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N-niebialkowy (NPN) wystepuje w materiale Dbiologicznym jako
skladnik wielu zwigzkéw o réznorodnej budowie chemicznej i roli fizjo-
logiczno-zywieniowej.

Natura, rodzaj czy ilos¢ poszczegolnych form N-niebialkowego mg-
czek lub $rut nasion ro$lin oleistych nie jest jeszcze calkowicie poznana,
dotyczy to szczegdlnie rzepaku. ’

Jedng z podstawowych trudnosci w calej analizie azotowych skladni-
k6w roslin jest problem wyizolowania z odpowiednig wydajnoscig frakeji
NPN zawierajacej caly (lub wigkszo$é réznych form) N badanego ma-
terialu.

Dotychczas uzywano wiele metod, jednakze ciggle brak jest doklad-
nych informacji dotyczacych wydajnosci tej frakeji. Ten fakt jest spo-
wodowany duzym zréznicowaniem materialu roslinnego a takze zasto-
sowanymi warunkami izolowania NPN.

Wszystkie najczesciej stosowane dotychczas metody izolowania NPN
z materialu biologicznego mozna zasadniczo sprowadzi¢ do dwdch spo-
sob6éw lub .drég postepowania. Jeden z tych sposobéw polega na bezpo-
~ éredniej ekstrakcji materialu z odpowiednim rozpuszczalnikiem, nato-
' miast drugi posredni sposéb jest dwustopniowy, w ktérym pierwszym
etapem jest réwniez ekstrakcja surowca najczesciej woda lub rozcien-
czonymi wodnymi roztworami alkaliéw a nastepnie usuniecie wyekstra-
howanych jednocze$nie biatek i innych makroczasteczek popizez ich wy-
tracenie za pomocg powszechnie znanych metod do tych celow przezna-
czonych. Ta ostatnia droga postepowania jest wedtug Bhatty i Finlayso-
" na [3] dosy¢ szeroko uzywana, jednakze stezenia wytrgcanych bialek sg
sprawdzane takze dosé dowolnie, co moze prowadzié-do caltkiem btednych
‘wynikéw izolowanego w-ten sposob NPN. L . '

.- Jednym z pierwszych badaczy, uwazanych dzisiaj za prekursora izo-
- lowania z materialu biol'ogiczneg'o-Il'ozpuszczaln\ej‘frakcji N-niebiatkowego
_ metodg posrednig byl Amerykanin Steward 521- Ekstrahowal on pocigte '
drobno skrawki bulw ziemniaka za pomocg wody przez okres 30-minu-
 towego mieszania, a ‘nastepnie uzyskany piyn oczyszczal od nierozpusz-
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czalnej pozostalosci przepuszczajac ‘go przez delikatny jedwab. Czysty
1 klarowny plyn szybko ogrzewal przez okres 10 minut w temperaturze
80°C celem wytracenia bialka.

W tej posredniej metodzie wyodrebniania NPN z materialu biologicz-
nego poza etapem ekstrakcji, waznym zagadnieniem ilosciowego pozys-
kania rozpuszczalnej frakeji N-niebiatkowego jest wspomniany wczesniej
spos6b wytrgcania bialka z ofrzymanego wyciggu. Stosowano do tego
celu wiele powszechnie znanych czynnikéw wytracajgcych takich jak
kwas trojchlorooctowy (TCA) do koncowego stezenia 4—15%, kwas wol-
framowy, kwas sulfosalicylowy (SSA), kwas octowy (HAc), koloidalne
zelazo, rozne rozpuszczalniki organiczne takie jak zimny aceton, wzgled-
nie 5>—10 X objeto$¢ zimnego etanolu (EtOH) do koncowego stezenia
70—80%, roztwory metali ciezkich w $rodowisku alkalicznym, wspom-
niang wyzej koagulacje na gorgco, doprowadzanie bialka ekstraktu do
jego punktu izoelektrycznego (PI) w ktérym wykazuje ono najmniejsza
rozpuszczalnose, czy wreszcie pozyskiwa¢ mozna frakeje NPN w ogéle
bez wytrgcania biatka na drodze wyczerpujgcej wielpgodzinnej dializy
uzyskanego ekstraktu [55] lub poprzez inne' jeszcze sposoby wytracania
N-biatkowego tutaj nie wymienione. . |

Kwas tréjchlorooctowy jest jednym z powszechnie uzywanych czyn-
nikéw wytracajacych biatko. Polecane stezenia TCA do odbialczania roz-
tworéw wynosza od 3 do 5% [12], jednakze duzo wyzsze stezenia tego od-
_czynnika byly praktycznie uzywane do rozdzialu biatka od frakeji N-roz-
puszczalnego w ekstraktach nasion oleistych [1, 4, 15]. W tym przypadku
stwierdzono, ze wyzsze stezenie TCA (niz to przewaznie polecane) wy-
traca takze wiecej bialek z tych ekstraktéw w zwigzku z tym autorzy
tych prac sugeruja dla praktycznych celéw wybér odpowiedniego ste-
zenia TCA, ktére bedzie w miare calkowicie wytragcalo bialka z badanego
ekstraktu materiatu biologicznego; bedzie to réwnoczesnie stezenie, przy
ktéorym rozpuszczalnosé biatka ekstrahowanego surowca jest co najwy-
zej minimalna bgdz zadna. \ | | ,

Izolowanie rozpuszczalnej frakecji. NPN osiaggngé mozna drogg bezpo-
Sredniej badz posredniej ekstrakeji badanego materiatu. W tych obydwu
metodach wainym czynnikiem jest wzér odpowiedniego rozpuszczalnika,
ktéory w optymalny sposéb powinien ekstrahowaé wigKszos¢ réznych |
zwigzkow azotowych niebiatkowych. |

Dotychczas do ekstrakeji NPN uzywano wielu réznych rozpuszczal-
nikéw, poczynajac od wody, poprzez rozcienczone wodne roztwory kwa-
séw, zasad i soli, jak tez szereg rozpuszczalnikéw organieznych stoso-
wanych zaréwno mna zimno, w temperaturze pokojowej lub na goraco
{2, 5, 6, 9, 13, 50]. | | ' f

W badaniach nad otrzymywaniem NPN z materialu biologicznego

N .
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[

stosowano zaréwno, rézne rozpuszeczalniki’ Jjak tez sposoby wytracama
- bialka i samej ekstrakeji.

Z przegladu wielu prac dotyciacych wyodrebniania frakcji NPN z réz-
nego materiatu blologlcznego prowadzonych szczegélnie w USA [16, 61]
i gdzie indziej [2, 39, 41] wynika, ze od dawna i obecnie najczesciej uzy-
-wanym i uniwersalnym do tego celu rozpuszczalnikiem w metodzie bez-
posredniej ekstrakcji jest 70—80% EtOH oraz w mniejszym stopniu
10—15% TCA [5, 7, 20, 22, 24, 25, 40, 43, 52, 54]. Oba te rozpuszczalniki
jak réwniez zastosowane warunki ekstrakeji badanego materialu a wiec
czas, temperatura, pH czy wreszcie sam sposdb izolowania dostarczaé
moga ekstraktéw o nieco réznym skladzie jakosciowym, jak tez réznej
wzglednej wydajnosci lzolowane] frakC]l NPN czy biatka [14, 18, 26,
46, 49].

Wspomniany wyzej sposéb ekstrakcji dotyczy tez ilodci uzytego roz-
puszczalnika, co nie jest obojetne dla praktycznej strony izolowania NPN
jak roéwniez liczby kolejnych ekstrakeji z jednym rozpuszczalnikiem da-
jacych oplacalng jeszcze zawartos$é ekstrahowanego N. Te warunki prze-
waznie ustala si¢ w badaniach wstepnych.

Zarowno ilosé rozpuszczalnika uzytego do ekstrakcy NPN jak tez
liczba kolejnych ekstrakcji jest rozna i istnieje w tym przypadku sto-
sunkowo duza dowolno$é postepowania, podyktowana najczesciej takze
wzgledami natury praktycznej.

W aspekcie ilosciowym dla zwiekszenia wzglednej wydajnosci izolo-
wanej frakcji NPN z materialu biologicznego warunki ekstrakcji obej-
mujgce jej sposéb czy rodza] uzytego rozpuszczalnika maja wlasciwie
znaczenie podstawowe.

Przewaznie dazy sie do tego, azeby ekstrakcja byla w miare mozli-
wosci wyczerpujaca i calkowita odnosnie otrzymywanych zwigzkéw w
ogole a w przypadku charakterystyki iloSciowej w szczegélnoSci. Z+tego
tez wzgledu 15% TCA sprawia¢ moze pewne praktyczne trudnosci, gdyz
stuzy on nie tylko do bezposredniego izolowania NPN ale najczesciej
takZe zachodzi potrzeba 1loscxowego oznaczenia w nim otrzymanych
~ zwigzkow azotu. ,

‘ Z metodyki oznaczeh roéinych zwigzkéw azotowych meblalkowych
w tym rozpuszczalniku, miedzy innymi wolnych aminokwaséw (aa) wy-
‘nika, ze TCA przeszkadza w ‘tych oznaczeniach i powinien by¢ z ekstrak-
tu usuniety [6]. Jednakze Bhatty i- Finlayson [5] stwierdzili, ze usuwanie
TCA z ekstraktu maczek nasion oleistych jest mgczqce i trudne poniewaz
jest wtedy wymagane kilkakrotne przemywanie z wodg nasycong ete-
rem, a to z kolei prowadzi¢ moze do obnizenia zawartosci okreslonego
w ten sposéb NPN. Z tych i innych wzgledéw juz w 1946 roku Amery- '
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kanin Steward, zwracat uwage na fakt, ze wytracanie bialka z ekstrak-
tow wodnych na drodze koagulacji przez ogrzewanie jest ogoélnie przy- -
jeta i korzystng metodg usuwania tego skladnika, poniewaz unika sie
zanieczyszczen ekstraktu innymi czesto interferujacymi w przeprowa-
dzanych analizach odczynnikami. Ten sam autor, jak tez wielu innych
wymienionych wczeSniej badaczy wskazywalo na stosunkowo duzg uni-
wersalnos¢ i tatwosé pracy z 80% EtOH jako rozpuszezalnikiem, zaréwno
do samego izolowania NPN jak rowniez p6zniejszych mozliwosci oznaczen
ilosciowych poszezegélnych rodzajéw N-niebialkowego.

Wedlug niektérych danych [10, 11, 39, 53] 70—80% EtOH wyciag
z odtluszczonego materialu roslinnego zawiera nastepujgce zwiazki azo-
towe: wolne aa, peptydy, amoniak, typowe amidy jak mocznik, aspara-
gine 1 glutamineg, rézne zasady organiczne typu amin, azotany i azotyny,
betainy, bialka typu prolamin, alkaloidy, glukozydy, nitryle [23] oraz
inne nie wymienione tutaj zwigzki zawierajace azot.

Jedne z tych zwigzkow wystepujag w nieco wiekszych 1losmach inne
natomiast w mniejszych. Ze wzgledu na to, ze w wyciggu tym ponadto
znajdujg si¢ w duzej iloSci zwigzki nalezgce do grupy weglowodanéw
wykazujgc podobng do nich rozpuszczalno$é, w zwigzku z tym czyste

ilosciowe i-z zadowalajacg wydajnoscig wydzielenie skladnikéw azoto-
 wych z otrzymanej frakcji NPN nastrecza powazne trudnosci [10], nato-
miast mozna je z stosunkowo duzag dokladnoscig oznaczyé¢ w tym roz-
puszczalniku za pomocg szeregu réznych metod postepowania.

- Rutkowski [48] podaje, zZe zawértpéé cukrowcow w maczce rzepako-
wej wynosi przecietnie do 38%. Gléownymi skladnikami tych zwigzkow
sg polisacharydy z niewielkg ilo$cig mono-, dwu- i tréjcukrowcow. Obec-
nos¢ nisko czgsteczkowych weglowodanow, ekstrahowanych z maczek
nasion rzepaku za pomocg 80% EtOH wykazali takze niedawno w swoich
badanfach Theander i Aman [56]. Ci autorzy badali poziom nisko czgs-
teczkowych weglowodanéw w magczkach uzyskanych z nasion 6 szwedz-
kich odmian rzepaku (Brassica napus i Brassica campestris). Pozbawione
fuski' nasiona rzepaku poddawano ogrzewaniu i odtluszczaniu, a w dal-
szej kolejno$ci magczki tych mnasion byly ekstrahowane wrzacym 80%
EtOH pod chlodnicg zwrotng. Wykazano, ze frakcja materialu rozpusz-
czalnego w goragcym 80% EtOH stanowi 30—37% suchej masy badanych
maczek rzepaku. Po usunieciu z wyizolowanej w ten sposéb ,frakcji
NPN” pewnej ilosci materiatu tluszezo-podobnego przez ekstrakcje chlo-
roformem, pozostalo$¢ byla poddana rozdzialowi na kolumnie z wymie-
niaczem jonowym na frakcje obojetna, zasadows i kwasng. Stwierdzono,
ze frakcja obojetna zawiera glownie nisko czgsteczkowe weglowodany,
ktore stanowily ok. 14—17% suchej masy badanych mgczek rzepaku,
frakcja zasadowa otrzymana po rozdziale na wymieniaczu jonowym sta-
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nowila okolo 1-—2% ekstrahowanego materialu w stosunku do suchej
masy zimowych odmian mgczek rzepaku i zawiera gléwnie aminokwasy
oraz frakcja kwasna, ktéra odpowiadata od 6—10% suchej masy tych
zimowych odmian magczek rzepaku i zawierala gléwnie tioglikozydy ale
takze aminokwasy i produkty rozkladu sinapiny, tj. kwas sinapinowy
i choline. Frakcja obojetna cukréow poddana dalszemu rozdzialowi chro-
matograficznemu na kolumnie wypelnionej Sephadexem G-15 dostarczata
8 frakcji, ktorych identyfikacja przeprowadzona na drodze chromato-
grafii gazowo-cieczowej oraz bibulowej pozwolila stwierdzi¢ obecnosé
12 nisko czgsteczkowych cukréw z ktérych dominujacymi byla sacharoza
i stachioza oraz w mniejszych ilosciach rafinoza, glukoza, fruktoza, ga-
laktoza i inne cukry. Sacharoza i stachioza stanowily w obojetnej frakeji
weglowodanow ok. 6,5—7,5% w stosunku do suchej masy 6 badanych
maczek rzepaku.

Ci sami autorzy badali pozostatos¢ maczek zimowej odmiany rzepaku
(Brasica mapus) uzyskang po uprzedniej ekstrakecji 80% EtOH. Theander
i Aman [57] wykazali, ze ta pozostaltosc wolnej od tluszczu maczki, uzys-
kana z odluskanych i ogrzewanych nasion rzepaku zawiera material
biatkowo-polisacharydowy. Material ten poddawano dalszemu 'rozdzia-
fowi na frakcje: obojetng, kwasng i zasadowa poprzez ekstrakcje wodna,
buforem (EDTA, pH 5,6) oraz 10% wodnym roztworem NaOH. Stwier-
dzono, Ze nierozpuszczalna w 80% EtOH pozostalo$¢ badanych maczek
rzepaku sklada sie glownie z obojetnych weglowodanéw, kwaséw uro-
nowych, bialka i substancji ligninopodobnych (tzw. ,Klason-lignina”).
Badania te wykazaly, ze frakcje obojetng tworza neutralne weglowodany,
ktére w tym materiale stanowig ok. 17% co korespondowalo z ok. 12%
suchej masy maczki. W materiale tym ponadto wykazano obecnos¢ okoto
3% kwasow uronowych odpowiadajgcych substancjom pektynowym i we
frakeji zasadowej ekstrahowanej 10% NaOH ok. 65% bialka oraz okolo
2% tzw. , Klason-ligniny” skladajgcej sie¢ z trzech rodzajéw hemiceluloz
w zalezno$ci od stopnia postepowania tj.: hemicelulozy otrzymanej po-
przez zobojetnienie kwasem octowym alkalicznego ekstraktu maczki, wy-
traconej 3 objetosciami EtOH z tego ekstraktu oraz rozpuszczalne] he-
micelulozy w tych 3 stosowanych objetosciach EtOH. Pozostalos$¢- uzys-
kanego materialu po ekstrakcji 10% wodnym roztworem NaOH stano-
wila celuloza, jako gléwny skladnik polisacharydowy maczki rzepakowej.
Analiza hydrolizatéw obojetnej frakcji weglowodanow materialu poli-
sacharydowego pozostalosci maczki rzepakowej otrzymanej po uprzedniej
ekstrakeji 80% EtOH, wykazala, ze gléwnymi jej skiadnikami byla ara-
binoza, glukoza i w mniejszym stopniu ksyloza oraz galaktoza, jak tez
$lady mannozy, ramnozy, fukozy. Wyniki tych badan ponadto sugeruja, -
' ze niska zawartosé arabinozy w osadzie hemiceluloz otrzymanych po ich
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‘wytraceniu 3 objetosciami EtOH z alkalicznego ekstraktu pozostalosci
maczki rzepakowej jest spowodowana faktem ich wczesniejszego roz-
puszczenia w 80% EtOH wraz z nisko czgsteczkowymi weglowodanami,
tym bardziej, ze i uzyskany z tego materialu etanolowy supernatant nie
zawieral praktycznie arabinozy. Autorzy tych badan sgdza,.ze rozpusz-
czalny w wodzie arabinian i arabinogalaktan izolowany wczeséniej przez
Larma i wsp. [28] z maczek nasion rzepaku (Brassica mapus) jest prak-
tycznie w wigkszosci rozpuszczalny w 80% EtOH, jesli ta ekstrakcja byla
przeprowadzona jako pierwsza, co mialo miejsce w tych badaniach [29].

Dla ogodlnej charakterystyki NPN badanego materialu wazne sa takze
niektore aspekty i problemy iloSciowego okre$lania réznych form NPN
w wyizolowanej frakecji, wynikajgce zaréwno z natury samego materialu
Jak tez czesto z zastosowanej metody. W wyodrebnionej z materiatu bio-
logicznego frakcji NPN dla jej dalszej charakterystyki chemicznej, za-
rowno ilosciowej jak i jakosciowej czy nastepnie takze oceny zywienio-
wej wymagana jest znajomos$¢ koncentracji - poszczegolnych rodzajow
zwigzkow azotowych niebiatkowych. )

Z roznych badan: wynika, ze waznym ilosciowo sktadnikiem frakeji
NPN sg wolne aminokwasy, praktycznie czesto utozsamiane z zawartos-
cia NPN w zalezno$ci od materiatu z ktérego sg izolowane [24].

- Okreslenie zawartosci wolnych aa w wyizolowanej z danego materia-
tu frakcji NPN bylo do niedawna sprawa dosy¢ klopotliwg. Jeszcze w
roku 1954 Bisset uzywal do tego celu dwukierunkowej chromatografii
bibutowej. Podczas cigglych udoskonalen metod chromatograficznych
wprowadzono automatyczng technike rozdzialu tak zlozonej mieszaniny
aa na jonitach [38] od jej zapoczatkowania przez Moora i Steina [36].

Wedlug Lazarusa [31] kiedy wolne aa sg ekstrahowane z materiatlu
roslinnego, wowczas jednoczesnie zachodzi ekstrakcja cukréw, soli, li-
pidow, kwaséw organicznych, barwnikéw i zwiazki te moga interferowaé
podczas chromatograficznego rozdzialu aa. Interferencja ta jest szcze-
golnie wyrazna w chromatografii bibulowej i cienkowarstwowej. W po-
czatkowych pracach nad tym zagadnieniem Moor i Stein [36] stwierdzili,
ze nieorganiczne sole nie wplywaja na jonowymienng chromatografie
kolumnowsa, jednakze ponowne naniesienie-surowego ekstraktu roslinnego
na kolumne z wymieniaczem jonowym moze zaklécaé rozdzial aa poprzez
interferencje z poliwalentnymi nieorganicznymi kationami, lipidami i sil-
nie adsorbujacymi si¢ barwnikami. Dlatego tez wedilug Lazarusa [31]
stopien wstepnego oczyszczania otrzymanego ekstraktu aa ma pewne
znaczenie i powinien by¢ uwzgledniany.

Obecnie powszechng i wspélng metodg oczyszczania réznego rodzaju
ekstraktow wzglednie plynéow b1010g1cznych jest adsorpcja a na krotkiej
kolumnie z wyrmemaczem Jonowym W formle kwasne] (HT). Amony
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i substancje obojetne wiaczajac w to cukry i kwasy organiczne sg wymyte
z kolumny wodg, natomiast aa sa nastepnie eluowane z niej roztworem
zasady (0,2 n Na©OH wedlug Lazarusa [31]), rozcienczonym wodnym roz-
tworem amoniaku lub kwasu solnego.

Kationy metali nie sg eluowane z kolumny na skutek ich silnego po-
winowactwa z centrum wymiennym jonitu. Podobnie niektére barwniki
i lipidy sa takze zatrzymywane przez matrix jonitu.

Wang [60] uzywat we wstepnym oczyszczaniu ekstraktu roslinnego
do eluowania aa 1 n i 6 n HCI.

W 1972 roku Nowakowski i Byers [40] badajac zawartos¢ NPN w tym
takze wolnych aa w niektorych trawach stwierdzili, ze 2 n NH,OH jako
eluent z kolumny zawierajgcej Dowex 50—x4 zaréwno w formie H*
i NH dawal zadowalajace ilosci odzyskanych aa kwasnych i obojetnych
ale odzyskanie aa-zasadowych bylo niecatkowite. Ci badacze stosujgc za
Wangiem 1 n lub 6 n HCI jako eluent aa rowniez otrzymali niepowta-
rzalne wyniki, dodatkowo HCl powoduje wedlug nich hydrolize gluta-
miny i asparaginy, dostarczajac réwnowaznych ilosci amoniaku, - ktory
we wlasciwym rozdziale aa moze z kolei zanieczyszczaé¢ stosowane bufory,
zmieniajgc ich pojemnosé i zaklocajace rozdzial. Ponadto wedlug Nowa-
kowskiego HCl ‘powoduje uwalnianie niektérych nieorganicznych katio-
néw mogacych ujemnie wplywaé na wiasciwy rozdzial aa co niezaleznie
od tego zostalo wcze$niej wykazane przez Larsena (1969). Oprocz tego
Nowakowski i Byers [40] zwracali uwage na fakt wystepowania pewnych
trudnosci w oznaczaniu amidow (glutaminy i asparaginy) podczas zwyk-
tego rozdzialu' aa na kolumnie z wymieniaczem jonowym, ktoérej tempe-
ratura wynoszaca ok. 60°C powoduje rozklad tych amidéw, a szczegdlnie
" glutaminy z konsekwencja wzrostu amoniaku i tworzeniem kwasu 2-piro-
lidyno-5 karboksylowego zamiast typowej reakcji z ninhydryna. Podob-
nie do tych spostrzezen Thompson i wWsp. [58] rowniez nie polecali wstep-
nego oczyszczania 70—80% EtOH ckstraktu ze wzgledu na mozliwosce
" obnizenia zawartosci kwasu glutaminowego na drodze jego estryfikacji

z etanolem.

Poniewaz metody wstepnego oczyszczania etanolowego ekstraktu aa nie
byly iloéciowe Nowakowski i Byers [40]- zdecydowali sie na ominiecie
tego etapu usuwania substancji interferujacych na korzys¢ innego roz-
wiazania. Znang objeto$¢ etanolowego ekstraktu odparowano do sucha
pod zmniejszonym cisnieniem w temp. ponizej 40°C, otrzymang pozosta-
1o§¢ rozpuszezano w wodzie a nastepnie ekstrahowano z 3 X objetoscig
chloroformu celem usuniecia barwnikéw, lipiadw oraz innych interferu-
jacych substancji podczas wlasciwego rozdzialu aa. Faza wodna po jej
odparowaniu pod préznig stuzyla juz bezposrednio do oznaczen aa. Z tego

krotkiego opisu niektorych tylko aspektow ilosciowego oznaczania NPN
/
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mozna sgdzi¢, ze poziom wolnych aa moze podlega¢ pewnym wahaniom
spowodowanym chociazby sposobem ich okreslania.

Ponadto wedlug Kapoora [24] réznice w wartosciach wolnych aa po-
winny takze uwzglednia¢ aa otrzymane z amidéw jak tez peptydow,
ktore nie sa wytracane przez 15% TCA, a ktére w zaleznosci od mate-
rialu z jakiego pochodzg mogg stanowié¢ wazny ilosciowo skladnik okres-
lanego NPN. W przypadku rzepaku ten aspekt wydaje si¢ byé szcze-
~ golnie interesujacy, tym bardziej jesli polgczyé go z naturg i charakte-
 rem biatka tego materiatu.

Wielu badaczy donosi, ze nasiona rzepaku posiadajg biatko o bardzo
skomplikowanym skladzie, charakteryzujgce sie rézng masa czasteczko-
w3 1 réoznymi punktami izoelektrycznymi. Biatko rzepaku posiada punk-
ty izoelektryczne (PI) w szerokim zakresie pH wynoszgcym od pH 4—11
[33, 42]. Stad tez biatka rzepaku mozna podzieli¢ na bialka kwasne, obo-
jetne i zasadowe, a w zaleznosSci od masy czgsteczkowej na wysoko, Sred-
'nio 1 nisko czgsteczkowe. Gilberg i Tornell (1976) podaja, ze biatka kwas-
ne i obojetne, ktére majg PI w zakresie pH 4—8 moga byé¢ w zaleznosci
od masy czasteczkowej podzielone na 3 grupy o masie czgsteczkowej
odpowiednio:_ 320 000, 150 000, 75 000.

W roku 1968 Bhatty i wsp. [3] izolowali z nasion rzepaku obojetne
bialtko typu ,,globulin” o wspélczynniku sedymentacji 12 S i stwierdzili,
ze stanowi ono wraz z innymi nisko-czgsteczkowym biatkiem (1,7 S)
o charakterze zasadowym okolo 25—30% wszystkich obecnych w ekstrak-
cie mgczki rzepakowej bialek, natomiast wedlug tych badaczy stwier-
~dzona takze w tym ekstrakcie znakomita wigkszo$¢ innych pozostatych
bialek posiada nizszg mase czqsteczkowq, prawdopodobnie w zakre51e
10 000—25 000 [4].

W nastepnej pracy ci autorzy [21] charakteryzujac 12 S ,,globuliny”
stwierdzili, ze jest to konglomerat zawierajacy jedno duze gléwnie obo-
- jetne bialko i fragment glikoproteidowy. Jak wykazano ten agregat piatka
przy wartosciach pH ponizej 3,5 dysocjuje do podfrakcji polipeptydo-
wych z ktérych gléowna podfrakcja glikoproteidowa ma wspétezynnik
okreslony analizie sedymentaccjnej 2,7 S. W ten sposéb wykazano, ze
zmiany w wartoSciach pH powodujg takze istotne zmiany w strukturze
12 S globulin. Stwierdzono, ze 12 S globuliny sg glikoproteidami zawiera-
jacymi galaktozaming, glukoze i arabinoze, prawdopodobnie konwalencyj-
nie zwigzane z bialkami. Zauwazono takze, ze. tylko czes¢, to jest okolo
25% biatek nasion rzepaku jest rozpuszczalna w wodzie i cze$é ta odpo-
wiada glikoproteidom usunietym w ten sposéb z duzego agregatu 12 S
,»,8lobulin”’.

Niskoczgsteczkowe zasadowe bialka z nasion rzepaku izolowal w 1972
roku w Szwecji Lonnerdal i Janson [33]. '
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W surowym ekstrakcie (pH 7) po jego chromatograficznym rozdziale
otrzymano 2 piki z ktérych nizszy zawieral nisko czasteczkowe bialka.
Dalszy rozdzial tych nisko czgsteczkowych bialek dostarczal 4 nowych
podfrakcji z ktérych kazda byla biatkiem skladajacym sie z dwéch lan-
cuchéw polipeptydowych majacych Ala wzglednie Pro jako aminokwasy
N-koncowe. Dwie z tych czterech podfrakeji dajgcych sie izolowac¢ w czys-
tej formie poddano dalszej analizie, ktora wykazala, ze sg to bialka o ma-
sie czasteczkowej rzedu ok. 13 623 i dajace w wyniku ich rozczepienia
z chlorowodorkiem guanidyny 2 polipeptydy o masie czgsteczkowej ok.
9106 i 4517. Analiza aa wykazala, ze wiekszos$¢ lub caty kwas glutami-
nowy i asparaginowy (Glu, Asp) wystepuja w formie ich amidow jako
glutamina i asparagina (GIlu-NH,, Asp-NH,), dajac przez to zasadowy
charakter tych bialek, o pI w pH ok. 11.

Nowsze prace Lonnerdala i wsp. [34] dotyczace charakterystyki wy-
izolowanego biatka na drodze alkalicznej ekstrakcji magczki rzepakowej
wykazaly, ze biatka te po ich rozdziale na Sephadexie G-200 dajg 3 glow-
ne piki z ktérych dwa pierwsze odpowiadajg bialkom o masie czastecz-
kowej ponad 250 000 i ok. 150 000 odpowiednio, co jest zgodne z danymi
Bhatty [3] natomiast 3 obszerny pik koresponduje do 2 grup bialek, jed-
nej majacej mase czasteczkowg rzedu 50—75 000 i drugiej o masie ok.
13 000 [33].

- Wedtug tych badan [34] biatka wysoko czasteczkowe ekstrahowane
przy udziale alkaliéw i wytrgcone HCl (pH 6,6) maja pl okreslone na
drodze ogniskowania izoelektrycznego w pH 4—6 co jest zgodne z ich
kwasowym charakterem wykazanym wczesniej przez Ohlsona i Seepa
[42], natomiast $rednio czasteczkowe biatka wykazujg najmniejszg roz-
puszczalno§é (PpI) w zakresie pH 5—8. Bhatty [4] sugerowal, Ze sruta
z nasion rzepaku zawiera 10—12 i prawdopodobnie wigce] biatek. Lionner-
dal i wsp. [34] podajg obecnos¢ przynajmniej 19 pasm bialek w analizie
ogniskowania izoelektrycznego (pl) w zakresie pH 4,’5—10.

Quinn i wsp. [46] dla $ruty rzepakowej (Brassica cumpestris) dono-
szg o obecnosci ponad 30 réznych gatunkow biatek, ktorych wiekszosc
ma pl w obojetnym zakresie pH. |

Bhatty [4] sugerowal, ze poniewaz znakomita wiekszos¢ biatek @poza
25—30% obojetnych biatek typu ,globulin” 12 S) sruty rzepakowej po-
siada niskg mase czasteczkows, prawdopodobnie rzedu 10 000—25 OQO
to dlatego bialka te w przeciwienstwie do innych bialek sa wzgl.edn}e
rozpuszczalne w 5% TCA (ks.), a takze z duza trudnoscig wytracaja sig
przy wyzszych stezeniach tego odczynnika. Ten autor sadzi, ze sruta
rzepakowa zawiera tym samym wigce] N-rozpuszczalnego w TCA (tzw.
,,TCA-soluble-N”) niz $ruty innych nasion oleistych, stonecznikowa lub

sojowa (sojowa ok. 5% wg [27].
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Gilberg i wsp. [18] badali rozpuszczalnosé i stopien wytrgcania zwigz-
kow azotu i fosforu (N i P) z odtluszczonych ogrzewanych i nieogrzewa-
nych maczek nasion rzepaku. Wykadzano, ze krzywe .rozpuszczalnosei
N i P majg obraz zlozony w zaleznosci od pH ekstrakeji. Autorzy tych
badan tlumaczg ten fakt bardzo skomplikowanym skladem bialka rze-
paku, majacego rézng mase czasteczkowg jak tez punkty izoelektryczne,
pH 4—11.

Stwierdzono, ze kwas fitynowy moze reagowaé zaréwno z jonami
metali (Mg*+, Cat+, K+, Na't) jak tez z bialkami i w zaleznosci od pH
tworzy¢ rozpuszczalne wzglednie nierozpuszczalne z nimi kompleksy.
Kwas fitynowy z jonami metali dawal na. przyklad rozpuszczalne kom-
pleksy przy nizszych warto$ciach pH niz 4,5—6,5, natomiast obnizenie
rozpuszczalnosci tego zwigzku obserwowano w zakresie pH 4,5—38,0, co
autorzy tlumacza wytworzeniem nierozpuszczalnych komplekséw soli Ca
1 Mg kwasu fitynowego w tym przedziale pH. Kwas fitynowy dawal roz-
puszczalne kompleksy z biatkami przy pH 8—10, natomiast nierozpusz-
czalne w pH ok. 2,0. -

Porownanie krzywych rozpuszczalno$ci N obydwu rodzajéw bada-
nych mgczek rzepaku, ogrzewanej i nieogrzewanej pozwolilo- stwierdzié
ze przebieg rozpuszczalnosei ma podobny charakter i wykazuje wartosci
ekstremalne przy pH ok. 11.

‘Rzeczywiste obnizenie rozpuszczalnosci N ogrzewanej $ruty rzepa-
kowej w pordéwnaniu do nieogrzewanej bylo bardzo male przy pH ok.
11, natomiast przy innych warto$ciach testowanego pH te réznice wy-
stapity zdecydowanie wyraZniej. Najmniejszg rozpuszczalnosé N (pI) dla
obydwu rodzajow badanych srut rzepaku stwierdzono w pH 4,0, wyno-
sita ona dla $ruty ogrzewanej nieco ponad 20% w stosunku do N — ogél-
nego, za$ dla maezki nieogrzewanej odpowiednio okoto 40%. Innymi slo-
Wy mozna sadzi¢, ze maksymalne wytracenie bialek rzepaku w pH 4,0
(pI) powinno pozostawmc jeszcze w badanym ekstrakc1e sruty rzepako-
~wej ogrzewanej nieco ponad 20% N-rozpuszczalnego i ok. 40% tego sktad-
nika w formie rozpuszczalnej w przypadku s$ruty nieogrzewanej. To
w pewnym stopniu byloby zgodne z sugestiami Bhatty [4] wskazujgcymi
na fakt, ze sruta rzepakowa w poréwnaniu z innymi $rutami z nasion
roélin oleistych takimi jak stonecznikowa lub sojowa zawiera duzo wie-
cej N-rozpuszczalnego — TCA.

Te wyniki rozpuszczalnosci N badanych srut rzepaku (w pH 4,0) oka-
zaly si¢ prawie zgodne ze stopniem wytracania bialka z alkalicznych
ekstraktow otrzymanych. przy pH 11,1 przez tych samych badaczy. Oni
wykazali, ze maksymalna wydajnos¢ wytragcania biatka kwasem solnym
w pH 6,6 jest raczej niska i w efekcie pozostawia jeszcze w supernatan-
cie wiecej niz 50% rozpuszczalnego N, natomiast pod_]eta dodatkowo proé-
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ba zwiekszenia wydajnosci biatka w drugim stopniu wytrgcania przez
doprowadzenie pH ekstraktu do ok. 4,0 (pI) wykazala, ze maksymalny
wzrost wynosi w tym przypadku tylko ok. 18% rozpuszczalnego N. Ba-
dania wykazaly, ze maksymalna wydajnos¢ N w dwustopniowej proce-
durze wytracania bialka wynosi ok. 63%. Ten wynik wskazuje na fakt,
ze pojedyncza, a nawet dwukrotna precypitacja kwasna alkalicznych
ekstraktow maczek lub srut z nasion rzepaku daje osady biatka raczej
o wzglednie niskiej wydajnosci N, pozostawiajgc jeszcze stosunkowo spo-
ro N-rozpuszczalnego, niewytrgcalnego za pomocg kwasow, ktory w tym
przypadku ksztaltuje sie na poziomie ok. 37% w dwustopniowej proce-
durze wytracania bialka. Podobne wyniki otrzymali poprzednio w roz-
nych krajach inni badacze. Pokorny i wsp. [44] podaja ok. 49% jako mak-
symalng wydajno$é odzyskania rozpuszczonych bialek w alkalicznym
ekstrakcie $ruty rzepakowej. Girault [19] wskazywal, ze maksymalna
wydajnos¢ wytracania bialka z podobnych ekstraktow wynosi 56%o.

' Z krzywych rozpuszczalnoéci N réznych nasion oleistych [26, 35, 45,
46, 51, 62] wynika, ze nasiona rzepaku sg jedynymi majacymi tak wy-
soka proporcjonalnie zawartosé rozpuszczalnego-N prawie w calym za-
kresie pH. Ten unikalny i niekorzystny z praktycznego punktu widze-
nia charakter zachowania sie zwigzkéw azotowych nasion rzepaku w ca-
tym zakresie pH potwierdzaja w, swoich badaniach rozni autorzy.

Rutkowski i Korolczuk [46] badajac niektore aspekty izolowania bial-
ka z nasion rzepakli podaja, ze zwigzki azotowe niekoagulujace przy pH
3,8 stanowig 25—40% N-ogolnego maczki rzepakowej w zaleznosci od sto-
sowanego szerokiego zakresu pH ekstrakeji. | |

Z badan Sosulskiego i wsp. [61] wynika, ze N-niekoaguluigcy przy
pH ok. 4 stanowi nieco ponad 30—32% N-og. badanych réznych odmian
nasion rzepaku. Quinn i Jones [46] badajac rozpuszczalnos¢ N srut uzys-
kanych z nasion rzepaku (Brassica campestris L., odmiany Echo) wyka-
zali, ze prawie 44% N-ogélnego tych $rut wystepuje w formie rozpusz-
czalnej jako ,frakcja niewytracajaca lub niekoagulujgca-N” w calym
badanym zakresie pH 3,5—10,0. W innym doswiadczeniu tych badaczy

stwierdzono, zé blisko 9% N tej samej badanej $ruty bylo rozpuszczalne

w 15% TCA a 11% dializowato poprzez blony (Spectrapor-Fisher Scien-
tific Co) o wielkoéci por dla masy czasteczkowe] rzedu od 6 000—38 000.
W ten sposéb wykazano, ze ca czwarta czes¢é N-rozpuszczalnego przy pH
3,5—4,0 jest N-niebialkowym (NPN) zawierajagcym takze peptydy.

Na podstawie literatury dotyczacej tak izolowania jak tez charakte-
rystyki chemicznej NPN réznego fnaterialu biologicznego mozna stwier-
. dzi¢, ze zwigzki azotowe niebialkowe byly dotychczas przedmiotem ba-
dan dosy¢ réznego materiatu [2, 7, 8, 32, 39, 40, 41, 47, 50, 52, 55].

Z tych badah wynika, ze zawartoé¢ NPN w materiale biologicznym
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jest zréznicowana zaréwno pod wzgledem jego ilosci jak tez w sensie
jakoSci zwigzanej z wystepowaniem réznego rodzaju form N-niebialko-
wego. Mozna tez stwierdzié* ze poza nielicznymi wyjgtkami stanowi on
przewaznie niewielkg czes¢ N-ogdlnego, s1ega3qc granic w zaleznosc1 od
pochodzenia od kilku do kilkunastu procent.

Christianson [11] wykazal, ze stanowil on w 80% EtOH ekstrakcie
ziarna kukurydzy tylko ok. 1,45% N-og. tego materiatu. Nowakowski [40]
podawal, ze NPN ekstrahowany z lisci rajgrasu wloskiego stanowi okotlo
15% N-og. Gately [17] wykazal, 2¢ NPN w ziarnie jeczmienia wynosit
5—8% N-og. w zaleznosc1 od plonu jeczmienia i zawartosci bialka og.
W ziarnie.

Kapoor [24] podaje, ze w przec1W1enstw1e do zb6z NPN w klebach
ziemniak6w moze dochodzi¢ od 40 do 60% N-og. w zaleznosci od geno-
typu a 80% EtOH dostarczal ok. 47% N-og. ziemniak6w. D |

Krober i wsp. [27] wykazali, ze N-bialkowy dojrzalych nasion soi sta-
nowi ok. 95% N- -0g., natomiast pozostate 5% to NPN. Van Etten i wsp.
(1965) wyliczyli, ze ok. 12% N- -0g. w maczkach z nasion kapusty abisyn-
skiej stanowil NPN.

Badania -dotyczace strony jakosciowej NPN zwigzane z wystepowa-
niem roznych form N-niebialkowego w materiale biologicznym ekstra-
howanym 80% EtOH omoéwione weczesniej wykazaly, ze w sklad zwigz-
kéw azotowych niebialkowyeh wchodzg w najwiekszej mierze wolne \aa,
amidy, amoniak, rozpuszczalne peptydy, azotany, rézne . am1nozw1a,)zk1
oraz w mniejszym stopniu inne skladniki azotowe.

Wszystkie te oraz inne nie wymienione tutaJ z nazwy zwigzki azo-
towe niebialkowe okreslane mianem NPN z zywieniowego punktu wi-
dzenia mogg mie¢ pewng wartosé odzywcza ale tez wplywaé¢ ujemnie
na zdrowie i wyniki produkcyjne zwierzat, co bylo przedmiotem dalszych
badan [47].
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