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Dziatalnoéci produkcyjnej we wspéilczesnej cywilizacji towa-
rzyszy wytwarzanie najrozmaitszych produktéw odpadkowych. Nierzad-
ko sg to odpady bardzo ucigzliwe dla $rodowiska, co pocigga za sSoO-
bg koniecznoéé mozliwie skutecznego ich unieszkodliwienia. Nie-
watpliwie najlepszym unieszkodliwieniem najbardziej mnawet ucigz-
liwych odpadéw bylaby peina ich utylizacja jako ewenturalnego su-
rowca do wytwarzania innych, przydatnych w gospodarce produktéw.

Do najbardziej ucigzliwych dla $rodowiska naleza odpady o na-
turze bialkowej, najczeéciej usuwane w formie mniej lub bardziej
rozciericzonych $ciekéw. Mozna tu wymienié masowo odprowadzane do
rzek $cieki komunalne, $cieki z ferm przemysiowego chowu zwierzgt,
z zakladéw mleczarskich itp. Utylizacja takich $ciekéw pod katem
wykorzystania zawartego w nich bialka nie moze by¢ brana pod uwa-
ge. Na przeszkodzie stojg takie czynniki jak: niejednokrotnie da-
leko posuniety rozktad zawartego w nich bialka, obecno$é réznych
skiadnikéw niebialkowych, duze rozciexczenie. 2Z drugiej Jjednak
strony istnieje, przynajmniej teoretyczna, mozliwoéé wykorzysta-
nia réznych $ciekéw bialkowych do otrzymywania =z nich przynaj-
mniej niektérych aminékwaséw zawartych w bialku takiego czy inne-
go $cieku. Przy wykorzystywaniu $cieké6w do pozyskiwania aminokwa-
séw nie stanowilyby istotnej przeszkody ani daleko nawet posu-
niety rozkiad bialka, ani obecnoéé niepozgdanych skiadnikéw nief
bialkowych. Przez dobér odpowiednich warunkéw mozna tak pokiero-~
waé procesem wydzielania, ze uzyskane aminokwasy nie beda zawie-
raé ani produkté4w rozkiadu biaika ani zadnego ze skladniké4w nie-
bialkowych obecnych w écieku. Aminokwas wydzielony =2 nadegnilego
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surowca, Jjesli bedzie dostatecznie czysty, bedzie tak samo

przydatny, jak i aminokwas wydzielony z surowca czystego i swie-

2ego. Bialka zbudowane sg najcze¢sSciej z reszt osiemnastu aminokwa-
séw, a spoérdéd nich dwa: lizyna i metionina produkowane sg obec-

nie masowo dla potrzeb przemysiu paszowego. Najcze$Sciej stosowane

przy tym technologie opierajg sie na procesach mikrobiologicznych.
Nie wykorzystuje sie proceséw ich wydzielania z surowcéw bialko-

wych. Procesy mikrobiologiczne pozwalajg bowiem uzyska¢ produkt

koiicowy mniejszym nakladem kosztéw. Mozna stad wnioskowaé, ze

ewentualna utylizacja $ciekéw bialkowych jako surowca do produk-

cji aminokwaséw z géry jest skazana na niepowodzenie ze wzgledu

wladnie na koszt produkcji. Mozna jednak na problem kosztdéw spoj-
rzeé z nieco innego punktu widzenia. Unieszkodliwienie $ciekéw

biatkowych wymaga odpowiednio duzych nakladéw finansowych. Nakla-

déw wymaga takze budowa zakladu produkujgcego aminokwasy. Zakiad

taki z kolei jest nowym Zrddiem Sciekéw, ktdére takze nalezy unie-

szkodliwiaé. Unieszkodliwianie Sciekdéw bialkowych przez ich wyko-

rzystanie do produkcji poszukiwanych w przemy$le paszowym amino=-

kwaséw zmieniloby stosunki nakladdédw finansowych, byé moze nawet

na tyle, ze mégiby to byé w sumie proces ekomomicznie oplacalny.

Ze wspomnianych powyze] dwéch aminokwaséw produkowanych maso-
wo tzn. metioniny i lizyny ewentualne pozyskiwanie metioniny z te-
go rodzaju surowcéw praktycznie nie wchodzi w rachubg¢. Skiada sie¢
na to kilka przyczyn. Zawartosé¢ metioniny jest w bialkach niewiel-
ka, a przy tym jest to jeden z najmniej trwalych aminokwasoéw. Lat-
wo ulega rozkladowi zardédwno w tandcuchu polipeptydowym, Jjak i w
trakcie hydrolizy i dalszego wydzielania. Znacznie korzystniejsza
jest sytuacja w przypadku lizyny. Stosunkowo duze iloéci tego
aminokwasu znajduja si¢ w odchodach zwierzgt i ludzi. Wynika to
z faktu, ze na wszelakiego rodzaju odchody skladajg sig¢ niestra-
wione skiadniki pokarmowe, a wiec takze pewna ilo$¢ bialka, masa
bytujgcych w przewodzie pokarmowym mikroorganizmbéw, zluszczajgcy
sie naskdérek przewodu pokarmowego. Do$é zasobne w lizyne sg tak-
ze ipne odpady bialkowe, jak np. serwatka.

Otrzymywanie jakiegokolwiek aminokwasu 2 naturalnych surowoéw
bialkowych sklada si¢ z dwéch =zasadniczych procesoéwv. Pierwszym
z nich jest rozbicie wigzaii peptydowych - czyli proces hydrolizy.
Drugim procesem jest wydzielenie aminokwasu z otrzymanego hy-
drolizatu. Celem ninie jszego przeglgdu jest przedstawienie wspli=-
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czesnych metod stosowanych w obu tych procesach, ze szczegblnym
uwzglednieniem tych, ktére mogiyby byé podstawag do ekonomicznie
ef ektywnego pozyskiwania lizyny 2z ucigzliwych $ciekéw bialko-

wych.

HYDROLIZA

Przez hydrolize bialka nalezy rozumieé rozerwanie wigzania
peptydowego miedzy dwomaﬁ resztami aminokwasowymi. Rozerwaniu
wigzania peptydowego towarzyszy pobranie ozgsteczki wod& ze Sro-
dowiska reakcji. Reakcje¢ hydrolizy stosuje si¢ do celéw prepa-
ratywnych (wydzielanie aminokwaséw), jak i do celéw analitycz-
nych. (oznaczanie zawarto$ci reszt poszczegblnych aminokwasow) .
Rozbicie wiazania peptydowego wymaga do$é drastycznych $rod=-
kéw. Konsekwencja tego sg wtédrme reakcje destrukecji uwalnianych
z bialka aminokwaséw. Przy prowadzeniu hydrolizy do celdéw pre-
paratywnych procesy destrukcji sa niepozgdane na tyle, ze pro-
wadzg do obnizenia wydajno$ci procesu wydzielania danego amino-
kwasu. Rézne aminokwasy sg w réznym stopniu podatne na procesy
destrukeji i jeéli wydzielany aminokwas jest w miare odporny na
destrukcyjny wplyw hydrolizy, to z praktycznego punktu widzenia
nie ma juz znaczenia fakt, ze inny aminokwas rozktada si¢ np.
calkowicie. Z drugiej za$ strony wydzielanie =z surowcdéd4w natu-
ralnych stosuje sie w produkcji réznych aminokwaséw, ale tylko
wtedy, gdy wydzielany aminokwas mozna latwo oddzielié od calego
balastu pozostalych aminokwaséw i innych zwigzkéw i gdy produku-
je sie iloéci umiarkowane, rzedu kilkudziesigciu kilograméow rocz-
nie. Wtedy bowiem nie opilaca sie instalowaé ani urzgdzen do pro=-
dukcji mikrobiologiczne] ani do syntezy chemicznej. Przy produke-
cji na skale masowsg natomiast, jak dotad, wydzielania si¢ nie sto-
suje. W takim stanie rzeczy nie bylo potrzeby bardzie] szczegdlo~
wego badania procesu hydrolizy prowadzonej do celéw prepara-
tywnych.

Przy hydrolizie do celdw analitycznych destrukcja prowadzi do
rozbieznoéci miedzy oznaczonymi i rzeczywistymi zawartodciami
poszczegblnych aminokwaséw. Z tego wzgledu hydroliza do celéw
analitycznych powinna byé prowadzona w sposéb eliminujgcy destru-
kcje. W praktyce okazalo'sig to praktycznie niemozliwe. Wszelako
intensywny rozwdj badan nad biaikami spowodowal duze zapotrzebo-



100 | J. KRYSCIAK

o

wanie na dokiadne analizy ich skladu aminokwasowego. Oznaczenie
zawartosci poszczegdélnych aminokwaséw w bialku wymaga Jjednak
uprzedniej jego hydrolizy. Dazgc do maksymalnej/ dokladnos$ci ozna=
czen opracowano wiele metod hydrolizy, ktére w mniejszym lub wigek-
szym stopniu pozwalaja wyeliminowaé¢ destrukcje takich czy innych
aminokwasdéw. Wprawdzie zadna z tych metod nie jest metodg ideal-~.
ng, ale ich rdéznorodno$é¢ pozwala na wyciggniecie bardziej ogdol-
nych wnioskéw. ‘

Na metod¢ hydrolizy skladajg si¢ dwa aspekty: czynnik hydroli-
zujgecy i1 warunki w jakich przeprowadza si¢ hydrolize =z uzyciem
danego czynnika. Wéréd czynnikéw hydrolizujgcych do$§é szczegdlne
znaczenie majg rdézne enzymy proteolityczne [7]. Rozbijajag one
wigzania peptydowe w bardzo lagodnych warunkach. Zupeina hydroli-
za enzymatyczna bialka wymaga stosowania kilku enzyméw i jest
dosé czasochlonna.

Wszystkie inne czynniki hydrolizujace mozna nazwaé czynnikami
chemicznymi. Pierwszym takim czynnikiem hydrolizujgcym byl roz-
twor kwasu siarkowego zastosowany w 1820 r. [12]. Po hydroli-
zie, przed dalszg obrobka hydfolizatu nalezy usunaé¢ czynnik hy-
drolizujacy. W tym przypadku jony soﬁ‘ usuwano w postaci‘Basou.
W 1849 r. [12] zastosowano 6 N roztwér HCl i gléwnie ten czyn-
nik hydrolizujgcy stosuje sie po dzield dzisiejszy [:h]. Kwas
solny szybciej rozbija wigzania peptydowe niz siarkowy, a Jjego
usuniecie z hydrolizatu mozna rdéwniez znacznie latwiej osiggnaé
przez odparowanie wody. Hydrolize z kwasem solnym przeprowadza
sie gotujac hydrolizowany material, najcze$ciej przez 24 godziny,
pod chiodnicg zwrotng, bgdZz tez ogrzewajgc w zatopionych ampul-
kach w temperaturze 110°¢ przez taki sam okres. W trakcie
tak prowadzonego procesu hydrolizy zachodzg rézne reakcje ubocz-
ne. Przede wszystkim zupelnemu rozkladowi ulega tryptofan. Ponad-
to, =zachodzi wiele reakcji miedzy produktami rozpadu {ryp-
tofanu, réznymi aminokwasami i innymi skladnikami hydrolizowanego
materialu wskutek czego powstaje pewna ilo$é ciemno zabarwionych
produktéw tzw. humin. Obecnos$é weglowodanéw, jonbéw metali ciez-
kich, tluszczbw, duze stezenie hydrolizowanego materialu, dostep
tlenu - sprzyjajg reakcjom ubocznym i powstaje wtedy szczegdlnie
duzo humin [h]. Innym, obecnie doéé czesto stosowanym, czynni-
kiem hydrolizujgcym jest roztwér wodorotlenku - najczesciej NaOH
lub Ba(OH), [4]. Tak jak przy hydrolizie kwasem reakcje przepro-
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wadza sie gotujgc pod chlodnicg zwrotng lub ogrzewajgc w zatopio=-
nych, naJlepieJ plastikowych fiolkach przez odpowiedni okres (do
2l godzin). Wygodniejszy jest roztwér Ba(OH)z, gdyz po hydrolizie
tatwo mozna usungé jony baru jako Baso,, . Przy hydrolizie alka-
licznej nie ulega destrukcji tryptofan i to stanowi gidéwna JeJ
zalete. Destrukcji zupeinej ulega natomiast arginina, a inne ami-
nokwasy ulegajg badZ zniszczeniu w znacznym stopniu, bgqdZz racemi-
zacjl.

Oznaczenie wszystkich.aminokwaséw w analizowanym materiale
wymaga wiec przeprowadzenia dwéch hydroliz: alkalicznej dla ozna-
czenia tryptofanu i kwasowej dla oznaozenia wszystkich pozosta-
lych aminokwaséw. Korzystniejsza bylaby mozliwo$é oznaczenia
wszystkich aminokwaséw w jednym hydrolizacie. Szukano wigc innych
czynnikéw hydrolizujgcych. Underwood i Deatherage [26] prébowali
hydrolizowaé kazeine i inne materialy biaikowe ogrzewajac przez
9% godzin mieszanine hydrolizowanego materiatlu z woda i 2zywicg
kationowymienng. Stosowali przy tym proporcje: na 400 mg bialka,
40 ml wody i 2 g zywicy. Przy tak prowadzonej hydrolizie nie two-
rzgq sie huminy. Mozliwo$¢ uzycia zywicy kationowymiennej jako
' czynnika hydrolizujacego byla na tyle obiecujgea, 2e poéwiecono
jej sporo uwagi. Paulson i Deatherage [18] badali mechanizm uwal-
niania poszozegbélnych aminokwaséw w trakcie ogrzewania bialka z
kationitem. Paulson, Deatherage i Almy [19] prowadzili hydrolize
bialka gotujac je przez 48 godzin z kationitem i 0,05 N roztworem
HCl. Bardziej szczegdéilowo hydrolize z udziatem wymieniacza badali
na modelowych peptydach Whitaker i Deatherage [27]. Davies i Har-
ris [3] badali mozliwoéé prowadzenia hydrolizy bialka wymienjia-
' czami w temperaturze pokojowej poprzez przepuszozenie wodnej za-
wiesiny hydrolizowanego bialka przez zloze kationitu lub anionitu.
Wszystkie te badania wykazaly ograniczong przydatnos$é kationitu
Jako czynnika hydrolizujacego do przeprowadzenia calkowite] hy-
| drolizy biaika. Rozbiociu ulegajg nie wszystkie wigzania peptydo=-
we i w otrzymanym hydrolizacie znajduja sie obok aminokwaséw tak-
ze peptydy o rbéznym clezarze czgsteczkowym.

Pedersen i Baker [21] Jako czynnik hydrolizujgcy zastosowali
ciekly dwutlenek siarki. Reakcje¢ przeprowadzano w ten sposdb, ze
w grubo$ciennej rurce umieszczano 2 g hydrolizowanego bialka,
12 g oleklego SO2 i 50 g lodu. Zatopiono 1 ogrzewano Ww 100°c.
Hydroliza zachodziia w 100% po okoio 36 godzinach ogrzewania.
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Duzymi zaletami tej metody sa: mozliwoéé tatwego usuniecia SO2
i fakt, Zze rozrywaniu wigzai peptydowych nie towarzyszy powstawa-
nie humin. Ogrzewanie =z $0, do 24 godzin nie niszczy tryptofanu.
Fakt ten wykorzystali Pedersen i Baker [20] oraz Parsons i Ba-
ger [17] i zastosowali hydrolize¢ samym dwutlenkiem siarki oraz
mieszaning 802 i rozcieiiczonego HCl do otrzymywania hydrolizatu
kazeiny, przydatnego do do$wiadczen zywieniowych.

Szybsze uwalnianie aminokwaséw, a w konsekwencji mniejsze
straty aminokwaséw i mniejsze ilosci humin obserwuje si¢ w meto-
dzie zaproponowanej przez Gurnani i Kumta [6]. Polega ona na tym,
ze hydrolizowany material traktuje sie najpierw kwasem mréwkowynm
i dopiero potem dodaje sig 6 N roztwér HClL i prowadzi wilasciwg
hydrolize. .

Metod¢ hydrolizy bialka ,na sucho" zaproponowali Iachan,
Disitzer i Perrone [8]. Polega ona na stopieniu analizowanego
materialu z 10 czesciami kwasu szczawiowego w temperatuize 120°c.
Po skonczonej reakcji mieszanine sie studzi i rozpuszcza w wodzie.
Kwas szczawiowy usuwa si¢ z mieszaniny dodatkiem CaCOB.
has [14] zmodyfikowal te metode wprowadzajac dodatek 6 N HCL

W proporcji: na 1,5 g kwasu szczawiowego 0,5 ml roziworu kwasu.

Maraval=-

Na jbardziej obiecujgca, do celéw analitycznych, wydaje sie
by¢ metoda hydrolizy opracowana przez Liu i Changa [13]. Jako
czynnik hydrolizujgcy zastosowali oni 3 N roztwér kwasu p=tolue-
nosulfonowego z dodatkiem 0,2% tryptaminy. Hydrolizowany material
ogrzewa si¢ 2z tym roztworem w zatopionej ampulce przez 24 godzi-
ny. W tych warunkach nie ulega zniszczeniu tryptofan i mozna ozna-
czy¢ wszystkie aminokwasy przez analize¢ jednego hydrolizatu.

Oprécz wyszczegbélnionych powyzej czynnikéw hydrolizujgcych wy=
korzystanych w réznych metodach hydrolizy znane sa takze czynni-
ki, ktéore wprawdzie nie staly si¢ podstawg zadnej metody hydfoli-
zy, ale w pewnych warunkach rozbijaja wigzania peptydowe. Takie
wlasciwo$ci majg jony ceru, ktére w temperaturze 37°C, w alka-
licznym Srodowisku wywolujg szybkie pekanie wigzan peptydowych
[1]. Podobnie dzialajg jony lantanu, ale wymagaja temperatury 70°C
[2]. Proteolityozne dzialtanie wykazuje takze mono- i tréjchlo=-
roetanol [22]. Ogrzewanie bialka z chloroetanolem prowadzi do pe=-
kania wigza.l peptydowych i jednoczeénie zachodzi cze$ciowa estry-
fikacja uwolnionych aminokwasdéw. Stein i Moore [25] w 1951 r.
opublikowali wyniki obserwacji nad zachowaniem si¢ aminokwaséw w

trakcie elektrolitycznego usuwania soli z ich roztworu. Stwier-
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dzill oni, Ze w trakcie takiego =lektrolitycznego odsalania ulega
rozkiadowi arginina z wytworzeniem ornityny i amoniaku. Rozbiciu
ulega wiec wigzanie miedzy weglem i azotem - tak jak w wigzaniu
peptydowym. W 1961 r. McEvoy-Bowe [15] stwierdza, ze w trakcie
elektrolitycznego odsalania rozkiada si¢ takze kwas hipurowy
z wytworzeniem kwasu benzoesowego i glicyny. O ile w przy-
padku wigzania C=N w argininie jest to tylko wiazanie podobne do
peptydowego, o tyle w kwasie hipurowym jest to juz typowe wigza-
nie peptydowe. Fakty te sg o tyle interesujagce, ze czynnikiem hy-
drolizujgcym posrednio lub moze nawet bezposrednio bylby tu przep-
iyw prgdu elektrycznego.

WYDZIELANIE LIZYNY

Proces hydrolizy mial na celu rozbicie wszystkich wigzan pep-
tydowych i uwolnienie zwigzanych w bialku aminokwaséw. W uzyska=-
nym hydrolizacie obok aminokwaséw znajdowaé sie mogg jeszcze naj=-
rozmaitsze inne zwigzki zaleznie od tego jaki material byi hydro-
lizowany. Generalnie, mozna spodziewad Sie obecnosci wigkszych
lub mniejszych ilo$ci réznych monosacharydéw, kwasdéw tiuszczo-
wych, gliceryny, soli nieorganicznych, amin biogennych, humin i
innych produktéw rozkitadu tych zwiazké4w w trakcie hydrolizy, jak
i produktéw réznych reakcji ubocznych miedzy tymi zwigzkami. Pro-
ces wydzielania lizyny z takiej mieszaniny musi wiec =zapewnidé
uzyskanie produktu calkowicie pozbawionego zwigzkéw innych niz -
aminokwasy. Produkt taki powinien zawiera¢ mozliwie najmniejsze
iloéci innych aminokwaséw. Jesli wydzielona 1lizyna bylaby sto-
sowana jako ewentualny dodatek do pasz wtedy calkowite usuniecie
innych aminokwas6éw nie jest absolutnie konieczne. Obecnos¢ innych
aminokwaséw jedynie obniza zawartos$¢ lizyny w uzyskanym prepara-
cie i tym samym zmniejsza jego warto$é jako dodatku do pasz. Pro-
ces wydzielania musialby wigc byé procesem maksymalnie wybiérczym
w stosunku do lizyny. Takim procesem jest np. wytrgcenie lizyny w
postaci soli z kwasem pikrynowym [?3]. Odpowiednio przygotowany
hydrolizat zadaje sie réwnomolekularng w stosunku do lizyny ilo$-
cig kwasu pikrynowego i doprowadza pH do okolo 5. Po ochiodzeniu
wytrgca sie¢ pikrynian lizyny, ktéry nalezy przekrystalizowaé, a
potem rozlozyé gorgcym kwasem solnym. Po roztozeniu pikrynianu na-
lezy wyekstrahowaé benzenem kwas pikrynowy. Pozostalg w roztworzs
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lizyne, po dodatku etamnolu wykrystalizowuje si¢ jako monochlorowo=
dorek.

Przy okazji badani nad zywieniem przezuwaczy wyloniia si¢ po=-
trzeba oznaczania zawartos$ci kwasu dwuaminopimelinowego (DAP) w
takich materiatach jak: zawarto$é przewodu pokarmowego, mocz, kal.
Spoérdéd réznych obecnych w tych materiatach aminokwaséw w naj-
mnie jszych ilo$éciach obecny jest wiasnie DAP. Jego oznaczanie na
analizatorze aminokwaséw wymaga wig¢c nalozenia odpowiednio wiek-
szej ilosSci hydrolizétu w pordéwnaniu z ilosciami nanoszonymi przy
oznaczaniu innych aminokwaséw bialkowych. Praktycznie sprowadza
si¢ to do przygotowania bardziej stezonego roztworu hydrolizatu.
W przypadku moczu uzyskanie dostatecznego stezenia DAP hapotyka
na pewne trudno$ci. Przy zageszczaniu moczu wykrystalizowuja bo-
wiem zwiazki wystepujace w nim w duzych ilosciach. Prowadzi to
do utraty kontroli objetos$ci roztworu, co z kolei mocno obniza
dokiadno$é oznaczenia. Aby omingé te przeszkody opracowano spec-
jalng metode usuwania z analizowanego moczu soli, mocznika i in-
nych zwiazkéw wystepujgcych w duzych ilosciach [9]. Procedura ta,
nazwana krétko ,odsalaniem", polega na tym, Zze porcje moczu (np.
100 ml) zakwaszong do pH okolo 1 przepuszcza sie przez zloze
2 x 10 cm uformowane z kationitu w formie wodorowej, przemywa
50 ml 0,2 N roztworu HCl i nastepnia eluuje 1,4 N roztworem HCl.
Przebieg takiego odsalania przedstawiono na rysunku 1. Wyciek =z
kolumny do odsalania zbierano w 5 ml frakcjach poczawszy od momen-
tu naniesienia moczu. Z zebranych frakcji odpipetowano po 2 ml
i wybarwiono z odczynnikiem ninhydrynowym [16]. Pozwolilo to na
uwidocznienie zachowania sie zwiazké4w reagujgcych z ninhydryng,
a wiec: mocznika, aminokwaséw, amin. Dla zlokalizowania DAP w wy=
cieku powtérzono procedure odsalania moczu wraz z dodatkiem 10
mikromoli tego aminokwasu. Dla uwidocznienia zachowania sie soli
i innych czgsteczek elektrycznie obojetnych zmierzono wspdéliczyn-
nik zalamania $wiatla poszczegdélnych frakcji.

Caly proces odsalania zachodzi w $rodowisku kwaé$nym. Na zlozu
wymieniacza bedg wigc zatrzymywane aminokwasy, aminy i kationy
nieorganiczne. Zwigzki o czgsteczkach elektrycznie obojetnych
(np. cukry), kwasy karboksylowe, aniony nieorganiczne beds swo-
bodnie wedrowaé przez zloze. Potwierdza to przebieg zmian réznic
(n -r%) wspélczynnikéw zalamania $wiatla: dla dane] frakeji ()
i dla 0,2 N HC1 (no). Duza warto$é tej réznicy w przypadku frak-
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Rys. 1. Przebieg odsalania 100 ml moczu: 7 - frakcje wybarwione

z kwas$nym odczynnikiem (reagujg - DAP, cystyna, prolina i kilka

innych), 2 - frakcje wybarwione z normainym odczynnikiem, 3 - zmia-
ny n - n, (n - wspbéiczynnik zalamania Swiatla poszczegélnych frak-

cji, n - wspélczynnik zatamania $wiatia 0,2 N HC1)

cji zebranych przy przepuszczaniu moczu odzwierciedla obecnos¢
zwigzkbéw o czgsteczkach elektryocznie oboje¢tnych, kwaséw organicz-
nych, anionéw nieorganicznych. Pojawienie sig¢ w wycieku 1,4 N HC1
powoduje skok wartos$ci réznicy n - e Kwas o tym stezeniu usuwa
ze zloza kationy nieorganiczne, co uwidacznia si¢ charakterystycz-
nym pikiem na poczatku krzywej duzych warto$ci n - 1 (przy obje-
to$ci okoto 200 ml wycieku). W tej porcji wycieku, w ktérej opusz-
oza kolumne DAP, na krzywej wartosSci n - n, brak zmian. Swiadczy
to o tym, ze w tej porcji wycieku nie ma zwigzkdéw o czasteczkach
obojetnych ani kationéw nieorganicznych.

Wystepujgcy w moczu w stosunkowo duzych ilosciach mocznik
takze jest sliabo zatrzymywany przez zioze i opuszcza kolumne cze-
$ciowo juz przy przepuszoczaniu moczu, a cz¢Sciowo w trakcie prze-
piukiwania zloza 0,2 N roztworem HCL i na poczgtku eluowania
1,4 N HC1 (duzy pik absorbancji po wybarwieniu 2z ninhydryng).
Aminokwasy stabiej zwigzane przez zioze kationitu opuszczajg ko=

flumng na poczatku eluowania 1,4 N HCIL. Silnie zwiszane aminokwa-
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sy i aminy pozostajg w zlozu nawet po wyeluowaniu DAP. Pewna tyl-
ko ich liczba opuszcza kolumng do odsalania wraz z DAP. Przepro-

wadzone préby wykazaly, ze zloze o wymiarach 2 x 10 cm pozwala
na analogiczne odsolenie do 250 ml moczu. Procedura odsalania
przebiegala w ten sposéb, ze wyciek przy przepuszczaniu moczu,
50 ml popiuczyn i pierwsze 150 ml wycieku przy przepuszczaniu
1,4 N HCl odrzucano. Jako wyciek odsolony zbierano 350 ml dalsze-
80 wycieku. Po odparowaniu tej porcji wycieku odsolonego w kolbie
wyparki pozostaje znikomo mala 1ilo$¢é suchej pozostalosci. Po ode-
soleniu i odparowaniu odzyskuje sie co najmniej 94% DAP zawar-
tego w moczu [9]. Pelna analiza na zawarto$é aminokwaséw w wy-
cieku odsolonym wykazala obecnosé¢ aminokwaséw dwuaminodwukarboksy-
lowych (oystationina, cystyna, DAP, kwas djenkolowy), kilku ami=-
nokwasdéw obojetnych (gléwnia re jestrowanych przez analizator ami-
nokwaséw w koricowej czeéci chromatogramu z kolumny ditugiej), kil-
ku zasadowych (gléwnie rejestrowanych przez analizator aminokwa-
sé6w na poczatku chromatogramu =z kolumny krétkiej) oraz pewng
liczbe pikdédw zwigzkdédw nieznanych. Pozwalalo to przypuszcezad, ze
przedstawiona powyzej procedura odsalania moze byé przydatna do
otrzymywania pewnych aminokwaséw na skale preparatywng. Opisang
procedure odsalania zaadaptowano nastepnie do odsalania objetos$ci
moczu rzedu kilku litréw [ﬁ1]. Na ziozu o wymiarach 6,3 x 10 cm
Jednorazowo mozna uzyskaé¢ odsolenie 10 litréw moczu. Odsalanie na
skale preparatywna przebiega analogicznie do odsalania na skale
analityczng. Po przepuszczeniu przez zloze calej odsolonej obje-
toéci moczu zloze nalezy przemyé 500 mL 0,2 N roztworu HC1 i
eluowaé 1,4 N HCl. Jako wyciek odsolony naléty zbieraé porcje wy-
cieku od 3001 do 6500 ml wycieku z kolumny przy przepuszczaniu
1,4 N HC1.

Procedure odsalania na skale preparatywng zastosowano takze
do hydrolizatu katu krélika [10]. W hydrolizacie kalu znajdowaly
sie¢ wszystkie aminokwasy wystepujace normalnie w bilaltkach oraz
DAP (z biomasy bakterii). Lizyny w tym hydrolizacie (z 1 kg Swie-
zego katu) znajdowalo sie 3,58 g. W wycieku odsolonym natomiast
stwierdzono obecno$é tylko 5 aminokwaséw. Zawartosé lizyny wyno-
sita 2,44 g, co stanowi okolo 3/4 ilodci znajdujacej si¢ w hydro-
lizacie. Oprécz tych pigciu aminokwasdé4w w wycieku odsolonym prak-
tycznie nie ma innych zwigzkéw.



]

POZYSKIWANIE LIZYNY 107

PERSPEKTYWY

Problem utylizacji Sciekéw bialkowych przez wydzielanie 2
nich lizyny naleiy rozpatrywaé¢ z dwéch punktdédw widzenia. Z jednej
strony nalezy uwzgledniaé aspekty techniczno-ekonomiczne, a z dru-
giej estetyozno-psychologiczne.

0d strony techniczmej proces wydzielania lizyny musialby
obejmowaé: 1) hydrolize przerabianego materialu, 2) odbarwienie
otrzymanego hydrolizatu (np. dodatkiem wegla aktywnego) i usunie-
cie wszystkich nierozpuszczalnych skiadnikoéw, 3) usuniecie czyn-
nika hydrolizujgocego i przygotowanie optymalnego stezenia hydro-
lizatu, takze przez czeéciowe odparowanie wody, 4) wydzielenie li~-
zyny z hydrolizatu, a wigc uwolnienie jej od weglowodandw, kwasbw
tluszczowych, soli nieorganicznych, réznych produkté$w reakcji
ubocznych towarzyszgcych hydrolizie, innych aminokwaséw, 5) przy-
gotowanie stezenia odpowiedniego do przeprowadzenia krystaliza-
cji, 6) krystalizacje lizyny.

Wszystkie te etapy sg obecnie techmicznie wykonalne. Znacznie
gorzej przedstawia si¢ natomiast zagadnienie ekonomicznej ich
optacalno$éci. Praktycznie zadna z omdéwionych powyzej metod hydro-
lizy, z ekonomicznego punktu widzenia, do stosowania na masowg
skale sie nie nadaje. Wypiywa to z faktu, ze chemikalia stosowane
jako czynniki hydrolizujgce sg dos¢é kosztowne, a przeprowadzenie
wielogodzinnej hydrolizy w temperaturze wrzenia wymagalioby do-
provadzenia znacznych iloéci energii. Takze bardzo energochionne
byioby odparowywanie wody dla usunigcia czynnika hydrolizujgqcego
(gedyby stosowaé HCl), badZ dla uzyskania odpowiedniego stezenia
roztworu hydrolizatu. Chociaz, gdyby stosowaé jako czynnik hydro-
lizujgcy cilekly SO2 - wtedy jego usuniecie po hydrolizie byiloby
wzglednie latwe. Ponadto, istnialaby mozliwo$é powtédrnego skrop-
lenia odpedzanego SO2 i tym samym mniejsze byloby jego zuzycie,
a to z kolei mogloby obnizy¢ koszt hydrolizy. Dodatkowa korzys$¢
byiaby jeszcze w tym, 2ze pray hydrolizie dwutlenklem slarki nie
tworza sie huminy - to pozwoliloby byé moze nawet calkowicie wy=-
eliminowaé odbarwienie. Teoretycznie hydroliza przy uzyciu 802
moglaby'wiec wchodzié w rachube. Aby ustalié jak dalece sprawdzi-
laby sie przydatnoéé 302 w praktyce nalezaloby Jednak przeprowa-
dzié wiele badai laboratoryjnych i przemyslowych.

Z przedstawionego powyzej przegladu metod hydrolizy wynika,
ze reakcja ta choé w mniej wigcej jednakowych warunkach (wielogo-
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dzinne ogrzewanie zwykle w temperaturze wrzenia mieszaniny rea-
gujgcej) zachodzi jednak pod wpiywem do$é zréznicowanych czynni-
kéw (stoh, HC1l, NaOH, kwas szczawiowy, kwas p-toluenosulfonowy +
+ tryptamina, S0,). Pozwala to sadzic¢, ze dalsze badania nad reak-
cjag hydrolizy bialek mogg doprowadzié do znalezienia innych znacz-
nie taiszych, a jednoczes$nie réwnie wydajnych czynnikéw hydroli-
zujgoych, jak i korzystniejszych energetycznie warunkéw jej prze-
prowadzenia. Najbardziej obiecujgcg wydaje si¢ mozliwoéé hydroli-
zy elektrolitycznej. Mozna réznie na ten temat spekulowacé, ale
udokumentowang odpqwiedﬁ mogg dadé¢ tylko odpowiednio przeprowadzo-
ne eksperymenty. Rozerwanie typowo peptydowego wigzania C=N w
kwasie hipurowym [15] spowodowane przeplywajgcym przez jego Iroze-
twor prgdem elektrycznym lub procesami towarzyszgcymi przepiywowi
pradu na taka mozliwosé wskazuje, a jednoczes$nie moze by¢é punktem
wyjécia do dalszych badan. ‘

Po hydrolizie przerabianego materialu, po odbarwieniu uzyska-
nego roztworu hydrolizatu i usunigciu czynnika hydrolizujgcego
mozna przystgpié¢ do drugiego procesu przerdbki, czyli do wydziele-
nia lizyny. Jak wspomniano powyzej zastosowana metoda wydzielania
powinna by¢ maksymalnie wybibércza w stosunku do wydzielanego ami-
nokwasu. Przykladowo przedstawione powyzej wytrgcanie lizyny jako
Jej pikrynianu [23] nie jest proste i nie nadaje sig¢g do masowego
stosowania na skale przemyslilowg. Odsalanie na ziozu kationitu
mozna rozpatrywad¢ jako, w pewnym sensie wybiérczg, metode wydzie-
lania lizyny 2z hydrolizatu materialu bialkowego. Wprawdzie obok
lizyny w wycieku odsolonym znajdujg sie jeszoze cztery aminokwa-
sy, ale oprdécz obecnych mogg znajdowaé sie tylko $ladowe ilosSci
innych zwigzkéw obecnych w hydrolizacie. Na podkres§lenie zasiugu-
je fakt, ze tak efektywne oddzielenie lizyny od balastu innych
zwigzkoéw mozna osiggnaé droga jednej tylko operacji. Jesli mnawet
ta operacja, nazwana krétko odsalaniem, nie nadaje si¢ do bez-
poéredniego stosowania ~ to moze byé podstaws do opracowania bar-
dzo wydajnego procesu wydzielania lizyny. Odsalanie na zlozu ka-
tionitu ma jeszcze jodng bardzo istotng zalete. Roztwér hydroli-
zatu przepuszozany przez zloze kationitu nie moze byé zbyt stezo-
ny. Oznacza to, ze by¢é moze nie byloby konieczne odparowywanie wo-
dy po hydrolizie.

Na ewentualne wykorzystanie éciekdéw bialkowych, a gibédwnie od-
chodéw, do produkcji lizyny nalezy spojrzeé¢ takze od strony este-
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tyczno-psychologicznej. Wykorzystywanie, choé posdrednio, odcho-
déw do produkcji skladnika mieszanek paszowych dla zwierzat,
a w konsekwencji do wytwarzania zywnos$ci dla ludzi moze budzié

obrzydzenie. Wszelako pod tym wzgledem pomyst wykorzystania od-
chodéw do produkcji przeznaczonej na dodatek do pasz lizyny nie
Jest pomyslem oderwanym od rzeczywistosci. O0d wielu juz lat pro-
wadzone sg badania nad wykorzystaniem odchodéw drobiu jako paszy
dla bydlia i Swin [5, 2#]. W tym kontek$écie stosowanie 1lizyny
otrzymanej z odchoddéw jest znacznie mniej odrazajace.

Z przedstawionych danych wynika, %e ewentualne wykorzystanie
odpadéw bialkowych do produkcji lizyny wymaga prowadzenia jeszcze
wielu badai. Wylania sig¢ stad podstawowe pytanie: czy warto takie
badania prowadzié? Z chemicznej strony wario, bo jest bardzo
prawdopodobne, ze badania takie doprowadza do opracowania tanich
1 wydajnych metod hydrolizy meterialioéow biaikowych. Tym samym wy-
dzielanie lizyny moze staé¢ si¢ ekonomicznie oplacalne. 0Od strony
ochrony $rodowiska utylizacja wucigzliwych $ciekéw biatkowych
oznacza mniejsze zanieczyszczenie wéod, a wiec takze mozna odpo-

wiedzieé, Ze warto.
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fl. Kpucnax
[IPUOLPETEHUE JIM3MHA 3 BEJKOBHX OTXOIOB
PeswowMme

OGcyxzaeTcs BO3MOXHOCTD WCMOJB30BAHUH OGENKOBHX OTXOZOB IJNA
NpUOGPeTEHNA JWM3MHA NPHUrOZHOrO AJNA NUTATENBHHWX ueneit. IIpMoGpere~
HUe NU3¥HA TpeGyeT MPOBENEeHUA ZBYX OCHOBHHX NPOLECCOB: T'UIPOJIN3A8
OeNKOBOrO MaTepwana ¥ OTAENEHUA JV3MHA OT OCTAJBHHX KOMNOHEHTOB
ruzponusata. 0630p cymecTByOHMX METOZOB GEJIKOBOTO I'MADPOJAW33 03—
BOJIIET KOHCTATUPOBATH, YTO HHU OZMH U3 O CUX NOP pa3paCOTAHHHX
METOLOB HENPUIrOZEH IJA NPUMEHeHUs B IPOMHIJIGHHOM MacuTale. B sTux
MeTOAaX INA rUIPOJM38 NPUMEHAKNTCA NIOBOJBHO PA3HOOOpPaA3HHE T'HAPOIN-~
3npyom¥e (aKTOPH; 3TO NPUBOAMUT K 3aKINYEHUD, YTO pacmenyeHue nen-
TUAHO CBA3Y MOXET MPOMCXOAUTH NPU YUACTHM Pa3HHX XUMHUYECKUX COe-
IVHeHN{. ITO Xe O3HauYaeT B CBOW OYepelb, UTO JZanbHellme ucclenoBa-
HUA MOTYT NDPUBECTH K DPA3BUTUD HOBHX I'UZPOAN3UDYLIUX FaKTOpOB. Ha
3TOM OCHOBaHHU MOryT OHTH pas3paloTaHy Gollee ZelieBhHe U MPOAYKTUB-
HHe MeTOZH TUZADPOJNN3a, BO3MOXKHO haxe MNPUTOZHHE HJNA I[IPUMEHEHUSA
B NpOMHUIIGHHOM MacuTade,

Buzenenue nM3MHA M3 TUApDONM3aTAa G6JKOBHX OTXO0ZOB O3HauaeT ee
cernapauyo OT UCNOJNB3YEeMOr0 TIUApPOAM3MpybLero ¢axTopa, APYTNUX KOM-
NNOHEHTOB, COJNell, MNPOAYKTOB TUAPONUTUYECKOrO paclajd HeOGeJKOBHX
KOMIIOHEHTOB NepepalaTHBAEMOr0 MmaTepuana (T.e, HPOLYKTOB Zerpaza-
IuN yrieBOZOB, XNPOB, HYKIEMHOBHX KHCAOT), & TaKke OT NPOAYKTOB
CONMyTCTBYWWE I'MAPONN3Y ASCTPYKUUM. TpazniiiOHHHE METONH BHAEJNEHUA
JIN3NHA ¥3 TaKOT'O DOJA CMECeil HenpUI'OZHH IJIA NMPUMEHEHUA B IPOMHI-
HoM Macurade, C Zpyro#fi CTOpPOHH, OYEHB NpPUIOZHHM MOXET OKA3aTBCH .
METOZ BHAENEHUS JNU3NHA 3aKiInyapmuiicas B NPONYCKAHUM COZLEpHAWMEro,
JU3UH PpacTBOpa uepe3 CcHOff KATUOHMTA C MOCHEAyHOMUM NPOMHBOM 3TO-
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I'o ClOA pa3lbaBleHHo# conaHOtt KucAOTOR. Taxum o6pazoM B Jia6opaTop-

HOM - MacuTade MOXHO MOJYYaTh TOJNBKO B OZHOM NpUeMe NDPOAYKT COZep-
xamuf KpoMe NM3MHA TONBKO HEGOJNBNNE KOAWYECTBA HECKONBKUX b 0741153

8MWHOKMCIOT (TUDO3UH, (EHMNIOANAHWH, ANAMUHONMMMHIMKOBYND KUCHOTYy ¥

TUCTUAUH).

Je Kt')'éciak
GAINING LYSINE FROM PROTEIN WASTES
Summary

The possibility of utilization of protein wastes for gaining
lysine useful for food production is discussed. Gaining lysine
requires carrying out two main processes: analysis of the pro-
tein material and separation of 1lysine from other hydrolysate
components. The survey of existing methods of the protein hydro-
lysis enables to state that no among the methods worked out hi-
therto is suitable for industrial use. Various hydrolysing agents
are applied in these methods, what allows to conclude that the
fragmentation of the peptide bond can occur at participation of
various chemical compounds. It means that the further investiga-
~tions, if any, can result in finding new hydrolysing agents. It
can lead eVentually to working out less expensive and more pro-
ductive methods of hydrolysis, perhaps even suitable for applica-
tion on the industrial scale.

Distinguishing lysine from the protein wastes requires its
separation from the used hydrolyzing agent, other amino acids,
salts, products of hydrolytic fragmentation of nonprotein compo-
nents of the material processed (i.e. degradation products of car-
bohydrates, fats, nubleic aclids) and from products of destruction
accompanying hydrolysis. Traditional methods of the lysine sep&-
ration from mixtures of such type are unsuitable for application
on the industrial scale. On the other hand, very suitable can be
the method separation, consisting in passing the lysine-containing
solution through the cationite bed, with subsequent rinsing of
the bed with diluted muriatic acid. Thus, the product containg be-
side lysine only little amounts of several other amino acids ty-
rosine, fenyloalanine, diaminopimelinic acid, histidine can be

obtained within only one operation.



