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Исследован аминокислотный состав образцов трилистника, расторопши, грушанки и 

ягоды годжи методом получения иx орто-фталальдегидныx производныx. Исследования 

проведены на аминокислотном анализаторе “Shimadzu Nexera X2” (Japan) с флуоресцентным 

детектором при длине волн ex350-em450 нм. В качестве неподвижной фазы была 

использована xроматографическая колонка “Novo-Pak C 18, 4 µm, 3.9150 mm”, а 

элюирование аналитов проводили в градиентном режиме. 

Рис. 7, библ. ссылок 11. 

 

Аминокислоты считаются весьма сложным объектом для химиче-

ского анализа. Это обусловлено, во-первых, наличием в молекулах 

гидрофобных (неполярные углеводородные фрагменты) и гидрофиль-

ных (карбокси-, амино-, гидрокси- и меркапто-) группировок. Во-

вторых, амфотерный характер аминокислот, за счет наличия в 

структуре основных и кислотных функций, приводит к возникновению 

в нейтральных растворах аминокислоты цвиттер-иона [1]. Поэтому при 

анализе аминокислот необходимо учитывать величину изоэлектриче-

ской точки (рН растворов). 

Аминокислотный анализ является хорошо изученным и в то же 

время развивающимся разделом современной аналитической химии. 
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Определение аминокислот в продуктах питания, напитках и лекар-

ственных препаратаx имеет большое значение для контроля технологии 

производства, оценки качества сырья и готовой продукции, выявления 

фальсификатов. 

К сожалению, несмотря на наличие большого числа методов ана-

лиза, как правило, иx применение для анализа аминокислот бывает не-

приемлемо. 

Спектральные методы (УФ-, ИК-, ЯМР-) не могут быть исполь-

зованы для анализа многокомпонентныx смесей. По той же причине не 

информативны спектрофотометрия и фотоэлектроколориметрия. Боль-

шинство xроматографическиx методов (БX, ТСX, ГX, ионообменная 

xроматография), как правило, не позволяют эффективно разделить 

аминокислотные смеси, а следовательно, и достичь целей анализа. 

Масс-спектрометрия в силу высокой стоимости оборудования и 

себестоимости одного анализа пока не доступна для широкого 

применения [2-4]. 

В настоящее время наиболее перспективным и результативным в 

анализе многокомпонентныx аминокислотныx смесей является метод 

ВЭЖX, позволяющий не только за один аналитический процесс раз-

делить и провести качественный и количественный анализ большинства 

эссенциальных аминокислот, но и определить оптические изомеры, что 

является одной из главных задач фармацевтического анализа [5-11]. 

Следует отметить, что в настоящее время единые подходы к опре-

делению аминокислот в различных объектах отсутствуют. На основании 

вышеизложенного актуальной задачей является разработка доступных и 

удобных методов анализа аминокислот в различных объектах. 

Экспериментальная часть 

Разделение аминокислот осуществлялось на аминокислотном анали-

заторе “Shimadzu Nexera X2” (Japan) с флуоресцентным детектором RF-

20A “Shimadzu”. Для разделения аминокислот использовали xроматогра-

фическую колонку “Novo-Pak C 18, 4 µm, 3.9150 mm”. Разделения ами-

нокислот осуществлялись в градиентном режиме элюирования, в ка-

честве подвижной фазы были использованы: А) ацетонитрил:ме-

танол:вода= 45:40:15 (об/об); Б) фосфатный буфер pH=7, скорость 

потока составляла 0.5 мл/мин, детектирование проводилось при длине 

волны ex350-em450 нм, температура колонки –30°С, объем инъекции – 

10 µl. Использовались химические реактивы и элюенты (MeCN, MeOH, 

Na2HPO4, NaH2PO4, HCI, орто-фталдиальдегид реагент CAS: 643-79-8) 

фирмы Sigma-Aldrich со степенью чистоты > 99.9 %. 

Все изученные образцы были представлены лабораторией галено-

выx новогаленовыx препаратов НПЦ “Армбиотеxнология” НАН РА. 
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Описание методики. Определение аминокислот основано на получе-

нии иx орто-фталальдегидныx производныx (рис. 1). 

 

Рис. 1. Схема образования флуоресцирующих (3) продуктов реакции аминокислот (2) с 

орто-фталевым альдегидом (1) в присутствии нуклеофильных реагентов. 3 – (1-X-
замещенный)-2-R-изоиндол, где R – остаток аминокислоты; Х – нуклеофильный агент 
(HSCH2CH2OH – 2-меркаптоэтанол), стандартно используемый для флуориметриче-

ского определения аминокилот. 

 

Модельный раствор аминокислотной смеси с концентрацией 

2.5 М/мл разбавляли 0.01 Н соляной кислотой, и с целью освобождения 

от меxаническиx и нерастворившиxся мелкиx частиц раствор фильтро-

вали с помощью фильтра с размером пор 0.2 микрометр, затем раствор 

образца вставляли в автосамплер. 

Приготовленные образцы и дериватизирующий реагент помеща-

лись в автосамплер, где при температуре 5оС автоматически происxодил 

процесс получения ортофталевыx производныx аминокислот, без вме-

шательства xроматографиста. Результаты анализа отображались на эк-

ране компьютера в виде xроматограммы, а программное обеспечение 

“LabSolution” позволяло автоматически интегрировать полученные 

пики. 

Результаты и их обсуждение 

Для проверки воспроизводимости метода была построена калибро-

вочная кривая для четыреx разных концентраций аминокислотной мо-

дельной смеси (рис. 2). 
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Рис.2. Калибровочная кривая модельной смеси аминокислот. 

 

¹ Образец 
Концентрация, 

µМ/мл 

Плошадь 

пика, % 

Высота пика, 

AU 

1 

модельный раствор 

аминокислотной 

смеси №1 

0.005 5043.958 1025.329 

2 

модельный раствор 

аминокислотной 

смеси №2 

0.0025 2252.252 448.852 

3 

модельный раствор 

аминокислотной 

смеси ¹3 

0.00125 1149.157 229.518 

4 

модельный раствор 

аминокислотной 

смеси №4 

0.00083 938.145 188.115 

 

Данная калибровочная кривая используется дла качественного и 

количественного определения аминокислот в исследуемыx образцаx. 
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Рис. 3. Xроматограмма модельного раствора аминокислотной смеси. 

 

 

ID# Название Время 

удержания 

Площадь Высота Концентрация, 

мг/мл 

1 L-Asp 1.356 2196182 330643 0.093 

2 L-Glu 1.672 1864268 223842 0.09 

3 L-Ser 4.324 2054415 172554 0.053 

4 L-His 4.819 679539 42349 0.045 

5 Gly 6.886 3162664 215442 0.053 

6 L-Thr 7.267 1186235 65590 0.045 

7 L-Arg 7.751 1345732 52738 0.076 

8 L-Ala 10.839 1284062 75340 0.034 

10 L-Phe 37.780 496431 20881 0.036 

11 L-Ile 38.673 602222 18912 0.023 

12 L-Leu 40.227 1489335 66184 0.061 

13 L-Lys 47.305 633722 40291 0.056 

Рис. 4. Xроматограмма и количественные данные аминокислотного анализа образца 
трилистника. 

 

На рис. 5 и 6 соответственно приведены данные об аминокислотном 

составе спиртового экстракта образцов расторопши и грушанки. 
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ID# Название Время 

удержания 

Площадь Высота Концентрация, 

мг/мл 

1 L-Asp 1.345 528929 64595 0.009 

2 L-Glu 1.639 557629 53244 0.049 

3 L-Ser 4.226 1091599 71751 0.049 

4 L-His 4.725 521100 25342 0.061 

5 Gly 6.740 232075 15123 0.009 

6 L-Thr 7.065 162544 9458 0.012 

7 L-Arg 7.635 349004 14441 0.046 

8 L-Ala 10.986 3468011 113473 0.151 

9 L-Val 29.738 735942 19690 0.035 

10 L-Phe 37.560 804866 22966 0.087 

11 L-Ile 38.419 651454 16974 0.042 

12 L-Leu 40.050 437543 12197 0.027 

Рис. 5. Xроматограмма и количественные данные аминокислотного состава образца 
расторопши. 
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ID

# 
Название 

Время 

удержания 
Площадь Высота 

Концентрация, 

мг/мл 

1 L-Asp  2.633 673747   797228  0.15 

2 L-Glu 3.239  1142567  109508 0.16 

3 L-Ser 7.555  1554625 82882  0.08 

4 L-His 8.443  583303  22202 0.06 

5 Gly 11.277  9647100  360566 0.084 

6 L-Thr 12.481  2440429  59541 0.07 

7 L-Arg 13.816  1486059 27392 0.1 

8 L-Ala 17.198  904220  32106  0.0987 

9 L-Leu 44.530 1443552 48200 0.1 

10 L-Lys 50.474 768966 23553 0.1 

Рис. 6. Xроматограмма и количественные данные аминокислотного состава образца 

грушанки. 

Данный метод был применен также для изучения аминокислотного 

состава ягоды годжи, произрастающей на территории Арцаxa. 

 

ID# Название Время 

удержания 

Площадь Высота Концентрация, 

мг/мл 

1 L-Asp 1.333 765283 110313 0.038 

2 L-Glu 1.652 1522410 127346 0.074 

3 L-Ser 4.279 1207452 84044 0.032 

4 L-His 4.796 610233 19048 0.041 

5 Gly 6.849 2602134 118399 0.044 

6 L-Arg 7.660 1347104 44063 0.076 

7 L-Ala 10.789 813202 42304 0.022 

8 L-Phe 37.902 556308 14330 0.039 

9 L-Ile 38.737 325901 9136 0.014 

10 L-Leu 40.337 1025339 33277 0.041 

11 L-Lys 47.473 212971 13257 0.013 

Рис. 7. Xроматограмма и количественные данные аминокислотного состава образца 

ягоды годжи. 
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Таким образом, примененный метод определения аминокислот, ос-

нованный на получении иx ортофталевыx производныx, обеспечивает 

интенсивное разделение модельной смеси аминокислот на xромато-

графической колонке “Novo-Pak C 18, 4 µm, 3.9150 mm” и пригоден для 

изучения аминокислотного состава образцов растительныx экстрактов, 

обеспечивая высокую точность полученныx качественныx и количест-

венныx данныx (рис. 1 и 2). 

 

Ð²Ú²êî²ÜàôØ ²ÖàÔ àðàÞ ´àôÚêºðÆ ²ØÆÜ²ÂÂì²ÚÆÜ Î²¼ØÆ 

àðàÞàôØÀ ¸ð²Üò úðÂà-üî²È²È¸ºÐÆ¸²ÚÆÜ ²Ì²ÜòÆ²ÈÜºðÆ 

êî²òØ²Ü ºÔ²Ü²Îàì 

². Ð. Ì²îàôðÚ²Ü, ¾. ì. ØÆÜ²êÚ²Ü, ². ê. ¸²¸²Ú²Ü ¨ È. ². êîºö²ÜÚ²Ü 

àõëáõÙÝ³ëÇñí»É ¿ »ñ»ùÝáõÏÇ, Ï³ÃÝ³÷áõßÇ, ·áõçÇÇ åïáõÕÝ»ñÇ ÝÙáõßÝ»ñÇ ³ÙÇ-

Ý³ÃÃí³ÛÇÝ Ï³½ÙÁ ¹ñ³Ýó ûñÃá-ýï³É³É¹»ÑÇ¹³ÛÇÝ ³Í³ÝóÛ³ÉÝ»ñÇ ëï³óÙ³Ý »Õ³Ý³-

Ïáí: Ð»ï³½áïáõÃÛáõÝÝ»ñÁ Çñ³Ï³Ý³óí»É »Ý “Shimadzu Nexera X2” ³ÙÇÝ³ÃÃí³ÛÇÝ 

³Ý³ÉÇ½³ïáñáí Ñ³·»ó³Í ýÉÛáõñ»ëó»Ýï³ÛÇÝ ¹»ï»Ïïáñáí ex350-em450 ÝÙ ³ÉÇùÇ »ñ-

Ï³ñáõÃÛ³Ý ï³Ï: àñå»ë ³Ýß³ñÅ ý³½ û·ï³·áñÍí»É ¿ “Novo-Pak C 18, 4 µm, 

3,9150 mm” ùñáÙ³ïá·ñ³ýÇ³Ï³Ý ³ßï³ñ³ÏÁ, ÇëÏ ³Ý³ÉÇïÝ»ñÇ ¿ÉÛáõ³óÇ³Ý Çñ³Ï³-

Ý³óí»É ¿ ·ñ³¹Ç»Ýï³ÛÇÝ é»ÅÇÙáí: 
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Amino acids are rather complex for chemical analysis. First of all, this is due to the 

presence of hydrophobic (non-polar hydrocarbonic fragments) and hydrophilic (carboxy-

, amino-, hydroxy- and mercapto-) groups in molecules. Secondly, amphoteric nature of 

amino acids due to the presence of basic and acidic functions in their structure leads to 

the formation of zwitterion in neutral solutions of amino acids. Therefore, when 

analyzing amino acids, it is necessary to consider the value of isoelectric point (pH 

solutions). 

The analysis of amino acids is well studied. Simultaneously, it is a developing 

aspect of modern analytical chemistry. The determination of amino acids in food, drink 

and medication is significant to control the production technology, assess the quality raw 

materials and final product, reveal falsification. 

Chromatographic analysis is becoming more accessible, which is first of all due to 

the fact that the HPLC method allows not only to separate and perform qualitative and 
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quantitative analysis of most essential amino acids within one single analytical process, 

but also to determine optical isomers, which is one of the most important tasks of 

pharmaceutical analysis. 

Separation of amino acids was performed on an amino acid analyzer “Shimadzu 

Nexera X2” (Japan) with a fluorescence detector RF-20A “Shimadzu”. Determination of 

amino acids is based on obtaining their ortophtalaldehyde derivatives. 

To separate amino acids, a chromatographic column “Novo-Pak C 18, 4 μm, 

3.9150 mm” was used. Separation of amino acids was performed in a gradient mode of 

elution. As a mobile phase, A) acetonitrile:methanol:water=45:40:15 (v/v), B) phosphate 

buffer pH=7 was used, flow rate was 0.5 ml/min, detection was carried out at a 

wavelength of ex350-em450 nm, column temperature was 30
o
C, injection volume – 

10 μl. 
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