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B. MUSZKATOW A

BADANIA NAD SKELADEM AMINOKWASOWYM I UZUPELNIANIEM
SIE BIALEK PRODUKTOW SPOZYWCZYCH Z ZASTOSOWANIEM
ILOSCIOWEJ CHROMATOGRAFII BIBULOWEJ

Cz. I. Metodyka i technika badan
Z Zakladu Higieny Zywienia P.Z.H.

Celem pracy jest uzyskanie wlasnych danych analitycznych
co do zawartosci niezbednych aminokwaséw w bialkach pro-
duktéow spoiywczych, zwlaszcza produkowanych w kraju,
i zbadanie dokladnosci metody chromatografii bibulowej.

WPROWADZENIE

Prace Rosego i wspdipr. (1) nad zapotrzebowaniem czlowieka na amino-
kwasy nadaty nowy kierunek badaniom nad bialtkami w Zywieniu czto-
wieka, gdyz punkt ciezkosci zostal przeniesiony z bialek jako grupy
zwigzkéw o roznorodnym skiadzie i wlasciwosciach, na takie amino-
kwasy (2), ktore muszg by¢ dostarczone w pozywieniu. Badania te zwré-
city uwage na mozliwosci uzupelniania sie pod wzgledem aminokwa-
sowym bialek nawet niepelnowartosciowych.

Obecnie na calym $wiecie podejmowane s3 badania w kierunku roz-
wigzania problemu ilosciowych i jako§ciowych niedoboréw biatka. Pro-
blem ten okazal sie ogromnie wazny w zapobieganiu wad w zywieniu
olbrzymiej wigkszosci ludnosei i jest jednym z gléwnych tematéw na
kongresach i zjazdach miedzynarodowych, poswieconych problematyce
wyzywienia $§wiata, gdzie szczegdlnie podkresla sie strone praktyczng
jej rozwigzania (3 — 8).

Do niedawna do poznania wartosci odzyweczej bialtek mieliSmy tylko
metody biologiczne na zwierzetach (9—13 1 inne). Maja one wiele zalet,
gdyz pozwalaja stwierdzié w jakim stopniu zywy ustrdéj moze wykorzy-
stywa¢ poszczegdlne bialka dla réznych celéw (wzrost, rozwdj, regene-
racja itd.) Wadg tych metod jest to, ze sg kosztowne, dtugotrwale i Zzmud-
ne w wykonaniu.

W miare rozwoju metod oznaczania aminokwaséw w biatkach otwie-
raly sie nowe perspektywy zastosowania w praktyce tzw. ,,oceny che-
micznej” ich wartosei odzywezej (14—16), ktérej podstawg jest sklad
aminokwasowy poszczegdlnych produktow.

W Zakladzie Higieny Zywienia PZH od kilku lat prowadzone s ba-
dania nad wartoscig odzyweczg i uzupetnianiem sie biatek (17—21 i inne)
metodami biologicznymi i metodg chemiczng Blocka i Mitchella z zasto-
sowaniem danych o skladzie aminokwasowym z obcych tablic. Jednak
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aby badania te mialy pelng warto$§¢ powinny opiera¢ sie na wynikach
wlasnych oznaczen skladu aminokwasowego krajowych produktéw.

W Polsce kilka prac z tego zakresu oglosili Janicki, Niewiarowicz
i wspoélpr. (22—25). Dotyczyly one specjalnych preparatéw np. wycig-
gébw miesnych, koncentratéw zywnosciowych itp.

Pracownia Mikrobiologiczna naszego Zakladu zajela sie oznaczaniem
aminokwaséw metodami mlkroblologicznyml ja za$ metodg chromato-
grafii bibulowej, ograniczajac sie na razie do kilku naszych podstawo-
wych produktow spozywczych.

W poprzednich pracach stwierdzilam dobre uzupelnianie sie bialek
ziemniakow, fasoli i miesa, nawet przy malym udziale tego ostatniego
w zestawach. W omawianej obecnie pracy szukalam potwierdzenia tego
wniosku przez oznaczenie w tych produktach i ich mieszaninach nie-
zbednych aminokwas6éw i obliczenie wartosci odzywecezej ich bialek na
podstawie znalezionych wartosci, przy uzyciu jako wzorca bialka jaja,
ktérego sklad aminokwasowy réwniez oznaczylam. Otrzymane wyniki
porownalam z wynikami do$wiadezen biologicznych na szczurach.

W tej czesci opisu pracy podaje metodyke i technike prowadzenia
badan.

METODYKA

Metoda chromatografii bibulowej wprowadzona do badan przez Cons-
dena i wspélpr. (26), a nastepnie rozwijana i udoskonalana przez wielu
autoréw . (m. innymi 27, 28), zaczela coraz czesciej wchodzi¢ w uzycie,
najpierw do celow jakosciowych, a nastepnie do ilo$ciowych, jako nie-
kosztowna 1 zasadniczo prosta w wykonaniu.

W swoich badaniach zastosowalam splywowsg metode McFarrena (27)
rozdzialu aminokwaséw na kilku jednokierunkowych chromatogramach
réwnoleglych, przy uzyciu buforowanej bibuly i buforowanych rozpusz-
czalnikéw oraz rozpuszczalnika Partridge’a (29). Posilkujac sie wytycz-
nymi podanymi przez Fishera i Doffla (28), oznaczalam ilosciowo 7 nie-
zbednych aminokwaséw w kwasnych hydrolizatach produktéw. Jednakze
moje wstepne wyniki analiz hydrolizatéw produktéow nie byly catkiem
zadowalajace.

W tym czasie tj. w latach 1955—56 ukazaly sie prace, podkre$lajgce
trudnosci ilosciowego oznaczania aminokwaséw metoda chromatografii
bibutowej (30, 31) z powodu wielkiej liczby czynnikéw, majacych wplyw
na ostateczne wyniki analiz.

W celu opanowania metodyki zbadalam dokladnie warunki analiz
mieszanin aminokwaséw wzorcowych i hydrolizatéw produktéw spo-
zywcezych. Napotykalam przy tym na rézne trudnoéci. W swoim opisie
podaje niektére modyfikacje lub ulepszenia wprowadzone przeze mnie,
dotyczgce pewnych szczeg6téw techniki chromatograficznej, oraz, co jest
szczegblnie wazne, odparowywania hydrolizatéw pod préznig.

WARUNKI 1 TECHNIKA WYKONANIA ANALIZY CHROMATOGRAFICZNEJ
Jednym z podstawowych warunkéw dla wykonywania chromatografii

bibulowej jest odpowiednie pomieszczenie. Musi ono byé tak urzadzone,
aby byly zapewnione: zaciemnienie, do§¢ stala temperatura, czystosc
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powietrza i mozno§é¢ bezpiecznego odpedzenia z bibuly nieraz bardzo
szkodliwych dla zdrowia rozpuszczalnikéw. Tego rodzaju pracownia
zostala urzadzona w Zakladzie Higieny Zywienia PZH. wg mojego planu.
Poza ogélnym wyposazeniem laboratoryjnym posiada ona: dobra izolacje
od otoczenia, silne wentylatory w oknie i wyciagu, nagrzewnice z ter-
moregulacja, suszarke elektryczng zwykla, suszarke z przeplywem ciep-
lego powietrza (p. nizej), urzadzenie do spryskiwania bibuly trujacymi
zwigzkami za pomoca butli ze sprezonym powietrzem, suszarke na bloku

(wieszak z pretéw) do suszenia bibuly oraz podium na komory chro-
matograficzne.

1. Rozdzial mieszanin aminokwasdéw na bibule

Podstawg iloSciowego oznaczania aminokwaséw jest uzyskanie dobre-
go ich rozdziatu. Nalezy tak dobra¢ warunki, by kazdy z aminockwaséw,
ktory ma byé oznaczony, zostal odizolowany od innych na chromato-
gramie, by mozna bylo wycia¢ skrawek bibuly, na ktérym dany amino-
kwas sie znajduje i wyeluowaé¢ go z tego skrawka. Sgdzgc z prac wy-
mienionych przeze mnie autoréw polskich i obcych, metoda McFarrena
jest do tego celu najodpowiedniejsza. ‘

Na wyniki wplywa tu szereg czynnikéw, ktére beds pokrétce oméd-
wione.

A. Komory chromatograficzne i sposoby umieszczania
bibuly w komorach zostaly opisane w doniesieniu tymczasowym (32).
Przedstawilam tam modyfikacje, pozwalajgca rozwija¢é chromatogramy
na duzych arkuszach (warunek konieczny w chromatografii ilosciowej)
w malych komorach. Stosowanie pokazanych w doniesieniu dogé kto-
potliwych nacie¢ w celu poprawy rozdzialu nie bylo potrzebne w péiniej-
szych badaniach, kiedy poprawilam niektére warunki i nabralam wpra-
wy w technice chromatograficznej. Komory przykrywalam plytami
szklanymi i uszczelnialam smarem wazelinowym. Wykonane otwory
w plytach zostaly tak umieszczone, by mozna bylo przez nie wlaé roz-
puszczalnik do plytki po skondycjonowaniu bibuty.

B. Rozpuszczalniki Zastosowalem nastepujace rozpuszezal-
niki, polecane przez McFarrena (27):

1) fenol nasycony buforem o pH 12 i bibule buforowang o pH 12 do izo-
lowania treoniny (skrét F pH 12). ‘

2) m-krezol i bibule — nasycone buforem o pH 8,4 (skrét m-Kr pH 8,4),
oraz

3) o-krezol i bibule — nasycone buforem o pH 6,2 (skréot o-Kr pH 6,2)
do izolowania waliny, metioniny i fenyloalaniny.

4) mieszanine 1:1 (w stos. obj.) alkoholi n-butylowego z benzylowym

. i bibule —— nasycone buforem o pH 8,4 (skr6t nB-B pH 8,4) do izolo-
wania leucyny, izoleucyny i fenyloalaniny, przy czym otrzymywa-
lam réwniez niekiedy wydzielenie waliny i metioniny.

5) mieszanine 2,6-lutydyny z wodg 2:1 (w stos. obj.) (skrét Lut-w) do
wydzielania lizyny i waliny.
Do wyizolowania lizyny skuteczniejszy okazal sie rozpuszczalnik
Partridge’a (29):

6) mieszanina alkoholu n-butylowego z kwasem octowym lodowatym
i wodg 4:1:5 (w stos. obj.), (skrét nB-o-w), gdyz w lutydynie trudno
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uzyskac rozdzial lizyny od argininy. Przy omawianiu w Il czesci
pracy ilosciowych wynikéw oznaczania aminokwas6w z zastosowa-
niem do rozwijania chromatograméw tych rozpuszczalnikéw podam
ich wady i zalety. Wspomne tu tylko o pewnych szczegélach labo-
ratoryjnych, zwigzanych z ich przygotowywaniem.

Rozpuszczalniki organiczne, zwlaszcza fenol i krezol, powinny by¢
przed kazdorazowym uzyciem oczyszczone przez destylacje. Tworzenie
mieszanin rozpuszczalnikéw i nasycanie ich buforem przeprowadza sie
w rozdzielaczu i pozostawia do uzyskania klarownych warstw. Z dobrym
skutkiem stosowatam dodawanie do fazy organicznej 5% odpowiedniego
rozpuszczalnika organicznego np. do fenolu nasyconego buforem o pH 12
dodawalam jeszcze 5% czystego fenolu. Wéwczas faza organiczna jest
mniej wrazliwa na drobne wahania temperatury.

Wszelkie czynnosci zwigzane z przygotowywaniem rozpuszczalnikéw
wykonywalam w tym samym pomieszczeniu, w ktétym rozwijalam
chromatogramy, by zachowaé¢ te same warunki temperatury.

C. Buforowatam bibule przez przecigganie arkusza ftrzy-
manego za przyczepiong bagietke, przez odpowiedni bufor, a suszylam
na wieszaku, zbierajac nadmiar plynu zlozonym pasem bibuly filtra-
cyjnej. Przyjetam sklad buforéw podany przez McFarrena.

D. Roztwory do nanoszenia na bibute. Roztwory
wzorcowe. Przygotowywalem roztwory wodne (27) 18 czystych
(sprawdzone chromatograficznie) aminokwaséw indywidualnie i w mie-
szaninach. Byly .to poza 7 juz wymienionymi: kw. asparaginowy, kw.
glutaminowy, alanina, arginina, cystyna, glicyna, histydyna, prolina,
seryna, tryptofan i tyrozyna. Stezenie kazdego aminokwasu w roztwo-
rze wynosilo przewaznie 0,5 do 1. 1078M w 1 ul

Z poczatku badan doprowadzalam pH roztworéw wzorcowych i hydro-
lizatow do 6,2 wg McFarrena. Wobec malej trwalofci aminokwasow
w tym s$rodowisku przeszlam nastepnie na roztwory o pH 3,5 tj. pH
wiekszo$ci aminokwaséw w wodzie. Roztwory przechowywalam w lo-
doéwce pod toluenem. Stwierdzitam ich trwalos¢ przez okres dwoch mie-
siecy.

Hydrolizaty. Zastosowalam poczatkowo dwa sposoby hydrolizy
kwasnej (narazie tg sie zajmuje) produktéw spozywczych: Kofranyiego
(33) oraz Hendersona i Snella stosowana w naszym Zakladzie przez
Rurzepe i wspoéipr. (34) do oznaczania aminokwaséw metodami mikro-
bioclogicznymi. Metoda wprowadzana przez Kofranyiego w 1950 r. do
produktéw, zawierajacych wieksza ilo§¢ weglowodanéw, jest dwustop-
niowa: najpierw hydrolizuje sie produkt kwasem mréwkowym, ktéry
rozklada wielocukrowce na cukry. Przez tzw. ,stracenie Neuberga”
octanem rteciowym wydziela sie z roztworu substancje azotowe i te,
juz pozbawione cukréw, hydrolizuje sie kwasem solnym. Jest to metoda
interesujgca lecz wymaga jeszcze opracowania. Wiekszosé produktow
hydrolizowalam metoda Hendersona i Snella za pomocag 2,5n kwasu
solnego (w ilosci 20 ml na 0,5 g biatka) w ciggu 5 godzin w autoklawie
przy 1 atm. nadci$nienia. Zawartos¢é kolbki przenositam do kolbki de-
stylacyjnej i odparowywalam pod prézinig kilkakrotnie do sucha, dole-
wajac za kazdym razem kilkanascie ml wody redestylowanej. Pozosta-
1o§¢ rozpuszczalam w takiej ilosci wody, by stezenie azotu w hydroli-
zacie odpowiadalo zawartosci 10 do 20 ug biatka ogdlnego (N x 6,25)
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produktu w 1lul hydrolizatu. Metoda ta odzyskiwalam w hydrolizatach
92 do 98% N produktu.

Odparowywanie hydrolizatéw pod pré6znia. Z po-
czatku destylacja prézniowa sprawila mi wiele trudnogci wobec braku
odpowiedniej aparatury do liofilizacji, trwata dlugo, a otrzymywane
roztwory miaty ciemne zabarwienie i pH okoto 0,5. Nastepnie przy
wspotudziale mgr H. Ziombskiego ze-
stawilam wydajng i latwg w obshu-
dze aparature z wymrazaniem, kto6-
rej schemat jest przedstawiony na
ryc. 1. Sklada sie ona z nastepuja-
cych czesci: kulistej kolbki destyla-
cyjnej zaopatrzonej w kapilare i po-
laczonej szlifem za pomocg wygie-
te] rury z goérng czescig chtodnicy
pionowe]j, wewngtrz ktérej jest we-
zownica z przeplywajaca stale cieczg
chlodzgca, odbieralnika pod chlod-

. . 0o pompy
nicg zanurzonego do naczynia z =AY
zestalonym CQO,. Naczynie to umiesz- N~
czone jest wewnagtrz ultratermo- — 1rl——
statu, napelnionego ochlodzonym GHOH .
uprzednio w lodéwce alkoholem ska~ 00
zonym. Ten alkohol jako ciecz chlo-
dzgca, jest stale przetlaczany przez =~ Rye. 1. Destylacija prézniowa
wezownice chlodnicy mieszadlem
elektrycznym. Od odbieralnika, w ktérym pozostaje skroplona prawie
cala ilos¢ par z kolbki destylacyjnej, odchodzi rurka boczna odprowa-
dzajgca gazy do pluczek z NaOH i CaCl, przez manometr a potem
przez kran frojdrozny do pompy prozniowe] olejowej. Kolbke destyla-
cyjng, zawierajgcg roztwér odparowywany, ogrzewalam do 40° przez
podstawianie lazni wodnej. Z tego urzadzenia otrzymywalam roztwory
jasniejsze o pH 1,7.

E. Nanoszenie roztwordow na bibute. Na bibule zazna-
czalam linie startowa w odleglosci 8,6 cm od goérnego brzegu arkusza
(u nasady zebow, ktére maja by¢ zanurzone w rozpuszczalniku (32) —
ryc. 2b str. 104). Nanosilam roztwory w danym punkcie startowym
mikropipetami o pojemnosci 5 do 10 ul z podziatka co 2 pl, zaleznie
od stezenia aminokwaséw w roztworze w ilosci 2 do 30 uwl. Odstepy
miedzy punktami startowymi wynosity 3,5 do 4 cm.

F. Kondycjonowanie bibuly. Na dno komory nalewalam
faze wodna rozpuszczalnika. Gotowy do chromatografii arkusz zawiesza-
szalam na pustej plytce w komorze. Po sprawdzeniu polozenia plytki
(poziomica) zamykalam komore i pozostawialam na noc dla skondy-
cjonowania tj. nasycenia bibuly parami rozpuszczalnika i wody. Na-
stepnie wlewalam przez otwor w plycie faze organiczng rozpuszczalnika
do ptytki tak, by zeby arkusza byly zanurzone w plynie na glebokos¢
ok. 1,5 cm.

G. Rozwijanie chromatogramoéw; temperatura i czas
rozwijania. Czas rozwijania jak wiele innych parametréw zalezy od
warunkow lokalnych, glownie od rodzaju rozpuszczalnika, bibuly i od

Nalh
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najwieksza po rozwijaniu w rozpuszczalniku nB-o-w, najmniejsza po
nB-B pH 8,4. Najpozniej po godzinie, kiedy juz byly widoczne wszystkie
plamy, zaznaczylam oléwkiem granice plam poszukiwanych aminokwa-
séw. Nastepnie wkladalam arkusz na 20 minut do suszarki o temp. 60°.
Odtad wszystkie czynnosci do ¢hwili skompleksowania barwnika trzeba
przeprowadzi¢ szybko i w zaciemnionym pokoju.

Wyniki rozdzialu mieszanin aminokwaséw bedg pokazane na foto-
grafiach chromatograméw i omoéwione w nastepnej czeSci pracy.

2. Tlosciowa chromatografia aminokwaséw.

Postugiwalam sie metoda pomiaréw ekstynkcji eluatéw kompleksu
miedzi dwuwartos$ciowej z barwnikiem utworzonym z aminokwasu i nin-
hydryny, opisang dokladnie przez Fishera i Dérila (28).

Ekstynkcje oznaczalam w fotokolorymetrze Bauscha-Lomba przy
A = 510 mp.

Wyniki ilo$ciowych badann zawartosci aminokwaséw w roztworach
wzorcowych i hydrolizatach produktéw i ich mieszanin beda przedmio-
tem nastepnych czesci tej pracy. '

b. Myumxarona

WUCCAEOOBAHHS HAJL COCTABOM AMHWHOKHCJIOT U OJOINOJIHEHHUEM BEJIKA
TMUIIEBBIX TTPOAYKTOB, INPUMEHSA OJd UX OINPEJEJEHUY
KOJIMYECTBEHHYIO BYMAJKHYIO XPOMATOI'PADHIO

ConepxaHnue

B srolt WacTi Tpysa nNpeACTaBJCHB! YCJOBHS KOIHUECTBEHHOrO OfPeLesleHHs] aMHHO-
KHCIOT B CTaH/I2DTIBLIX PACTBOpPaX H KHCIBIX THAPOJAH3ATaX NPOAYKTOB H HX CMecell NpH
noMot SyMaxksolt xpomartorpacdu.

[pejcraBieHbl aBTOPOM IPOEKTHPOBaHHEIE JAGOPATOPHEIE TIPUCIOCOG/CHUS,, a TaKkKe
npeACTapIeHbl  NooYepeddble 3Taflbl PatoOTBl NPH ITHX ONPEJENICHHSIX B KOTOPHIX ITPH-
MENANHCh TAaKXKe COOCTBEHHBLIE YJIYUNISHHS.

B. Muszkatowa

QUANTITATIVE PAPER CHROMATOGRAPHY STUDIES ON THE AMINO ACID
COMPOSITION AND THE SELFSUPPLEMENTATION OF FOOD PROTEINS

Summary
This paper deals with quantitative paper chromatography of amino acids in

standard solutions and in acid hydrolyzates of proteins. Author describes in defails
the instrumentation and the procedure as invented or modyfied by herself.
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