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PRINSIP DAN PENGGUNAAN AMINO ACID ANALYZER -

Oleh : Slamet Sudarmadji *)

Pendahuluan

Pada prinsipnya alat amino acid analyzer adalah hasil penggabungan
dua teknik analisa bahan’kimia yaitu khromatografi kolom untuk me=-
mischkan komponen-komponen asom amino yang tercampur dalam suatu
bahan cuplikan (sample) danrspekfrofotometri untuk pengukuran kon-
sentrasi masing-masing komponen yang telah dipisahkoan. Untuk da-
pat diukur kadarnya, asam-asam amino diredksikan dengan ninhydrin
sehingga menghasilkén warna ungu tua yang‘khas y@ng dapat terukur

pada serapan spektrum sinar tampak.:

Untuk bahan asam amino yanghtelah bebas,,dapat segera langsung die
lewatlzan pada kolom kh;omatpgrafi setelah dijernihkan dafi bahan
lain dan diatur pH-nya dengaﬁ)iarutan penyangga. Untuk bahan pro-
tein, maka cuplikan harus dihidrolisa’terlebih dahulu sehingga a=~
someascm amino komponen-nya akan terlepas untuk selanjutnya dipi-
sahkan melalui kolom khromatografi dan kemudian ditentukan kadar =

nya mesing-masing melalui spektro fotometer.

*) Dosen pada Fakultas Teknologi Pertaonian UGM
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\“Seéara;skemutislmhlat ammno a01d analyzer terdlrl dar1 unsur-unsur_’wv

peralatan seperti yang tertera pada gambar 1.
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Gambar 1. Unsur-unsur peralatan Amino Acid Analyzer.

Teknik pelaksanaan

Cupliken yong telah dipersiapkan diinjeksikan ke dalam alat amino
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- acid analyzer di atas.kolbm'ﬁemisahanfkhrbm;togréfi; Dengdn‘do-é
rongan tekanan larutan penyangga lemat pompa, maka bahan cﬁplikan
air terbawa mela1u1 kolom pemlsah yang berisi butlran-butlran re
sin penukar jon atau ion exchange resins Campuran asam-asam amino
akon terpisah berdasarkan muatan jonnya setelah melewnti kolom ini.
Codran cuplikan dan penyapgga yang keluar akan menganduhg ASaMmma-
sam cmino secaravbernrutan‘yang‘kemudian direaksik&ﬁ &engan{réagQQ
sia ninﬁydrin pada suhu 100D c sehingga terbentukAQarna ungu yang
khas don dapat dlukur dengan sebuah kolorimeter. Suatu alat pen=
catat (recorder) akan mencatat secara elektronis hasil pengukuran
kolorimeter ini pada secarik kertas pencntat,»sehingga dapat dipe-
lajari lebih lanjut. : '

Larutan penyangga (buffers)

Larutan penyangga diperlukan agar asameasam dmino berada dalam ke-
adaan stabil‘daﬁ'ddpat dipisahkan oleh kolom pemisah dengan baik.
Kekustan ion dan pH larutan penynngga harus dltentukan dengan te-

pot melalui pH-meter yang peka.

Karena amino acid analyzer dirancang untuk mementukan adanya asame
asam amino dalam jumlah yang kecil, alat ini‘sangat peka. Kontami
nasi larutan penyangga oleh senyawa=-senygwa yang dapat mengganggu

akan sangat mempengaruhi akurasl pengukurannya.

Amonia yang térdapat dalam larutan penyangga akan terakumulasi da-
lom resin pemisah dan akan terdorong oleh larutan penyangga berie o
kutnyn dan membentuk puncak-puncak yapg mengganggu pembacaan hasil
analisa. Sumber kontaminasi amonia adalah air destilat (aquadest)
yang kurang baik. Untuk mengurangi masalah ini, maka aquadest per
u dilewotkan melalui alat de-ionisasi dan segera dipakai, Untuk
menghindari penyerapan amonia dari udara, botol penyimpan larutan
pengangga perlu dilengkapi dengan bahan penangkap amonia pada tuw~

tuphya misalnya asam sitrat kristal.

Untuk kelancaran pemisahan ascm-asam amino dalam kolom, diperlukan
larutan penyangga dengan pH yang semakin'haik, misalnya dari 3,49
kemudian 4,12 dan 6,40, yang tergantung dari jenis asam amino ba

M 2
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han cuplikan dan juga jenis resin pada kolomaya.

Di samping itu,jdiperlukan juga "Regenerating’Reagent"'untuk mels=
bersihkon kolom, sehingga terjaga aktiVitasnyﬁ‘untuk penggunaan be -

rikutnya.

Reagensia ninhydrin

.

Reagen51a nlnhydrln merupakan larutan yang mengandung nlnhydrln dan,
timah khlorida {stanuous chloride) dalam bahan pelarut methyl-cello
solve 75 m‘dan 25 % larutcn penyangga natrium asetat 4N. Pelarut
methyl~cello$olve sangat‘berbahaya bagi kesehatan, oleh sebab itu
harus dikerjakan dalam almari asam apabila mempersi&?kén réagensia'

ninhydrin ini,

Perok51da sangat merushk ukt:untas n1nhydr1n,zoleh sebab itu bahan
pelarut hﬂrus bebas dar1 perok31da. Dengan mencqmpurkan methyle
‘cellosolve 3 ml dengan 1arutan KI L% sebanyak 3 ml, dapat ditentu-~
kan ada tiqunya perokaida dalam pelarut ‘ini. Apabzla tak berware
na mqka peroks1da negatlfa Apablla warna kuning timbul dengan se
ger“ berwrtl ada perok51da dalam pelarut dengan demlklan tldak co

cok ugtuk dlpakal sebago1 pelarut nlnhydrln ini.

Ninhydrin dengan asam-asam .amino akan mémbentuk warna ungu kebirus
an yang intensif ‘apabila dipanaskan.  Gugus  amino dari asam ami=

no akon membentuk pengikatan dua molekul ninhydrin yang berwaryf.

Ninhydrin bebas  Pigmen ungu biru

Karena prolin tidak mempunyai gugus amino bebas, maka asam amino;i

ni tidak membentuk pigmeﬁ biru tetapi warna kuning.
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Kolorimeter

Bahon berwarna yang ditimbulkan oleh ninhydiinykarena~adanya‘gugus
~ amino dori asam amino kemudian dapat ditentukan kadarnya oleh alat
kolorimeter se@é%hana‘yang dapat membaca‘serapan pada panjang gese
lombang 490 nm,dntuk,warna‘kuning'yangcitimbulkan oleh prolein dan
hidroksiprolin, sedangkan paonjang gelombang 570 nm untuk mengukur
serapon warna-ungh kebiruan yaeng ditimbulkan oleh asameasam amino
- yong loine Sédaﬁgkankpanjaﬁg gelombang 690 nm dipakai untuk menen
‘tukan gari?:dasar (baée-line). Dua buah pena masing=masing dengan
“tinta merah dan biru . akan menunjukkan puncakepuncak serapan sinar
© pada paunjang geiombang'490“nm dan 570 nm. Dengan menelusuri (scqg
- adng) setiap cairan yang lewat pada kolorimeter maka gambaran asam

omino keseluruhan dari suatu pahan cuplikan dapat dihasilkan.

:Péﬁyihpan cuplikan

Kontaminasi amonia dalam mempersiapkan cuplikan merupakan masalah

yaﬁg cukup besar. Asam amiho bebas yang befasal dari ujung Jori

juéa.sering menjadi sumber kontaminasi. 0leh sebab itu penanganan

cuplikan harus'dikerjakan dengan cermat dan hati-hati. Unfuk sua-

tulanalisa dengan kepekaan satu nanomolar seperti pada amino acid
S anolyzer ini, kontaminasiwyapg medikit pun akan cukup mengganggu

hasil pengamatan.

Hidrolisa deﬁgan esam kuat merupakan salah sétu cara paling umum
dipckai untuk melepaskan asam-asam amino yang terikat dalam molekul
protein atau peptida. Untuk penelitian tertentu ada kalanya hidro
lisn dengan asam tak ‘dapat dipakai karene dapat menyebabkan kerusak
an beberapa agam amino misalnya ﬁryptophan. Uhtuk keperluan ini
hidrolisa ddpat dilakukan secard alkalis atau secara ensimatis.

Hidrolisa protein dengan asam

Bahan-cﬁplikun Yang mengandung protein sedapat mungkinAharus dibew
boskan dahulu dari karbohidrat dan lemak. Bahan cuplikan dicerna-

kan dalam asam HC1l pekat yang mengandung merkaptoetannll Kalau
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~bahan berupa cairan, kerlngkan dulu dengan. meaghembu&kan gaa~n1hro
gen- untuk menghlndarl oks1da51. . ‘ PR _ *

Hidrollsﬁ ini perlu dllakukan dalam ruang hampa untuk menghxndarl
terbentuknya senyawa-senyaww quena adanya udara. 0Oleh karena itu
hidrolisa perlu dilakukan dalam tabung hldrollsa gelas yang dapat

dihampakgn dan dltutup dengan api pemanas. Kemudlan dilakukan hi-
drolisa pada suhu 110° ¢ selama 22 jam. Seteidh itu cuplikan didi
nginkan .dan tobungnya dibuka dalam almari’ gas (fume hood) karena
dekomposisi merhapto-etanol dapat berbahaya.

Kalau endapan humin pddaihidrolisat-perlu dipisahkan dengan penyae
ringans Kemudianvbahan cuplikan cairan diencerkan dengan larutan.
penyongga dan dipindahkan lewat alat penyuntik (syrlnge) ke dalam
wadah yang lebih sesuai dan ditutup dengan parafllm. Kemudlan.qguv
iron perlu dikeringkan dalam eksikator yong dipanaskan 60° C  dew
ngon bantuan ppmpa hampa selama 15 menit atau samﬁai hidrqlisat Kgi
rings Larutkan bahan cuplikan kering dalam 1arutdh penyangga na-
triﬁm«sitrat,O,z_N.pada pH 2,2 . Penyangga ini dapat‘diisi_deng;n

asam amino standar” sebagai standar bawaan (internal standard),

.

Hidrolisa alkalis dan enzimatis

Untuk menghindari kerusakan‘trypfhopén maka NaOH dapat dipakdi un
tuk mengganti HCl. Dapat juga Ba(OH)é éféu KOH.l'Apabilé kerusake-
an glutamine, aspargine, tryptophan, threoniné;”serine dan .asam a-
mino.lain yang tak stabil, ma51h teraadl maka hldrollsa secara ¢n=

ZIm“tlS perlu dllakukan.

Cciran fisiologis

Asam amino bebas dalam urine, plasma dan srum dépat ditentukan
langsung tdnpa hidrolisa. Garam-goram amonia yang terdapat dalam
urine cukup t1ngg1 untuk menjadi penghambat pomakalannya lewad ko
lom pemisah. Oleh sebab itu amonia perlu dikurangi kalau tldak di

hilangkan sama sekali,

Untuk mewakili urine yanmg diekekwesikan dalam sehari, maka urine
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perlu dikumpulkan selama 24 jap. Dalam botol pengumpul perlu di-

tambahkan 1 'ml toluene. Untuk menCegah»térjadinya perwbahan, bo=-
tdl ‘tersebut ditutup dan disimpan”dalam'ruang yang'dingin. Apahi-
la urine akan disimpan beberapa ‘hari, maks harus dlplndahkan dalam

botol plastik dan disimpan dalam freezer. -

Untuk meﬁghilangkan kandungan amonia dalam urine, prosedur berikut
ini dapat dipakai. Tambahkan beberapa tetes NaOH 2N atau 4 N pada
5 ml urinesampai pH 11,5 = 12,0 . Letakkan bahan dalam eksikator
yang dilengkapi‘dengan H2504 pekat pada cawan terbuka dan dipompa
hampokan selama 6 joam. Kemudian bahan urine diambildan Riatur pH-
nya menjadi 2 0 - 2,2 dengan menambhhkan larutan HC1 6 N, Pindah~
'k~n urlne ke dalﬁm gelas volume 5 ml dan encerkan- sampai tanda dee
"ngan larutan penygngga pH 2,2, Ambil 100 ul bahan cuplikan untuk

T dianalisae.

. Untuk penentuan asam amino Bébaé dalam serum dan plasma, maka pro=
‘tein dan peptida yang tbrkandung dl dalamnya harus dihilangkan- ter
lebih da hulu sebelum dltrapkan pada resin penukar ion. Apabila ter

- dapat protein utuh yang terbawa akan mulemahkan penukar ion. Untuk
~mengdktifkan penukar ion kembali, perlu dikeluarkan dari kolomnya
dan dibersihkan. Penghilangan protein dapat dilakuken dengan me
nambﬂhkan asam pikrat, asam sulfosalisilat, dengan sentrifugasi ul
tra atoun filtrasi ultra. Contoh penggunaan : tambahkan pada 1 ml
plosma darah 50 mg aa&ﬁ,sulfosalisilat(SSA).Aduk dan pusingkan 3500

'fpm selama 5 menit. Ambil cairannya dan encerkan dengan larutan

penyangga 1 ¢ 1.

Untuk persiapan bahan jaringan, tambabkan 10 ml SSA 3,8 % pada
1 grom Joringan dan hancurkan dengan homogenisasi dan pusingkan
3000 rpm selama 5 menit. Pisahkan cairannya dan -encerkan dengon

larutan penyangga pengencere.

Bahan mwkanan

A e . £

Komposisi asammasim>amiﬁo datak protein dan asam-asam amfro - bebas
delam bahon makanan dapat ditentukan dengan carae- cara seperti ter
sebut di atas. Karbohidrat dan lemak dapat mengganggu penentuan

asam amino ini, oleh sebadb itu sebaiknyé dihilangkan terlebih dahu
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1&. Untuk penentuan asam amine. total, maka prosedur hxdrollsa deu'
ngan asam dapat dlpakal. Apabila sukar larut maka bahan makanan
perlu dihaluskan lebih dahulu° Untuk penentuan asam amino bebas

dopat dlpﬁkal prosedur Jarlngan sepertl tersebut d1 atas. B

Pembacaan hasil o .

Karena‘penentuan.asam amino adalah dengan cara khromatpgrafi dan kg
lorimetri yang sifatnya membandiéngkan pembacaan hasil penentuan kom
ponéﬁ%mmmn secara kuantitatif mau pun kualitatif dengan bahan stan
dar yong telah diketahui identitas dan kadarnya, maka kondisi pe-
nentuannya harus tetap dan dengan pengawasan yang cermat. Misal=
nya, ‘apabila asam amino tertentu dipompakan lewat lapisan resin pe
misah munghu51lkan ‘puncak setelah 30 menit dari permulaan, maka un
tuk senywwu yang sama akan juga tampak setelah 30 menit, meski pun
dilokukan pada waktu yang lain, asalkan keadaan penentuan tetap sa
MNow Seldﬁjutnya, secara kuantitatif, luas~puncak»khromatograﬁi Fal
kan'pr0por61dnal dengan jumlah atau kadar asam amino yang dilewat

kon melalui alat ini.

Karena sifat ‘Tepeatability (reproducibility) alat, maka identitas
suatuMSGnyawa akan dapat diketahui dengan membandingkan kedudukan

puncdknyé dengan puncak senyawa (asam amino) yang telah diketqhui.b

Secara kuantitatif suatu komponen dapat dltcntukan kadarnya dengan
membandingkan luas puncak senyawa yang telah diketahui kadarnya .
Luas puncok dapat ditentukan secara sederhana (seperti'pada GLC)
dengan peikﬁlian tinggi puncak dengan lebar.puncak pada 3 tinggie
Dapat:juga ditentukan dengan alat,planimetgr,_infegrator elektro~

nik o~tou penimbangan kertas pencatat.

Kenaikan pHl larutan penyangga atau kékuapay fonnya, juge kenafkin
suhu kolom akan mempercepat waktu eluei asamedsam amino. Keadaan

sebaliknya akan memperlambat waktu elusi asam-asam amino.

Asam amino cystine paling peka terhadap perubahan pH ini. Perubah
an pll sebesar 0,01 akan menggeser puncak cystine 1 menit. Untuk re

ngatuwran pH penyangga 0,01 dapat dilakukan dengan menambahkan 0,1
ml NaOH 50 % atau 0,2 ml HC1l pekat setiap 4 liter larutan penyonge
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Model 118/119 CL.

Buffers

‘*“prs,uo 1,00N° Nat+
: 3 - NaOH 0,20N Nat*
Buffer flow ’ i

.rate 44 mi/n
Ninhydrin - . <
| flow rate 22'm1/h

Column temp -

erature 50° C' 65 C

Recorder

chart speed 6 in/h

Column 6x460 mm
Resin type W3
Resin bed . '
hejght 220 mnm -
pH 3,25 0,208 Nat*

pH 3,95 0, » bow Nat

4

‘Model 126 Data System

Peak width 20
Slope sensitivity 10000
Fused peaks 10
Bageline test 5
T . Lo
5 k12
5 . 414
6 880
Minimum: area. 50000
Plateau test 10

‘Maxjmum»baseline‘level 50000

* 4% 2-propanol is added to teh

first buffer. See text.

Gambar 2.

Contoh parameter pelaksanaan analisa dan

khromatogram yang dihasilkan.
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?engatwan suhu yaﬁg iepat akan me.nja-mi.n %ei‘bantukn:f& puncakupun~
cak yang 391&5 terpisah dan pﬁbcak yang tajam pada khromatogram.
Suhu yang terlalu rendah akan mempercepat pengeIUaran threonine dan
serine namﬁa memperlambat cystinex Threonine dan phenylalanlne a=
kan mengalami gangguan yang tak pastia Suhit yang terlalu txnggx a
kan mcnyebabkan pengaruh yang berlawanan.

Contoh parameter yang dipakai ai dalam melaksanakéhléndlisa dengan
amino acid analyzer dan khromatogram yang dihasilkan dapat dilihat

pada gombar 2 .
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