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Streszczenie

Chromatografia cienkowarstwowa jest dogodng metoda do tzw. analiz
przesiewowych (z ang. screen analysis) oraz szybkiego badania profili
retencji z uzyciem roéznych faz ruchomych. Nasze badania dotycza zasto-
sowania termostatowanej mikrochromatografii cienkowarstwowej do
optymalizacji procesu rozdzielania wybranych aminokwaséw tryptofanu
i proliny w uktadzie faz odwrdéconych (RP). Uzyskane dane retencyjne
umozliwity okreslenie optymalnych warunkéw rozdzielania przy zastoso-
waniu prostego parametru optymalizacji: maksymalnej wartosci wspot-
czynnika rozdzielenia (oim.x). Parametr ten byt obliczany z doktadnoscia
2% stgzenia binarnej fazy ruchomej w zakresie od 0 do 100%, na podsta-
wie danych eksperymentalnych uzyskanych z rozdzielczoscig 20%. Wy-
brane kryterium optymalizacji umozliwia bezpo$rednie przeniesienie
uzyskanych wynikéw na systemy rozdzielania typu RP z uzyciem kolum-
ny zamiast plytek np. wysokosprawnej chromatografii kolumnowej
(HPLC).

Stowa Kkluczowe: mikrochromatografia cienkowarstwowa (micro-TLC),
tryptofan, prolina, aminokwasy, ninhydryna, wspotczynnik rozdzielenia (o).

Optimization of separation protocol of
tryptophan and proline in a reversed-phase
system using temperature-controlled
micro-thin-layer chromatography (micro-TLC)

Abstract

Thin-layer chromatography (TLC) and high-performance thin-layer
chromatography (HPTLC) are commonly used in separation, identification,
purification and quantification of different analytes present in complex
biological, environmental and pharmaceutical samples. Planar chromatography
can be also applied to screen analysis and fast exploration of chromatographic
retention profiles using different concentrations of mobile phases components.
This method does not require expensive equipment, tedious and time-
consuming sample pretreatments and, what is important, allows a parallel
separation of many samples at the same time. The spots or bands sprayed
onto the TLC plate can be easily detected under visible and UV light
(usually 254nm, 366nm) or by post-chromatographic derivatization with
visualization reagents, and then digitalized using office scanners. It should
be noted that the great advantage of micro-planar chromatography compared
to the regular sized TLC is low consumption of the eluents (usually less
than 1 mL per analytical run) as well as short analysis time, due to mobile
phase migration distance less than 50 mm. Under particular cases (high
temperature and low viscosity eluents like acetone, dichloromethane or
n-hexane), non-forced eluent flow micro-chromatographic analysis can be
completed within less than 5 minutes. This work is focused on optimization
of separation process of two amino acids including tryptophan and proline
(Fig. 1) under reversed-phase micro-chromatographic conditions. Particularly,
selected amino acids were chromatographed on HPTLC RP-18W (wettable
with water) 25 x 50 mm cutted plates using thermostated horizontal
micro-chamber and unsaturated conditions (Fig. 2). The target components
were sprayed on the start line (1ug per lane) using a semi-automatic sampler
(Linomat 5, Camag). The plates were developed with n-propanol: water

binary mixtures as the mobile phases. Different concentrations of alcohol
ranging from 0 to 100% (v/v) with steps of 20% were applied. The temperature
of chromatographic separation was set at 40°C and chromatographic runs
were completed within 10-30 minutes, depending on the water concentration
in the mobile phase. The amino acids were visualized by dipping the plates
in ninhydrin solution (prepared for concentration 0.3% in ethanol)
followed by heating at 120°C for 10 minutes. Picture acquisition was
performed using a Plustek OpticPro S12 scanner with an 8-bit per channel
color deep mode, 300 DPI resolution, and saved as TIFF files. Retention
data were derived from the plates via densitometric scans obtained with
help of ImageJ freeware (http://rsb.info.nih.gov/ij). Using the raw retention
data set (R values, retardation factor), the chromatographic profiles of
amino acids were calculated with step of 2% (Fig. 3A). Based on the
curves observed and relationship Ry = logk, where Ry and k correspond to
mobility and retention factors, respectively, a simple optimization criterion
expressed as a separation factor (o) was calculated (Fig. 3B). Using this
plot, the best separation conditions of target components were selected
taking into account the maximum value of the separation factor (Qmax)-
Due to the equal spot shape of amino acids investigated across the whole
range of the mobile phases composition, such approach involving the o
values allows fast optimization of separation in planar chromatography
and direct application of selected conditions into column chromatographic
systems based on e.g. high-performance liquid chromatography (HPLC). It
should be noted that the advantages of retention data screening using
micro-TLC are very low mobile phase consumption (at level of 300 uL
per chromatographic run), short analysis time and effective detection of
UV-Vis transparent substances using simple visualization reagent.

Keywords: micro-chromatography (micro-TLC), amino acids, tryptophan,
proline, ninhydrin, separation factor (ct).

1. Wstep

Aminokwasy sa substancjami niezbednymi do prawidtowego
funkcjonowania organizmu czlowieka. Substancje te moga by¢
wytwarzane przez organizm samodzielnie (tzw. aminokwasy
endogenne) lub musza by¢ systematycznie przyjmowane wraz
z pozywieniem. Okreslamy je wtedy nazwa egzogennych. U
wigkszosci kregowcow oraz czlowieka do aminokwaséw tego
typu zalicza si¢ fenyloalaning, izoleucyne, leucyne, lizyne, metio-
ning, treoning, waling oraz tryptofan [1]. Poniewaz z aminokwa-
sow zbudowane sa bialka (tzw. aminokwasy biogenne), jak row-
niez ich czasteczki funkcjonuja w organizmach jako samodzielne
zwiazki chemiczne biorace udzial w rozmaitych procesach meta-
bolizmu, istnieje potrzeba oznaczania tych substancji np. w zyw-
nosci przygotowywanej dla ludzi jak i zwierzat hodowlanych [2].
Do wspoétczesnych metod analitycznych, ktore stosuje si¢ w anali-
zie aminokwaséw naleza: wysokosprawna chromatografia cie-
czowa (HPLC), chromatografia gazowa (GC), elektroforeza kapi-
larna (CE) oraz chromatografia cienkowarstwowa (TLC). Wszyst-
kie wyzej wymienione techniki wymagaja uzycia zaawansowa-
nych technologicznie urzadzen pomiarowych. Za wyjatkiem TLC
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sa one narazone na uszkodzenia kolumn i detektorow podczas
analizy nieodpowiednio przygotowanych probek, charakteryzuja-
cych si¢ wysokim poziomem substancji interferujacych. W przy-
padku chromatografii cienkowarstwowej proces analityczny moze
by¢ wykonywany z uzyciem probek nieoczyszczonych, gdyz
plytka chromatograficzna uzywana jest tylko raz. Ponadto, chro-
matografia cienkowarstwowa nie wymaga zastosowania skompli-
kowanego i drogiego sprzetu jak rowniez, o czym wspomniano
wyzej, nie zachodzi potrzeba wieloetapowego przygotowania
i oczyszczania probki. Dodatkowo, zaletg tej metody jest mozli-
wos$¢ jednoczesnej, rownoleglej analizy wielu probek w trakcie
jednego procesu analitycznego, co w znaczacy sposob skraca czas
potrzebny do wykonania analiz seryjnych [3]. Co wigcej, metoda
ta umozliwia prostg i tanig detekcje rozdzielonych substancji, przy
pomocy bezposredniej obserwacji ptytki w $wietle widzialnym lub
fluorescencji plamek uwidaczniajacej si¢ przy naswietleniu ptytki
promieniowaniem elektromagnetycznym z zakresu UV [4]. Istotne
jest, ze do detekcji wigkszosci substancji przezroczystych w za-
kresie promieniowania UV-Vis, mozliwe jest zastosowanie pro-
stych reagentow wizualizacyjnych, powodujacych fluorescencje
lub wybarwianie pasm np. roztworem ninhydryny w przypadku
aminokwasow.

W pracy podjeto probg optymalizacji procesu rozdzielania
wybranych aminokwasow tryptofanu i proliny z wykorzystaniem
mikrochromatografii cienkowarstwowej (micro-TLC) w ukladzie
faz odwroconych oraz warunkach izotermicznych (40°C).
Do badan uzyto fazy stacjonarnej typu HPTLC RP-18W
(ptytki o rozmiarze 25 x 50 mm) oraz binarnych faz ruchomych
o skladzie n-propanol:woda, w pelnym zakresie stezen od 0 do
100%.

2. Czes¢ eksperymentalna

Wzorce L-tryptofanu oraz L-proliny byly wyprodukowane
przez firme Fluka (Buchs, Szwajcaria). Do badan wykorzystano
roztwory aminokwasow o stezeniu 1 mg/mL sporzadzone w 20%
metanolu (Merck, Darmstadt, Niemcy). Roztwor ninhydryny
(Fluka, Buchs, Szwajcaria) przygotowano w 96% etanolu (Polmos
“Wratislavia’’, Wroclaw, Polska). Zastosowano stgzenie ninhy-
dryny 0.3% (m/v). Do sporzadzenia faz ruchomych uzyto
n-propanolu (Sigma-Aldrich, Steinheim, Niemcy) i wod¢ redesty-
lowana.

Do rozdzielania badanych zwiazkow zastosowano plytki szkla-
ne HPTLC typu RP-18W (Merck, Darmstadt, Niemcy). Plytki
o fabrycznych wymiarach 20 x 10 cm zostaly przycigte do wielko-
$ci 2.5 x 5 cm. Linia startu zostala umieszczona na odleglosci
5 mm od krawedzi ptytki przez co droga rozwijania wyniosta
45 mm. Analizowane roztwory o objetosci 1 pul zostaly naniesio-
ne na plytki w postaci pasm o 5 mm dlugosci, za pomoca pot-
automatycznego urzadzenia dozujacego (Linomat 5, Camag,
Szwajcaria), kontrolowanego przez oprogramowanie winCATS
(1999-2008, wersja 1.4.4.6337). Proces chromatograficzny pro-
wadzono w temperaturze 40°C i w mikrokomorze nienasyconej
parami fazy ruchomej. Temperatura mikrokomory byta kontrolo-
wana z doktadnoscig £0.05°C, przy uzyciu termostatu cyrkulacyj-
nego (FP51-SL, Julabo, Seelbach, Niemcy). Mikrokomora oraz jej
dziatanie zostata opisana w pracy [5]. Przed rozpoczgciem rozwi-
jania, ptytki z naniesionymi aminokwasami byly termostatowane
w komorze przez 15 minut, do uzyskania zatozonej temperatury
chromatografowania (40°C). Proces rozwijania ptytek eluentem
przerywano w momencie, gdy faza ruchoma przemiescita si¢
wzdhuz catej dlugosci ptytki (czoto fazy ruchomej osiagnegto prze-
ciwlegly koniec ptytki). Do rozwijania chromatogramoéw uzyto
binarnych alkoholowo-wodnych faz ruchomych o sktadzie 0, 20,
40, 60, 80, 100% (v/v; n-propanol:woda). Plamki aminokwasow
wywolywano za pomocag etanolowego roztworu ninhydryny
(0.3 %; m/v), poprzez zanurzenie plytek w roztworze wywotywa-
cza, a nastgpnie ich wygrzanie w temperaturze 120°C przez 10
minut. Po tym czasie aminokwasy uwidacznialy si¢ w postaci
purpurowo-fioletowych (tryptofan) i pomaranczowo-rézowych
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(prolina) pasm na jasnym tle. Wywotane chromatogramy skano-
wano za pomocag skanera biurowego Plustek OpticPro S12
w trybie 8-bitowej glebi sygnatu RGB, przy rozdzielczosci 300
DPI i zachowywano w formacie TIFF. Profile densytometryczne
uzyskiwano przy pomocy oprogramowania ImagelJ (freeware, ver.
1.42q Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA;
http://rsb.info.nih.gov/ij). W badanym uktadzie chromatograficznym
btad pomiaru retencji nie przekraczat 10%, mierzony przy pomocy
parametru RSD (CV%).

3. Dyskusja wynikéw i wnioski

Okreslanie zawarto$ci aminokwasow w zywno$ci ma zasadni-
cze znaczenie z punktu widzenia jej wartosci spozywczej, jak
réwniez wlasciwosci sensorycznych. Wybrane przez nas do badan
chromatograficznych aminokwasy, ktéorych wzory chemiczne
przedstawiono na rysunku 1, naleza do grupy zwigzkéw egzogen-
nych (tryptofan) oraz endogennych (prolina). Obecnie, istnieje
potrzeba ich oznaczania w szeregu produktach spozywczych,
takich jak np. midd (prolina) [6], czy platki $niadaniowe i maka
z nasion roslin straczkowych (tryptofan) [7], gléwnie metodami
chromatografii cieczowe;j.

HOOC
|
H,N— (|:— H
H,C
HOOC
H—N
N
|
H
PROLINE TRYPTOPHAN
Rys. 1. Wzory strukturalne proliny i tryptofanu
Fig. 1. Structures of proline and tryptophan

Z praktycznego punktu widzenia istotne znaczenie ma fakt, ze
dane retencyjne otrzymane technika planarng mozna w prosty
sposob przeliczy¢ na dane retencyjne dla kolumny, wykorzystujac
powszechnie znang zalezno$¢ pomigdzy wspotczynnikami retencji
w chromatografii cienkowarstwowej (R — wspotczynnik zatrzyma-
nia; Ry, — wspolczynnik migracji) oraz kolumnowej (kK — wspol-
czynnik retencji):

Ry =logk =log [1/Rr— 1]

Zalezno$¢ ta umozliwia wykorzystanie danych retencyjnych
uzyskanych za pomoca chromatografii cienkowarstwowej dla
optymalizacji procesow rozdzielania z wykorzystaniem chromato-
grafii kolumnowej. Istotne jest rowniez to, ze za pomoca chroma-
tografii planarnej mozna bardzo szybko wygenerowaé¢ duzg ilo$¢
danych retencyjnych, gdyz w przeciwienstwie do chromatografii
kolumnowej, jednoczesnie moze by¢ analizowanych kilka probek
[8]. Uzyskuje si¢ przez to znaczng oszczgdnos¢ czasu oraz kosz-
tow analizy (mate ilosci faz ruchomych).

Na rysunku 2 zestawiono typowe mikro-chromatogramy cien-
kowarstwowe uzyskane w ukladzie faz odwrdconych, z uzyciem
binarnych faz n-propanol:woda. Zastosowane pokrycie ptytek
chromatograficznych faza stacjonarng o $redniej gestosci lancu-
chow oktadecylsilanowych (RP18W; wettable with water), umoz-
liwia zastosowanie eluentow z duza zawarto$ciag wody nawet do
100%. Jak wida¢, w catym zakresie proporcji sktadnikéw badane
aminokwasy tworzyly zwarte i w wigkszosci przypadkéw syme-
tryczne pasma, wzdloz drogi rozwijania eluentu.
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Stationary phase: HPTLC RP18W; Mobile phase: n-Propanol/Water
0 20 40 60 80 100% (v/v)

45 mm

TT+HP P TT+P P T T+PPT TP P T T+P P T T+P P

Rys. 2. Rozdzielanie badanych wzorcéw aminokwasow: tryptofanu (T)
oraz proliny (P) przy zastosowaniu mikroptytek HPTLC RP-18W
oraz faz ruchomych n-propanol:woda. Warunki wykonania analizy
chromatograficznej: sposob naniesienia roztworé6w wzorcow -
pasmo dtugosci 5 mm technika natryskowa; ilo§¢ wzorca 1 uL;
komora nienasycona; temperatura procesu rozwijania 40°C; detekcja
pasm - ptytki z rozwinigtymi chromatogramami zanurzone w 0.3% (w/v)
etanolowym roztworze ninhydryny i wygrzewane przez 10 minut
w temperaturze 120°C; rejestracja chromatogramow - obraz na ptytkach
zeskanowano przy uzyciu skanera biurowego Plustek OpticPro S12

Fig. 2. Separation of examined amino acids: tryptophan (T) and proline (P)
using HPTLC RP-18W micro-plates and n-propanol:water mobile phases.
Analytical conditions: sample application - 5 mm using spray-on technique;
sample volume: 1 pL; unsaturated chamber; separation temperature 40°C;
bands visualization: developed chromatograms dipped in 0.3% (w/v) nin-
hydrin in ethanol and heated for 10 minutes at 120°C; chromatograms ac-
quisition method - direct digital scan under visible light conditions
using Plustek OpticPro S12 scanner
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Rys. 3. Profile retencji tryptofanu i proliny na wysokosprawnych ptytkach
chromatograficznych typu HPTLC RP-18W z uzyciem binarnych faz
ruchomych n-propanol:woda (A). Dane uzyskane w wyniku eksperymentu
oznaczono biatymi kotkami i trojkatami. Profil retencji tryptofanu i proliny
z doktadnoscig 2% stezenia alkoholu w wodzie wyznaczono przy uzyciu
funkcji wielomianu trzeciego stopnia, aproksymujac dane do§wiadczalne
(tryptofan: y = 5E-06x° - 0.0004x” - 0.0052x + 0.2966;
prolina: y = 5E-06x> - 0.0003x” - 0.001x - 0.4513). Rysunek B przedstawia
wykres optymalizacji rozdzielenia mieszaniny aminokwasow przy
zastosowaniu wspotczynnika rozdzielenia (o) jako ilo§ciowego
kryterium stopnia rozdzielenia

Fig. 3. Retention profile plots for tryptophan and proline observed using HPTLC
RP-18W micro-plates and binary mixtures composed of n-propanol and
water as the eluents (A). White triangles and circles correspond to the raw
experimental data points. Chromatographic profiles of amino acids were
calculated with step of 2% of alcohol in water, using third degree
polynomial equation based on the raw retention data set
(tryptophan: y = 5E-06x° - 0.0004x> - 0.0052x + 0.2966;
proline: y = 5E-06x° - 0.0003x” - 0.001x - 0.4513). Corresponding
values of the separation factor (o) used as a simple optimization
parameter are presented in graph B

Analizujac chromatogramy przedstawione na rysunku 2, nalezy
zwroci¢ uwage na fakt, iz zalezno$¢ pomig¢dzy retencja amino-
kwasow (okreslang za pomocg parametru Ry obliczanego bezpo-
$rednio z chromatograméw na rysunku 2, jako iloraz odlegtosci
$rodka plamki od linii startu do odleglosci czota rozpuszczalnika
od linii startu) oraz sktadem procentowym fazy ruchomej jest
nieliniowa. Ponadto, nie ma charakteru sigmoidalnego, w przeci-
wienstwie do wigkszosci zwiazkdéw chemicznych o niskich ma-
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sach czasteczkowych takich jak np. sterydy, chromatografowa-
nych w podobnych warunkach. Wynika¢ to moze z wysokiej
polarno$ci aminokwasoéw i rozmiaréw ich czasteczek, umozliwia-
jacych wnikanie pomigdzy tancuchy oktadecylsilanowe fazy
stacjonarnej 1 oddziatywanie z polarnymi grupami hydroksylo-
wymi krzemionki.

Na podstawie uzyskanych danych retencyjnych wyznaczono
profile retencji obu aminokwaséw z dokladnoscia 2% st¢zenia
alkoholu w wodzie, przy uzyciu funkcji wielomianu trzeciego
stopnia (rys. 3A). Jak wida¢, kolejnos¢ migracji badanych amino-
kwasow ulega zmianie w punkcie lezacym pomigdzy 60 i 70%
n-propanolu. Rysunek 3B przedstawia wykres optymalizacji roz-
dzielenia mieszaniny aminokwasOw przy zastosowaniu wspot-
czynnika rozdzielenia (o) jako ilo$ciowego kryterium stopnia
rozdzielenia. Wysokie wartosci tego parametru (Olyay = 5.6) wraz
z duzymi r6znicami w retencji obu analitéw (Rp w zakresie od 0
do 0.8), wskazuja na mozliwo$¢ doboru optymalnych warunkow
rozdzielania, w przypadku analizy probek o duzej zawartosci
substancji interferujacych. Nalezy zwroci¢ uwage na fakt, iz ze
wzgledu na podobng szerokos$¢ pasm w catym zakresie proporcji
sktadnikow faz ruchomych, parametr a. moze by¢ z powodzeniem
stosowany w okreSlaniu optymalnego rozdzielenia badanych
aminokwasOw na plytce cienkowarstwowej, a uzyskane wyniki
mogg stuzy¢ jako dogodny wskaznik doboru warunkow rozdziela-
nia za pomocg chromatografii kolumnowe;j.

4. Podsumowanie

W pracy wykazano, ze metoda mikro-chromatografii cienko-
warstwowe] umozliwia szybkie zebranie duzej ilosci danych
retencyjnych, w szczegdlnosci dotyczacych tryptofanu oraz proli-
ny. W ukladzie faz odwroconych z uzyciem plytek typu RP18W
oraz stosujgc prosty uktad faz binarnych n-propanol:woda, uzy-
skano dane o profilach retencji badanych aminokwasow, w pet-
nym zakresie eluentéw od 0 do 100%. Zastosowanie jako kryte-
rium optymalizacji wspoétczynnika rozdzielenia (o) umozliwia
wykorzystanie wynikow zaréwno w chromatografii planarnej jak
i kolumnowej. Uzyskane wyniki badan moga by¢ wykorzystane
w optymalizacji procedur analizy aminokwaséw w probkach
réznego pochodzenia, migdzy innymi w zywnosci i suplementach
diety.
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