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ПОРІВНЯЛЬНИЙ АНАЛІЗ НЕПРЯМИХ МЕТОДІВ АНАЛІЗУ АМІНОКИСЛОТ 
ВИСОКОЕФЕКТИВНОЮ РІДИННОЮ ХРОМАТОГРАФІЄЮ І  ЗАГАЛЬНІ 

МЕТОДИЧНІ ТЕНДЕНЦІЇ ТА ПЕРСПЕКТИВИ РОЗВИТКУ АМІНОКИСЛОТНОГО 
АНАЛІЗУ 

 
В огляді проведено аналіз досягнень і можливостей застосування непрямих 

(дериватизаційних) методів кількісного амінокислотного аналізу кормів, харчових 
продуктів та інших об’єктів  із використанням дериватизаційних реагентів, поширених 
видів рідинної хроматографії та детекторів. Наведено приклади практичного 
використання дериватизаційних методів в  аналітичних дослідженнях зразків зі 
складними матрицями та вимоги до них у нормативних документах. Зроблено 
систематизований огляд особливостей  цих методів та їх застосування. Показані  
сучасні тенденції та зроблено прогноз щодо перспектив  методичного розвитку хіральних 
і ахіральних хроматографічних і спектральних методів  амінокислотного аналізу. 

Ключові слова: амінокислоти, методи амінокислотного аналізу, методи 
дериватизації амінокислот, дериватизаційні реагенти, високоефективна рідинна 
хроматографія, хіральна хроматографія, корми, продукти харчування 

 
В обзоре проведен анализ достижений и возможностей применения непрямых 

(дериватизационных) методов количественного аминокислотного анализа кормов, 
пищевых продуктов и других объектов с использованием различных дериватизационных 
реагентов, распространенных видов жидкостной хроматографии и детекторов. 
Приведены примеры практического использования дериватизационных методов в 
аналитических исследованиях проб со сложными матрицами и требования к ним в 
нормативных документах. Сделан систематизированный обзор особенностей методов и 
их применения. Показаны современные тенденции и сделан прогноз перспектив 
методического развития хиральных и ахиральних хроматографических и спектральных 
методов аминокислотного анализа. 

Ключевые слова: аминокислоты, методы аминокислотной анализа, методы 
дериватизации аминокислот, дериватизационные реагенты, высокоэффективная 
жидкостная хроматография, хиральных хроматография, корма, продукты питания 

The review analyzed the achievements and possibilities of application of indirect 
(derivatizing) methods of quantitative amino acid analysis of feed, food and other objects using 
different derivatizing reagents, and various kinds of liquid chromatography, and detectors. 
Examples of practical application of derivatizing methods in analytical studies of samples with 
complex matrices and requirements for these regulations are cited. Systematized review of 
characteristics of methods and its applications was made. It was shown the current trends and 
made a forecast for the possible prospects of methodological development of chiral and achiral 
chromatographic and spectral methods for amino acid analysis. 

Key words: amino acids methods amino acid analysis, methods of derivatization of amino 
acids, deryvatyzatsiyni reagents, high performance liquid chromatography, chiral 
chromatography, feed, food 
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Вступ 
 Забезпечення потенціалу і перспектив розвитку переробної галузі сільського 

господарства, виробництва кормів і харчової промисловості України вимагає розбудови 
мережі аналітичних лабораторій з контролю якості і безпеки продукції з різноманітними 
методичними можливостями. Важливе місце серед показників якості та безпеки сировини 
і продукції  займає аналіз амінокислот і біогенних амінів. Використання застарілих 
(азотних) стандартних методів аналізу на вітчизняному ринку амінокислотних кормових і 
харчових добавок і  продуктів харчування не усуває загрози фальсифікацій і санітарно-
гігієнічної небезпеки цієї продукції, гальмує розвиток конкурентоспроможності 
вітчизняного тваринництва. 

 На ринку аналітичного обладнання і хімічних реагентів наявний широкий вибір 
методик та устаткування для аналізу, однак, в деяких з цих методик за зовнішніми, 
розрекламованими перевагами іноді приховуються реальні методичні та експлуатаційні 
проблеми. 

Мета даного огляду – провести порівняльний аналіз досягнень при використанні 
непрямих (дериватизаційних) методів амінокислотного аналізу (АКА) за останні 20 років, 
систематизувати їх особливості, переваги, як і обмеження при науковому і практичному 
застосуванні, а також дослідити сучасні тенденції та загальні перспективи розвитку 
методів АКА. 

 
Дериватизаційні реагенти в ахіральній хроматографії амінокислот 
Методи хроматографічного аналізу вільних або загальних (після гідролізу білкових 

сполук) амінокислот умовно можна поділити на дві групи: «прямого» аналізу – без 
хімічної дериватизації і «непрямого» аналізу – з дериватизацією амінокислот перед 
хроматографією або після неї. Обидві групи мають свою специфіку, технічні і методичні 
особливості, які визначаються метою та умовами проведення досліджень: матрицею 
проби, складом і кількістю амінокислот, процесами підготування проб і забезпеченням 
лабораторій, тощо.  

В наукових публікаціях часто наявний модельний або пошуковий підхід, коли 
створюються штучні умови для дослідження впливів окремих компонентів матриці, умов 
гідролізу, детекції, обмеження кількості аналізованих амінокислот, використання чистих 
стандартів пептидів та інш. Це вирішує окремі методичні завдання, але не завжди 
відповідає потребам реального життя. В нашому огляді ми акцентуватимемо увагу, 
головним чином, на практичному застосуванні непрямих методів АКА в контролі якості 
продуктів харчування і кормів. 

Дериватизація амінокислот бере початок з застосування реагенту Сенгера (Sanger 
Reagent, SR) у 1945 р. і широко використовується з 1970-х років, зберігаючи своє значення 
в АКА, в основному у методах газової хроматографії (ГХ,  в латинській транскрипції - 
GC), високоефективної тонкошарової хроматографії (ВЕТШХ,  в латинській транскрипції 
-  HPTLC), високоефективної рідинної хроматографії (ВЕРХ,  в латинській транскрипції -  
HPLC), рідинної хроматографії надвисокого тиску (НЕРХ,  в латинській транскрипції -  
UPLC), капілярному електрофорезі (КЕ,  в латинській транскрипції -  CE), капілярному 
зональному електрофорезі (КЗЕ,  в латинській транскрипції -  CZE) [1-6].  

Проведення дериватизації має на меті підвищення чутливості методу та поліпшення 
якості хроматографічного розділення амінокислот через утворення нових сполук – 
дериватів амінокислот зі зміненими фізико-хімічними властивостями. Застосування 
методів дериватизації амінокислот у ГХ і ВЕРХ є загальновизнаним і рівнозначним, але з 
практичної точки зору перевагу надають ВЕРХ. 

Висока полярність амінокислот, їх низька летючість та відсутність сильних 
хромофорних груп ускладнює їх поділ і детекцію. Через різноманітність фізико-хімічних 
властивостей амінокислот за останні 60 років досліджень, не було розроблено 
універсального досконалого аналітичного методу АКА, який перевершив би всі інші і не 
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мав обмежень або недоліків. Вважається, що одним з найважчих етапів амінокислотного 
аналізу є не розділення амінокислот, а їх детекція. Для вирішення цієї проблеми були 
розроблені дериватизаційні методи підвищення летючості аналітів іонізацією в полум'ї 
при ГХ або мас-спектрометрії (МС) та утворення амінокислот з сильними хромофорними 
/ флуорофорними групами – для аналізу методами рідинної хроматографії і КЕ [7]. 

На початку 2000-х років найбільш широко уживаними реагентами амінокислотної 
дериватизації були: 2,2-дигідрокси-1,3-індандіону (нінгідрин), 6-амінохіноліл-N-
гідроксисукцинімідилкарбамат (AQC) [8,9], флуоренілметилхлорформіат (FMOC) [3, 4, 
10], ортофталевий альдегід (ОФА,  в латинській транскрипції -  OPA) [11], 
фенілізотіоціанат (PITC) – реагент Едмана [3,6,12], дабсилхлорид (DABS-Cl), 
дансилхлорид (DANS-Cl), бутилізотіоцианат (BITC), [3, 4, 7]. Всі існуючі методи 
дериватизації мають один або кілька недоліків: залежність стабільності дериватів від часу 
і температури, взаємодія реагентів, тривалий час підготовки, нездатність до дериватизації 
вторинних аміногруп, збільшення мертвого об’єму системи при пост-колонковому методі 
дериватизації, висока трудомісткість дериватизації, що іноді перешкоджає автоматизації 
методу, довготривале хроматографічне розділення деяких дериватів амінокислот, а також 
проблеми з дериватизацією окремих видів амінокислот [13-19]. 

Вважається, що пост-колонкова дериватизація нінгідрином або ортофталевим 
ангідридом в автоматизованій іонообмінній високоефективній рідинній хроматографії 
(ІО-ВЕРХ), дає більш високоточні результати ніж перед-колонкова. Винятком є методика 
«Pico-Tag»® – фенілізотіоціанат-дериватизаційний аналіз, виконаний на відповідному 
обладнанні[20-22].  

Час реакції з ортофталевим ангідридом дуже короткий (1 хв. при кімнатній 
температурі). Межа визначення, як правило, в діапазоні 1-5 пмоль. Через нестійкість 
ортофталевих похідних їх краще використовувати в пост-колонковій дериватизації 
амінокислот при обернено-фазовій високоефективній рідинній хроматографії (ОФ-ВЕРХ). 
Ортофталевий ангідрид реагує тільки з первинними амінами, тому пролін може бути 
виявлено, якщо він перетвориться в первинний амін окислювальними реагентами 
(хлорамін Т або гіпохлорит натрію). Проблема супутніх реакцій з фталевим ангідридом 
усувається після реакції з флуоренілметилхлорформіатом [23-25]. 

 Реакція ортофталевого ангідриду з амінокислотами вимагає кофактору, 
меркаптоетанолу, який входить як складова частина до остаточного продукту 
дериватизації. Проте його застосування може вплинути на стабільність та 
хроматографічну селективність деривату [26]. Меркаптоетанол найбільш часто 
використовується в якості кореагента. Але треба мати на увазі, що при цьому цистеїн 
детектується ненадійно, оскільки ця амінокислота може реагувати з α-аміногрупою або 
реагувати за допомогою тіольної групи бічного ланцюга. Тому цистеїн визначається 
тільки після окислення або алкілування меркаптогруп. Деякі інші SH-вмісні добавки 
також утворюють дериватизаційні реагенти аналогічні OPA: ОФА -меркаптоетанол (OPA-
ME)  [27], ОФА-3-меркаптопропіонової кислоти (OPA-MPA)  [28], ОФА -N-ацетил-L-
цистеїн (OPA-NAC) [28], ОФА -3-меркаптопропіонової кислоти - 9-флуоренілметил 
хлорформіат (OPA-MPA-FMOC) [29]. OPA-NAC і OPA-N-алкіл-L/-D цистеїн дозволяють 
проводити хіральне і ахіральне розділення амінокислот [30-32]. Додаткові посилання [33-
46]. 

Дериватизація нінгідрином є найбільш поширеним методом АКА. Використання 
пост-колонкової нінгідринової дериватизації, літієвих буферів і градієнтного елюювання 
ІО-ВЕРХ\УФ-ВС дозволяє розділити 99 аміновмісних сполук [47]. Первинні амінокислот 
утворюють хромофорні сполуки з максимумом поглинання 570 нм, а вторинні – пролін і 
гідроксипролін – на 440 нм, тому детекцію бажано проводити одночасно на цих піках, 
якщо це можливо. Межі визначення дериватів амінокислот за пост-колонкової реакції з 
нінгідрином, як правило, перевищують 100 пмоль. Така чутливість достатня для аналізу 
переважної більшості харчових продуктів [48]. 
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Нінгідрин є високонадійним дериватизаційним реагентом, але його розчин зазнає 
впливу фотодеградації і окислення повітрям, що поступово погіршує відтворюваність 
результатів. Через це виникає питання: коли міняти старий розчин на новий [49,50]. 
Наведені вище приклади широкого застосування дериватизаційних реагентів – ОФА і 
нінгідрину свідчать про існування специфічних обмежень різних дериватизаційних 
реакцій, особливості яких необхідно приймати до уваги [51-61]. 

ОФ-ВЕРХ амінокислотний аналіз з перед-колонковою дериватизацією 
фенілізотіоцианатом та УФ- детекцією користується популярністю через більшу 
чутливість і швидкість аналізу в порівнянні зі спеціалізованими іонообмінними 
амінокислотними аналізаторами [62-67]. Фенілізотіоцианат добре реагує з первинними і 
вторинними амінокислотами і утворює фенілтіокарбаміл - амінокислотні похідні (РТС)  
(λаbs=254 нм), які є помірно стабільними при кімнатній температурі (1 день),. На відміну 
від деяких інших реагентів, за допомогою фенілізотіоцианату досить добре кількісно 
визначаються тирозин і гістидин [20-22]. Перед дериватизацією гідролізованих зразків 
необхідно повністю видалити соляну кислоту. Час реакції становить приблизно 5 хв. при 
кімнатній температурі. Надлишок реагенту згодом видаляють у вакуумі. Внаслідок цих 
операцій загальний час пробопідготовки затягується до 2 годин, який потім компенсується 
швидким хроматографічним розподіленням – до 12 хв. Детекція здійснюється тільки в 
діапазоні УФ-поглинання. Цей метод дає відмінні результати при отриманні похідних 
вторинних амінокислот, проліну і гідроксипроліну [20,64,68]. Межі виявлення, як 
правило, в межах 50 пмоль. Термін експлуатації хроматографічної колонки скорочується 
при потраплянні у неї непрореагованого фенілізотіоцианату. Недоліками цього методу є 
те, що потрібна ефективна вакуумна система і багато часу витрачається для видалення 
побічних продуктів дериватизації і надлишку реагенту [67, 69-83].  

 При реакції з нітрофенілізотіоцианатом (NPITC),  утворюються стабільні 
нітрофенілтіокарбаміл-деривати (NPTC), які є придатними для аналізу за допомогою ОФ-
ВЕРХ  з УФ-детектором при 254 нм і 340 нм [83]. Недоліком є тривале видалення 
надлишку реагенту, що вимагає ефективної вакуумної системи. Однак при екстракції з 
толуолом його видалення  полегшується [64]. 

У порівнянні з іншими реагентами бутилізотіоцианат – більш летка аліфатична 
сполука, яка успішно використана для перед-колонкової дериватизації 22 стандартних 
білкових амінокислот з утворенням бутилтіокарбаміл-дериватів (BTC). Ці похідні 
амінокислот були успішно проаналізовані за допомогою C18 ОФ-ВЕРХ і УФ-детектора 
при λabs=250 нм [84]. Бутилізотіоцианат був успішно адаптований для аналізу амінокислот 
в харчових продуктах [85]. Іншими перевагами цього реагенту є можливість дериватизації 
цистеїну і цистину, чого не досягалося при реакції з фенілфзотіоцианатом. Висока 
летючість даного реагенту істотно скорочує час аналізу через легке видалення надлишків 
реагентів і утворених побічних продуктів. BTC-деривати вторинних амінокислот, таких як 
пролін і гідроксипролін виявлялися з високою чутливістю. Але піки аспарагіну і серину 
перекривалися повністю. Стабільність BTC-дериватів при кімнатній температурі 
становить близько 8 годин. [67].  

Аналіз результатів дериватизації з бутилізотіоцианатом, отриманих з пробами 
бичого сивороткового альбуміну (BSA) та харчових продуктів, показав хороше 
узгодження з дериватизацією за допомогою фенілізотіоцианату, а також з визначеннями 
за допомогою іонно обмінної хроматографії, за винятком декількох амінокислот. 
Особливо близькими були значення порівняно з іонно обмінною хроматографією (за 
винятком гістидину). Перевага BITC над PITC полягала в його більшій летючості. 
Надлишок реагенту і побічних продуктів вилучався приблизно протягом 10 хв., порівняно 
з PITC-реагентом (1 год.). BTC-деривати цистину і цистеїну виявлялися окремо, тоді як в 
PTC-дериватах вони виходили єдиним піком. [85].  

Бензилізотіоціанат (BzITC), аналог РIТС (за винятком NPITC), як і BITC був 
успішно  використаний як реагент для дериватизації з утворенням бензилтіокарбамільних 
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похідних (BzTC) з усіма 22 білковими амінокислотами. Деривати були повністю розділені 
на колонці з оберненою фазою C18 [86]. BzITC менш леткий реагент ніж BITC, і в цьому 
відношенні подібний до фенілізотіоціанату. За однакових експериментальних умов 
розділення і відтворюваність за допомогою ОФ-ВЕРХ BzTC-дериватів показали кращі 
результати, ніж PTC-деривати [87]. 

6-Амінохінол-N-гідроксисукцінімідилкарбамат (AQC, флюоресценція: λех=250нм, 
λem=395 нм, УФ: λabs=248 нм, λabs=254) при кімнатній температурі утворює стабільні 
похідні (декілька днів), як з первинними, так і вторинними амінокислотами. Основною 
перевагою реагенту є те, що його реакція з амінокислотами не є високочутливою до 
впливу матриці. Наявність солей, миючих засобів, ліпідів і багатьох інших компонентів 
зразка не заважають реакції, що значно спрощує підготовку проб. Флуориметричні межі 
виявлення при застосуванні флуоресцентного  детектора лежать, як правило, в діапазоні 1-
5 пмоль. Непрореагований AQC не флуоресціює, а продукт гідролізу надлишку реагенту – 
6-амінохінолін, флуоресціює слабо, тому надлишок реагенту видаляти не потрібно. Час 
реакції – 1 хв. Спочатку утворюються моно- і ди- похідні тирозину. При нагріванні 
реакційної суміші протягом 10 хв при 50 оС всі деривати тирозину перетворюються в 
монодеривати. Флуоресценція деривату триптофану дуже слабка [8,88-90]. . AQC – має 
хороші перспективи для застосування у аналітичному контролі біотехнологічного 
виробництва і генетичного конструювання штамів продуцентів L-амінокислот для 
ідентифікації амінокислот, поліамінів і супутніх амінованих метаболітів, які утворюються 
при біосинтезі цільового продукту [91], а також як чутливий комплементарний метод для 
МС-протеоміки [92]. 

Для визначення вільних амінокислот м'яса при різних способах його переробки було 
запропоновано метод ОФ-ВЕРХ з перед-колонковою AQC-дериватизацією (УФ λabs=248 
нм). Межа виявлення для 17 амінокислот знаходилася в діапазоні від 0,29 до 0,96 
мкмоль/л з лінійністю у діапазоні 1 - 100 мкмоль/л, за винятком цистину (Cys2), де 
лінійний ний  діапазоні знаходився в межах: 0,5 - 50 мкмоль/л [93-96]. 

Дабсилхлорид (4-диметил-аміноазобензола-4-сульфонілхлорид, DABS-Cl) утворює з 
первинними і вторинними амінокислотами досить стабільні похідні (протягом декількох 
днів), які виявляються за поглинанням, λabs=420 нм. Межі виявлення дериватів 
знаходяться в діапазоні 50 пмоль. Час реакції зазвичай становить близько 10 хв при 70 °С. 
Ступінь повноти реакції може залежати від впливу високих концентрацій різних солей. 
Через високу залежність ефективності реакції дериватизації від матриці і її варіабельності 
для різних амінокислот, для точного калібрування стандартного амінокислотного розчину 
потрібно за аналогічних умов проводити калібрування на матриці  з додаванням до 
матриці стандартів (matrix-matched calibration standards) [97]. Для цього методу існують 
комерційні набори [98-105].  (5-(диметиламино)нафтален-1-сульфонилхлорид, 

Дансилхлорид, (5-(диметиламіно)-нафталін-1-сульфонілхлорид, DANS-Cl, λех = 
350/360 нм, λem = 510/470 нм). реагує з первинними та вторинними амінокислотами з 
утворенням стабільних похідних (декілька днів, якщо захищені від світла). Виявлення 
дериватів переважно флуориметричне. Однак спостерігається сильна абсорбція при 
λabs1=250 нм, λabs2=286. Умови флуориметричного і спектрометричного (УФ)  визначення 
DANS-Cl-дериватів можуть відрізнятися для різних методик і класів амінокислот. Для УФ 
(λabs=286) межі виявлення складають 40-300 пмоль [106]. Продукти гідролізу надлишку 
реагенту мають високу флуоресценцію і можуть впливати на розділення. Час реакції 
повільний:  1 год. при 60°С. Це сприяє формуванню множинних артефактних піків при 
взаємодії з гістидином. При певних рН, дансилхлорид може вступати в реакцію з 
фенольними групами тирозину [107-112]. 

9-флуоренілметілхлорформіат (FMOC, λех=265нм, λem=315 нм.) взаємодіє з 
первинними і вторинними амінокислотами дуже швидко:  приблизно 90 сек. при 
кімнатній температурі, з утворенням стабільних протягом декількох днів похідних. Межі 
виявлення дериватів, при використанні флуорисцентного детектора, лежать в діапазоні 

  8

http://ru.wikipedia.org/w/index.php?title=%D0%9D%D0%B0%D1%84%D1%82%D0%B0%D0%BB%D0%B5%D0%BD&action=edit&redlink=1


 
 

  9

фмоль (<1 пмоль). Адукти триптофану не флуоресціюють в зв'язку з гасінням індольним 
кільцем. Адукти гістидину і цистеїну флуоресціюють слабо. Нативна форма і гідролізат 
реагенту (FМОН) має високу флуоресценцію. Надлишковий реагент перетворюється в 
адукт з сильними гідрофобними амінами – 1-аміно-адамантан (ADAM), що призводить до 
уповільнення елюювання. Тому перед інжекцією надлишок реагенту має бути 
екстрагований або перетворений в недетектований аддукт. На розділення піків аналітів це 
не впливає [113-122]. 

4-Фтор-7-нітробензо-2-оксо-1,3-діазол (NBD-F,  λех=470 нм, λem = 530 нм)  дає 
деривати з первинними та вторинними амінокислотами і є стабільними протягом 
декількох днів. Нижня межа при визначенні флуориметричним детектором може сягати 
кількох пмоль. Адукти триптофану не флуоресціюють. NBD-F реагує з іншими фенолами 
і тіолами з утворенням нефлуоресцентних адуктів. Час реакції порівняно короткий - 1 хв. 
при 60 °С. Реакційна здатність NBD-F в 100 разів вища ніж  відповідного хлориду (NBD-
Cl). Цей реагент використовується набагато частіше для визначення біогенних амінів у 
харчових продуктах, ніж в АКА [4, 123-129]. У Табл. 1 наведено перелік розподілу 
посилань непрямих методів АКА у кормах, продуктах харчування, напоях та інших 
біомедичних або методичних дослідженнях. 

Порівняльний огляд характеристик поширених нехіральних дериватизаційних 
реагентів і хроматографічних методів, що застосовуються в АКА кормів і харчових 
продуктів, їх особливості, переваги і недоліки наведені в Табл. 2. 

 
Таблиця 1. 

Перелік розподілу посилань за групами дериватизаційних реагентів і об’єктів  
аналізу. 

 

Дериватизаційні 
реагенти 

Корми Продукти 
харчування 

Продукти харчування 

OPA   23,39 23,27,32,38,40-42 11,24-26,28-31,33-38, 
40, 43-45 

Нінгідрин 48,51,54,156 48,53,55-58,60 47-52,54,59,61,85,86 

PITC,  NPITC       64,72-75 62-64,66,67,73,75-
80,82,86 

64,65,68-71,73,77-81, 
83, 85-87 

BITC,  BzITC 85 85 84 - 87 

AQC  93,96 88-92,94,94,95 

DABS-CL  99,100 88-92,94,94,95 

DANS-CL  108,109 106,107,110-112 

FMOC 23,29,115 23,116,119 29,113,114,117,118,120-
122 

NBD-F 124 123,125-129 123 



 
 

Таблиця 2. 
Порівняння характеристик непрямих хроматографічних методів аналізу амінокислот 

 
Метод ІО з після-колонковою дериватизацією ОФ-ВЕРХ  з передколонковою дериватизацією 

Дериватизаційний 
 реагент 

Нінгідрин   Нінгідрин   PITC OPA FMOC AQC DABS-CI DANS-CI 

Довжина хвилі  λ (нм) λabs  = 570 

λabs  = 440 (Pro) 

λex/em= 340/455 

λex/em=348/450 

λabs= 254 λex/em=340/455 λex/em=356/450 
λex/em=340/425 λex/em=230/445 

та інші. 

λex\ем 
=265/315 

λabs=248λex 

=250   

λem =395 

λabs =420; 
436 

λex\em=360/470 
λex\em=350/510 
λabs1=250 
λabs2=286 

Час дериватизації (хв.) 2 1-2 20 1 2 1 10 60 

Видалення реагентів Ні Випарювання Ні Екстракція Ні Так Так 

Стабільність дериватів Утворення кольорового розчину Так Ні Так Так Так Так 

Виявлення амінокислот Так Так Ні Так Так Так Так 

Чутливість до матриці Ні Так Так Так Низька Висока Так 

Детектор ВС ФЛ УФ ФЛ ФЛ УФ\ ФЛ   ВС УФ\ ФЛ   

Чутливість –  межа 
визначення (пмоль) 

10, 50 (Pro) <1 50 1-5 <1 0.5-1.0 \ 
0.01-0.05 

50 50 \ <1 

Переваги Тривалий термін служби колонки і можливість її 
регенерації, стабільне розділення, нечутли-вість 
до матриці   

ОФ-ВЕРХ  використовується за різними призначеннями, висока чутливість дозволяє аналізувати дуже малі 
об’єми проб, скорочується час розділення АК 

Недоліки Тривалий час аналізу,  комплексний буфер і  
температурне програмування колонки. 

Дещо складні або нестабільні деривати, складна очистка та екстракція, перешкоди від солей і ліпідів, 
коротке життя колонки, погане розділення  деяких амінокислот. 

Застосування Стандартна процедура для аналізу кормів,  
продуктів харчування , хімусу і крові 

Індивідуальні амінокислоти, гідролізати білків харчових продуктів, вільні  амінокислоти напоїв, 
фізіологічних рідин 

ЕС - іонообмінна хроматографія;  ОФ-ВЕРХ - високоефективна рідинна хроматографія на колонках з оберненою фазою; bPITC - фенілізотіоціаната; OPA – ортофталевий альдегід;  FMOC -  
9-флуоренілметілхлорформіат; AQC - 6-амінохінол-N-гідроксисукцінімідилкарбамат; DABS-Cl – дабсил-хлорид,  4-диметиламинобензол-4- сульфохлорид, BITC - бутілізотіоцианат,   
DANS-CI - дансилхлорид.-  N-діметіламінонафталін-5-сульфохлорид.  [1]   ФЛ – довжини хвиль можуть залежати від варіантів методики 
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Реагент Мерфі та хіральна хроматографія амінокислот 
Багатоклітинні організми, як правило, складаються з L-амінокислот, але навіть в 

метаболічно стабільних білках живих ссавців в розведеному кислотному, лужному або 
нейтральному середовищі може мати місце рацемізація окремих амінокислот, внаслідок чого 
відбуваються структурно-молекулярні і функціональні зміни в організмі.  

Підготовка енантіомерно чистих заміщених аналогів амінокислот є складним 
завданням энантіоселективного (хірального) синтезу пептидів, який вимагає точного 
аналітичного методу для визначення енантіомерного надлишку. Зазвичай технології 
поліпшення синтетичних і аналітичних процедур забезпечують потрібну послідовність і 
чистоту продуктів, але, як правило, майже не стосуються їхньої стереоізомерної чистоти. 
Часто безпідставно вважається, що рацемізації може не відбутися або її не потрібно 
розглядати [130]. 

Добре відомо про існування вільних і пептидоглікан-зв΄язаних D-амінокислот бактерій, 
але їх наявність в рослинах, тваринах і людині було виявлено порівняно недавно [130,131]. 
Методична складність досліджень наднизьких концентрацій D-амінокислот в клітинах 
еукаріотів і їх рацемізація довго ускладнювали і гальмували наукові дослідження оптичних 
ізомерів. Розвиток цього напрямку тривалий час відбувався переважно завдяки 
дослідженням на мікробіологічних об’єктах завдяки використанню дериватизаційного 
реагенту Мерфі (Marfey Reagent, MR), який виявив переваги при порівнянні з іншими 
дериватизаційними реагентами (OPA, DNFB і деякі інші) [130].  

Реагент Мерфі – 1-фтор-2,4-дінітрофеніл-5-L-аланін амід (FDAA) або (S)-2-[(5-фтор-
2,4-дінітрофеніл)-аміно]пропанамід є удосконаленим хіральним варіантом реагенту Сенгера 
(SR) – 1,5-дифтор-2,4-динітробензолу (2,4-DNFB), який використовується для ідентифікації і 
хроматографічного встановлення послідовності амінокислот у пептидах. Реагент Мерфі 
також можна розглядати як модифікований варіант реагенту Сенгера з більш вираженими 
хіральними властивостями. 

Реагент Сенгера утворює хіральні 2,4-дінітрофеніл деривати (DNP) відповідних 
амінокислот. На початку досліджень увага науковців була зосереджена на визначенні 
послідовностей амінокислот у пептидах без урахування їх оптичної ізомерії. Створений у 
1984 р. реагент Мерфі [132] виявляв переваги порівняно з іншими дериватизаційними 
реагентами того періоду, які спрощували умови аналізу і покращували можливості 
хроматографічного розділення і детекції енантіомерів амінокислот, стимулюючи інтерес до 
їх дослідження [130]. MR реагує стехіометрично з аміногрупами енантіомерів амінокислот з 
утворенням стабільних діастереомерних дериватів, які можуть бути легко розділені за 
допомогою ОФ-ВЕРХ. Дінітрофеніл-аланінамідна частина сильно поглинає при 340 нм 
(ε=30000 М-1 см-1), що дозволяє виявляти деривати амінокислот в суб-наномолярному 
діапазоні. Основними перевагами MR у порівнянні з іншими перед-колонковими 
дериватизаційними реагентами є 1) можливість проведення хроматографії на будь-яких 
багатофункціональних ВЕРХ приладах без нагрівання колонки; 2) детекція при  довжині 
хвилі ? λ =340 нм, що нечутлива до більшості домішок розчинників; 3) одночасне визначення 
проліну за одне хроматографічне розділення, 4) стабільність дериватів амінокислот. Деякий 
час вважалося, що для звичайних користувачів ця проста методика забезпечує привабливу і 
недорогу альтернативу спеціалізованим амінокислотним аналізаторам [133] і 
використовувалася для кількісного визначення 19 основних L- амінокислот [134].  

Перед-колонкова дериватизація з MR і його модифікаціями знайшла застосування в 
різних біохімічних дослідженнях і фармакології [130.135,136] в тому числі для вивчення 
рацемізації і ферментативних реакцій амінокислот [137-148]. 

MR широко використовується для структурного аналізу пептидів, підтвердження 
рацемізації при пептидному синтезі, а також для виявлення малих кількостей D-амінокислот. 
Багато інших реагентів, що використовуються для попередньої дериватизації вільних 
амінокислот мають такі вади, як нездатність реагувати з усіма протеїногенними 
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амінокислотами, нестабільність дериватів, погану детекцію деяких похідних амінокислот або 
відсутність кількісного виходу реакції. 

Опис застосування MR є прикладом використання надійного, перевіреного практикою 
методу АКА для нагальних сучасних проблем, а його чутливість іноді перевершує 
можливості методу мас-спектрометрії з матрикс-активованою лазерною десорбцією / 
іонізацією (MALDI-MS) [130]. 

MR має численні переваги перед багатьма іншими сучасними хіральними 
дериватизаційними реагентами (ХДР) в амінокислотному аналізі і значну оглядову 
бібліографію досліджень [149-153], але, не зважаючи на це, він і досі не набув поширення 
для аналізу хіральних пептидів або кормів [3,4,154-158]. Поясненням цьому можуть бути: 
відносно недавні (початок 2000-х рр.) наукові відкриття про значення D- і непротеїногенних 
енантіомерів амінокислот для розуміння метаболізму амінокислот, білків і пептидів в живих 
організмах  [159-161]; надмірне ускладнення рутинних досліджень амінокислот через 
подвоєння кількості аналітів; відсутність обґрунтованих вимог до АКА енантіомерів у 
нормативних документах з аналізу безпечності та якості продукції [154-158]. Детальний 
аналіз переваг, обмежень, недоліків і перспектив застосування MR та його аналогів для 
наукових досліджень і практики наведено в огляді [136].  

Сучасні дослідження D-енантіомерів спрямовані на вивчення їх ролі у біохімії, 
застосування в біології і медицині (діагностиці, фармакології, терапії ензимними і 
пептидними препаратами, ензимології, токсикології). Перспективними також є дослідження 
процесів рацемізації DL- енантіомерів амінокислот в біотехнології, у живих організмах і при 
переробці харчових продуктів.  

Методичні можливості амінокислотного аналізу на сучасному етапі завдяки 
досягненням останніх 10 років відкривають нові перспективи у наукових дослідженнях 
рацемізації та їх практичному медико-біологічному і господарському застосуванні [131,159-
163]. 

 
Загальні проблеми і тенденції розвитку методів амінокислотного аналізу 
З наведених даних видно, що, незважаючи на зручність і удосконалення прямих 

методів амінокислотного аналізу та розвиток відповідного аналітичного обладнання 
(детекторів, колонок, тощо), непрямі методи зберігають свої провідні позиції в наукових і 
прикладних дослідженнях.  

Існують дуже широкі можливості вибору методів АКА, варіантів обладнання і 
витратних матеріалів, реалізація яких залежить від кола завдань і можливостей забезпечення 
лабораторій, зокрема типів зразків, пропускної спроможності обладнання і методик, 
кількості і видів досліджуваних амінокислотних аналітів, напрямку діяльності лабораторії 
(науково-дослідна робота, діагностика, контроль якості і безпеки продукції тощо). Деякі 
лабораторії орієнтуються на АКА харчових продуктів або кормів, які є складними 
матрицями, а кількість матеріалу не потребує надвисокої чутливості детекторів, інші – на  
біологічні рідини, екстракти рослин, ферментаційні сусла, культуральні середовища, 
проміжні метаболіти, пептидні фармпрепарати, що потребують більш високої чутливості. 
Оснащення аналітичної лабораторії має визначати вибір її орієнтації на вузьку спеціалізацію 
або універсальність, що вимагатиме відповідного методичного забезпечення та організації 
праці.  

В процесі розвитку непрямих методів АКА відбувається удосконалення і заміна 
дериватизаційних реагентів. Деякі реагенти, наприклад, DANS-Cl, DABS-Cl, FMOC, BITC, 
BzTC поступово морально застарівають через появу кращих, простіших методик, обмеження 
тривалості зберігання робочих розчинів реагентів або нестійкість амінокислотних  дериватів, 
низьку чутливість, зайві операції пробопідготовки: необхідність видалення надлишків 
реагентів і побічних продуктів перед хроматографічним аналізом, застосування реакцій 
захисту від окислення, або, навпаки, - окислення окремих амінокислот, екстракцію, 
випарювання, чутливість до впливу матриці тощо. Інші, наприклад, нінгідрин, OPA, MR, 
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AQC, РITC – тривалий час зберігають свою актуальність і удосконалюються [48, 91, 92, 120, 
121, 130, 150, 153]. 

Поява нових промислових продуктів, що містять одну або кілька амінокислот, іноді, 
вимагає удосконалення методів аналізу таких речовин. Прикладом такого спрощеного 
удосконалення може бути розробка швидкого методу ОФ-ВЕРХ аналізу таурину в 
енергетичних напоях з пост-колонковою дериватизацією NBD-F [128]. 

Незважаючи на всі недоліки дериватизації [7], вона не тільки не втратила своєї 
актуальності в АКА [10,164,165], але продовжує розвиватися та удосконалюватися. Метод 
ВЕРХ з пост-колонковою дериватизацією нінгідрином і досі має категорію офіційного 
(референсного) для кількісного аналізу вільних і загальних амінокислот у кормах і є 
необхідним для валідації методів АКА і сертифікації лабораторій [3,166,167]. 

Вимоги FAO до методів АКА визначаються документами, які мають відмінності щодо 
використання методів аналізу кормів і продуктів харчування. До широкого використання 
амінокислотних добавок у кормах якість і вимоги до них контролювалися спрощеними 
методами, що наведені у публікації FAO 160 [155]. Після появи і широкого впровадження 
амінокислотних кормових добавок у тваринництво контроль мав відповідати нормативним 
документам – ISO 13903 (ДСТУ ISO 13903:2009) і директиві Європейської Комісії 98/64/EC 
[124,126,166,168]. Вимоги FAO до методів АКА харчових продуктів на відміну від методів 
для кормів, мають рекомендаційний характер, що дозволяє урізноманітнювати методи 
аналізу [4,5,148,160,161]. У Російській федерації для визначення 5 незамінних амінокислот у 
кормах і сировині діє ГОСТ Р 52347-2005, в якому застосовують метод електрокапілярного 
електрофорезу з вимогами до відтворюваності результатів (їх статистичних показників) 
меншими ніж в ISO 13903 [162]. 

При виборі методу, обладнання і реагентів необхідно мати на увазі, що надмірно 
висока чутливість (10-13 – 10-15 моль) вимагає додаткових заходів захисту від зовнішніх 
чинників (стерильних боксів, атмосфери азоту, тощо) [92], які покращують статистичні 
показники методики, але зменшують її продуктивність. 

Останні 5-10 років спостерігається інтенсифікація досліджень про значення 
енантіомерів амінокислот і їх рацемізації для здоров’я людини, що дозволяє передбачати 
можливість появи нових вимог до показників АКА. Можливо, незважаючи на відсутність 
нормативних вимог до хіральної чистоти амінокислот харчових продуктів і кормів, про 
методичну готовність до використання хіральної хроматографії варто думати наперед, 
особливо, при плануванні наукової діяльності. 

Лише кілька, з наведених у даному огляді добре відомих дериватизаційних реагентів, 
можуть застосовуватися для кількісного аналізу енантіомерів амінокислот: аналоги OPA і 
Dans-Cl, SR і MR. Порівняння результатів вимірювань при застосуванні дериватів 
амінокислот з OPA і Dans-Cl з амінокислотними дериватами MR не проводилося, але, 
зважаючи на кількість публікацій, MR і його аналоги мають кращі перспективи розвитку 
[130,133,135,136,150,152]. Також є підстави вважати, що MR є найбільш використовуваним 
хіральним дериватизаційним реагентом [171]. 

Сучасні тенденції загального розвитку амінокислотного аналізу пов'язані з успіхами 
ВЕРХ-МС [164,165,172,173], прямих і непрямих методів хіральної хроматографії 
амінокислот [149-152], розробкою і удосконаленням детекторів і методів прямого АКА [174], 
автоматизації пробопідготування та управління хроматографічним процесом [175,176], 
зменшенням залежності результатів від впливу матриці [163], появою нових різновидів 
хроматографічних методів – рідинної хроматографії гідрофільної взаємодії (hydrophilic 
interaction chromatography (HILIC)) [177,178] і удосконаленням обладнання для ВЕРХ-MS – 
нано- і двовимірної хроматографії [179,180], зростанням можливостей застосування 
недеструктивних спектральних методів аналізу (інфрачервоної спектрометрії близького 
діапазону – NIRS) [181-183]  

З’являються публікації про прикладне використання АКА для виявлення 
фальсифікованих харчових продуктів і сировини  (якість, географічне походження, бренди) 
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[169,184-189]. Розробляються загальні критерії і методи оцінки автентичності продуктів 
здорового харчування [188]. Методичні підходи до оцінки автентичності продуктів 
здорового харчування наведені в публікації [189]. З цією метою була створена спільна 
програма ФАО /МАГАТЕ /(FAO/IAEA): «Programme - Nuclear Techniques in Food and 
Agriculture» з застосування гібридних хроматографічних і ізотопних методів дослідження  в 
продовольчому та сільськогосподарському виробництві [190]. 

Біотехнологічне виробництво і застосування амінокислотних добавок у тваринництві і 
продуктах здорового харчування мають широке застосування в світі, чого не можна сказати 
про Україну. Тому для вітчизняної науки і систем контролю якості і безпечності продуктів та 
сировини АКА залишається важливим, актуальним завданням. Шлях до вирішення проблем 
якості і безпеки продуктів та їх конкурентоспроможності лежить через розвиток мережі 
контрольних лабораторій і забезпечення їх належного функціонування.  
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