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DANS- and DABS-derivatives of Certain Non-protein Amino Acids
in Chromatographic Analysis

Aminokwasy sg glownymi skladnikami bialek, substancji o ré6znorakich funk-
cjach biologicznych i najwazniejszymi zwigzkami uczestniczacymi w przemianach
azotowych. Wyodrebnianie i identyfikacja wolnych aminokwaséw, rowniez amino-
kwasow niebiatkowych, a takze analiza jakosciowa skladu aminokwasowego bialek
jest mozliwa dzieki ciggle doskonalonym metodom chromatograficznym. Wigze sie
z tym poszukiwanie nowych odczynnikéw, dajacych pochodne o zmienionych wilas-
nosciach fizykochemicznych, miedzy innymi o mniejszej polarnosci czasteczki, oraz
poszukiwanie odczynnikéw zwiekszajgcych czulosé detekcji.

Sposrod wielu opracowanych odczynnikow, reagujgcych z aminokwasami, naj-
czedciej stosowane sg: 2,4-dwunitrofluorobenzen (DNP) [5], fenyloizotiocjanian (PTC)
[2, 7] i chlorek kwasu 5-dwumetyloaminonaftaleno-1-sulfonowego (DANS-Cl) [8].
Jednym z reagentéw wprowadzonych do analizy chromatograficznej aminokwasow
w latach siedemdziesigtych jest chlorek kwasu 4-N,N-dwumetyloamino-azobenzeno-
-4’-sulfonowego (DABS-CI) [1, 4). Reagenty, takie jak DANS-C! czy DABS-CI, daja
barwne lub fluoryzujgce w UV pochodne aminokwaséw o duzej czgsteczce, co ulat-
wia ich detekcje. Inne witasnosci fizykochemiczne pochodnej w pordéwnaniu do wol-
nych aminokwaséw pozwalaja czesto na lepszy rozdzial chromatograficzny.

W skiad bialek wchodzi ok. 20 aminokwasoéw zwanych bialkowymi, pozostale,
ktére zostaly poznane w liczbie ok. 200, okreslane sg jako niebiatkowe. W bada-
niach nad aminokwasami niebiatkowymi wyspecjalizowato sie kilka o$rodkéw, mie-
dzy innymi Fowden i wsp. [3]. Aminokwasy niebialkowe pelniag okres§lone
funkcje metaboliczne, jak na przyklad kwas y-amino-mastowy, powstajacy w rosli-
nach przez dekarboksylacje glutaminianu. Przemiana tego kwasu w glutaminian
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lub glutamine wskazuje, Ze pelni on w roslinach role substancji magazynujacej
azot. Inne niebialkowe aminokwasy sg wtérnymi produktami przemian, niektére,
jak kanawanina, wystepujaca w roslinach, wykazuje wlasnosci toksyczne dla orga-
nizméw zwierzecych.

Celem przedstawionej pracy byla analiza chromatograficzna 10 ami-
nokwaséw niebiatkowych, badanych réwnolegle z niektérymi aminokwa-
sami bialkowymi. Zaréwno wolne, jak tez DANS- i DABS-pochodne
aminokwasy rozdzielano chromatograficznie na zelu krzemionkowym w
roznych uktadach rozpuszezalnikéw. Analizowano wplyw budowy na roz-
dzial chromatograficzny takich aminokwasow, jak histydyna i jej L-1
i L-3-metylowe homologi, glicyna i jej metylowa pochodna — sarkozy-
na, réznigce sie budowa pierscienia — prolina i kwas D-azetidino-2-kar-
boksylowy, izomery o, B, v kwaséw aminomastowych, cytrulina, kana-
wan:na i arginina — roézniace sie nieznacznie budowsg czgsteczki, nor-
leucyna i roznigca sie od niej dlugoscig lancucha oraz obecnoscig siarki
w lancuchu — etionina, kwas e-aminokapronowy, rézniacy sie od nor-
leucyny potozeniem grupy -NH,, oraz S-2-amino-etylocysteina.

Analiza chromatograficzna wymienionych aminokwaséw w postaci
DANS- i DABS-pochodnych miata na celu poréwnanie wplywu podstaw-
nikéw na wartosci Rr i selektywno$é chromatograficznego rozdzialu w
odniesieniu do wolnych aminockwaséw. Poza tym podjeto probe identy-
fikacji aminokwaséw niebialkowych obok bialkowych, rézniacych sie nie-
znacznie budowa czgsteczki.

MATERIALY I METODY

Do analizy chromatograficznej uzyto 17 aminokwaséw firmy Calbiochem San
Diego California: etionine, S-2-aminoetylocysteine, kwas e-aminokapronowy, kana-
waning, cytruline, sarkozyne, kwas D-azetidino-2-karboksylowy, histydyne oraz a-1-
-metylohistydyne i L-3-metylohistydyne, izomery o, f i vy kwasu aminomastowego,
glicyne oraz proline, arginine i norleucyng.

Stosowano nastepujgce odczynniki: DANS-CI firmy Serva — Szwajcaria, oraz
DABS-C! — wysyntetyzowany w Pracowni Technologicznej Zakladu Chemii Nieor-
ganicznej AM w Lublinie. Chromatografie prowadzono na plytkach pokrytych ze-
lem krzemionkowym — D.C. Alufolien Kieselgel 60 Fg9 o grubosci zelu 0,2 mm —
firmy Merck.

Uzywano nastepujgcych rozpuszezalnikéw: acetonu, chloroformu, butanolu, me-
tanolu, octanu etylu, propanolu, kwasu octowego — firmy PPH Polskie Odczynniki
Chemiczne — Gliwice.

Otrzymywanie DANS-pochodnych aminokwasoéow

DANS-pochodne otrzymywano metodg Webera [8]. Aminokwasy w ilosci
10-3 M rozpuszczano w 0,2 ml 0,1 M roztworu NaHCO; o pH 8,9. Do roztworu do-
dano 0,6 ml odczynnika DANS-Cl w acetonie (6 mg DANS-Cl/ml acetonu). Miesza-
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nine pozostawiono na 2 godz. w temperaturze pokojowej. Suszono do sucha stru-
mieniem azotu, osad rozpuszczano w mieszaninie 0,1 M CHsCOOH — aceton w sto-
sunku 2 : 3 (v/v).

Otrzymywanie DABS-poechodnych aminokwasoéw

DABS-pochodne otrzymano wedlug przepisu, jaki podaje Lin i wsp. (4]. Ami-
nokwasy w ilosci 600 nmoli rozpuszczano w 0,2 ml 0,1 M roztworu NaHCQOjg (pH =8,9).
Dodawano 0,3 ml roztworu acetonowego DABS-Cl (3,3 mg/ml). Mieszanine ogrze-
wano przez 6 min. w temp. 70°C. Suszono strumieniem azotu. Otrzymany osad
DABS-pochodnych aminokwas6w rozpuszczano w acetonie.

Rozdzial chromatagraficzny

Wolne aminokwasy oraz ich DANS- i DABS-pochodne rozdzielano chromato-
graficznie na zelu krzemionkowym. Chromatografie prowadzono na piytkach po-
krytych Zelem o grubosci warstwy 0,2 mm w szklanych komorach wysyconych pa-
rami rozpuszczalnika. Dlugosé drogi rozwijania wynosila 16 em. Chromatogramy po
rozwinieciu suszono strumieniem cieplego powietrza. Miejsce polozenia rozdziela-
nych DANS-pochodnych na chromatogramie okredlano w $wietle UV, wykorzystu-
jac ich fluorescencje. DABS-pochodne aminokwaséw dawaly widoczne wyraZnie
w Swietle widzialnym pomaranczowe plamy. PoloZenie na chromatogramie analizo-
wanych wolnych aminokwas6w okreslano na podstawie ich reakcji z ninhydryns.

Do rozdzialu chromatograficznego uzywano nastepujacych ukladéw rozpusz-
czalnikéw:

1) butanol—kwas octowy—woda (v/v) — 4:1:1;

2) chloroform—metanol—kwas octowy (v/v) — 75 :25:5;

3) chloroform—metanol—kwas octowy—woda (v/v) — 75:25:5:1;

4) chloroform—octan etylu—metanol—kwas octowy (v/v) — 30:50:20:1;
5) chloroform—kwas octowy—toluen—butanol (v/v) — 7:1:1:1;

6) butanol-propanol—woda (v/v) — 3:5:2.

OMOWIENIE WYNIKOW I WNIOSKI

Do zaplanowanych badan uzyto 17 aminokwasow, z czego 10 to ami-
nokwasy niebialkowe. Wybrane aminokwasy rozdzielano chromatogra-
ficznie jako wolne oraz jako DANS- i DABS-pochodne w 6 réznych uktla-
dach rozpuszczalnikow. Wolne aminokwasy rozdzielano w 3 ukladach
rozpuszczalnikéw (tab. 1).

Jak wynika z danych tab. 1, wszystkie analizowane wolne amino-
kwasy rozdzielaly sie stosunkowo dobrze, tylko w ukladzie butanol—
kwas octowy—woda (4 :1:1). W pozostalych stosowanych ukladach wie-
kszos¢ aminokwasow pozostawata na linii startu, tylko norleucyna, etio-
nina i kwas e-amino-kapronowy w ukladach 2 i 3 ulegajg przesunieciu
z linii startu. Wartos¢ Rr DANS- i DABS-pochodnych zestawiono w
tab. 21 3.

11 Annales, sectio D. vol. XXXIX
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Tab. 1. Wartosci Ry wolnych aminokwaséw w ukladach:
1) butanol—kwas octowy—woda (v/iv) — 4:1:1;
2) chloroform—metanol—kwas octowy (v/v) — 75:25 :5;
3) chloroform—metanol—kwas octowy—woda (v/v) — 75:25:5:1.

Values Rr free amino acids in systems of solvents:

1) butanoi—acetic acid—water (v/v) — 4:1:1;
2) chloroform-—methanol—acetic acid (v/v) — 75 :25 :5;
3) chloroform—methanol—acetic acid—water (v/v) — 75:25:5:1.

Lp. Apinokwas Wartoscl Ry w ukladach:
1 2 3
1 Histydyna 0,055 0 (o]
2 L~1 metylohistydyna 0,030 0 o]
3 L~} metylohistydyna 0,038 0 0
4 Glicyna 0,107 0 0,170
5 Sarkezyna 0,069 o 0
6 Kwas A—gminomistowy 0,215 40 0
7 | Kwas P-sminomastowy 0,200 0 [¢]
'8 | Kwas ) —ominomastowy 0,223 0 0,02
9 | Prolins 0,130 0 0,170
10 Kwas d-azotidino=-
: ~2=karboksylowy 0,100 0 .0
11 Arginina 0,073 0 0
12 Cytrulina 0,110 0 0,180
13 | Kaneswanina 0,057 0 o’
14 Etionina 1 0,350 0,110 | . 0,230 -
15 Korleucyna 0,390 0,064 0,140
16 Kwas €-aminokapronowy 0,310 0,130 0,140
17| S-2-asino-etylocyste- | 0,049 0 "o

DANS- i DABS-pochodne w ukladzie butanol—kwas octowy-—woda
(4:1:1) majg Srednio dwukrotnie wyzsze warto$ci Rr niz wolne amino-
kwasy. W ukladzie tym DABS-pochodne analizowanych aminokwasow
maja wyzsze wartosci Rr niz DANS-pochodne. Wynika to z obecnosci
podstawnika DANS- lub DABS- w czgsteczce, zmieniajgcego jej wlasno-
sci fizykochemiczne, co wigze sie z mniejsza polarnoscig czasteczki i za-
blokowaniem grupy -NH, przez podstawnik. O powinowactwie adsorp-
cyinym tych pochodnych do powierzchni zelu decyduje ugrupowanie
-S0O,-NH-. W ukladzie chloroform—kwas octowy—toluen—butanol (7:
:1:1:1) DANS- i DABS-pochodne histydyny, jej L-1 i L-3 metylowe
homologi oraz arginina i kanawanina pozostajg na linii startu. Amino-
kwasy te sa najbardziej zasadowe i fakt, ze ich DANS- i DABS-pochodne
pozostajg na linii startu, nalezy tlumaczy¢ silnymi oddzialywaniami czg-
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Tab. 2. Wartosci Rr DANS-pochodnych aminokwaséw w ukladach:
1) butanol—kwas octowy—woda (v/v) — 4:1:1;
2} chloroform—metanol-—kwas octowy (v/v) — 75:25:5;
3) chloroform—metanol—kwas octowy—woda (v/v) — 75:25:5:1;
4) chloroform—octan etylu—metanol—kwas octowy (v/v) — 30:50:20:1;
5) chloroform—kwas octowy—-toluen—butanol (v/v) — 7:1:1:1;
6) butanol—propanol—woda (v/v — 3:5:2.

Values Rr DANS-derivative amino acids in systems of solvents:
1) butanol—acetic acid—water (v/v) — 4:1:1;
2) chloroform—methanol—acetic acid (v/v) — 75:25:5;
3) chloroform—methanol—acetic acid—water (v/v) — 75:25:5:1;
4) chloroform—ethyl acetate—methanol—acetic acid (v/v) — 30:50:20:1;
5) chloroform-—acetic acid—toluene—butanol (v/v) — 7:1:1:1;
6) butanol—propanol—water (v/v) — 3:5:2.

LP4 * pyris-pochodna aminckwaséw tariosei Ry w uktadoch:
1 2 3 R 5 [}

1 {Histydyna ’ 0,24 0,1 0,06 9] 0 0,24
2 |1~1-nciylchistydyna 0,12 0,08 0,22 0- 0 0,11
3 {I~3-metylohistydyna 0,13 0,06 | 0,19 0 0 0,13
4 lglicyna 0,56 0,57 | 0,58 |o0,25 0,24 . 0,46
5 {Sarkozyna 0,58 0,74 0,75 {0,32 0,48 0,45
6 |Kwas A-aninomastowy 0,66 0,786 0,76 0,46 0,47 0,52
7 lKwas ?J-aminomaslowy 0,69 0,83 0,80 0,56 0,.7 0,55
& {Kwas X—aminomaslowy 0,71 0,84 0,80 0,57 0,,7 0,57
9 |Frolins 0,62 0,78 0,79 0,38 0,57 0,43
140 |Rwas d-azetidino-2-karboksylowy| ©,57 0,64 0,72 0,22 0,47 0,38
11 larginina 0,34 e,18 | 0,05 }0,2 0 0,34
12 |cytrulina 0,45 0,29 | 0,08 |0,32 0,03 0,3
13 |Ranawanina 0,3 0,18 | 0,03 |0,23 0 0,39
14 |Etionina 0,64 0,78 | c,u2 0,82 0,49 0,52
15 (idorleucyna 0,589 0,79 0,49, 0,82 0,52 0,51
16 |Kwas € -aninokapronowy 0,71 0,88 0,53 0,88 0,67 0,64
17 |3-2-amino-etylocysteina 0,63 0,75 0,38 0,81 0,21 0,56

steczek z aktywng powierzchnig zelu poprzez wolne grupy -NH, Réw-
niez w ukladzie chloroform—octan etylu—metanol—kwas octowy (tab. 2
i 3) pochodne tych aminokwaséw maja bardzo niskie wartosci Ry lub po-
zostaja na linii startu. W pozostalych ukladach DANS- i DABS-histy-
dyna ma wyraznie wyzsze Rp niz jej metylowe homologi, przy czym po-
chodne L-3 metylohistydyny posiadajg najnizsze wartosci Rr. Nalezy to
tlumaczy¢ wplywem podstawnika metylowego przy azocie pierécienia
i bardziej zasadowym charakterem pochodnej, co przejawia sie¢ w sil-
niejszym oddzialywaniu jej z adsorbentem. Najbardziej optymalnym ukla-
dem z przebadanych szesciu, do rozdziatu histydyny i jej homologow w
postaci DANS- i DABS-pochodnych, jak sie wydaje, jest uktad butanol—
propanol—woda (3 : 3 : 2). Nalezy stwierdzi¢, ze DANS- i DABS-pochod-
ne tych aminokwasow (tab. 2 i 3) nie rozdzielajg sie w ukladzie 4 i 5,
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Tab. 3. Warto$ci Rr DABS-pochodnych aminokwaséw w ukladach rozpuszczalnikéw
jak w tab. 2
Values Rr DABS-derivative amino acids (systems of solvents see Table 2)

Ir. DiBRS~pochodne aminokwasoéw Wartosci HF w uklade chs
1 2 3 4 5 6
1 | Hisvydynas 0,39 0,11 0,27 0 c 0,40
2 | L~1~metylohistydyna 0,26 0,08 0,22 [s} 0 0,20
3 { L~-3-metylohistydyna 0,28 c,06 0,19 0 c 0,23
4 | Glicyns 0,60 0,57 0,59 0,25 0,35 0,48
‘5 | Sarkosyns 0,66 0,73 0,76 0,32 0,59 0,46
6 | Kwas  ~aminomastowy 0,73 0,78 0,77 0,46 0,67 c,59
7 | Ewas B~aminomastowy 0,75 0,83 0,80 0,56 0,67 0,60
8 | Kwas X—aminomaslowy 0,77 0,84 0,80 0,57 0,64 0,63
9 | Prolina 0,66 0,77 0,78 0,38 0,59 0,43
10 | Kwas d-szetldino-2~karboksylowy| 0,59 0,64 0,72 0,22 0,48 0,41
11 | drginina 0,41 0,09 io,ag_ 0,03 0 0,37
12 | Cytruling 0,56 0,30 { + 0,39 0,10 0,08 0,40
13 | Kenswanina 0,46 ¢,11 | i0,24] 0,03 0,00 0,43
14 | Etionina 0,72 0,82 | |0,86 0,50 0,66 0,57
15 | Norleucyns C,75 0,84 0,90 0,54 0,70 0,62
16 { Kwas £~gninockspronowy 0,76 0,89 { 0,92 0,58 0,70 0,69
17 | 8=2-amino—etylocysteing 0,38 0,11 : 0,24 0,07 0,00 0,37 J
L

natomiast wykazujg dobry rozdzial w ukladzie 3. W stosowanych ukla-
dach rozpuszczalnikéw prawie wszystkie DABS-pochodne analizowanych
aminokwaséw maja wyzsze wartosci Rr niz DANS-pochodne, z wyjat-
kiem DANS-pochodnych S-2-etylo-aminocysteiny, wykazujacej nizsze
wartosci Rr niz jej DABS-pochodna. Pochodne DANS- i DABS-sarko-
zyny majg wyzsze wartosci Rr niz DANS- i DABS-glicyny (tab. 2 i 3),
odwrotnie jak przy rozdziale tych wolnych aminokwaséw (tab. 1).

Rodnik metylowy wplywa wprawdzie na wzrost zasadowosci azotu,
ale utrudnia tworzenie wigzania wodorowego pomiedzy N a grupg sila-
nolows adsorbentu, powodujac spadek powinowactwa adsorbcyjnego do
powierzchni zelu [6]. Zaréwno DANS-, jak i DABS-pochodne glicyny
i sarkozyny nie rozdzielaja sie w ukladzie 6. DABS-pochodne tych ami-
nokwaséw w pozostatych ukladach wykazujg bardzo wyrazne zréznico-
wanie w wartosciach Rr. Najlepszy rozdzial zaréwno DANS- jak i DABS-
-pochodnych tych aminokwaséw uzyskano w uktadzie 5.

Wartoéci Rr pochodnych DANS- i DABS- kwasow a-, -, y-amino-
maslowych wzrastaly wraz z odlegloscig grupy -NH, od grupy -COOH.
Prawidlowos$é te stwierdza sie z wyjatkiem ukladéw 5 i 6, gdzie DABS-
-pochodne kwasu y-aminomaslowego maja nizszg wartos¢ Rr niz pochod-
ne izomeréow a i . Pochodne zar6wno DANS- jak i DABS- izomerow f
i v kwaséow izomastowych wykazujg bardzo nieznaczne zréznicowanie
w wartosciach Ry we wszystkich ukladach. DABS-pochodne izomeréw
o i f dobrze rozdzielaja sie w ukladach 2 i 4 (tab. 3), natomiast DANS-
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-pochodne tych izomeréw w ukladach 4 i 5 (tab. 2). DANS- i DABS-pro-
lina ma wyzsze wartosci Rr niz DANS- i DABS-pochodne kwasu azeti-
dino-2-karboksylowego. Réznice w wartosciach Rr oraz to, ze pochodne
proliny majg wyzsze Rp, nalezy tlumaczy¢ ksztaltem piersciznia aroma-
tycznego i jego wplywem na adsorpcje. Praktycznie we wszystkich ba-
danych ukladach DANS- i DABS-pochodne rozdzielaja sie bardzo dobrze.

We wszystkich stosowanych ukladach rozpuszczalnikow pochodne ta-
kich aminokwaséw, jak kanawanina i arginina, posiadajacych reszte gua-
nidynowg, w poréwnaniu do cytruliny — roéznigcej si¢ od tych amino-
kwaséw reszta mocznikows, majg wyraznie nizsze Rr od pochodnej cy-
truliny. Reszta guanidynowa nadaje im zdecydowanie bardziej zasadowy
charakter i tym nalezy tlumaczy¢ duze powinowactwo ich pochodnych
do adsorbentu. Najbardziej selektywnym ukladem do rozdzialu analizo-
wanych aminckwaséw byl uklad butanol—kwas octowy—woda (4:1:1)
oraz butanol—propanol—woda (3 :5 : 2).

Pochodne argininy i cytruliny (tab. 2 i 3) wykazuja dobry rozdzial,
z wyjatkiem ukladu 5 i 6, natomiast DANS- i DABS-pochodne kanawa-
niny oraz etioniny nie rozdzielajg sie tylko w ukladzie 5. Norleucyna,
kwas e-amino-kapronowy i S-2-aminoetylocysteina w postaci DANS-po-
chodnych wykazujg duze zréznicowanie Rr, z wyjatkiem ukladu 1 (tab. 2).
DABS-pochodne tych aminokwaséw rozdzielajg sie dobrze w ukladzie 2
1 4, w pozostalych ukladach rozdzial tych aminokwaséw jest niezado-
walajacy.

Przeprowadzone badania wykazaty, ze DANS- i DABS-pochodne ami-
nokwasow posiadajg wyzsze Ry niz wolne aminokwasy oraz lepiej sie
rozdzielaja. Analiza chromatograficzna aminokwaséw w postaci ich
DANS- i DABS-pochodnych w przypadku odpowiednio opracowanych
ukladéw rozpuszczalnikéw mozie byé¢ przydatna do rozdziatu i identyfi-
kacji aminokwaséw niebiatkowych, réznigcych sie nieznacznie budows
od znanych aminokwaséw bialkowych.
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PE3IOME

UccnenoBanuaM NOABEpPrasiack BO3MOXKIIOCThE XPOMATOrpachuyeckoro pacnpenene-
HUA HEKOTOPbIX HeGeJIKOBbIX aMMHOKMCJIOT KakK cBOOOAHBIX, TaK UM B Buae umx DANS-
u DABS-npouM3BOAlBIX, NAPaJENIbHO C HEKOTOPbIMM OeJIKOBLIMM aMUHOKMCJIOTaMMU.
Brio gokaszano, ytTo DANS- 1 DABS-Ipou3BOAHbIE aMUMHOKMCIAOTHI 0b6aajaior bojaee
BBICOKMM Rg, yeM cBOGOJHBIE aMMHOKMCIIOTBI U XaPaKTEPU3YIOTCA JYyUIUMM Xpoma-
TOrpachmuyecKUM pacrnpeneneHueM. XpomarorpaduyecKuil aHaju3 BbIIIEHAa3BaHHBIX
aMuHOKMCNOT B Buie ux DANS- m DABS-npOM3BOAHBIX C IPUMEHEHMEM COOTBET-
CTBYIOIIMX CMCTEM pacTBODUTEJNEd OKa3bIBa€TCA NPUIOAHLIM K paclpeaesIeHUIo
U ujgenTUdMKauMU HebDeJKOBBIX aMMHOKMUCJOT, HE3HAYMTEJBHO OTJIMYAIOLIMXCHA IIO0
CBOEMY CTPOEHMIO OT M3BECTHbIX GeJIKOBBbIX aMMHOKMCIIOT.

SUMMARY

The possibility of chromatographic split of certain non-protein amino acids,
both free and their DANS- and DABS-derivative forms together with some protein
amino acids was examined. It was proved that DANS- and DABS-derivatives of
-amino acids had higher Rr than free amino acids and had better chromatographic
split. The chromatographic analysis of the above-mentioned amino acids in their
DANS- and DABS-derivative forms with the use of a given set of solvents may be
helpful in split and identification of non-protein amino acids hardly varying in
structure from the already known protein amino acids.



