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Sposrod znanych i stosowanych metod oznaczania aminokwaséw —
dla potrzeb doswiadczen nad bilansowaniem skladu aminokwasowego
mieszanek paszowych wybrano metody analityczne, ktére przy uwzgled-
nieniu dokladnos$ci wynikéw koncowych i czasu wykonania analizy tworzy
uklad postepowania przystosowany do warunkéw technicznych istnieja-
cych laboratoriéw.

_ Starano sie poszczegélne operacje i metody zestawi¢ w uklad celowy
i przydatny w granicach dostepnych mozliwosci technicznych, pozwala-
jacy uzyskaé pelng charakterystyke skladu aminokwasowego pasz.

W celu szczegolowego okreslenia skutkéw dzialania, ktérym podlegaja
poszczegdlne aminokwasy w przebiegu analizy, przedstawiono w kolej-
no$ci postepowania wszystkie zabiegi, jakim jest poddawany analizowany
surowiec.

Dla wszystkich aminokwaséw, z wyjatkiem tryptofanu, przyjeto hy-
drolize kwasowa 6 N kwasem solnym. Aminokwasy siarkowe — cysty-
ne i metionine — jako zwigzki najmniej odporne ma bezposrednie dzia-
lanie Srodkéw hydrolizujgcych potraktowano odmiennie. Cystyna i me-
tionina pod wplywem hydrolizy kwasowej ulegaja cze$ciowo utlenieniu,
totez w celu stwierdzenia calkowitych iloSci tych aminokwaséw mate-
rial przed hydroliza nalezy utleni¢. Pod wplywem zwigzkéw utleniaja-
cych aminokwasy te przeksztalcajg sie¢ w calosci w odpowiednie pochod-
ne utlenione: Cys przeksztalca sie w kwasny Cys—HSO; Met — w obo-
jetny sulfon metioniny MO,, a pozostale aminokwasy, z wyjatkiem kwa-
su asparaginowego, ulegajg zniszczeniu lub utlenieniu.

Dla Try przyjeto hydrolize zasadowg nasyconym wodorotlenkiem ba-
ru. Obok Try po hydrolizie pozostajg zachowane: Ser, Tre, Tyr; inne ami-
nokwasy w réznym stopniu ulegaja zniszczeniu, a wszystkie racemizuja
sie. Sposéb postepowania przy okreslaniu poszczegdlnych aminokwaséw
przedstawiono w tabeli 1. .

Spoéréd wielu metod do rozdzialu aminokwaséw wybrano elektro-
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!
Tabela 1
Sposéb postepowania przy oznaczaniu poszczegdlnych aminokwaséw
Symbol
Aminokwasy amino- Spos6b postepowania
- kwasu
Zasadowe Arginina Arg Hydroliza kwasowa materialu nie utlenio-
Histydyna His nego.
Lizyna Liz Rozdzielenie aminokwaséw — elektrofo-
reza w buforze pirydynowym o pH 6,5
Kwasne Kwas asparagi- Reakcja barwna z ninhydryng i odczynni-
nowy Asp kiem miedziowym
Kwas glutami- ,
nowy Glu
Obojetne Glicyna Gli Hydroliza materialu nie utlenionego.
Alanina Ala Wydzielenie — elektroforeza w buforze
Walina Wal pirydynowym o pH 6,5
Seryna Ser Rozdzielanie aminokwaséw — elektrofo-
Treonina Tre reza w buforze octanowym o pH 2 i
Fenyloalanina Fen chromatografia
Tyrozyna Tyr Reakcja barwna z ninhydryng i odczynni-
kiem miedziowym :
1zoleucyna Ileu Hydroliza kwasowa materialu nie utlenio-
Leucyna Leu nego. Rozdzielanie — chromatografia wg
Roland-Grossa. Reakcja barwna z nin-
hydryng i odczynnikiem miedziowym
Cysteina i cystyna Cys Utlenienie' materialu
(oznaczane jako Cys-HSO, Hydroliza kwasowa
- kwas cysteino- Rozdzielanie — elektroforeza w buforze pi-
N wy — kwasny) rydynowym o pH 6,5
\ Reakcja barwna z ninhydryng i odczynni-
kiem miedziowym
Metionina MO, Utlenienie materialu
(oznaczana jako Hydroliza kwasowa
sulfon metioni- Wydzielenie — elektroforeza w buforze pi-
ny — obojetny) rydynowym o pH 6,5
Rozdzielanie — elektroforeza w buforze
octamowym o pH 2 i chromatografia
Reakcja barwna z ninhydryna i odczynni-
kiem miedziowym
Tryptofan Try Hydroliza zasadowa

Oznaczanie metodg mikrobiologiczng

-

foreze wysokonapieciowa w . polaczeniu z chromatografig, a dla niekto-
rych aminokwaséw chromatografie wg Rolanda-Grossa (3). ,

Przy wyborze metody kierowano sie¢ mozliwoscig nabycia aparatury
na rynku krajowym, uzyskaniem szybkiego i dobrego rozdzialu miesza-

-
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niny aminokwaséw na pojedyncze jednostki oraz wynikami koncowymi,
ktéore bylyby poréwnywalne z wynikami otrzymanymi przy innej me-
todzie postepowania.

Elektroforeze wysokonapieciowg zastosowano:

a) do calkowitego rozdzielenia pieciu aminokwaséw: Arg, Liz, His,
Asp i Glu z hydrolizatu materialu nie utlenionego oraz wydzielenia
Cys—HSO; z hydrolizatu materialu utlemionego,

b) do wydzielenia 13 aminokwaséw lacznie: Ala, Cys, Fen, GlIi,
Leu + Ileu, Met, Pro, OPro, Ser, Tre, Tyr i Wal oraz czeSciowego ich
rozdzielenia,

c) wydzielenia MO, z hydrolizatu materialu utlenionego i czeSciowego
rozdzielenia ich od innych aminokwaséw.

Do calkowitego rozdzielenia Ala, Cys, Fen, Gli, Leu + Ileu, Met, Pro,
OPro, Ser, Tre, Tyr, Wal i MO, wykorzystano chromatografie wstepu-
jacg jako drugi etap po elektroforezie. W tych warunkach Leu i Ileu
wystepujg razem dajagc wspélng, trudno rozdzielajgcg sie jednostke. Dla
tych aminokwaséw, wychodzgc bezposSrednio z hydrolizatu, zastosowano
chromatografie zstepujacg wg Rolanda-Grossa.

Do oznaczen iloSciowych wszystkich omawianych wyzej aminokwa-
sow, z wyjatkiem Pro i OPro, wykorzystano reakcje barwne z ninhydry-
ng i odczynnikiem miedziowym. Pro i OPro z ninhydryng dajg stabe
zabarwienie, nieprzydatne do pomiaréw kolorymetrycznych. Oznaczenia
ilosciowe Pro i OPro przy zastosowaniu ninhydryny bylyby obarczone
zbyt duzym bledem.

UTLENIENIE MATERIALU
Odczynniki:
Mieszanina utleniajgca: 1 ml 30-procentowej wody utlenionej + 9 ml
88-procentowego kwasu mréwkowego, 48-procentowy kwas bromowodo-
rowy.

Ze zmielonego materialu przygotowuje sie prébke zawierajaca okolo
16 mg N (azot oznacza sig uprzednio metodg Conwaya)

16 - 100
m=——,
p
m — wielko$¢ odwazki w mg,
p — procentowa zawarto$¢ N w badanym materiale.

Odwazke przenosi sie do kolby okraglodennej ze szlifem, o pojem-
noéci 500 ml, material w kolbie zalewa sie oziebiong do 0°C mieszaning
utleniajgcg w iloSci 40 ml i po wymieszaniu zawarto$ci zamknietg kolbe
pozostawia do nastepnego dnia w temperaturze pokojowej, aby dokonaly
' si¢ reakcje utlenienia.
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Po utlenieniu kolbe umieszcza sie w lodzie i wlewa porcjami, mie-
szajagc, 6 ml oziebionego kwasu bromowodorowego w celu zobojetnienia
kwasu nadmréwkowego, po czym mieszaning odparowuje sie szybko do
sucha na lazni wodnej w temp. 40°C pod zmniejszonym ci$nieniem. Su-

cha pozostalo§¢ w kolbie hydrolizuje sie 6 N kwasem solnym w ilosci
200 ml.

L

PRZYGOTOWANIE HYDROLIZATOW KWASOWYCH

Ze zmielonego materialu przygotowuje sie prdébke zawierajgcg ok.
16 mg N. ‘

- Odwazke przenosi si¢ do kolby okraglodennej ze szlifem o pojemnosci
500 ml, po czym przeprowadza hydrolize za pomocg 6 N kwasu solnego
w ilosci 200 ml na lazni wodnej lub piaskowej, pod chlodnicg powietrzna
dlugosci ok. 1 m w czasie 16—24 godzin.

Material pochodzenia zwierzgcego hydrolizuje sie 16 godzin, a mate-
rial pochodzenia roslinnego — 24 godziny.

Po zakonczonej hydrolizie plyn sgczy sie przez sgczek spiekany G-4
w celu oddzielenia wytworzonych zwigzkéw huminowych; przesgez zbiera
sie iloSciowo w kolbie okrgglodennej z nasadka Claysena o pojemnosci 250
ml i odparowuje do sucha pod zmniejszonym ci$nieniem w temperaturze
40—50°C.

Suchg pozostalo§é rozpuszeza sie w 5 ml 10-procentowego izopropa-
nolu i przechowuje w lodéwrce.

\"\ PRZYGOTOWANIE HYDROLIZATOW ZASADOWYCH

Ze zmielonego materialu przygotowuje sie prébke zawierajaca ok.
16 mg N.

Odwazke przenosi sie do probowk1 — ampulki o pojemnosci ok. 15 ml
i zalewa 10 ml nasyconego roztworu wodorotlenku baru. Po wymieszaniu
zawartosci ampultke zatapia sie nad palnikiem gazowym i przeprowadza
hydrolize w suszarce w temp. IIQ?C w czasie 24 godzin.

Po zakonczonej hydrolizie zawarto$§¢ ampulki przenosi sie iloSciowo
do kolby stozkowej o pojemnos$ci 50 ml i zobojetnia 1 N kwasem siarko-
wym do pH 6—7 wobec blekitu bromotymolowego.

Zobojetniony roztwoér odwirowuje sie¢ na wiréwce przy 3000—6000
obrotéw na minute — do calkowitego oddzielenia osadu siarczanu baru —
w probowkach wirowkowych o pojemnosci 25—50 mi. Oddzielony roz-
twor dekantuje sie do kolby miarowej o pojemnosci 1000 ml.

Osad pozostaly w probowce zalewa sie¢ wrzacg wodg redestylowana,
zawarto§¢ skloca sie bagietkg szklang do wytworzenia jednolitej zawie-
siny i odwirowuje powtérnie. Oddzielony roztwoér dekantuje do kolby
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miarowej. Przeplukiwanie osadu wrzaca woda redestylowana wykonuje
sie lgcznie trzykrotnie.

Po ostatnim przemyciu osadu roztwoér zebrany w kolbie miarowej
uzupelnia sie wodg redestylowang do objetosci 100 ml. Otrzymany roz-
twor jest przeznaczony do oznaczania Try metoda mikrobiologiczna.

OZNACZANIE AMINOKWASOW
METODA ELEKTROFOREZY WYSOKONAPIECIOWEJ

Odczynniki:

Standardy aminokwaséw firmy Shandon;

bufor pM 6,5: 100 ml pirydyny + 10 ml kwasu octowego lodowatego
+ 890 ml wody;

bufor pH 2:150 ml kwasu octowego lodowatego + 50 ml kwasu
mrowkowego + 800 ml wody;

rozpuszczalnik do chromatografii: 400 mln n-butanolu + 100 ml kwa-
su octowego lodowatego + 100 ml wody (4 : 1 : 1);

roztwér ninhydryny: 0,2 g ninhydryny + 0,85 ml kwasu ocbowego
lodowatego + 99 ml acetonu;

odczynnik miedziowy: 2 ml nasyconego roztworu Cu(NOs), + 0,2 ml
10-procentowego kwasu azotowego + 100 ml acetonu;
Bibuta Whatman Nr 3.

Aparatura: komora elektroforetyczna, prostownik, transformator,
Spektrofotometr Uniwersalny Zeissa

ELEKTROFORETYCZNE WYDZIELANIE ORAZ ROZDZIAL
-AMINOKWASOW KWASNYCH I ZASADOWYCH

Na S$rodku arkusza bibuly zaznacza sie ol6wkiem grafitowym linie
naniesienia rozdzielanej mieszaniny na 5 odcinkach dlugo$ci po 4 cm, na-
stepnie zwilza si¢ buforem pirydynowym o pH 6,5 i umieszcza na plycie
szklanej w komorze elektroforetycznej.

Na wilgotny arkusz bibuly nanosi sie¢ mikropipetag mieszanine amino-
kwaséw w roztworach: na dwie linie iewnetrzne — po 0,01 ml roztwo-
ru wzorcowego (0,01 — molowego), na trzy linie wewnetrzne po 0,01 ml
roztworow analizowanych.

Przeprowadza sie¢ elektroforeze w buforze pirydynowym przy napie-
ciu 28,5 V/em dlugosci paska bibuly w czasie 2 godzin.

W wyniku elektroforezy aminokwasy obojetne ulegaja nieznacznemu
- przesunieciu z linii naniesienia w kierunku katody, aminokwasy kwasne
przesuwaja sie do anody i rozdzielajg sie calkowicie, a aminokwasy za-
sadowe przesuwaja sie do katody i tu rozdzielajag sie na pojedyncze
jednostki. |
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Po zakonczonej elektroforezie arkusz bibuly suszy sie na powmtrzu
lub w suszarce w temperaturze 70°C do zaniku woni buforu.

Wysuszony arkusz bibuly zanurza sie w roztworze ninhydryny w celu
wywolania aminokwaséw i pozostawia na powietrzu. Po wywolaniu po-
szczegblne aminokwasy kwasne i zasadowe wystepuja na bibule w po-
staci oddzielnych plam barwy fioletowej, natomiast aminokwasy obojetne
stanowia Igcznie jedna plame w poblizu linii naniesienia.

ELEKTROFORETYCZNE WYDZIELANIE AMINOKWASOW OBOJETNYCH
Z MIESZANINY W ROZTWORZE

Na $rodku arkusza bibuly zaznacza sie ol6éwkiem grafitowym linie
naniesienia roztworu, dlugosci 14 cm.

Arkusz bibuly z zaznaczong linig zwilza sie buforem pirydynowym
o pH 6,5, nanosi na te linie mikropipetg 0,5 ml roztworu badanego i prze-
prowadza elektroforeze w buforze pirydynowym o pH 6,5 przy napieciu
28,5 V/em dlugosci paska bibuly w czasie 1,5 godziny. Nastepnie arkusz
suszy sie¢ na powietrzu lub w suszarce w temperaturze 70°C do zaniku
woni buforu i sprawdza poloZzenie aminokwaséw obojetnych pod anali-
tyczng lampa kwarcowa. Po ustaleniu polozenia aminokwaséw wycina
sie z arkusza bibuly pasek z aminokwasami obojetnymi. Pasek ten tnie
sie nastepnie na drobne skrawki i umieszcza w kolbie stozkowej o pojem-
nosci 50.-ml, zalewa rozcienczonym alkoholem etylowym, tak aby skraw-
ki bibuly byly calkowicie pograzone w plynie i pozostawia na 24 godzi-
ny. Po tym czasie eluat przenosi sie ilosciowo do kolby Claysena i odpa-

~_ rowuje do sucha pod zmniejszonym ci$nieniem w temperaturze 40—50°C.

"Suchg pozostato§é rozpuszcza sie w 0,5 ml 10-procentowego izopropanolu
i przechowuje w lodéwece. '

‘Roztwor ten jest ‘przeznaczony do dalszego rozdzialu aminokwasow
obojetnych za pomocyg elektroforezy i chromatografii.

ELEKTROFORETYCZNO-CHROMATOGRAFICZNY ROZDZIAL MIESZANINY
AMINOKWASOW OBOJETNYCH

Na arkuszu bibuly po stronie anody w odleglosci 3 i 6 cm od przyleg-
tych krawedzi arkusza zaznacza sie oldwkiem grafitowym punkt nanie-
sienia roztworu rozdzielanych aminokwaséw.

Bibule zwilza sie buforem octowym o pH 2 i nanosi mikropipeta w
zaznaczonym punkcie mieszanine rozdzielanych aminokwaséw w iloSci
0,01 lub 0,02 ml, zaleznie od iloSci aminokwaséw w roztworze.

Rozdzielang mieszanine aminokwaséw moze stanowié¢ izopropanolowy
roztwér aminokwaséw obojetnych wydzielonych z hydrolizatu materiatu
nie utlenionego lub hydrolizatu materialu utlenionego lub standardowy
roztwér aminokwasow obojetnych.
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Rozdzial elektroforetyczny aminokwaséw obojetnych przeprowadza sie
'w buforze kwasnym o pH 2 przy napieciu 34,5 V/ecm diugosci paska bi-
buly w czasie 2 godzin.
~ Po zakonczonej elektroforezie bibule suszy si¢ na powietrzu lub
w suszarce w temperaturze 70°C do zaniku woni buforu i przeprowadza
chromatografie wstepujacg w kierunku prostopadlym do elektroforezy w
czasie 20 godzin. Nastepnie chromatogram suszy sie na powietrzu do za-
niku zapachu rozpuszczalnika i wywoluje ninhydryns. |

Bibule pozostawia sie na powietrzu w ciemnym pomieszczeniu w tem-
peraturze pokojowej do nastepnego dnia.

Na chromatogramie aminokwasy wystepuja w postaci oddzielnych
plam w réznych odcieniach barwy.

PRZYGOTOWANIE ELUATOW DO POMIAROW KOLORYMETRYCZNYCH

Oznaczane aminokwasy po rozdziale elektroforetycznym, wzglednie
chromatograficznym, wywolane ninhydryna, rozpoznaje sie¢ na arkuszu
bibuly przez préwnanie rozmieszczenia plam pochodzacych z roztworu
badanego z ukladem plam wytworzonym przez wzorcowy roztwor ami-
nokwasow.

Rozpoznane aminokwasy zaznacza sie olowkiem grafitowym, po czym
arkusz bibuly zanurza sie w roztworze odczynnika miedziowego w celu
przeprowadzenia aminokwaséw w kompleksy z miedzig o jednolitym,
ciemnorézowym zabarwieniu jednakowym dla wszystkich oznaczanych
aminokwaséw. Reakcja przebiega w suszarce w temperaturze 70°C
W czasie 5 min.

Po zakonczonej reakcji z arkusza bibuly wycina sie kragzki lub paski
z plamkami aminokwaséw, tnie sie je na drobne skrawki i zbiera skraw-
ki z kazdego krazka lub paska z osobna w oddzielnych proboéwkach.
Skrawki bibuly zalewa sie metanolem w ilo$ci 5 ml i pozostawia w tem-
peraturze pokojowej na po6t godziny.

Sporzadzony eluat jest przeznaczony do pomiaréw kolorymetrycz-
nych. | _ :

W tych samych warunkach przygotowuje sie probe Slepg. Pomiary
kolorymetryczne przeprowadza sig¢ bezposrednio po elucji.

ILOSCIOWE OZNACZANIE AMINOKWASOW

Pomiary kolorymetryczne roztworéw barwnych — oznaczenia ilos-
ciowe — przeprowadza sie na spektrofotometrze uniwersalnym Zeissa
przy dtugosci fali 510 mu.

Stezenie aminokwasu oblicza sie z proporcji:

__ Ax - Cs
As

Cx



234 M. Wojciak i in.

gdzie:

Cx — stezenie aminokwasu badanego, ug/m],

Ax — absorpcja roztworu badanego, odczytana z tablic,
Cs — stezenie aminokwasu wzorcowego, w wg/ml, i
As — absorpcja roztworu wzorcowego, odczytana z tablic.

Podany sposob odczytywania wynikéow jest wygodny i szybki, moze
byé dokonywany tylko w przypadku zachodzacej zaleznos$ci prostolinio-
wej absorpcji od stezenia.

Do sporzadzenia krzywych wzorcowych dla poszczegélnych amino-
kwaséw uzywa sie standardowej mieszanki aminokwaséw w roznych roz-
cienczeniach. Z krzywych wybiera sie odcinki, na ktérych wartosci ab-
sorpcji stosuja sie do prawa Lamberta-Beera i z tych wartosci korzysta
sie przy odczytywaniu wynikow. Jezeli stezenie aminokwasu w badanym
roztworze nie stosuje sie do tego prawa (stezenie za niskie lub za wy-
sokie), dla nizszych stezen nanosi sie na bibule wigeksze iloSci mieszaniny
wyjsciowej, a dla wyzszych — eluaty sie¢ rozciencza. Takie postepowanie
jest znacznie prostsze niz kazdorazowe odczytywanie wynikow z krzy-
wych wzorcowych. '

Korzystajac z okreslonych wartosci absorpcji dla poszczegdlnych ami-
nokwaséw wzorcowych przy odczytywaniu wynikéw, mozna — obok
probki badanej — rozdzieli¢ mieszanine standardowa w tych samych wa-
runkach przyjmujac jedno z rozcienczen stosujace sie do prawa Lamber-
ta-Beera.

Wyniki oblicza sie z wzoru:

7 =
p-m
gdzie:
Z — zawartos¢ aminokwasu (g) przy 16 g N,
C. — stezenie aminokwasu oznaczanego w roztworze — eluacie, w
ug/ml,
r — iloczyn rozcienczen hydrolizatu,
V — objetosé hydrolizatu, w ml,
p — procentowa zawartos¢ N w paszy,
m — wielko$¢ odwazki, w mg.

OZNACZANIE LEUCYNY I IZOLEUCYNY METODA ROLANDA-GROSSA
Odczynniki:

Rozpuszczalnik: 120 ml II rz. butanolu + 40 ml 3-procentowego amo-
niaku.

Bibula: Whatman Nr 1.
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PRZYGOTOWANIE KOMORY CHROMATOGRAFICZNEJ

Chromatografie przeprowadza sie w okraglej komorze szklanej. Na
dnie komory umieszcza sie szalke Petriego z rozpuszczalnikiem. Brzeg
komory przykrywa sie okragla plyta szklang z wycieciem w $rodku
przeznaczonym do zawieszenia dwoéch rynienek szklanych. Po zawiesze-
niu rynienek komore zamyka sie szklang przykrywksa z otworem szlifo-
wanym posrodku zamknietym korkiem (wszystkie powierzchnie styku
komory, przykrywy i plyty szklanej sg powleczone wazeling silikonowa).

METODA

Na arkuszu bibuly o wymiarach 18 X 56 cm w odleglosci 7 ecm od jed-
nego konca arkusza zaznacza sie oléwkiem grafitowym pie¢ punktow
naniesienia rozdzielanej mieszaniny, po czym nanosi sie mikropipets
mieszanine aminokwaséw w roztworach: na dwa punkty — po 0,005 mi
mieszaniny standardowej aminokwaséw, na trzy punkty — po 0,01 ml
roztworu badanego (hydrolizat kwasowy lub elektroforetycznie wydzie-
lona mieszanina aminokwaséw obojetnych).

Bibule z namiesionymi roztworami umieszcza sie w komorze chroma-
tograficznej na 2 godziny w celu wysycenia bibuly parami rozpuszczal-
nika. Po uplywie tego czasu do rynienek wprowadza sie rozpuszczalnik
za pomocg rurki polaczonej z korkiem przykrywy i przeprowadza chro-
matografie zstepujgcg w czasie 40 godz.

Po zakonczonej chromatografii bibule suszy sie na powietrzu i wy-
woluje ninhydryng przez zanurzenie.

Chromatogramy pozostawia sie do dnia nastepnego w temp. pokojo-
wej w clemnhym pomieszczeniu, a nastepnie plamy z aminokwasami ozna-
czanymi — Leu i Ileu — wycina sie i przeprowadza w zwigzki komplek-
sowe z miedzig.

Oznaczenia iloSciowe wykonuje sie w sposéb podany przy elektrofo-
rezie.

Do oznaczenia tryptofanu przyjeto metode mikrobiologiczna wg
Kurzepy (1). .

W tabeli 2 podano sklad aminokwasowy S$ruty kukurydzanej, $ruty
owsianej, drozdzy paszowych, odtluszczonego mleka w proszku, magczki
miesno-kostnej i maczki rybnej, okreslony powyzszymi metodami.

Zawartos¢ poszczegélnych aminokwaséw w badanych surowcach jest
zgodna ze skladem ogdlnie podawanych dla tego rodzaju surowcow. Je-
dynie wyraZzne roéznice wystgpily w zawartosci metioniny oznaczonej
wedlug uprzednio przyjetych metod jako sulfonu. Nalezy sgdzi¢, ze nowy
sposob przygotowania hydrolizatu do oznaczania aminokwasow siarko-
wych pozwoli znacznie dokladniej oznaczy¢ zawarto§¢ metioniny i cy-
styny.
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Przyjete sposoby postepowania zestawiono w jednolity uktad, ktory
przyjeto dla oznaczania skladu aminokwasowego pasz tre§ciwych stoso-
wanych do produkeji mieszanek przemyslowych. Oméwiono technike po-
stegpowania w kolejnoSci wykonywania poszczegélnych oznaczen. Wszyst-
kie aminokwasy, z wyjatkiem tryptofanu oraz leucyny i izoleucyny, roz-
dzielono metodg elektroforezy wysokonapieciowej.

Tryptofan oznaczono metoda mikrobiologiczng, ktéra okazala sie naj-
bardziej przydatna do tego rodzaju oznaczen.

WNIOSKI

Przedstawione metody oznaczania aminokwaséw zostaly sprawdzone
w warunkach przecietnego laboratorium i mogg byé polecone bez za-
strzezen do prac nad oceng wartosci pokarmowej biatka.

Aminokwasy zawierajace siarke oznaczono w hydrolizatach materia-
Iu utlenionego kwasem mréwkowym. Otrzymane wyniki sg bardzie] do-
kladne niz otrzymane dla pasz hydrolizowanych bez uprzedniego utle-
nienia.

Tryptofan oznaczono mikrobiologicznie, stwierdzajac ze jest to jedna
z najdokladniejszych metod oznaczania tego aminokwasu.

Zawarto$¢ aminokwas6w w badanych paszach jest zblizona do warto-
Sci podawanych przez innych autoréw.
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M. Byiiysix, E. Iorpviwun, K. CTanyxa
METOJABI OINIPEAEJEHUSA AMMHOKMUCIOTHOI'O COCTABA KOPMOB

Pe3zmomMme

B Hacrosaiein pabore oObIYHBIE METOALI NMPMMEHEHbl B KOMOMHAIMM, Jalollleil BO3-
MOZKHOCTB IIOJIYYMUTH IIOJHYIO XapaKTEepPUCTUKY AaMMHOKMCJIOTHOrO COCTaBa KOPMOB.

IIpencraBjeH IIOCJHeAOBaTENbHBIA XOA aHajlu3a — OT MCXOJAHOro Marepualjia o
KOHEUYHBIX DPe3yJbTaTOB.

Bce aMMHOKMCJIOTBI, 32 MCKJIIOYEHMEM TpuntodaHa M JeNIMHA C MUIOJNEHIMHOM,
OmpeneNATCA MEeTOAOM BBICOKOBOJIBTHOrO 3JIeKTpodopesa Ha Oymare. AMMHOKMCJIO-
Thl, COZEpPIKAIME CEePy, ONPEAENAITCA B KMCJIOTHBIX I'MAPOJM3aTax MaTrepuajga OKHC-
JIEHHOT'O0 HAJAMYPaBbMHOM KMUCJIOTOM.

Tpunrodan onpegensieTrcd MUMKpPOOMONOrM4YecKy, JENUMH U U30JEeNLUMH — METOA0M
Ponanga-I'poccea.

ITony4yaeMble pe3yJbTaThl COTJIACHBI C JAHHLIMM APYTMX uccaenoBaresenn. Onpexne-
JIEH aMMHOKMCJIOTHBIN cOCTaB 6 KOPMOB.
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M. Woéjciak, J. Petryszyn, K. Stencka

METHODS FOR DETERMINING AMINO ACID COMPOSITION OF FEEDSTUFFS

Summary

In present work accepted analytical methods are combined to procedure yield-
ing full characteristics of amino acid composition of feedstuffs.

The course of analysis from original material to final results in described. All
amino acids with exception of tryptophane, leucine and isoleucine are determined
by hight-voltage electrophoresis.

Sulphur containing amino acids are determined in hydrolisates oxidized with
performic acid.

Tryptophane is determined by microbiological method, leucine and isoleucine —
by method of Roland-Gross.

Amino acid contens in feedstuffs examined is similar to values given by other
authors. Amino acid composition of 6 feedstuffs was investigated.




