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Ilościowemu oznaczaniu tryptofanu w białkach poświęca się dużo m i-ej­
.;c,a w piśmiennictvvi,e fachowym. Oznaczanie tryptofanu dokonywane po 
hydroJi,zie kwaśnej czy też alkalicznej jest obarcz-one dużymi błędami. 
W c,elu zapobież,eni.a stratom stosuje się często hydrolizę w śro:lowisku 
gazu obojętnego (2), a szereg autorów w ykonuje ją wobec chlorku cyna­
wego działającego stabilizująco (1, 3, 4). Omacz,enia tryptofanu jak i in-· 
nych aminokwasów w białkach jest dalekie od doskonałości, a wyniki 
<ltrzymane przez różnych autorów dla tego samego materiału są często 
ro-zbieżne. Paznan i,e właśdwych ilości trypkifanu w białkach na podsta­
v.rie oznaczeń po hydrolizie jest możliwe po zapoznaniu się przede wszyst­
kiim ze zmianami ilościowymi tryptofanu za-cho:lzącymi podczas całego 
prncesu hydrolizy. Do Ho§,ciowego oznaczania tryptofanu wykorzysty­
wano reak•cje barwne tryptofanu z kwasem gliksalowym, aldehydem 
mrówkowym, aldehydem b enzoes-owym, wanilin aldehydem salicylowym. 
<1ldehydem p-dwumety loaminohenzoesowym. 

Aldehyd p-dwumetyLoaminohenzo-esowy stosowany jest obecnie naj­
częściej do oznaczania tryptofanu w środowisku kwasu siarkowego wpro­
wadz:::mego prz,ez Tillmansa i Alta zamiast kwasu solnego (12). Oparta na 
powyższym postępowaniu metoda podana przez Spiesa i Chamber<Ja (7) 
została zastmowana p1·zez tych samych autorów także do oznaczania 
tTyptofanu w niehydrolizowanych białkach (8). 

CZĘSC DOŚWIADCZALNA 

1. M eto da oz naczan ia tryptofanu 

W prncy zastosowano meb:::ię oznaczania tryptofanu podaną przez Spie­
.,a i Chamhersa (7), polegającą na utlenianiu za pomocą azotynu so::io­
wego, pro:luktu kondensacji tryptofanu z aldehyd,em p-dwumetyloami­
n~henz.oesowym .i nastęonie na pomiarz,e gęstości optycznej otrzymanego 
roztworu barwy niebieskofioletowej. 

1.1. O d c z y n n i ki 
Aldehyd p-dwumetyloaminobenzoesowy. Do badania używano stalt> 

ś wieżo (6) przygotowanego roztworu aldehydu p-dwumetyloam:noben­
zoeso1wego w 2-n H2S04. 100 ml roztworu zawierałn ściśle 3 g aldehydu. 
A z o t y n s o d o w y. Świeżo przygotowany dokładnie 0,040/o-owy 
r:aztwór wodny. 
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19nH2SO4 
Tr y p t o fa n. W badaniach posługiwano się L-tryptofanem. 
1.2. Sp r a w d z en ie p r ze b i e g u r e a kc j i t r y p t o f a­
n u z aldehydem p-dwumetyloaminobenzo es o e­
sowym i azotynem sodowym w zależności od 
CZ. a SU. 

Badanie miało na celu ustalenie najkorzy,stniejszego cza.su reakcji tryp­
tofanu z aldehydem i utleniania azotynem sodowym. Do badania użyto 
roztworów zawierających w 1 ml po 50, 100 i 150 ~Lg tryptofanu. Do sze­
regu probówek reakcyjnych dodano po 1 ml roztworu aldehydu p-dwu­
metyloaminobezsoesowego i 10 ml 19nH2SO4 . Po 3 minutach dodano 1 ml 
r,o,ztworu tryptofanu dągle mieszając i chłodząc w ciągu 5 minut, licząc 
od ,chwili wlania do pmbówek roztworu aldehydu. Następnie probówki 
zamykano korkami i umieszczono w óeplarce w temp. 25°. Probówki 
v.;stawi-one do cieplarki podzielone były na 5 grup. Jedną grupę wyjęto 
z cieplarki po 1 godzinie, drugą po 2 godzinach, trz,ecią po 3 godzinach, 
czwartą po 4 godzinach, a piątą po 5 godzinach. Do wszystkich probówek 
doda~ano potem po 0,1 ml 0,040/o-owego roztworu azotynu s-od,owego. 
mi>esz.ano i odstawiano do ciemnego miejsca. W obrębie każdej grupy 
probówki podzielono na 3 części w ten sposób, że jedna część podlegała 
utlenianiu azotynem sodowym w ciągu t/2 godziny, druga w ciągu 1 go­
dziny, a trzecia w ciągu 2 godzin. Po upływie określonego wyżej czasu 
otrzymane barwne roztwoTy badano w fotokolorymetrze oznaczając ich 
gęstość optyczną. Roztwór po:równawczy był przygotowany w identycznv 
sposób jak analizowany, tylko be:z tryptofanu. · 

Na podstawie przeprowadzonydn badań ustalono, że najlwrzystniejsze 
wyniki były, jeeeli czas między dodaniem tryptofanu a dodaniem azoty­
nu so4owego (przechowa!Ily w cieplarce) wynosił 4 godziny, a okres od 
dodani;a az,otynu do momentu badania w kolorymetrze ½ godziny. 
1.3. W y k r e ś 1 e n i e k r z y w e j w z o r c o w e j d 1 a c z y­
s t y c h r o z t w o r ó w t r y p t o f a n u. 

Za podstawę do wykreślenia krzywej w,zorcowej roztwory o zawartości 
40, 60, 80, 100, 120, 140 i 160µ g tryptofanu. Otrzymana krzywa wzorco­
wa przedstawi,ona jest na ryc. 1. 

2. B a d 1a n i e t r w a ł o ś c i t r y pt o f a n u 

Badanie stabilności miało na celu sprawdzenie, jakie zmiany ilościowe 
zachodzą w roztworach typtofanu w czasie ich przechowywania.* 
2.1. B a d a n i e s t a b i 1 n o ś c i w r o z t w o r z e r o z c i e ń­
c z o n e go H2SO4 

O, 1 g tryptofanu rozpuszm:ono w wodzie w lmlbce miarowej pojemno­
ści 25 ml dodając 0,46 ml 19nH2SO4 i uzu.pelni:o.no wodą do kreski. Roz­
twór przechowywano w ciągu 192 godzin w temperaturze pokojowej . 
Z roztworu tegio pobierano po O, 24, 49 .i 192 godzinach od chwili przygo­
towania po 1 ml, przen,oswno do kolbki pojemności 25 ml i uzupełniono 
wodą do kreski. Z tak przygotowanego drugiego roztworu pobierano na­
tychmiast po przygotowaniu po 1 ml i oznaczono zawartości tryptofanu. 
Przeprowadzone czterokrotnie w ciągu 192 godzin badania nie wykazały 
zmian ilościowych w roztworach tryptofanu. 

" w roztworach tych tryptofan znajdował się w toku pracy .. 
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2.2. B a d ,a n i e s t a b i 1 n o ś c i w T o z t w o r z e 15,8n H2SO4. 

Rozpus:oczono tryptofan w roztworze złożonym z 2 ml wody i 10 ml 
19-n H2SO4 ta:k, że roztwór zawierał 40 µg tryptofanu w 1 ml. Oe:na­
czania tryptofanu przeprowadzonJO po O; 1,5 i 3 godzinach licząc od 
momentu przygotowania roztworu. Straty tryptofanu w czasie badania 
przedstawia tabela I. 

Tabela I 

Czas badania ~ - ;odz. ··1 ~ -Straty tryptofanu 
w procentach 

o 

1½ 

3 

1,75 

10,00 

12,50 
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2.3. B a d a n i e s t a b i 1 n o ś c i w r o z t w o r z e o pH 6,8. 

W celu sprawdzenia stabilności tryptofanu w roztworz,e otrzymanym 
po zobojętnieniu roztworu alkalicznego, w którym ogrzewano tryptofan, 
przeprowadzono następują-ce badania: 0,25 ml roztworu tryptofanu, przy­
got,owanego jak w punkcie 2.1., przenoszono do kolbki miar-owej pojem­
ności 25 ml z zawartością 1 ml 10-n wodorotlenku sodowego, zobojętnia­
no 19-n H2SO4 i uzupełniono wodą do kreski. Z kolbki pobierano do 
badania po 1 ml roztworu oznaczając w nim tryptofan. Przeprowadzając 
badania w ciągu 24 godzin (O, 2, 3 i 24 g:o.:iziny), nie stwi,erdzono zmian 
ilośdowych w badanym roztworze tryptofanu. 

3. Z m i a n y i 1 o ś c i ,o v: e t r y p t o f .a n u w o 1 n e g o 
zachodzące podczas hydrolizy alkalicznej 

Badania prz~2prow.adzono w ten sposób, że roztwory o znanych zawar­
tościach tryptofanu ogrzewano w różnym czasie w temperaturze 100c 
w ampułkach z ługiem, z ługiem i kaz,einą oraz ługiem, kazetną i chlor­
kiem cynawym. Z ampułek usuwano powietrze, a następnie wprowadzo­
no azot i zatapiano. Po zatopieniu ampułki ,ogrzewano, po skońcwnym 
ogrzewaniu chłodzono. otwierano, przenoszono ilościowo do kolbek miaro­
wych pojemności 25 ml, zobojętniano 19-n H2SO4 i uzupełniano• wodą 
do kreski. otrzymując roztwór o pH 6,8. 

Po przesączeniu roztworu, do oznaczania tryptofanu pobierano z prze­
sączu po 1 ml. 

Ogrzewanie wykonano w ciągu ½, 12, 24 i 30 goizin w omówiony już 
sposób z ampułkami o następującej zawartości: 

a) 1 ml rroztworu tryptofanu (1 mg), 0,1 ml wody, 1 ml 10-n NaOH 
b) 1 ml roztworu tryptofanu (1 mg), 0,1 kazeiny, 1 ml 10-n NaOH. 
Oprócz oznaczania tryptofanu po ogrzewaniu oznaczono tryptofan tak-

~:,e w ampułkach o 2mwartościach jak w p. 3a i 3b bez ogrzewania. 
Wyniki otrzymane po 30-godzinnyrn o,grz-ewaniu nie wykazały dużej 

różni.cy w stosunku do wyników 24-g,odzinnego ogrzew,ania; odzysk try­
ptofanu był niżsży o 0,50/o. Wyniki badań prneprowadzonych w powyż-· 
szy sposób i podanych jako odzysk tryptofanu dodanego do, badania 
przedstawia tabela II. 

Prz,eprowadz1ono także badania ogrzewając tryptofan wobec chlorku 
cynawego dz.iałającego stabilizująco. Ogrzewanie tryptofanu z chlorkiem 
cynawym wykona-no z ampułkami o następując-ej zawartości: 

c) 1 ml roztworu tryptofanu (1 mg), 0,1 g kyrstalicznego chlorku cyna­
wego, 1 ml 10-n NaOH 

d) 0,9 ml roztworu tryptofanu (1 mg), 0,1 kazeiny 0,1 g krystalicz­
nego chlorku cynawego, 1 ml 10-n NaOH. 

Ampułki, które w czasie ogrzewania posiadały dodatek chlorku cyna­
wego, dzielono na dwa szeregi (zarówno ,ampułki podane w punkcie c, 
jak i d). Jeden szereg opracowano tak jak ampułki poprzednie, nato­
miaist zawartość drugiego sz-eregu ampułek prz.enosz,ono ilościowo do 
kolbek miarnwych pojemności 25 ml, dodawano 19-n H2SO4 do zoho­
jętnienia oraz 1 · g Ag2SO4 , uzupełniano wodą do kreski, mi-eszano i po 
½ godzinie sączono. Siarczan sr-ebrowy dodawano celem strąc,enia chlor-

l 
'i 

I 

i 
·I 
·l 

.. 
~-.. , .. -·.1 j 
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Tabela II 

Rodzaj postępowania 
- j --- ~dzysk tryptofanu 
_ j w procentach 

i 

tryptofan z NaOH z kaze iną bez I 
ogrzewania 

tryptofan z NaOH z kazeiną ogrze­
wany ½ godz . 

tryptofan z NaOH bez ogrzewania 

tryptofan z NaOH ogrzewany 
J /'!. godz. 

tryptofan z NaOH ogrzewany 
12 godz. 

tryptofan z NaOH i kazeiną ogrze­
wany 12 godz. 

try,ptofan z NaOH ogrzewany 
24 godz. 

t ryptofan z NaOH z kazeiną ogrze­
wany 24 god z. 

100,0 

97,5 

100,0 

97,4 

84,0 

84,0 

78,8 

75,0 
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1rnw (9). Z przesączu pobierano po 1 ml roztworu d,o badania. Wyniki 
badań. przeprowadzonych w powyższy sposób i podanych jako odzysk 
tryptofanu dodanego do badanych prób przedstawia tabela III. 

z 

z 

z 

po 

l 

po 

T a b e 1 a III 

P..odzaj ogrzewania tryptofanu 
w ciągu 24 godz. 

NaOH SnC12 X 2HP 

NaOH kazeiną i SnC12 X 2H20 

NaOH i SnCl 2 X 2 H 20 

ogrz.cwaniu strącono chlorki 

NaOH kazeiną i SnCl2 X 2H20 

ogrzewaniu strącono chlorki 

Odzysk tryptofanu 
w procentach 

20,0 

19,7 

S6.0 

81,0 

4. O z n a -c z .a n i e t r y p t o f a n u w h y d r ,o 1 i z o w a n e j 
kazeinie 

4.1. Wy ·ko n a n ie h yd ro 1 i z y ka ze i ny 
Hydrolizę kazeiny wykonano w temp. lOOQ w ciągu ½, 12, 24 i 30 go.:. 

dzin wodorotlenkiem sodowym. Hydrolizę przeprowadz.ano w t-en spo­
sób, że z ampułek, w których znajdowało się po 0,1 g kazeiny (kazeina 
o zawartości 14,3°io azotu) , 1 ml 10-n NaOH i 1 ml wody, wyciągano po-
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wietrze , wprowadzono azot i zatapianio. Dalsze postępowanie aż do po­
bierania roztwmu do badania jak w p. 3. 

We wszystkich przypadkach oprócz hydrolizy samej ka.zreiny przepro­
wad?Jono w tych samych warunkach także hydrolizę kazeiny z dodanym 
tryptofanem. Miało to na ,celu spr.awdze111i,e odzysku tryptofanu podda­
nego temu samemu procesowi co kazeina. W celu zmniejszenia strat 
tryptofanu powstających podczas hydrolizy przeprowadzono ją w obec­
nośc,i 0,1 g Sn Cl2 2 H20 w ciągu 24 godzin w temp. 100°. 

Roztwór otrzymany po hydrolizie przenoszono ilościowo do kołbki mia­
rowej pojemno-ści 25 ml , zobojętniano 19-n H2S04 , dodawano 1 g Ag2S04 

celem strącooia ,chlorków, uzupełni,ano wodą do kreski, wstrząsano i po 
'/2 godzinie sączono. Do oznaczania tryptofanu pobiier.ano po 1 ml roz­
tworu. 

42 Wyniki oznaczania tryptofanu w kazeinie 
. p o h y d r o 1 i z i e. 

Wyniki oznaczania podane w poniższej tabeli oblicz.one są z krzywej 
w.w~cowej tryptofanu na podstawie ozmacZ€nia tryptofanu po hydr,olizie 
ka,zeiny i slmrygowane przez uwzględnieni•e odzysku tryptofanu podda­
wanego ogrzewaniu razem z kazeiną. 

Rodzaj hydrolizy 

Kazeina + NaOH 
Kazeina + NaOH 
Kazeina + NaOH 
Kazeina + NaOH 
Kazeina + NaOH 

+ SnC12/ch1orki wy-
trącane Ag2 SO, 

Tabela IV 

Czas 
hydrolizy 

¼ godz. 
12 godz. 
24 godz. 
30 godz. 

24 godz. 

Ilość tryptofanu 
w kazeinie 

1,16% 
1,23% 
1,58% 
1,29% 

1,66% 

4.3 O z n a c z a n i e t i:- y p t o f a n u w h y d r o 1 i z a t a c h 
kazeiny 

Przeprowadzano hydrolizę kazeiny w ciągu 24 godzin, jak opisano 
w punkici,e 4.1, z dodatkiem ·chlorku cynawego, lecz bez dodatku trypto­
fanu. 
Ampułki po hydrolizie podzidono na dwie grupy. Zawartość obu grup 

<,mpułek prneniesiono ilościowo do kolb,ek miarowych pojemności 25 ml 
i Ziobojętniono 19-n H2S04 . Do jednej grupy kolbek dodano po 1 ml roz­
tworu zawierającego 9,0; 1,0; 1,5; 2,5 mg tryptofanu, następnie dodano 
po 1 g Ag2S04 , uzupełniono wodą do kreski i po 30 minutach sączJOno. 
Do drugiej grupy blbek dodano po 1 g Ag2S04 , uzupełniono wodą do 
kreski, po 30 min. sączono i po 15 ml prz,esą,czów przenoszono do kolbek 
mi.arowyieh poj-emności 25 ml , dodawano po l ml r,oztworu tryptofanu 
i uzupełniano d:o kr,eski wodą. 

Do badania z jednej jak i drugie j grupy pobierano po 1 ml. Odzysk 
tryptofanu dodanego do hydrolizatów kaz-einy wynosił w obu przypad-
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kach 92,51!/o. Zawartość tryptofanu w hydrolizatach kazeiny skorygowana 
przez uwzględnienie odzysku tryptofanu wynosiła 1,280/o. 

5. O z n a c z a n i e t r y p to f .a n u w n i e h yd rol i z o . w a­
n ej kazeinie 

Oznaczanie tryptofanu w ka,z-einie niehydrolizowanej przy użyciu 
ald-ehydu p-dwumetyloaminobenzoesowego w środowisku kwasu siarko­
wego opisali Spie,s i Chambers (8). W celu ustalenia optymalnych wa­
runków przebiegu reakcji dla oznaczania tryptofanu w niehydroliz.owa­
nej kazeinie, przeprowadzono oznaczanie ekstynkcji otrzymanych bar­
wnych roztworów w zależnośd od czasu przebiegu reakcji tryptofanu 
z ałdehydem p-dwumetyloaminohenz1oosowym oraz od czasu utleniania 
azotynem sodowym. Odczynniki oraz metodę oznaczania stosowano jak 
w p. 1. 
5.1 Pr z e b i e g r e a kc j i w z a 1 e ż n oś c i od c z a s u. 

Do badania •rozpuszczono 0,1 g kazeiny w wodzie w lmlbce miarowej 
1-•ojemności 25 ml, otrzymując opalizujący roztwór. Przebieg badania 
przedstawiał się następująco: Do probówek dodawano po 1 ml roztworu 
aldehydu p-dwumetyLoaminohenzoesowego, 10 ml 19- H2S04 i 1 ml roz­
tW10ru kazeiny. (Sposób przeprowadzenia reakicji jak w p. 1.2). 
Po tym odstawiono do cieplarki w temp. 25° na okres 1, 2, 4, 5 i 24 go­
<lziny, a następnie dodawano po 0,1 ml 0,040/o-owego roztworu NaN02 
i odstawiono w ciemnym miejscu na przeciąg ½; 1 i 2 g,odzin. Doświad­
czenie było tak przeprorwadzorne, że dla każdego czasu reakcji trypto­
fanu z aldehydem p-dwumetyloaminobenzoesowym stosowano wszyst­
kie oza,sy utleniania (½, 1 i 2 godziny). 

Wyniki badań przedstawiono na ryc. 2. 

f 

0,15 

~::::================ Ugodz . ... ~ 5gadz. ~ 

1/zgodz 

~ 
4gadz. ~ i. 

§.{ł 
.:::~ 
:5'~ Zgodz. ~.; 

----------- ~ 
fgodr. ~ 

fgodz . 2gPd&. Jgodz 

Czas utleniania alJlfąnem -~odOWIJn> 

Ryc. 2. 
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Z przeprowadzonych badań wynika, że maksymalna gęstość optyczna 
badanych ro.ztworów przypada dla c.zasu reakcji tryptofanu z aldehydem 
:24 giodz. i czasu utLeniania 1 godz. 
5.2 W y ko n a n i e o z n a c z e n i a 

Próbki kazeiny po 0,1 g rozpuszczano w wodzie w kolbkach miaro­
wych pojemności 25 ml. Do poszczególnych kolbek dodaZvano następnie 
po 1 ml roztworów o za\\7artości O; 1.0; 1,5; 2,5 mg tryptofanu, uzupełnia­
no wodą do kreski . Z tak przygotowany,ch roztworów pobierano po 1 ml 
do oznaczania trypt::ifanu. Badania przeprowadzano, w czasie 24; 5 i 4 go­
dzjny o jednogcdzinnym czasie utleniania. U.ość tryptofanu w niehydro­
lizowanej kaz,einie obliczona dla powyższych przypadków na podstawi € 
odzysku tryptofanu dodanego wynosiła 1,16°/o. 

OMÓWIENIE WYNIKÓW 

Czynniki taki,e jak czas, obecność stabilizatora i produktów hydroli:-.:, 
hiałka wpływają w sposób istotny na ilość tryptofanu oznaczanego p,:.: 
h ydrolizie. 

Przeprowadzone w toku pracy badania mające na celu stwi,2rdz,eni.a 
wpływu czasu ogrzewania tryptofanu w warunkach hydrolizy alkalicz­
nej przy zachowaniu stałej temperatury wykazały, że ilość wyk.rytego 
tryptofanu zmniejszała się w miarę zwiększenia czasu. Ro,zpu:szaając 
t r yptofan w ługu bez ogrz,ewania nie stwierdzono zmian ilościowych 
w st::>sunku d·o roztworu wzorcowego tryptofanu. 

Już ½-godzinne ogrzewanie w temperaturze 100° z NaOH w aim::>sfe­
rze .amtu daje ,odzysk tryptofanu 9'7,40/o. Po 12-godzinny m ogrzewaniu 
cdzysk wynosi 84,0'0/o, a 24-godzinnym 78,80/o. Ogrzewa nie o sześć godzin 
d.łuższe (30 godz.) nie wywołało już większych dalszych zmian ilościo­
wych. Otrzymany odzysk w tym przypadku był o 0,5°/o niższy. 

Te same doświadczenie wykonano z. tryptofanem w obecności kaze iny, 
stwierdzając w miarę wzrostu czasu ogrzewania uj emny wpływ kaze iny. 
Nie stwierdzono rói.nic między ogrzewaniem z wodorntlenkiem sodowym 
.samego tryptofanu i tryptofanu z kazeiną w czasie 1/2 i 12 godzin. Wpływ 
ten jednak był już wyraźny przy ogrzewaniu 24-godzinnym, dając odzysk 
o 3,80/o niższy. 

Zastosowano następnie dodawani,e przed ogrzewaniem do tryptofanu 
i do tryptofanu z kazeiną chlrn:ku cynawego jako stabilizatora poleca­
nego przez szereg autorów. Oznaczeni,e jednak tryptofanu po tym po­
stępowaniu było niekorzystne, gdyż zaznaczał się wyraźny przeszkadza­
jący wpływ chlorków, które następnie usuwano za pomocą Ag2S04 zgo­
dni,e z zalec,eniem Spiesa i Chambersa (9). Odzysk w tym przypadku wy­
nosił 96,0'°/o dla samego, tryptofanu, a 81,Q!l/D dla tryptofanu z kaz,einą. 
Jak z powyższego widać , odzysk tryptofanu, ogrzewanego z NaOH b ez 
kazeiny jak również z kazeiną, przy zastosowaniu chlorku cynawego 
jest większy niż poprzednio. Szczególnie duży wzrost odzysku daje si~ 
zauważyć dla samego trypt,ofanu, natomiast dla tryptofanu z kaz2im! 
W7Jriost ten j,est znacznie mniejszy. 

Spiess i Chambers (7) podają dla oznaczeń tryptofanu kilka sposobóvl 
postępowania analitycznego, opartych na tej samej reakcji z aldehydem 
p-dwumetyloaminobenzoesowym w kwasie siarkowym i utlenianiu azo­
tynem sodowym. 
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W pracy naszej wykonaliśmy badania mające na celu ustalenie naj­
korzystniejszego czasu zarówno reakcji z aldehydem, jak i utleniania 
azotynem sodowym stwi,erdzając najlepsze warunki przy 4 godzinach 
reakc,ii z aldehydem i ½-godzinnym utlenianiu azotynem sodowym. 
Przedłużenie tych okresów nie wpłynęło już korzystnie na przebieg 
oznaczenia. 

Bardzo ważne było określenie warunków, w jakich należy przeprowa­
dzać hydrnlizę kazeiny, aby otrzymać najbardziej realne wyniki ozna­
czania tryptofanu. 

N a podstawie przeprowadzonych badań należy stwierdzić, Ż•e trypto­
fan ulega najmniejszym stratom w czasie hydrolizy wykonanej wobec 
chlorku cynawego i następnym wytrącaniu chlorków siarczanem 
srebrowym. 

W zależności od sposobu przeprowadzenia hydrolizy kazeiny otrzy­
mano różne wyniki oznaczania tryptofanu metodą podaną przez Spiesa 
i Chambersa; najwyższe wyniki uzyskano po 24-godzinnej hydrolizie. 
Przeprowadzenie hydrolizy w czasie krótszym (½ i 12 godzin) jak i dłuż­
szym (30 godzin) dał::i wyniki niższe od poprzednich. 

Bardw często oznaczenie tryptofanu przeprowadzane jest w niehydro­
lizowanym białku. Metoda ta jest znacznie mniej kłopotliwa przez po­
minięcie całego procesu hydrolizy, któn::go wykonanie nastręcza często 
duże trudności. Ustalając najkorzystniejszy przebieg reakcji, w tym 
przypadku stwierdzono, że 24-godzinny czas reakcji tryptofanu z alde­
hydem p-dwumetyloaminobenzaesowym w tempe-aturze 25° i j,ednogo­
dzinny czas utleniania azotynem sodowym dawały roztwory o najwie;­
kszej gęstości optycznej, 5 i 4 godziny reakcji i 1 godzina utleniania 
dawały wyniki niższe. Przedłużenie utleniania do 3 godzin w przypadku 
1 i 2-godzinnej re2akcji z aldehydem dawało zwiększenie gęstości optycz­
nej, natomiast przedłużając czas utleniania poza 1 godzinę przy 4, 5 
i 24 godzinach reakcji, nie otrzymano podwyższenia ekstynkcji otrzyma­
nych roztworów. Ze względu na to, ż,e wartości okstynkcji dla 5 i 24 go­
dzin reakcji leżały bardzo blisko siebie nie przeprowadzono badań 
w czasach pośrednich. Oznaczeni,e tryptofanu w kaz,einie bez hydrolizy 
wykonano dla czasów reakcji z aldehydem 4; 5 i 24 godziny przy 1-go­
dzinnym utlenianiu we wszystkich przypadkach. Badania przeprowadzo­
no z czystą kazeiną oraz kaz-einą z dodanym tryptofanem. Obliczona na 
podstawie odzysku tryptofanu ilość tryptofanu w kazeinie wynosi 1 16H/o. 

Oznaczając tryptofan w niehydrolizowanej kazeini,e należy przepro­
wadzać r,eakcję z aldehydem w ciągu 5 godzin, a utlenianie w ciągu 
l godziny. Chociaż 24-godzinny czas reakcji dawał nieznacznie wyższą 
ekstynkcję, to jednak ze względu na wygodę oznaczania można stos·o­
wać czas krótszy, gdyż uzyskany wynik zawartoś,ci tryptofanu nie różni 
się w tym przypadku istotnie od wyniku otrzymanego po 24 godzinach. 
Badając natomiast warunki oznaczania tryptofanu wolnego, stwierdzono 
najkorzystniejszy czas reakcji z aldehydem 4 godziny, a czas utlenia­
nia ½ godziny. 

Na podstawie przeprowadzonych własnych badań stwi,e,rdz.ono, że tryp­
tofan w kazeinie należy oznaczać po 24-godzinnej hydrolizi~ przeprowa­
dzanej wobec chlorku cynowego jako stabilizatora. Obliczanie ilości 
tryptofanu w białkach powinno być wykonane po uwzględnieniu odzysku 
dodanego do materiału badanego przed hydrolizą, stosując współczyn-
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nik odzysku atrzymany na drodz,e doświadczalnej. Jak wynika z naszej 
pracy, w.spók:zynnik ten dla tryptofanu po hydrolizie kazeiny w ciągu 
24 g-o:J.zin w temperaturze 100°wohec chlorku ,cynaw,eg~ wynosi 1,23, co 
było uwzględnione przy podawaniu ostatecznych wyników. 

Wyniki innych autorów oznaczających tryptofan w kaz-einie są bardzo 
rozbieżne i tak np. dla kaz,einy hydrolizowanej wynoszą między innymi 
1,17, 124, 2,25a/o, a dla niehydrolizowanej najczęści,ej 1,17~/o (6, 8, 9). 
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S. K r a u z e, L. P i e k a r s k i, J. M a k s y m c z u k 

QUANTITATIVE DETERMINATI0N OF TRYPT0PHANE 

Summary 

The influence of temperature and time on the amount of estimated tryptophane 
was investigated in conditions of alkaline hydrolysis. The loss of tryptophane was 
found to be ipropo.rtional to the time of heating. Beside.s that casein was hydrolyzed 
at the temperature of 1OO0c during 12, 24 and 30 hours. The quantity of estimated 
tryptophane was the highest after 24 hours hydrolysis and amounted to 1.66~/o, 
and the quantity of tryptophane estimated in casein not hydrolyzed by means of 
Spies and Charnbers'method arnount-ed to 1.16°/o. 

Addit.ional studies were carried aut for the purpose of stabilization of 
tryptophane during the course of alkaline hydrolysis while employing stannic 
chloride. 
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