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Предлагаемая методика проведения ВЭЖХ для 
качественного и количественного определения амино­
кислот является универсальной как при исследовании 
химии белков, пептидов, так и проведении соответст­
вующих анализов фармацевтических препаратов.

Общепризнано, что использование ՕՓ-ВЭЖХ при 
анализе аминокислот расширяет возможности экспе­
риментатора в исследовании химии белка. В частно­
сти, предложена методика для определения D/L кон­
фигураций протеиногенных аминокислот использова­
нием флюорогенного реагента Эдмана, обращенно- 
фазовой и хирально-стационарной системы ВЭЖХ 
[4]. Возможно предсказание конфигурации трансмем­
бранных белков, комбинируя ՕՓ-ВЭЖХ с ля иными 
поведения каждой из двадцати аминокислот в непо­
лярной среде н-бутанола [6]. Интересны данные об 
использовании ՕՓ-ВЭЖХ в сочетании с капилляр­
ным форезом и ELISA [9,12]. Однако разделение ями- 
нокислот методом ВЭЖХ сопряжено с двумя основ­
ными проблемами. Одна из них обусловлена большим 
различием в полярности отдельных аминокислот. 
Другая проблема - следствие низких коэффициентов 
поглощения аминокислот в УФ-области. Для преодо­
ления этих сложностей приходится прибегать к пред­
или послеколоночной модификации аминокислот. 
Неоднократно предпринимались попытки разделения 
свободных аминокислот как протеиногенных, так и 
непротеиногенных [1] методами хроматографии на 
неподвижных фазах с химически привитыми функ­
циональными группами, например обращенных фазах, 
аминофазах, а также методами ион-парной, лигандо 
ионообменной хроматографии.

Условия проведения ВЭЖХ для разделения амино­
кислот, предлагаемые рядом авторов, крайне разнооб­
разны, но практически ни одна методика не отвечает 
всем требованиям для проведения качественного и 
количественного определения аминокислот. Так, при 
применении ион-парной хроматографии показано раз­

деление всех аминокислот белкового гидролизата, за 
исключением пар Glu/Gly, Val/Ser, Leu/Ile [8].

Лигандообменная хроматография имеет ряд недос­
татков, связанных с двукратным элюированием, про­
водимым в изократическом режиме, с длительностью 
эксперимента, быстрым выходом из строя колонки, а 
также с образованием неразделенной пары аминокис­
лот (Val/Gln, Leu/Ile) [2]. При ионообменной хромато­
графии прибегают к послеколоночной модификации 
аминокислот, в результате чего возникает необходи­
мость в дополнительном оборудовании, а также на­
блюдается уширение пиков. К недостаткам методики 
следует также отнести сложность обнаружения проли­
на [5,10]. Принято считать, что процесс предколоноч- 
ной модификации аминокислот изоцианатом для по­
лучения фенилтиокарбамильных производных (ФТК) 
проводится с целью улучшения хроматографических 
характеристик аминокислот и протекает в три стадии. 
Прямой анализ аминокислотной последовательности 
производится исключительно с реагентами этого типа. 
Однако, несмотря на применение градиентного элюи­
рования или изократического разделения при анализе 
ФТК-производных аминокислот, возникают проблемы 
при разделении групп Ser/Gln, Met/Val / Pro и Pbe /Пе/ 
Lys/Leu [3,7,11,13].

Целью данной работы явилась разработка новой 
методики и оптимизации условий для проведения 
ВЭЖХ при разделении аминокислот с учетом всех 
параметров (тщательно подбираются температура, pH, 
форма градиента и состав растворителя), так как они 
играют важную роль в процессе разделения вышепе­
речисленных негативных нюансов.

Материал и методы

Для получения ФТК-производных аминокислот 
смесь аминокислот (Sigma, США) растворяли в 0,1Л/ 
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НС1 с добавлением (NH4)2SO« (Sigma, США), после 
чего полученный раствор подвергали лиофилизации. 
Компонентами буфера, применяемого в процессе по­
лучения ФТК-производных, являлись пиридин -99% 
(Sigma, США), триэтиламин - 99% (Sigma, США), 
фенилизотиоцианат — 98% (Fluka, США) — необходи­
мые реагенты на завершающем этапе получения ФТК- 
производных аминокислот. Тестирование полученных 
ФТК-производных аминокислот проводили на жидко­
стном хроматографе LDC Analytical с использованием 
насосов Biotronic ВТ8100, Spectromonitor 5000. Наибо­
лее целесообразным явилось применение колонки 
Биосфер Cig (250 х 4,6мм). Ацетонитрил - 99,9% 
(Sigma, США), метанол (Sigma, США) употреблялись 
в качестве элюента. Детекцию проводили при длине 
волны 254 им.Хроматограммы обрабатывались с при­
менением программного обеспечения SM5000.

Получение ФТК-производных аминокислот
Исследуемый раствор. К 10 мл препарата прибав­

ляли 0,1Л/ хлористоводородной кислоты до объема 
100 мл. 1 мл полученного раствора высушивали досу­
ха на роторном испарителе при 45° С. Осадок раство­
ряли в 200 мкл буфера ацетонитрил : пиридин : три­
этиламин: вода (10 : 5 : 2 : 3) и снова высушивали до­
суха на роторном испарителе при той же температуре. 
Добавляли 200 мкл того же буфера и 10 мкл фенилизо­
тиоцианата. Выдерживали в течение 5 мин при ком­
натной температуре и высушивали досуха под глубо­
ким вакуумом. Сухой остаток растворяли в 10 мл 0,05 
М раствора ацетата аммония, переносили в мерную 
колбу емкостью 50 мл, и объем раствора доводили до 
метки 0,05 М раствором ацетата аммония.

Стандартный раствор. В мерную колбу емко­
стью 100 мл вносили 70 мл раствора 0,1 М хлористо­
водородной кислоты, подогретой до 60° С и содержа­
щей 0,01мг/мл аммония сернокислого; вносили по 
0,0500 г (точная навеска) каждой аминокислоты, рас­
творяли, охлаждали и доводили объем раствора до 
метки 0,1 М раствором хлористоводородной кислоты.

Получение ФТК-производных аминокислот стан­
дартного раствора проводили аналогично методике 
для исследуемого раствора.

Хроматографическая система: жидкостной хро­
матограф LDC Analytical, насос Biotronic ВТ8100, ска­
нирующий детектор (190 - 360 нм), Spektromonitor 
5000. Детекцию проводили при длине волны 254 нм. 
Хроматограммы обрабатывали с применением про­
граммного обеспечения SM 5000. Разделение произ­
водных аминокислот проводили на колонке Биосфер 
Сщ (250 х 4,6 мм). Термостатировали колонку при 
температуре 55 ±1° С; скорость потока 1 мл/мин\ вре­

мя исследования 60 мин. Элюцию проводили в гради­
ентном режиме; элюент — смесь растворов А и В, где 
А - 0,05 М раствора ацетата аммония (pH 6,6), В - 0,1 
М ацетат аммония в смеси ацетонитрил /метанол /вода 
(44:10:46); pH 7,25.

Время, мин
А В

0 100 0
20 95 5
60 40 60

Идентификация отдельных аминокислот. Готови­
ли раствор каждой аминокислоты в 0,1 М растворе 
хлористоводородной кислоты с концентрацией 0,5 мг! 
мл. 1 мл раствора высушивали досуха на роторном 
испарителе при 45 ° С. Осадок растворяли в 100 мкл 
буфера ацетонитрил /пиридин /триэтиламин/вода (10 : 
5 : 2 : 3) и высушивали в тех же условиях. Добавляли 
100 мкл буфера и 5 мкл фенилизотиоцианата. Выдер­
живали в течение 5 мин при комнатной температуре и 
высутпивягти досуха под глубоким вакуумом. Сухой 
осадок растворяли в 50 мл 0,05 М раствора ацетата 
аммония и вводили пробу в хроматограф объемом 50 
мкл стандартного и исследуемого растворов. Регист­
рировали хроматограммы и определяли время удер­
живания каждой аминокислоты.

Содержание каждой аминокислоты (мг!мл) вычис­
ляли по формуле:

Cxrux 50x100
к,х1х Юх 1ООО “х 5 . (1 >

где С - содержание аминокислот в стандартном рас­
творе, С = 10 мкг!мл\ гп и г, - величины пиков иссле­
дуемого и стандартного растворов, мм2; 50 - количе­
ство 0,05 М раствора ацетата аммония, мл; 10 - коли­
чество исследуемого раствора, мл; 100 - количество 
разведенного раствора, мл; 1 - количество разведенно­
го раствора, взятого для превращения аминокислот в 
ФТК-производные, мл; 1000 — коэффициент перевода 
мкг вмг.

Определение посторонних примесей, образующих­
ся в процессе получения ФТК- производных амино­
кислот, проводили по формуле

100 гЛ,
где гс — отклик пиков примесей; г(— сумма откликов 

всех пиков. Сумма примесей должна быть не более 7 
%. Содержание аминокислот (мг)в 1 мл препарата 
должно быть:
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Լ-аланин 5,12-7,68 Լ-валин 3,92-5,88

L-лейцин 7,84-11,7 Լ-метионин 4,56-6.84
Глицин 6,40-9,60 L-проЛИН 5,12-7,68
Լ-изолейцин 3,52-5,28 Լ-треонин 3,44-5,16

L-лизин гидрохлорид 9,20-13,80 L- фениля лянин 5,60-8,60
Լ-гистидин гидрохлорид 2,56-3,84 Լ-триптофан 1,00-1,88
Լ-аргинин гидрохлорид 5,12-7,68

подвижной фазы, а также наличие побочных продук­
тов, возникающих в ходе модифицирования (рис.1).

1 езультаты и обсуждение Для получения целостной картины разделения смеси
аминокислот стандарта и полиамина (рис. 2,3) пред- 

Наличие загрязнений в реагентах, используемых в почтительно предварительное получение индивиду- 
анализе, являлось отдельным фактором, влияющим на альных хроматограмм для каждой отдельной амино- 
чувствительность метода. Поэтому целесообразно кислоты.
предварительное получение картин базовой линии

Рис.1.1 - ФТК-производные аминокислот, 2 - побочные продукты модифицирования, 
3 -смещение базальной линии.
Хроматографические параметры эксперимента здесь и на рис.2, 3:
колонка Биосфер С։» (250 х 4,6мм); элюенты: А - 0.05А/ СН3СООН4, В - 0,1М CHjCOONH, в CH3CN /СН3ОН/ 
Н2О (44/10/46); градиент 0-5% буфера В за 20 мин, 5-60 % буфера В за 40 мин-, температура 55*1°С; скорость 
потока Imm/.muw; объем пробы 50 мкл; продолжительность эксперимента 60 мин. Детекцию проводили при длине 
волны 254 нм.
Предел абсорбции: 1 - 0,0030 - 0.2000AU; 2 - 0.CJ80 - 0.2000AU; 3 - 0,0020 - 0.1000AU
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Представляемая методика была проверена на точ­
ность. линейность и лимиты детектирования. Экспе­

рименты дублировались в 3 повторениях.

йЬ
до

гЪ
*.

пс
е

Типе
Рис.2. ФТК-производные аминокислот (стандарт). 
Предел абсорбции: 0,0020 — 0.2000AU

Г I-------ք-------1 г I----------------1---------------т---------------1—

Рис.З. ФТК-производные аминокислот (проба).
Предел абсорбции: 0,0020 - 0.2000AU
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Точность, повторяемость. Для определения по­
вторяемости был использован образец препарата Лик- 
вамин, сер.02.11.99. Анализы были выполнены по 
описанной выше методике. Точность определения для 
аминокислот составляла 0.1%.

Линейность проверяли для 3 уровней концентра­
ции (мг/мл). Растворы с отдельными уровнями кон­
центрации готовили путем растворения соответствую­
щей навески в 0,1 М хлористоводородной кислоте.

Наименования I П Ш
Լ-аланин 5,0 6,5 8,5
Լ-аргинин гидрохлорид 5,0 6,5 8,2
Լ-валин 3,9 4,6 5,6
L-гистидин гидрохлорид 2.6 3,1 3,8
Глицин 6,4 8.1 9,8
Լ-изолейцин 3.3 4.5 6,1
Լ-лсйцин 7,5 9,4 12.1
L-лизин гидрохлорид 8,9 11.3 13,9
Ь-метионин 4,2 6,1 9.1
Լ-пролин 5,1 6,4 7,8
Լ-треонин 3,2 4.8 5,5
Լ-триптофан 0,95 1,52 2,05
Լ-фенилаланин 5,3 6,8 9,1

Лимит детектирования (LOD) для аминокислот. 
Для расчета LOD были использованы хроматограммы 
стандартов аминокислот, а также хроматограмма шу­
ма базовой линии (собственно подвижная фаза) с вы­
сокой степенью разрешения. Лимит детектирования 
был вычислен по уравнению, примененному Дж. Э. 
Кноллем (Journal of Chromatography, 1985,23,422- 
425):

r Klod Cs (շ)
C-LOD “ -----------------------------------

где Clod - концентрация вещества, соответствую­
щая лимиту детектирования, г/л;

Klod - константа, определенная для интервала из­
мерений; hN - наибольшее отклонение шума базовой 
линии, мм; hs - высота пика вещества, мм; Cs - кон­
центрация вещества, г/л; лимит детектирования, г/л.

Լ-аланин 0,0002 Г^валин 0,00025
Լ-лейцин 0,0002 Լ-метионин 0,00025
Глицин 0,0001 Լ-пролин 0,0002
Լ-изолейцин 0,00025 Լ-треонин 0,00025
L-лизин гидрохлорид 0,0005 L- фенилаланин 0,0003
L-гистидин гидрохлорид 0,0001 Լ-триптофан 0,0003
Լ-аргинин гидрохлорид 0,0003

Установлено, что растворы стандартов и образцов 
стабильны на протяжении 24 ч и что при исследова­
нии различных колонок наиболее подходящей пред­
ставляется колонка Биосфер Ci8 (250 х 4,6 мм).

Проверка годности методики определялась для 
каждой аминокислоты в отдельности по следующим 
формулам:

gtT ՜ to) (3)
K է

где К - коэффициент емкости колонки; կկ,- время 
удерживания аминокислоты, мин;

Ա - мертвое время, мин.
2(tgly - <6 )

R-------- ------------ , (4)
W^ + Wto

где R - степень разделения пиков; tgy, Ա - время удер­
живания, мин; Wgjy , Wto - ширина пиков на 50 % вы­
соты пиков, мин; R - коэффициент симметричности.

Число теоретических тарелок 68326. Минимальное 
число теоретических тарелок 50000 т.т./м.

Исполнение. При стабилизированных хроматогра­
фических условиях выполняют анализ раствора стан­
дартов - дважды из двух навесок Если значение RSD 
(относительное стандартное отклонение) не превысит 
1 %, то выполняют анализ раствора препарата, тоже 
дважды из двух навесок Значение RSD результатов 
не должно превышать 1 %. Содержание аминокислот 
вычисляют по формуле (1).

Мы провели модифицирование аминокислот фе­
нилизотиоцианатом. Процесс получения ФТК- 
производных аминокислот протекает в трех стадиях, 
однако мы остановились на первой стадии, т.е. полу­
чили фенилтиокарбамилпроизводные аминокислот, и 
с последующим выбором условий ОФ-ВЭЖХ достиг­
ли оптимального разделения, доведя время экспери­
мента до минимума. Известно, что при анализе ФТК- 
производных используются три типа обращенных 
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фаз-октильная, октадецильная, цианопропильная. По 
нашему мнению, наиболее подходящей является Био­
сфер Сщ (учитывалось качество разделения и воспро­
изводимость хроматограмм). В ходе работы были по­
добраны оптимальные температура (55±1°С) и pH 6.6, 
так как в случае незначительных изменений значений 

этих параметров, происходило сливание пиков. С осо­
бой тщательностью подбирался состав элюента. Эф­
фективность предлагаемой методики подтвердилась 
получением картины полного разделения аминокис­
лот стандарта и полиамина, а также 100% воспроизво­
димостью хроматограмм.

Поступила 15.03.04

Բարձր արդյունավետության հեղուկային քրոմատոգրաֆիան որպես ամինաթթուների 
ՖԹԿ-ածանցյսդների որոշման մեթոդ

Ս.Գ.Չաիլյան

ԲԱՀՔ-ի մեթոդով ամինաթթուների քանակական և 
որակական որոշումը ունիվերսալ է պրոթեինների և 
պեպտիդների որոշման և նրանց կիրառման դեղա­
գործական պատրաստուկների համար; Ամինաթթու­
ների մոդիֆիկացիան տարվել է ֆենիլիզոթիոցիանա- 
աով: ՖԹԿ-ածանցյալների ԲԱՀՔ-ի մեթոդով բաժա­
նումը կատարվել է մի քանի չափանիշների համա- 

ձայնեցվածությամբ (է°, pH): Ամենակիրաոելի պինդ 
ֆագա հանդիսացավ Biosfer Clg (250x4.6 մմ): Այս մե­
թոդը ստուգվել է պոլիամինի օրինակի վրա: Մեգ հա­
ջողվել է ամբողջովին բաժանել ամինաթթուները, ար­
դյունքների վերարաադրողականությունը լիովին 
ապահովվել է:

High performance liquid chromatography as a method for determination of 
phenyithiocarbamil derivatives of amino acids

S.G.Chailyan

The suggested HPLC for quantitative and qualitative 
determination of amino acids is universal for protein and 
peptide researches and for realization of appropriate ana­
lyzes of pharmaceutical preparations. Modification of 
amino adds was carried out by phenyl isothiocyanate. 
During separation of PTA-derivatives of amino adds by 
RP HPLC there was picked up carefully the scheme of 

gradient elution with account of some parameters (t°, pH). 
The most appropriate solid phase for these experiments 
was Biosfer .C։g(250 x 4,6 mm). The method was tested on 
polyamin sample. Consequently, we achieved full separa­
tion into detached peaks of investigated amino adds with 
complete reprodudbility of the results.
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