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(B4) Nazev vynalezﬁ:
Ninhydrinové éinidlo a zpisob jeho
pripravy

{B7) Anotace:

Ninhydrinové ¢inidlo ke stanoveni aminokyse-
lin, zejména v automatickych analyzatorech
aminokyselin. Cinidlo obsahuje v jednom litru 8
aZ 20 g ninhydrinu, 250 aZ 500 ml dstojného
roztoku o hodnoté pH 5,3 aZ 5,7, napfiklad
sodnooctanového pufru, 500 aZ 750 ml 2-
methoxyethanolu a 3.102% a# 9.10°2 g tetra-
hydroboratu sodného a pripravi se tak, Ze ve
2-methoxyethanolu, zbaveném kysliku pro-
bublavanim inertnim plynem, se za michéni a
stdlého privodu plynu postupné rozpusti
ninhydrin a tetrahydroborat sodny, ke vzniklé-
mu roztoku se prfid4 paralelné pripraveny a
kysliku zbaveny ustojny roztok a v pfivadéni
plynu se pokracuje aZ do odstranéni poslednich
stop kysliku ze systému.
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Vyndlez se tykd ninhydrinového ¢inidla ke stanoveni aminoky-
selin, zejména v automatickych analyzdtorech aminokyselin, a zpu-
sobu jeho pripravy. '

Metody kvantitativniho stanoveni aminokyselin po jejich roz-
déleni ionexovou chromatografii, zaloZené na detekci aminokyselin
‘ninhydrinem, patfi v pridci stdle k nejuzZivanéjs$im. Barevnd reakce
mezi latkami obsahujicimi aminoskupinu a ninhydrinem je velmi
citliva. Primdrni aminokyseliny 3jsou ninhydrinem desaminovany
a dekarboxylovdny za tvorby purpurové zbarveného komplexu Ruhema-
novy Cervené, absorbujici v maximu p¥i 570 nm s moldrnim extinkcé-

nim koeficientem cca _2.104.cm'1.1.mol°l. Sekunddrni aminokyseli-
ny, Jjako prolin a hydroxyprolin, tvori Zluté zbarveny komplex
s minimdlni absorpci pri 440 nm a moldrnim extinkénim koeficien-

tem 2 a2 4.103.

0d doby, kdy byla chemickd reakce ninhydrinu s aminokyseli-
nami adaptovdna na plné automatizovany systém analyzy, se pozor-
nost zaméruje na optimalizaci sloZeni ninhydrinového ¢&inidla,
vedouci k zajisténi poZadovaného stabilniho linedrniho vztahu
mezi vyvojem charakteristického zbarveni komplexu a koncentraci
latky. Reakci aminokyselin s ninhydrinem vznika barevny komplex
Ruhemanovy c¢ervené (Ruheman, J., J. Chem. Soc. 99, 707/1911/).
Linedrni vztah mezi intenzitou barevného -‘komplexu a koncentraci
aminokyselin a optimdlni vyvoj zbarveni je zajisdtovan pfitomnosti
redukované formy ninhydrinu, hydrindantinu, v reakéni smési
(Moore, S., Stein, W.H., 1948, J. Biol. Chem. 176, 367-388).
Z odborné literatury je zndm znacny pocet modifikaci ninhydrino-
vého ¢inidla. Ve snaze 2zlepSit stabilitu a citlivost ninhydrino-
vého systému byly zkouseny ruzné Ustroje, rozpoustédla a zejména
rizné redukujici latky, zajisdtujici v systému vznik pro reprodu-
kovatelny prubéh reakce a optimdlni vyvoj zbarveni nezbytné redu-
kované formy ninhydrinu, hydrindantinu. Priddvédni samotného
hydrindantinu do systémn sice svij ucel rovnéZ splni /Moore, S.,
Stein, W.H., 1954, J. Biol. Chem. 211, 907-913/, ale je pro jeho
obtiZnou dostupnost a vysokou cenu neekonomické. RUzné obménovany.
byly i koncentrace ninhydrinu a reakéni teploty.

Jako rozpoustédlo byl zkousen 2-methoxyethanol pufrovany
4 N octanem sodnym pri pH 5,51 (Moore S., Stein, W.H., 1948,
J.Biol. Chem. 176, 367-388), dimethylsulfoxid pufrovany 4 N octa-
nem lithnym pri pH 5,20 (Moore, S., 1968, J. Biol. Chem. 243,
6281-6283), dale pak tetramethylesulfon pufrovany 4 N octanem
lithnym (Pickering, M.V., USP 4274833 /1981/) a ethylenglykol
pufrovany 4 N octanem sodnym (Rausberg, P.H./1988/, Sbornik z me-
zindrodni konference Analytika aminokyselin v zemédélstvi, Moskva
6.-7.4. 1988 /31 stran/).

Koncentrace ninhydrinu ¢&ini obvykle 2 % hmot., ale pouziva
se 1 nizsi. UZiti reakéni teploty je déno konstrukci reaktoru. Na
rozdil od reaktord vodnich Jjsou moderni kapildrni reaktory vyso-
koteplotni, protoZe vétsSina aminokyselin dosahuje maximalnich -
hodnot barevného vytézku pri cca 125 °C.

+ K redukci ninhydrinu 1lze uZit kyanidu draselného (Rosen, H.,
Berard, C.W., Levenson, S.M., 1962, Anal. Biochem. 4, 213-221,



CS 277459 B6 2

Schwerdtfeger, E., 1962, J. Chromatogr. 7, 418-419) nebo kyseliny
askorbové ¢i Jjejich soli (Abdehalden, R. Z. Physiol. Chem. 252,
89 /1938/; West, E.S., Rinehart, R.E., 1942, J. Biol. Chem. 146,
105-108). Obe uvedené latky vsak museji byt pritomny v extremné

vysokém 5.1073 M z¥edéni, pri kterém je obtiZné udriet stabilitu
¢inidla, protoZe dokonce jiz minutové plisobeni kysliku zplsobuje
velkou 2ztratu schopnosti vyvijet zbarveni. Pritomnost kyseliny
askorbové v reakéni smési navic vede k tvorbé artefaktld, které se
na chromatogramu projevuji negativné.

Uspésné bylo uzZiti chloridu cinatého Jjako redukéni 1latky
{Moore, S., Stein, W.H., 1948, J. Biol. Chem. 176, 67-388, Spack-
man, D.H., Stein, W.H., Moore, S., 1958, Anal. Chem. 30,
1190-1206). Cinidlo vSak v prubéhu sténi vytvdfi bilou srazZeninu
cinatych soli, které zlstavaji v zasobni nddrZi, odkud se pak

-dostavaji do prutocéného systému analyzdtoru a zplsobuji nepravi-
delnosti prutoku. V nékterych typech analyzatorl se proto zarazu-
ji do ninhydrinového pruUtoéného systému filtry. DalsSi nevyhodou
tohoto systému je, Ze ¢inidlo je k pouzZiti aZ po delsi stani, kdy
se zbarveni vyviji, prakticky se uzivd aZ druhy den po pripraveé
(James, L.B., 1978, J. Chromatogr, 152, 298-300; Ibid 1984, 284,
97-103). :

Chlorid titanity, uzity jako redukéni 1latka (James, L.B.,
1971, J. Chromatogr. 59, 178-180), prindsi vyhody rychlejsi
pripravy a uziti, ¢inidlo je pouZitelné jiz i 30 minut po pripra-
veni. Nevyhodou vsak je moZnd tvorba oxidd titanu, zejména oxidu
titani¢itého, ktery 3je nerozpustny dokonce i v silnych kyseli-
nadch. Dalsim nedostatkem Jje nutnost spektrofotometrické kontroly
-redukéniho potencidlu chloridu titanitého pred Jjeho uzitim
k pripravé éinidla. :

Velmi stabilni ninhydrinové ¢&inidlo, které netvofi precipi-
tdty, bylo ziskdno redukci ninhydrinu in situ tetrahydroboratem
sodnym v dimethylsulfoxidu (Moore, S., 1968, J. Biol. Chem. 243,
6281-6283). Uziti tetrahydroboratu sodného jako redukéni latky ve
spojeni s dimethylsulfoxidem jako rozpoustédlem a se 4 N lithiu-
- macetdtovym pufrem o pH 5,2 k pripravé ninhydrinového ¢inidla pro
automatické analyzdtory aminokyselin (Takahashi, S., 1978, J.
Biochem. 83, 57-60) je také predmétem japonské patentové prihlas-
ky 81-55 853 (1979). V ni uvedenym postupem se sice podari ziskat
velmi stabilni ninhydrinové c¢inidlo, jeho uziti je vs$ak limitova-
no zavazinym nedostatkem, spocivajicim ve vyrazném posunu zdkladni
linie pfi stanoveni bazickych aminokyselin. Uvedena skutecnost je
autory vysvétlovdna ovlivnénim tvorby zbarveni reakéni smési za
vysokych hodnot ©pH, tj. pH vyssich nez 8, tj. v pfipadé pufra
pouzivanych k eluci bazickych aminokyselin. Navrhuji kompromisni
opatreni, kterym je zvyseni 2zdkladni 1linie v bazické oblasti
chromatogramu mozZné cdstecné eliminovat. NavrZeny postup spocivi
v uziti niZs$i neZ limitni, to je optimdlni koncentrace tetrahy-
8roboratu sodného, avsSak za soucasného snizZeni barevného vytézku
pro vsSechny aminokyseliny. Alternativnim postupem je soucasné
sniZeni obsahu ninhydrinu a tetrahydroboratu v ¢inidle asi na
polovinu, pricemZz Jje zvysSit tr¥eba prutok ninhydrinového ¢inidla
tak, aby byl stejny Jjako pratok eluéniho pufru. Oba uvedené
postupy umozZnuji pouZiti uvedeného systému i pro analyzu bazic-
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kych aminokyselin, ale s tim, Ze dosazZené zvysSeni zdkladni linie
ovliviuje jednak nepriznivé presnost stanoveni v oblasti bazic-
kych aminokyselin, Jjednak zpuisobuje sniZeni barevného vytéZku
a tim i citlivost metody - barevny vytéZek klesd u jednotlivych

[

aminokyselin cca od 15 do 40 %.

Cilem vyndlezu je odstranit vysSe uvedené nedostatky rfeseni,
které predstavuje soucasny stav techniky v tomto oboru. Vynidlez
je zaloZen na poznatku, Ze tvorba barevného komplexu v bazické
oblasti je negativné ovlivnéna oxidativnimi vlastnostmi rozpou-
Stédla - dimethylsulfoxidu, ktery za danych reakénich podminek
pusobi kompetitivné vicéi tetrahydroboratu sodnému jako redukujici
sloZce ninhydrinu pfi tvorbé komplexu, a Ze tedy dimethylsulfoxid
jako rozpoustédlo Jje treba v systému nahradit rozpoustédlem
jinym, nevykazujicim zminéné nepriznivé vlastnosti, a v souvislo-
sti s tim sloZeni nového ninhydrinového ¢inidla pro praktické
pouZiti v automatickych analyzdtorech aminokyselin optimalizovat.

Vytéeného cile bylo dosaZeno a predmétem vyndlezu je ninhy-
drinové ¢inidlo ke stanoveni aminokyselin, 2zejména v automatic-
kych analyzadtorech aminokyselin, jehoZ podstata spoc¢iva v tom, Ze
¢inidlo obsahuje v jednom litru 8 az 20 g ninhydrinu, 250 az 500
ml Gstojného ‘roztoku o hodnoté pH v rozmezi hodnot 5,3 az 5,7,
napriklad sodnooctanového pufru, 500 aZ 750 ml 2-methoxyethanolu

a 3.1072 az 9.1072 g tetrahydroboratu sodného.

Prednosti ninhydrinového <¢inidla podle vyndlezu Jje, Ze pr¥i
zachovani vsSech vyhod zndmych ¢inidel s tetrahydroboratem jako
redukéni 1latkou nevykazuje neZddouci posun - zvyseni zakladni
linie p¥i stanoveni bazickych aminokyselin p¥i hodnotach pH vys-
Sich nezZ 8, ktery se projevuje u popsaného ninhydrinového &inidla
s dimethylsulfoxidem Jjako rozpoustédlem a s lithiumacetatovym
pufrem. Tato skutecnost dobrfe dokumentuje obr. ¢&. 1, ktery zna-
- zornuje srovndni detekce 17 aminokyselin hydrolyzatového programu
za pouZiti ninhydrinového ¢inidla podle vyndlezu a ninhydrinového
¢inidla, pripraveného podle japonské patentové prihldsky 81-55
853.

Predmétem vyndlezu je rovnéz zpusob pfipravy ninhydrinového
€¢inidla, jehoZ podstata spoc¢ivd v tom, Ze v predloZeném rozpou-
&tédle - 2-methoxyethanolu, zbaveném kysliku probubldvdnim inert-
nim plynem, napriklad Zarovkdrenskym dusikem nebo argonem, se za
michdni a stdlého privodu inertniho plynu postupné a v uvedeném
po¥adi rozpusti ninhydrin a tetrahydroborat sodny, ke vzniklému
roztoku se pridd paralelné pripraveny a kysliku zbaveny udstojny
roztok a v privddéni inertniho plynu se pokraduje aZ do odstrané-
ni poslednich stop kysliku ze systému.

Ninhydrinové c¢inidlo pripravené zplusobem podle vyndlezu
netvori v prutoéném systému analyzdtoru sraZeniny. Na rozdil od
obdobnych c¢inidel jiného sloZeni neni zapotf¥ebi &ekat na jeho
dozrani. Cinidlo je velmi stabilni - pfi 20 °C vice neZ 1 mésic,
pri 4 °C, tj. pri teploté chladiciho prostoru automatického ana-
lyzatoru aminokyselin, je lze pouZit i po t¥imésicénim skladovani.

Zpusob pripravy ninhydrinového <¢inidla podle vyndlezu de-
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tailnéji objasnuje nizZe uvedeny priklad provedeni.

Do z&sobni néddrZe ninhydrinové baterie analyzatoru, z niZ se
pétiminutovym vyhédnénim Z&rovkarenského dusiku odstrani kyslik,
se predloZi 1,5 1 2-methoxyethanolu, ze Xkterého se 20 minutovym
probublavanim dusiku rovnéZ odstrani kyslik. Pak se pridd 30 g
ninhydrinu, ktery se za pokrac¢ujiciho probublavani dusikem roz-
pusti. Soucasné se na teflonovém filmu navdzZi 0,120 g tetrahydro-
boratu sodného a navdzZené mnoZstvi se po rozpusténi ninhydrinu
spolu s teflonovym filmem vnese do zadsobni nddrZe. Smés se dale
michd na magnetické michac¢ce po dobu 30 minut za stdlého p¥evodu
dusiku. Potom se pridd predem pripraveny 4 N sodnooctanovy pufr
o pH 5,5 v mnozZstvi 0,5 1, z néhoZ byl 10 minutovym probubldvinim
odstranén kyslik. Po pridavku tetrahydroboratu sodného se barva
roztoku postupné méni ze Zluté do cervené a po p¥riddni pufru asz
do purpurové. Findlni roztok se jedté 15 aZ 20 minut probublava
dusikem do odstranéni poslednich stop kysliku. Tim je &inidlo
pripraveno k analyze.

Pro rutinni pouZiti je vhodné ¢inidlo uchovavat v chlazeném
prostoru analyzdtoru, neni to vsak vyslovené nutné.

PATENTOVE NAROKY

1. Ninhydrinové- c¢inidlo ke stanoveni aminokyselin, zejména
v automatickych analyzdtorech aminokyselin, vyznadujici se
tim, Ze v jednom litru obsahuje

8 aZz 20 g ninhydrinu,

250 aZ 500 ml uUstojného roztoku o hodnoté pH v rozmezi hodnot
5,3 az 5,7, napr¥iklad sodnooctanového pufru,

500 aZ 750 ml 2-methoxyethanolu a

3.1072 az 9.1072 g tetrahydroboratu sodného.

2. Zpusob pripravy ¢inidla podle bodu 1, vyznadeny tim, Ze
v predloZeném rozpoustédle - 2-methoxyethanolu, zbaveném
kysliku probubldvanim inertnim plynem, napf¥iklad Zarovkaren-
skym dusikem nebo argonem, se 2za michdni a stdlého privodu
inertniho plynu postupné a v uvedeném pofadu rozpusti nin-
hydrin a tetrahydroborat sodny, ke vzniklému roztoku se prida
paralelné pripraveny a kysliku zbaveny uUstojny roztok a v pfi-
vadéni plynu se pokrac¢uje az do odstranéni poslednich stop
kysliku ze systému.

' Konec dokumentu
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