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Celem pracy jest uzyskanie własnych danych analitycznych 
co do zawartości niezbędnych aminokwasów w białkach pro
duktów spożywczych, zwłaszcza produkowanych w kraju, 

zbadanie dokładności metody chromatografii bibułowej. 

WPROWADZENIE 

Prace Rosego i ws:półpr. (1) nad zapotrz.ebowaniem człowieka na amino:... 
kwasy nadały nowy kierunek badaniom nad białkami w żywieniu czło
wieka, gdyż punkt ciężkości został przeniesiony z białek jako grupy 
związków o różnorodnym składzie i właściwościach, na takie amino
kwasy (2), które muszą być dostarczone w pożywieniu. Badania te zwró
ciły uwagę na możliwości uzupełniania się pod względem aminokwa
sowym białek nawet niepełnowartościowych. 

Obecnie na całym świecie podejmowane są badania w kierunku roz
wiązania problemu ilościowych i jakościowych niedoborów białka. Pro
blem ten okazał się ogromnie ważny w zapobieganiu wad w żywieniu 
olbrzymiej większości ludności i jest jednym z głównych tematów na 
kongresach i zjazdach międzynarodowych, poświęconych problematyce 
wyżywienia świata, gdzie szczególnie podkreśla się stronę praktyczną 
jej rozwiązania (3 - 8). 

Do niedawna do poznania wartości odżywczej białek mieliśmy tylko 
metody biologiczne na zwierzętach (9-13 i inne). Mają one wiele zalet, 
gdyż pozwalają stwierdzić w jakim stopniu żywy ustrój może wykorzy
stywać poszcz,ególne białka dla różnych celów (wzrnst, rozwój, regene
racja itd.) Wadą tych metod jest to, że są kosztowne, długotrwałe i żmud
ne w wykonaniu. 

W miarę rozwoju metod oznaczania aminokwasów w białkach otwie
rały się nowe perspektywy zastosowania w praktyce tzw. ,,oceny che
micznej" ich wartości odżywczej (14-16), której podstawą jest skład 
aminokwasowy poszczególnych produktów. 

W Zakładzie Higieny Żywienia PZH od kilku lat prowadzone są ba
dania nad wartością odżywczą i uzupełnianiem się białek (17-21 i inne) 
metodami biologicznymi i metodą chemiczną Błocka i Mitchella z zasto
sowaniem danych o składzie aminokwasowym z obcych tablic. Jednak 
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aby badania te miały pełną wartość powinny opierać się na wynikach 
własnych oznaczeń składu aminokwasowego krajowych produktów. 

W Polsce kilka prac z tego zakresu ogłosili Janicki, Niewiarowicz 
i współpr. (22-25). Dotyczyły one specjalnych preparatów np. wycią
gów mięsnych, koncentratów żywnościowych itp. 

Pracownia Mikrobiologiczna naszego Zakładu zajęła się oznaczaniem 
aminokwasów metodami mikrobiologicznymi, ja zaś metodą chromato
grafii bibułowej, ograniczając się na razie do kilku naszych podstawo..
wych produktów spożywczych. 

W poprzednich pracach stwierdziłam dobre uzupełnianie się białek 
ziemniaków, fasoli i mięsa, nawet przy małym udziale tego ostatniego 
w zestawach. W omawianej obecnie pracy szukałam potwierdzenia tego 
wniosku przez oznaczenie w tych produktach i ich mieszaninach nie
zbędnych aminokwasów i .obliczenie wartości odżywczej ich białek na 
podstawie znalezionych wartości, przy użyciu jako wzorca białka jaja, 
którego skład aminokwasowy również oznaczyłam. Otrzymane wyniki 
porównałam z wynikami doświadczeń biologicznych na szczurach. 

W tej części opisu pracy podaję metodykę i technikę prowadzenia 
badań. · 

METODYKA 

Metoda chromatografii bibułowej wprowadzona do badań przez Cons
dena i współpr. (26), a następnie rozwijana i udoskonalana przez wielu 
autorów (m, innymi 27, 28), zaczęła coraz częściej wchodzić w użycie, 
najpierw do celów jakościowych, a następnie do ilościowych, jako nie
kosztowna i zasadniczo prosta w wykonaniu. 

W swoich badaniach zastosowałam spływową metodę McFarrena (27) 
rozdziału aminokwasów na kilku jednokierunkowych chromatogramach 
równoległych, przy użyciu buforowanej bibuły i buforowanych rozpusz
czalników oraz rozpuszczalnika Partridge'a (29). Posiłkując się wytycz
nymi podanymi przez Fishera i Doffla (28), oznaczałam ilościowo 7 nie
zbędnych aminokwasów w kwaśnych hydrolizatach produktów. Jednakże 
moje wstępne wyniki analiz hydrolizatów produktów nie były całkiem 
zadowalające. 

W tym czasie tj. w latach 1955-56. ukazały się prace, podkreślające 
trudności ilościowego oznaczania aminokwasów metodą chromatografii 
bibułowej (30, 31) z powodu wielkiej liczby czynników, mających wpływ 
na ostateczne wyniki analiz. 

W celu opanowania metodyki zbadałam dokładnie warunki analiz 
mieszanin aminokwasów wzorcowych i hydrolizatów produktów spo
żywczych. N a potykałam przy tym na różne trudności. W swoim opisie 
podaję niektóre modyfikacje lub ulepszenia wprowadzone przeze mnie, 
dotyczące pewnych szczegółów techniki chromatograficznej, oraz, co jest 
szczególnie ważne, odparowywania hydrolizatów pod próżnią. 

WARUNKI I TECHNIK;A WYKONANIA ANALIZY CHROMATOGRAFICZNEJ 

Jednym z podstawowych warunków dla wykonywania chromatografii 
bibułowej jest odpowiednie pomieszczenie. Musi ono być tak urządzone, 
aby były zapewnione: zaciemnienie, dość stała temperatura, czystośĆ: 
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powietrza i możnosc bezpiecznego odpędzenia z bibuły nieraz bardzo 
szkodliwych dla zdrowia rozpuszczalników. Tego rodzaju pracownia 
została urządzona w Zakładzie Higieny żywienia PZH. wg mojego planu. 
Poza ogólnym wyposażeniem laboratoryjnym posiada ona: dobrą izolację 
od otoczenia, silne wentylatory w oknie i wyciągu, nagrzewnicę z ter
moregulacją, suszarkę elektryczną zwykłą, suszarkę z przepływem ciep
łego powietrza (p. niżej), urządzenie do spryskiwania bibuły trującymi 
związkami za pomocą butli ze sprężonym powietrzem, suszarkę ha bloku 
(wieszak z prętów) do suszenia bibuły oraz podium na komory chro
matograficzne. 

1. Rozdział mieszanin aminokwasów na bibule 

Podstawą ilościowego oznaczania aminokwasów jest uzyskanie dobre
go ich rozdziału. Należy tak dobrać warunki, by kawy z amin0kwasów, 
który ma być oznaczony, został odizolowany od innych na chromato
gramie, by można było wyciąć skrawek bibuły, na którym dany amino
kwas się znajduje i wyeluować go z tego skrawka. Sądząc z prac wy
mienionych przeze mnie autorów polskich i obcych, metoda McFarrena 
jest do tego celu najodpowiedniejsza. 

Na wyniki wpływa tu szereg czynników, które będą pokrótce omó
wione. 

A. K o m o r y c h r o m a t o g r a f i c z n e i sposoby umieszczania 
bibuły w komorach zostały opisane w doniesieniu tymczasowym (32). 
Przedstawiłam tam modyfikację, pozwalającą rozwijać chromatogramy 
na dużych arkuszach (warunek konieczny w chromatografii ilościowej) 
w małych kom:,rach. Stosow,anie p okazanych w doniesieniu dość kło
potliwych nacięć w celu poprawy r-ozdziału nie było potrzebne w później
szych badaniach, kiedy poprawiłam niektóre warunki i nabrałam wpra
wy w technice chromatograficznej. Komory przykrywałam płytami 
szklanymi i uszczelniałam smarem wazelinowym. Wykonane otwory 
w płytach zostały tak umieszczone1 by można było przez nie wlać roz
puszczalnik do płytki po skondycjonowaniu bibuły. 

B. R o z ,p u s z c z a 1 n i k i. Zastosowałem następujące rozpuszczał:.. 
niki, polecane przez McFarrena (27): 
1) fenol nasycony buforem o pH 12 i bibułę buforowaną o pH 12 do izo

lowania treoniny (skrót F pH 12). 
2) m-,krezol i bibułę - nasyc-ol1€ buforem o 1PH 8,4 (skrót m-Kr pH 8,4) , 

oraz 
3) o-krezol i bibułę - nasycone buforem o pH 6,2 (skrót o-Kr pH 6,2) 

do izolowania waliny, metioniny i fenyloalaniny. 
4) mieszaninę 1 : 1 (w stos. obj.) alkoholi n-butylowego z benzylowym 

i bibułę - nasycone buforem o pH 8,4 (skrót nB-B pH 8,4) do izolo
wania leucyny, izol~ucyny i fenyloalaniny, przy czym otrzymywa
łam również niekiedy wydzielenie waliny i metioniny. 

5) mieszaninę 2,6-lutydyny z wodą 2 : 1 (w stos. obj.) (skrót Lut-w) do 
wydzielania lizyny i waliny. 
Do wyizolowania lizyny skuteczniejszy okazał się rozpuszczalnik 
Partridge'a (29): 

6) mieszanina alkoholu n-butylowego z kwasem ,octowym lodowatym 
i wodą 4: 1 : 5 (w stos. obj.), (skrót nB-o-w), gdyż w lutydynie trudno 
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uzyskać ,rozdział lizyny od argininy. Przy omawianiu w II częsc1 
pracy ilościowych wyników oznaczania aminokwasów z zastosowa
niem do rozwijania chromatogramów tych rozpuszczalników podam 
ich wady i zalety. Wspomnę tu tylko o pewnych szczegółach labo
ratoryjnych, związanych z ich przygotowywaniem. 

Rozpuszczalniki organiczne, zwłaszcza fenol i krezol, powinny być 
przed każdorazowym użyciem oczyszczone przez destylację. Tworzenie 
mieszanin rozpuszczalników i nasycanie ich buforem przeprowadza się 
w rozdzielaczu i pozostawia do uzyskania klarownych warstw. Z dobrym 
skutkiem stosowałam dodawanie do fazy organicznej 50/o odpowiedniego 
rozpuszczalnika organicznego np. do fenolu nasyconego buforem o pH 12 
dodawałam jeszcze 5°/o czystego fenolu. Wówczas faza organiczna jest 
mniej wrażliwa na drobne wahania temperatury. 

Wszelkie czynności związane z przygotowywaniem rozpuszczalników 
wykonywałam w tym samym pomieszczeniu, w któ\-ym rozwijałam 
chromatogramy, by zachować te same warunki temperatury. 

C. B u f o r o w a ł a m b i b u ł ę przez przeciąganie arkusza trzy
manego za przyczepi.oną bagietkę, przez odpowiedni bufor, a suszyłam 
na wieszaku, zbierając nadmiar płynu złożonym pasem bibuły filtra
cyjnej. Przyjęłam skład buforów podany przez McFarrena. 

D. R o z t w o r y d o n a n o s z e n i a n a b i b u ł ę. R o z t w o r y 
wzorcowe. Przygotowywałem roztwory wodne (27) 18 czystych 
(sprawdzone chromatograficznie) aminokwasów indywidualnie i w mie
szaninach. Były .to poza 7 już wymienionymi: kw. asparaginowy, kw. 
glutaminowy, alanina, arginina, cystyna, glicyna, histydyna, prolina , 
seryna, tryptofan i tyrozyna. Stężenie każdego aminokwasu w roztwo
rze wynosiło przeważnie 0,5 do 1. 10-8M w 1 µl. 

Z początku badań doprowadzałam pH roztworów wzorcowych i hydro
lizatów do 6,2 wg McFarrena. Wobec małej trwałości aminokwasów 
w tym środowisku przeszłam następnie na roztwory o pH 3,5 tj. pH 
większości aminokwasów w wodzie. Roztwory przechowywałam w lo
dówce pod toluenem. Stwierdziłam ich trwałość przez okres dwóc'h mie
sięcy. 

H y dr o 1 i z a ty. Zastosowałam początkowo dwa sposoby hydrolizy 
kwaśnej (narazie tą się zajmuję) produktów spożywczych: Kofranyiego 
(33) oraz Hendersona i Snella stosowaną w naszym Zakładzie przez 
Kurzepę i współpr. (34) do oznaczania aminokwasów metodami mikro
biologicznymi. Metoda wprowadzana przez Kofranyiego w 1950 r. do 
produktów, zawierających większą ilość węglowodanów, jest dwustop- . 
niowa: najpierw hydrolizuje się produkt kwasem mrówkowym, który 
rozkłada wielocukrowce na cukry. Przez tzw. ,,strącenie Neuberga" 
octanem rtęciowym wydziela się z roztworu substancje azotowe i te , 
już pozbawione cukrów, hydrolizuje się kwasem solnym. Jest to metoda 
interesująca lecz wymaga jeszcze opracowania. Większość produktów 
hydrolizowałam metodą Hendersona i Snella za pomocą 2,5n kwasu 
solnego (w ilości 20 ml na 0,5 g białka) w ciągu 5 godzin w autoklawie 
przy 1 atm. nadciśnienia. Zawartość kolbki przenosiłam do kolbki de
stylacyjnej i odparowywałam pod próżnią kilkakrotnie do sucha, dole
wając za każdym razem kilkanaście ml wody redestylowanej. Pozosta
łość rozpuszczałam w takiej ilości wody, by stężenie azotu w hydroli
zacie odpowiadało zawartości 10 do 20 µg białka ogólnego (N x 6,25) 



Nr 2 Oznaczanie aminokwasów 191 

produktu w lµl hydrolizatu. Metodą tą odzyskiwałam w hydrolizatach 
92 do 980/o N produktu. 

O d p a r o w y w a n i e h y d r o 1 i z a t 6 w p o d p r 6 ż n i ą. Z po
czątku destylacja próżniowa sprawiła mi wiele trudności wobec braku 
odpowiedniej aparatury do liofilizacji, trwała długo, a otrzymywane 
roztwory miały ciemne zabarwienie i pH około 0,5. Następnie przy 
współudzriale mgr H. Ziombskiego ze
stawiłam wydajną i łatwą w obsłu

dze aiparaturę z wymrażaniem, któ
rej schemat jest .przedstawiony na 
ryc. 1. Składa się ona z następują
cych części: kulistej kolbki destyla
cyjnej zaopatrwnej w kapilarę i po
łączonej szlifem za pomocą wygię
tej rury z .górną częścią chłodnicy 

pionowej, wewnątrz której jest wę
żownica z prz.epływającą stale cieczą 
chłodzącą, odbieralnika pod chłod
nicą zanurzonego do naczynia z 
zestalonym C02• Naczynie to umiesz
czone jest wewnątrz ultratermo
statu, napełnionego ochłodzonym 
uprzednio w lodówce alkoholem ska
żonym. Ten alkohol jako ciecz chło-
dząca, jest stale przetłaczany !Przez Ryc. 1. Destylacja próżniowa 
wężownicę chłodnicy mieszadłem 
elektrycznym. Od odbieralnika, w którym pozostaje skroplona prawie 
cała ilość par z kolbki destylacyjnej, odchodzi rurka boczna odprowa
dzająca gazy do płuczek z NaOH i CaC12 przez manometr a potem 
przez kran trójdrożny do pompy próżniowej olejowej. Kolbkę destyla
cyjną, zawierają~ą roztwór odparowywany, ogrzewałam do 40° przez 
podstawianie łaźni wodnej. Z tego urządzenia otrzymywałam roztwory 
jaśniejsze o pH 1,7. 

E. N a n os ze n ie roztworów n a bibułę. Na bibule zazna
czałam linię startową w odległości 8,5 cm od górnego brzegu arkusza 
(u nasady zębów, które mają być zanurzone w rozpuszczalniku (32) -
ryc. 2b str. 104). Nanosiłam roztwory w danym punkcie startowym 
mikropipetami o pojemności 5 do 10 µl z podziałką co 2 µl, zależnie 
od stężenia aminokwasów w roztworz.e w ilości 2 do 30 µl. Odstępy 
między punktami startowymi wynosiły 3,5 do 4 cm. 

F. Ko n dy c jo n o w a n ie bibuły. Na dno komory nalewałam 
fazę wodną rozpuszczalnika. Gotowy do chromatografii arkusz zawiesza
szałam na pustej ,płytce w komorze. Po ~rawdzeniu położenia płytki 
(poziomicą) zamykałam komorę i pozostawiałam na noc dla skondy
cjonowania tj. nasycenia · bibuły parami rozpuszczalnika i wody. Na
stępnie wlewałam przez otwór w płycie fazę organiczną rozpuszczalnika 
do płytki tak, by zęby arkusza były zanurzone w płynie na' głębokość 
ok. 1,5 cm. 

G. Rozwija n ie chrom at ogr am ów; temperatura i czas 
rozwijania. Czas rozwijania jak wiele innych parametrów zależy od 
warunków lokalnych, głównie od rodzaju rozpuszczalnika, bibuły i od 
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temperatury. Rozwijałam chromatogramy w temperaturze dość stałej 
18 do 22°. W mzszej temperaturze czas rozwijania jest zbyt długi, 
w wyższej zaś znacznie krótszy, lecz wynik rozwijania gorszy. Na ogół 
przy zastosowaniu bibuły Whatmana Nr 1 stosowałam dla fenoli i kre
zoli 22 - 24 godz. Przy użyciu krezoli fenyloalanina może po dłuższym 
czasie spłynąć wraz z czołem rozpuszczalnika. Czas rozwijania pozosta
łymi rozpuszczalnikami był dłuższy - 45 do 60 godz. W przypadku 
rnzpuszczalnika nB-B pH 8,4 rozwijanie 50 do 55 godzin pozwala wy
izolować metioninę, walinę, leucynę i izoleucynę. Na chromatogramie 
krócej rozwijanym, ok. 45 godz., można jeszcze uchwycić na arkuszu 
fenyloalaninę, która przy dłuższym rozwijaniu spływa, ale wówczas 
rozdział czterech pozostałych aminokwasów może być nieco gorszy. 
Czas rozwijania chromatogramów na bibule Whatmana Nr 3 jest krótszy, 
ale że na tej grubszej bibule trudno jest przeprowadzać rekacje barwne, 
do ilościowych oznaczeń używałam tylko bibuły Nr 1. 

H. W y j m o w a n i e b i b u ł z k o m o r y i i c h s u s z e n i e. Po 
otwarciu komór najkorzystniej jest wysączyć płyn z płytki, albo odciąć 
część bibuły (zęby) zanurzoną w płytce, rozciąć nitki jeżeli arkusz był 
zwinięty w rulon i przenieść go, po lekkim podsuszeniu do suszarki. 

Trzeba dokładnie pozbyć się roz
puszczalników z bibuły. Ich pozosta
łości wpływają ujemnie na tworze
nie się związków barwnych, a także 
powodują ciemnienie całego arku
sza, co utrudnia badanie ekstynkcji 
eluatów. Ten warunek mogłam speł
nić dopiero w suszarce z przepływem 
ciepłego powietrza. Takie suszarki są 
w piśmiennictwie opisywane i zale
cane ale trudne do uzyskania. 
Wspólnie zip.gr H. Ziombskim opra
cowaliśmy bardzo prostą i łatwą do 
wykonania przez stolarza, drewnia
ną szafkę, do której dostawia się, do 
odpowiednio przystosowanego otwo
ru, termowentylator, 1powodujący 
prz,epływ nagrzanego powietrza o 
temp. 50 do 60° (ryc. 2). Arkusz 

Ryc. 2. Suszarka z przeptywem ciepłego po rozwijaniu - w •rozpuszczalniku 
powietrza nB-o-w suszyłem godzinę - w in

nych rozpuszczalnikach- 2 godziny. 
W połowie każdego z tych okresów zmieniałam położenie arkusza o 180° 
dla bardziej równomiernego wysuszenia. 

I. Wy w o ł y w a n i e chrom at o gr am u. Chromatogramy wy
woływałam przez spryskiwanie pod wyciągiem bibuły z rozpylacza 
dwukrotnie z obu stron arkusza 0,2'0/o roztworem ninhydryny w aceto
nie, zakwaszonym kwasem octowym lodowatym (dodanym w ilości· 
2 ml lub 7 ml do 100 ml roztworu ninhydryny 2lależnie od pH rozpusz
czalników). Zastosowałam do tego celu sprężone powietrze. 

Dzięki spryskiwaniu odczynnikiem pod ciśnieniem szybko zaczynały 
się pokazywać plamy aminokwasów. Szybkość ukazywania się ich była 
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największa po rozwijaniu w rozpuszczalniku nB-o-w, najmmeJsza po 
nB-B pH 8,4. Najpóźniej po godzinie, kiedy już były widoczne wszystkie 
plamy, zaznaczyłam ołówkiem granice plam poszukiwanych aminokwa
sów. Następnie wkładałam arkusz na 20 minut do suszarki o temp. 60°. 
Odtąd wszystkie czynności do chwili skompleksowania barwnika trzeba 
przeprowadzić szybkQ i w zaciemnionym pokoju. 

Wyniki rozdziału mieszanin aminokwasów będą pokazane na foto
grafiach chromatogramów i omówione w następnej części pracy. 

2. Ilościowa chromatografia aminokwasów. 
Posługiwałam się metodą pomiarów ekstynkcji eluatów kompleksu 

miedzi dwuwartościowej z barwnikiem utworzonym z aminokwasu i nin
hydryny, opisaną dokładnie przez Fishera i Dorfla (28). 

Ekstynkcje oznaczałam w fotokolorymetrze Bauscha-Lomba przy 
ie = 510 mµ. 

Wyniki ilościowych badań zawartości aminokwasów w roztworach 
wzorcowych i hydrolizatach produktów i ich mieszanin będą przedmio
tem następnych części tej pracy. 

fi. M y m K a To B a 

I1CC.TTEJ1:0BAHI15I HA.U COCTABOM AMI1HOKI1CJ10T I1 JJ:OTTOJ1HEHI1EM BE.TIKA 
TTHI.ll.EBb!X TTPOJJ::Y'KTOB, TTPI1MEH5I5I JJ:.TT5I HX 011PEJJ:EJIEHI15I 

KOJIHlJECTBEHHYIO BYMA)KHYIO XPOMATOfPA<t>HIO 

Cori:ep)Kan11e 

B .'JTOH lJilCT!l TPYJJ.3 npeJ1,crn,BJ1eHbl YCJIOBH51 KOJIH4eC'!1BeHHOro onpef(eJieH!-!51 3MHHO

KIKJ!OT R C113ll}l.3'PT:llblX pacwopax li KHCJ!b[Xi ,ru,u:poJIH6aTax rrp,0,!1.YJKTOB H lfX OMeceił Ilf)H 

TIOMOUJ,Jl óyMa)KHOH xpoMaTorpacpm!. 

TTp,encTaBJie,HbI aB'!'o,poM npoe,KTnpoBa,ttttbie Jia'6opaTO)lHble np11onoco6J1enm1, a TaK)Ke 

rrpe;l,CTanm•m,I ll(lOIJepeAHbJe .'JT3Ubl pa6mhI npH '.:'rtHX onpe)l.eJ1eHH51X Il H!OTO,pb!X npa

.l!CJ11rn11,cb Ti!K)KC COÓCTB{'.IHl!ble YJIYlJIII6HH51. 

B. Muszkatowa 

QUANTITATIVE PAPER CHROMATOGRAPHY STUDIES ON THE AMINO ACID 
COMPOSI'I'ION AND THE SffiLFSUPPLEMENT A TION OF FOOD PROTEINS 

Sum mary 

Thi->i paper deals wit'h quantitative paper ,chromatography of amino acids in 
standard solutions and in add hydrolyzates of proteins. Author describes in details 
the instrumentation and the procedure as invented or modyfied by herself. 
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