului aminoacizilor inarcaTi cu radioizotopi. Administrarea unei
activitdli ridicate de aminoacizi marcafi, iy scopul cercetlrilor metabolis-
mului, este limitatd, de acfiunea radiobiologic[ a acestor subs!^\|. ra_diante

t5l. ln schimb, oblinerei extraselor de aminoacizi marcati dig.- lichide
Liologice, care permite efectuarea rad.iocromatogramelor acceptabile, nece-
sit[ administraiea unei activitdfi cit mai ridicate. .-ry--

Pentru rezolvarea acestei contradiclii, unica solulie este de a aplica
pe cromatogram[, cantitdli mai mari de aminogcizi extragi, dectt slnt nece--sar" 

pentrri oblinerea unei cromatograme obignuite, cu separar-ea net5.
Acest lucru insemneazd" cd" atit
cali gi nemarcafi, cit ;i nivelul
in urma extracfiei cu cationit),
zilor.

concentralia mai mare a aminoacizilor frar.
mai crescut al impuritifilor (cationi prezenli
r.or influenla in mod simlitor R1 aminoaci- ,J

fn sensul acesta, nici mdsurarea R1, nici aplicarea etaloanelor para-
lele nu permit identificarea aminoacizilor marci9i. Avind in vedere labo- V
fiozitatei gi inconvenientele cromatogramelor mixte, obfinute prin.etaloane
separate, puse pe amestecul de analizat, care n-u permit efectuatea simultani
ainalizeicantitative, noi am incercat sd elaborl"m o nou[ mqtod5, aceea
a amestecului de etalon parfial suprapus.

Metoda de lueru.

DupE marcarea prealabild a ariimalelor de experien_fd cu 0,5 microCu-
nelgram-corp de metionini Ss5, iar la om 2 microCurie/kilogtam-corp,
amiioacizii liberi s-au extras din lichidele biologice ;i extractele de organe'



400 I. SZA}flTAI. V, KOVACS. Z, URAY- M. FARCA$ANU

TJtilizarea metodei crornatogramelor mixte, adicd aplicarea probei
etalon direct pe amestecul de aminoacizi analizat, este impusfl de factorii
c gi d., adicd de influenla cantftdLfii substanlei analizate ;i a impuritililor
asupra valorii Rr.- 

in cazul impuritdfilor prezente in amestecul de aminoacizi analizafi,
rcitilizarca probelor etalon mixte a fost subliniatd gi de I, a n d u a [8], ca 9i
de observaliile lui K o s t ir gi R a b e k [7], care au ardtat cd sub influenfa
impurit5filor, se poate produce chiar;i inversarea R1 substanlelor analizate,
fald de etaloane pure. Importanfa acestei metode este accentuatd gi de
c e r c e t d r i l e l u i  Z i m m e r m a n n  [ 1 0 ] ,  a l e l u i  B e c k g i E b r e y  [ 1 ] ,  c a r e
subliniazd modificarea Ri in funclie de corrcentralia acestora, in proba de
analizat.

Metoda cromatograuielor mixte, impusd de modificarea R; sub influ-
enla impuritdliior ;i a concentraliilor diferite, necesit[ repetarea cromato-
gramelor de fiecare datd cu alt aminoacid gi nu permite intrebtinlarca ames- t
tecurilor de etalon. Impedimentul apare gi in cazal analizelor cantitative [6]. J

Pentru a simplifica procedeele de identificare a aminoacizilor din di-
ferite lichide biologice, extragi in general pe cromatograme unidimensionale
gi in special pe radiocromatograrne ale aminoacizilor marcafi gi oblinufi
prin aceeagi tehnic6, am incercat punerea la punct a metodei amestecului
de etalon parfial suprapus.

Trebuie s[ relevlm situa]ia speciald care exist5 in cazal cercet6rii
metabolismului aminoacizilor marcali cu radioizotopi. Administrarea unei
activitdli ridicate de aminoacizi marca|i, in scopul cercetlrilor metabolis-
mului,, este limitatd de acfiunea radiobiologicl a acestor substanfe radiante
t5]. ln schimb, oblinerei extraselor de aminoacizi marcafi din lichide
biologice, care permite efectuarea radiocromatogramelor acceptabile, nece-
sitfl administrarea unei activitdfi cit mai ridicate.

Pentru rezolvarea acestei contradicfii, unica solulie este de 
" "-lrt.Fape cromatogramd, cantitilli mai mari de aminoacizi extragi, decit slnt nece-

sare pentru oblinerea unei cromatograme obignuite, c[ separarea net5.
Acest lucru insemneazl. cd" atit concenfualia mai mare a aminoacizilor mar-
cali gi nemarcafi, cit gi nivelul mai crescut al impuritdlilor (cationi prezenf'i !
in'ufma extracfiei cu.cationit), \:or influenla in mod simlitor R1 aminoaci- -J
zilor.

In sensul acesta, riici mdsurarea R1, nici aplicarea etaloanelor para-
lele nu permit identificarea aminoacizilor marcali. Avind in vedere labo- J
riozitatea ;i inconvenientele cromatogramelor mixte, obfinute prin etaloane
separate, puse pe amestecul de analizat, care nu permit efectuarea simultand.
a analizei cantitative, noi am incercat sd elaborS,m o nou5. metod5, aceea
a amestecului de etalon parlial suprapus.

Metoda de lucru.

Dupd marcarea prealabild a antmalelor de experienfd cu 0,5 microCu-
rie/gram-corp de metionini S35, iar la om 2 microCurie/kilogram-corp,
aminoacizii libei s-au extras din lichidele biologice gi extractele de organe'
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cu cationul Amberlit I.R.120 l2l Reziduul uscat s-a dizolvat ln 0,6 ml.
lPf distilatd,, din .care s^a^1f1i9?t q" _cromatogramd, (htrtie Whatman nr.l)
in funclie de activitate, 0,04:0,L2 m1, dupd scfema alituuatd (vbzi fig. nr. L),

Pentru asigurarea oblinerii radiocrornatogrumelor acceptabile, activi-'tatea aminoacizilor marcali analizafi, mdsurat[ ln contact cu contorul
UAZ 320, trebuie sd fie intre 600-500b impulsuri lminat. In scopul reducerii
timpului de expuirere in contact cu filmul radiologic, este necesir6 aplicarea
pe cromatogramd a unei activitdfi cit mai ridiCate. Acest fapt mai este
necesar gi pentrn ca substanfele cu o concentra!.ie redus5 sd iinpresioneze
filmul.

buat cu metoda ascendentd, cu ajutonrl
;tilatd + acid formic + alcool etilic
omatogramele au fo_st puse in contact
uite de radiologie. In 

-funcfie 
de acti-

lmele s-au developat dupi Z-4 sep-

Identificarea. fracfiunilor aminate s-a efectuat cu ajutorul amestecului
de etaloane, analizat ciomatografic in prealabil gi aplicat"lmpreund cu ames-
tecul de analizat.

ln cele ce u,rmeaLd, reddm clteva ra,iliocromatograme, efectuate cu
metoda. Plopusd de noi, din extrase de aminoacizi ;i"aminl marcate din
tl.fin[' gi din organe. (Figurile nr, 2,8, 4 gi d). (1b4, iotr, ttr6, Lbr)

Din radiocromatogramele de mai sus, se poate constata ci Rr atnino-
acizilor e5{ra-;i cu Amberlit I.R.120 sinl 

"ooiid"tabil 
scd tit" fali-de R,

amestecului de etalon, aga cum aratd, tabelul 1.

Tabelul, nr. I

radiocromatograficd

R r l
I-T

0,03 |
Io,07 I
I

0 , 1 4  |
I

fJ ,27 I
i

Aminoacizi

Cistina

Cistamina

Metioninsulfon -l- taurind

Glutation

Cisteina

Neidentificat

Cistarnina

Iletionina

Solulia de metio-
ninfi, a141qatd ctr

S 35, injectati

Metabolifi urinari
ai metioninei ex-
tragi cu Amb fR
I20 din urind de

gobolan

Diferenfa de Rf
intre solufia lnjec-
tatd gi smins6gfuli

ertragi

Analiza

Rf

0,05

0,09

0 , 1 9

0,28

0,39

0,4ri

0 ,61

o,20

0 ,41

0,4'.r

0 ,56

-0,02

-0,02

-0,05

-0,o7

- 0 , 1 0

-0,0:l

-0 ,05

26 - BabeS-Bolyai:  Chemia 1/1963
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Totugi, identificarea 1or, -pe baza arnestecuiui de etaloane parlial supra-
puse este ugoar5, cle oarece fracfiunile identice ale amestecului de etaloane
gi a substanfei de analizat sint le.gate intre ele prin continuitate.

Metoda propusd de noi poate sd fie
aplicatd gi la analiza arninoacizilar nemar-
cafi, intrebuinfind amestec qle etaloane
nemarcate (fig. nr. 6 gi 7).

Analiza cantitatirrd a radiocromato-

(hncluzii.

Identificarea pe cromatograrne uui-
dimensionale a arninoaciziTor li-beri, extragi

I+ i g. 8. Evaluarea fotometricd a
radiocromatogramelor, oblinute
prin rnetoda martorului patlial

supfapus.

cu cationili-sau cu alte metode cle extraclie, poate fi sigur gi cu multd
t$tlrinfd realizatd- qriT metoda propusd de autdri, prin srlprapunerea par-
fiald a arnestecului de etaloane.

Aceastd mgjo.de ̂po?t3 fi aplicatd at?t in caatl cromatogramelor d.e
aminoacizi inactivi, cit $i in. cazil celor de amin oacizi radioactii'i p"i*4i"a
tdtodati Si analiza cantitatir'd a acestora.

Seclia tle m.ed,ici,nd nucleard, Claj

)s,
Uniuersitatco,,Babeg - Bolyai,, Cluj

B I t s L I O G R A F I . E

i .  M.  Beck,  G,  P.  pbrc 'y ,  
- , , rvragya1 Kdmiai  Foly6 i rat " ,  Jg,  3s0 t lgsa. l2. V. B I a z s e k, ,,Orvosi Szemle',, 5, Sg llg5T].

3 .  R .  C o n s d e n ,  H .  H .  G o _ t . d o _ 1 ,  4 .  J i p .  M a r t i n ,  , , B i o c h e m .  J . , , , 8 g ,  Z Z 4  L l g 4 4 l .\-- 4. C. E. D e n t, ,,Biocheh. J.',, ag, f ged f lg4gl.
5- v. r. Feokistov, Osn.oz'| med,ilinshoi-radiitoghi.i,, Medghiz, Leningrad, 1960.
6. r. M. Irais, K. Macek, A papirkrornatogrdj i ,a hizihdiyri , ,Lk^d. Kiad6, Budapest,

1961,  p.  176.-  
7 .  J . \ t .  I i o s t i r ,  V .  R a b e k ,  , , B i o c h i m . B i o p h y s . A e t a , , ,  E , 2 l O  i I g S O ] .8 .  A .  J .  L a n d . u a ,  R .  F r e . T . s t , - .  J  A w a p a f  a , . , , A n a l .  C h e m . , , ,  b . 3 ,  f b S  i l g s l ] .9. I. S z iL n t a i, Lucririle ;tiinfifice I.M.F. Cluj, tgSZ.

1 0 .  G .  Z i r n m e r m a n n ,  . , 2 .  A n a l .  C h e m . " ,  l J S ,  g ? l  t l g s g ] .



406 I. szAr.rrAr. v. KovAcs, z URAY. M. FARCASA TU 8

I4CI]O.'Ib:]OBA rIVtE HOHOObttE,tIH bl 4 C.\1o.1 LI PAJHOXP0I[.\TOTPAOHH
B HCC"'IEIIOBAHH'I X NO EUOXVIMI4H (II)

H3ilenentn Rf. cepocodep J{auqx Ss6 ailunoKucnom u anudoe nod dertcmauelfl alvtuvocodgpryqtlur
HeaKmueHbrr coedr.nei,uti, eodetteHHbtl( u3 6uo,4o?uttaCKux xudxocmert ua.\mberlit IR-l20

( p e e r c l r r r e )

. |nq xpo\ larorpaQnvec noro onpeieJeHHff cep( 'co1ep)haurl t  x 536 auttHoKHCJI.T U

a\tHHoB, Hse,TeqeHHbtxH3 6go,rorH,Iecxl,lx xH.qnocreli noc"'Ie BBeleHlrfl \terl' loHl{Ha S 86 nPn

no"otU" Hs11s6f\r€Hgbrx clro.ir, aBTopbt npelnararcT \terol .no.;IyHaHeceHsux craH4aproB",

npg norrroqg KoropHx CnpeAe,'reHue cepoco,tepxalqHx a\tttHoKHcJoT \4ox(er 6srrs nponeAeHo

c'6oaruofi aErrocisro. Mero,l Mo:fieT 6hrn npurnreH€H u ,IJIfl xpoMarorpaQuvecKoro aHaJrHga

C \  e C H  H e a K T H B H b I X  a v H H O K H C " ' I o T ,  B b l X , e , ' I e H H b l X  H a  H O g 0 O 6 r r e H H b l x  C \ t o J a \

L I . 'TI I . ISATIoN DHS RI.SINHS T'CIIANGEL'SES D'IO^\S F.T I)E I .A R'q'DIOCHRO'

TIATO(;R{PII IE D.C,NS LIIS RECHERCIIES I)E CHIMIE BIOL0GIQUE 1II)

Les mod$tcatrcns de; Rf tle, antntoacades et des arn nes sulfuries 5s sozs |t'nf\'ty'c,e^!es cot'1"

fosds arntruquei mactrfs extralts de lqurdes biologtques atec I'Amberylde I R 120

( R d s u m 6 1

Pour identifrer ces extfarts de hqurdes
enins SsE i l'aide de r6sines dchangeuses d'ion

Droposent la mdtlode du ,,t6moin partiel sup
codmode flss atninoacides sulfur6s, on mentio
chromatographique des extraits d'aminoacides
d'ions

J)

'.1)

g


