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OZNACZANIE ILOSCIOWE TRYPTOFANU

Z Zakladu badania srodkéw spozvwezych A, M. w Warszawie

Iosciowemu oznaczaniu tryvptofanu w biatkach poswieca sie duzo miej-
sca W piSmiennictwie fachowym. Oznaczanie tryptofanu dokonywane po
hydrolizie kwasénej czy tez alkalicznej jest obarczone duzymi blgdami.
W celu zapobiezenia stratom stosuje sie czesto hydrolize w §&rodowisku
gazu obojetnego (2), a szereg aultoréw wykonuje jg wobec chlorku cyna-
wego dzialajacego stabilizujaco (1, 3, 4). Oznaczenia tryptofanu jak i in-
nych aminokwaséw w biatkach jest dalekie od doskonalosci, a wyniki
otrzymane przez roznych autoréw dla tego samego materialu sa czesto
rozhiezne. Poznanie wiasciwych iloSci tryptofanu w biatkach na podsta-
wie oznaczen po hydrolizie jest mozliwe po zapoznaniu sie przede wszyst-
kiim ze zmianami ilosciowymi tryptofanu zachodzacymi podczas calego
procesu hydrolizy. Do iloéciowego oznaczania tryptofanu wykorzysty-
wano reakcje barwne tryptefanu z kwasem gliksalowym, aldehydem
mréwkowym, aldehydem benzoesowym, wanilin aldehydem salicylowym.
aldehydem p-dwumetyloaminobenzoesowym.

Aldehyd p-dwumetyloaminobenzoesowy stosowany jest obecnie naj-
czgéciej do oznaczania tryptofanu w $rodowisku kwasu siarkowego wpro-
wadzonego przez Tillmansa i Alte zamiast kwasu solnego (12). Oparta na
powyzszym postepowaniu metoda podana przez Spiesa i Chambersa (7)
zostala zastosowana przez tych samych autoréw takze do oznaczania
tryptofanu w niehydrolizowanych biatkach (8).

CZESC DOSWIADCZALNA
1. Metoda oznaczania tryptofanu

W pracy zastosowano metsde oznaczania tryptofanu podang przez Spie-
sa i Chambersa (7), polegajaca na utlenianiu za pomocg azotynu sodo-
wego, produktu kondensacji tryptofanu z aldehydem p-dwumetyloami-
nobenzoesowym i nasteonie na pomiarze gestosei optycznej otrzymanego
roztworu barwy niebieskofioletowej.

ii. Odczynniki

Aldehyd p-dwumetyloaminosenzoesowy. Do badania uzywano stale
swiezo (6) przygotowanego roztworu aldehydu p-dwumetyloaminoben-
zoesowego w 2-n H:S0s. 100 ml roztworu zawierato $cisle 3 g aldehydu.
Azotyn sodowy. Swiezo przygotowany dokladnie 0,04%0-owy
roztwor wodny.
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19nH=S0+

Tryptofan. W badaniach postugiwano sie L-tryptofanem:.

12. Sprawdzenie przebiegu reakcji tryptof a-
nu z aldehydem p-dwumetyloaminobenzoesoe-
sowym I azotynem sodowym w zalezZno$ci od
czasu.

Badanie mialo na celu ustalenie najkorzystniejszego czasu reakcji tryp-
tofanu z aldehydem i utleniania azotynem sodowym. Do badania uzyto
roztworéw zawierajacych w 1 ml po 50, 100 i 150 ng tryptofanu. Do sze-
regu probéwek reakcyjnych dodano po 1 ml roztworu aldehydu p-dwu-
metyloaminobezsoesowego 1 10 ml 19nH,SO,. Po 3 minutach dodano 1 mi
roztworu tryptofanu ciggle mieszajac i chtodzac w ciggu 5 minut, liczac
od chwili wlania do probéwek roztworu aldehydu. Nastepnie probowki
zamykano korkami i umieszczono w cieplarce w temp. 25° Probowki
wstawione do cieplarki podzielone byty na 5 grup. Jedng grupe wyjeto
z cieplarki po 1 godzinie, druga po 2 godzinach, trzecig po 3 godzinach,
czwartg po 4 godzinach, a pigtg po 5 godzinach. Do wszystkich probowek
dodawano potem po 0,1 ml 0,04%¢-owego roztworu azotynu sodowego,
mieszano 1 odstawiano do ciemnego miejsca. W obrebie kazdej grupy
probéwki podzielono na 3 czesci w ten sposéb, ze jedna cze$¢ podlegata
utlenianiu azotynem sodowym w ciggu !/2 godziny, druga w ciagu 1 go-
dziny, a trzecia w ciagu 2 godzin. Po uplywie okreslonego wyzej czasu
otrzymane barwne roztwory badano w fatokolorymetrze oznaczajac ich
gestos¢ optyczng. Roztwor poréwnawczy byt przygotowany w identyczny
sposob jak analizowany, tylko bez tryptofanu.

Na podstawie przeprowadzonych badan ustalono, ze najkorzystniejsze
wyniki byly, jezeli czas miedzy dodaniem tryptofanu a dodaniem azoty-
nu sodowego (przechowany w cieplarce) wynosil 4 godziny, a okres od
dodania azotynu do momentu badania w kolorymetrze /2 godziny.

13. WykresS$lenie krzywej wzorcowej dla ¢z y-
stych roztwordéw tryptofanu

Za podstawe do wykreslenia krzywej wzorcowej roztwory a zawartosci
40, 60, 80, 100, 120, 140 i 160u g tryptofanu. Otrzymana krzywa wzorco-
wa przedstawiona jest na ryec. 1.

2. Badanie trwalos$ci tryptofanu

Badanie stabilno$ci miato na celu sprawdzenie, jakie zmiany ilosciowe
zachodza w roztworach typtofanu w czasie ich przechowywania.*

21. Badanie stabilno$§ci w roztworze rozcien-
czone go H,S0,

0,1 g tryptofanu rozpuszczono w wodzie w kolbce miarowe] pojemno-
Sci 25 ml dodajgc 0,46 ml 19nH,SO,4 i uzupeiniono woda do kreski. Roz-
twor przechowywano w ciggu 192 godzin w temperaturze pokojowe].
Z roztworu tego pobierano po 0, 24, 49 i 192 godzinach od chwili przygo-
towania po 1 ml, przenoszono do kolbki pojemnosci 25 ml i uzupelniono
wodg do kreski. Z tak przygotowanego drugiego roztworu pobieranc na-
tychmiast po przygotowaniu po 1 ml i oznaczono zawartodci tryptofanu.
Przeprowadzone czterokrotnie w ciggu 192 godzin badania nie wykazaly
zmian ilo§ciowych w roztworach fryptofanu.

* w roztworach tych f{ryptofan znajdowal sie w toku pracy.
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22. Badanie stabilnos$ci w roztworze 15,8n H,SO,.

Rozpuszczono tryptofan w roztworze zlozonym z 2 ml wody i 10 ml
19-n H,SO, tak, ze roztwér zawieral 40 ng tryptofanu w 1 ml. Ogzna-
czania tryptofanu przeprowadzono po 0; 1,5 i 3 godzinach liczae od
momentu przygotowania roztworu. Straty tryptofanu w czasie badania
przedstawia tabela I.

Straty tryptofanu
w procentach

0 1,75

13/ 10,00

3 12,50
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23. Badanie stabilnosci w roztworze o pHSES.

W celu sprawdzenia stabilnosci tryptofanu w roztworze otrzymanym
ro zobojetnieniu roztworu alkalicznego, w ktérym ogrzewano tryptofan,
przeprowadzono nastepujace badania: 0,25 ml roztworu tryptofanu, przy-
gotowanego jak w punkcie 2.1., przenoszono do kolbki miarowe]j pojem-
nosci 25 ml z zawartosciag 1 ml 10-n wodorotlenku sodowego, zobojetnia-
no 19-nH,SO, i uzupeliono wodg do kreski. Z kolbki pobierano do
badania po 1 ml roztworu oznaczajgc w nim tryptofan. Przeprowadzajac
badania w ciggu 24 godzin (0, 2, 3 i 24 godziny), nie stwierdzono zmian
ilosciowych w badanym roztworze tryptofanu.

©

3. Zmiany ilosciowe tryptofanu wolnego
zachodzgce podeczas hydrolizy alkalicznej

Badania przeprowadzono w ten sposdb, ze roztwory o znanych zawar-
tosciach tryptofanu ogrzewano w rdéznym czasie w temperaturze 100°
w ampulkach z tugiem, z tugiem i kazeing oraz tugieim, kazeing i chlor-
kiem cynawym. Z ampulek usuwano powietrze, a nastepnie wprowadzo-
no azot i zatapiano. Po zatopieniu amputki ogrzewano, po skonczonym
ogrzewaniu chlodzono, otwierano, przenoszono ilosciowo do kolbek miaro-
wych pojemnosci 25 ml, zobojetniano 19-n HySO, i uzupeliano woda
do kreski. otrzymujac roztwor o pH 6,8.

Po przesaczeniu roztworu, do oznaczania tryptofanu pobierano z prze-
sgczu po 1 ml.

Ogrzewanie wykonano w ciagu /2, 12, 24 i 30 godzin w oméwiony juz
spos6b z ampulkami o nastepujacej zawartosci:

a) 1 ml roztworu tryptofanu (1 mg), 0,1 ml wedy, 1 ml 10-n -NaOH

b) 1 ml roztworu tryptofanu (1 mg), 0,1 kazeiny, 1 ml 10-n NaOH.

Oproécz oznaczania tryptofanu po ogrzewaniu oznaczono tryptofan tak-
7€ w ampulkach o zawartosciach jak w p. 3a 1 3b bez ogrzewania.

Wyniki otrzymane po 30-godzinnym- ogrzewaniu nie wykazaly duzej
roznicy w stosunku do wynikéw 24-godzinnege ogrzewania; odzysk try-
ptofanu byl nizszy o 0,5%e. Wyniki badan przeprowadzonych w powyz-
szy sposéb i podanych jako odzysk tryptofanu dodanego do badania
przedstawia tabela II.

Przeprowadzono takze badania ogrzewajac tryptofan wobec chlorku
cynawego dziatajacego stabilizujgco. Ogrzewanie tryptofanu z chlorkiem
cynawym wykonano z ampulkami o nastepujacej zawartosci:

¢) 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.

Ampulki, ktére w czasie ogrzewania posiadaly dodatek chlorku cyna-
wego, dzielono na dwa szeregi (zaréwno ampultki podane w punkcie c,
jak i d). Jeden szereg opracowano tak jak ampuiki poprzednie, nato-
miast zawarto§é drugiego szeregu ampulek przenoszono ilosciowo do
kolbek miarowych pojemnosci 256 ml, dodawano 19-n H,SO, do zobo-
jetnienia oraz 1'g Ag,SO, uzupelniano woda do kreski, mieszano i po
/s godzinie sgczono. Siarczan srebrowy dodawano celem stracenia chlor-
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a II

Tabel

QOdzysk tryptofanu

Rodzaj postepowania w procentach

tryptofan z NaOH z kazeing bez |

ogrzewania 100,0
trvptofan z NaOH z kazeing ogrze-
wany !/2 godz. 97,5
tryptofan z NaOH bez ogrzewania ; 100,0
tryptofan =z NaOH ogrzewany i’
12 godz. ; 97,4
tryptofan z NaOIl ogrzewany
12 godz. 84,0
tryptofan z NaOH i kazeing ogrze-
wany 12 godz. 84,0
tryptofan z NaOH ogrzewany
24 godz. 78,8
tryptofan z NaOH z kazeing ogrze- !
75,0

wany 24 godz. ‘

kow (9). Z przesgczu pobierano po 1 ml roziworu do badania. Wyniki
badan, przeprowadzonych w powyzszy sposéb i podanych jako odzvsk
tryptofanu dodanego do badanych préb przedstawia tabela IIIL.

Tabela III

Odzysk tryptofanu
w procentach

Rodzaj cgrzewania tryptofanu
w ciggu 24 godz.

z NaOH i SnCl, X 2H,0 20,0
z NaOH kazeing 1 SnCl, X 2H,0 19,7
z NaOH i SnCl; X 2H,0

po ogrzewaniu strgcono chlorki €6.0
z NaOH kazeing i SnCl, X 2H,0

Do ogrzewahiu stracono chlorki 81,0

4. Oznaczanie tryptofanu w hydrolizow anej

kazeinie

41. Wykonanie hydrolizy kazeiny

Hydrolize kazeiny wykonano w temp. 100° w ciagu /2, 12, 24 i 30 go=
dzin wodorotlenkiem sodowym. Hydrolize przeprowadzano w ten spo-
s6b, ze z ampulek, w ktérych znajdowalo sie po 0,1 g kazeiny (kazeina
o zawartoéci 14,3% azotu), 1 ml 10-n NaOH i 1 ml wody, wyciagano po-

7
L



390 S. Krauze i inni Nr 5

wietrze, wprowadzono azot i zatapiano. Dalsze postepowanie az do po-
bierania roztworu do badania jak w p. 3.

We wszystkich przypadkach oprécz hydrolizy same]j kazeiny przepro-
wadzono w tych samych warunkach takze hydrolize kazeiny z dodanym
tryptofanem. Mialo to na celu sprawdzemie odzysku tryptofanu podda-
nego temu samemu procesowi co kazeina. W celu zmniejszenia strat
tryptofanu powstajgcych podczas hydrolizy przeprowadzono ja w obec-
nosei 0,1 g Sn Cl, 2 H,O w ciagu 24 godzin w temp. 1008,

Roztwoér otrzymany po hydrolizie przenoszonc ilosciowo do kolbki mia-
rowe] pojemnosci 25 ml, zobojetniano 19-n H,SO,, dodawano 1 g Ag,SO,
celem stracenia chlorkéw, uzupelniano wodg do kreski, wstrzgsano i po
/2 godzinie sgczono. Do oznaczania tryptofanu pobierano po 1 ml roz-
tworu.

42 Wyniki oznaczania tryptofanu w kazeinie
po hydrolizie

Wyniki oznaczania podane w ponizszej tabeli obliczone sa z krzywej
wzorcowe] tryptofanu na podstawie oznaczenia tryptofanu po hydrolizie
kazeiny i skorygowane przez uwzglednienie odzysku tryptofanu podda-
wanego ogrzewaniu razem z kazeing.

Tabela IV
. . Czas Tloé¢ tryptofanu

Rodzaj hydrolizy hydrolizy - w kazeinie
Kazeina + NaOH Y godz. 1,16%
Kazeina + NaOH 12 godz. 1,23%
Kazeina + NaOH 24 godz. 1,58%
Kazeina + NaOH 30 godz. 1,299
Kazeina + NaOH

+ SnCl,/chlorki wy-

trgcane Ag, SO, 24 godz. 1,66%

43 Oznaczanie tryptofanu w hydrolizatach
kazeiny

Przeprowadzano hydrolize kazeiny w ciggu 24 godzin, jak opisano
w punkcie 4.1, z dodatkiem chlorku cynawego, lecz bez dodatku trypto-
fanu.

Ampulki po hydrohz1e podzielono na dwie grupy. Zawartos¢ obu grup
ampulek przeniesiono ilosciowo do kolbek miarowych pojemno$ci 25 ml
i zobojetniono 19-n H,SO,4. Do jednej grupy kolbek dodanz po 1 ml roz-
tworu zawierajagcego 9,0; 1,0; 1,5; 2,0 mg tryptofanu, nastepnie dodano
po 1 g Ag,S0,, uzupelniono woda do kreski i po 30 minutach saczono.
Do drugiej grupy kolbek dodano po 1 g AgsSO, uzupelniono woda do
kreski, po 30 min. $3czZono i po 15 ml przesgczow przenoszono do kolbek
mxarowy\ch pojemnosci 25 ml, dodawano po 1 ml roztworu fryptofanu
i uzupelniano do kreski wodg.

Do badania z jednej jak i drugiej grupy pobierano po 1 ml. Odzysk
iryptofanu dodanego do hydrolizatow kazeiny wynosit w obu przypad-
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kach 92,5%. Zawartos¢ tryptofanu w hydrolizatach kazeiny skorygowana
przez uwzglednienie odzysku tryptofanu wynosita 1,28".

3 Oznaczanie tryptofanu w niehydrolizowa-
nej kazeinie

Oznaczanie tryptofanu w kazeinie niehydrolizowanej przy uzyciu
aldehydu p-dwumetyloaminobenzoesowego w srodowisku kwasu siarko-
wego opisali Spies i Chambers (8). W celu ustalenia optymalnych wa-
runkow przebiegu reakcji dla oznaczania tryptofanu w niehydrolizowa-
nej kazeinie, przeprowadzono oznaczanie ekstynkcji otrzymanych bar-
wnych roziworéw w zalezno$ci od czasu przebiegu reakcji tryptofanu
z aldehydem p-dwumetyloaminobenzoesowym oraz od czasu utleniania
azotynem sodowym. Odczynniki oraz metode oznaczania stosowano jak
w p. 1.

51 Przebieg reakcji w zalezno$ci od czasu

Do badania rozpuszczono 0,1 g kazeiny w wodzie w kolbce miarowej
rojemnosci 25 ml, otfrzymujac opalizujacy roztwoér. Przebieg badania
przedstawiat sie nastepujgco: Do probéwek dodawano po 1 ml roztworu
aldehydu p-dwumetyloaminobenzoesowego, 10 ml 19- H,SO, i 1 ml roz-
tworu kazeiny. (Sposéb przeprowadzenia reakcji jak w p. 1.2).
Po tym odstawiono do cieplarki w temp. 25° na okres 1, 2, 4, 5 i 24 go-
dziny, a nastepnie dodawano po 0,1 ml 0,04%/0-owego roztworu NaNO,
1 odstawiono w ciemnym miejscu na przecigg '/2; 1 i 2 godzin. Doswiad-
czenie bylo tak przeprowadzone, ze dla kazdego czasu reakeji trypto-
fanu z aldehydem p-dwumetyloaminobenzoesowym stosowano wszyst-
kie czasy utleniania (Y/2, 1 i 2 godziny).

Wyniki badan przedstawiono na rye. 2.

b
£
24godz.) ~
/ 5 godz. g
~
/ dgods. (£ §
| 3%
2godz.| ST
godz.| SF
R
1godz.| B
a5t godz.} &
’/; godz 1‘qadz . 2gpda, 3godz

Czas utleniania azotynem sodowym
Rye. 2.
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Z przeprowadzonych badan wynika, ze maksymalna gestosc optyczna
badanych roztworéw przypada dla czasu reakeji tryptofanu z aldehvdem
24 godz. i czasu utleniania 1 godz.

52 Wykonanie oznaczenia

Probki kazeiny po 0,1 g rozpuszczano w wodzie w kolbkach miaro-
wych pojemnoéci 25 ml. Do poszezegdlnych kolbek dodawano nastepnie
po 1 ml roztwordéw o zawartodei 0; 1 0; 1,5; 2,5 mg tryptofanu, uzupeinia-
no woda do kreski. Z tak przygotowanych roztworéw pobierano po 1 ml
do oznaczania tryptofanu. Badania przeprowadzano w czasie 24; 5 1 4 go-
dziny o jednogodzinnym czasie utleniania. Ilo$¢ tryptofanu w niehydro-
lizowanej kazeinie obliczona dla powyzszych przypadkéw na podstawie
cdzysku tryptofanu dodanego wynosila 1,16%.

OMOWIENIE WYNIKOW

Czynniki takie jak czas, obecno$¢ stabilizatora i produktéw hydrolizy
biatka wplywaja w sposdb istotny na ilosé tryptofanu oznaczanego po
hydrolizie.

Przeprowadzone w toku pracy badania majace na celu stwierdzenia
wplywu czasu ogrzewania tryptofanu w warunkach hydrolizy alkalicz-
nej przy zachowaniu statej temperatury wykazaly, ze ilos¢ wykrytega
tryptofanu zmniejszata sie w miare zwiekszenia czasu. Rozpuszczajac
iryptofan w lugu bez ogrzewania nie stwierdzono zmian ilo$ciowvch
w stosunku do roztworu wzorcowego tryptofanu.

Juz !/2-godzinne ogrzewanie w temperaturze 100° z NaOH w atmosfe-
rze azotu daje odzysk tryptofanu 97,4%. Po 12-godzinnvm ogrzewanin
cdzysk wynosi 84,0%, a 24-godzinnym 78,8%. Ogrzewanie o szes¢ godzin
dtuzsze (30 godz.) nie wywolalo juz wiekszych dalszych zmian iloscio-
wych. Otrzymany odzysk w tym przypadku byt o 0,5% nizszy.

Te same doSwiadezenie wykonano z tryptofanem w obecnosci kazeiny,
stwierdzajac w mlﬂlQ wrzrostu czasu ogrzewania ujemny wplyw kazeiny.
Nie stwierdzono rdinic miedzy ogrzewaniem z wodorotlenkiem s'\:lowym
samego tryplofanu i tryptofanu z kazeing w czasie /2 1 12 godzin, Wplivw
ten jednak by? juz wyrazny przy ogrzewaniu 24-godzinnym, dajac odzvsk
o 3,8% nizszy.

Zastosowano Tféste;pnie dodawanie przed ogrzewaniem do tryptofanu
i do tryptofanu z kazeing chlorku cynawego jako stabilizatora poleca-
nego przez szereg autoréw. Oznaczenie jednak fryptofanu po tym po-
stepowaniu bylo niekorzystne, gdyz zaznaczat sie wyrazny przeszkadza-
jacy wplyw chlorkéw, ktdre nastepnie usuwano za pomocg Ag,SO,; zgo-
dnie z zaleceniem Spiesa i Chambersa (9). Odzysk w tym przypadku wy-
nosit 96,0% dla samego tryptofanu, a 81,0%e dla tryptofanu z kazeing.
Jak z powyzszego widaé, odzysk tryptofanu, ogrzewanego z NaOH bez
kazeiny jak réwniez z kazeing, przy zastosowaniu chlorku cynawego
Jest wiekszy niz poprzednio. Szczegdlnie duzy wzrost odzysku daje sie
zauwazy¢ dla samego tryptofanu, natomiast dla tryptofanu z kazeina
wazrost ten jest znacznie mniejszy.

Spiess 1 Chambers (7) podajg dla oznaczen tryptofanu kilka sposobéw
postepowania analitycznego, opartych na tej samej reakcji z aldehydem
p-dwumetyloaminobenzoesowym w kwasie smrkowym i utlenianiu azo-
tynem sodowym.
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W pracy naszej wykonaliSmy badania majace ma celu ustalenie naj-
korzystniejszego czasu zaréwno reakeji z aldehydem, jak i utleniania
azotynem sodowym stwierdzajac majlepsze warunki przy 4 godzinach
reakcji z aldehydem i ':-godzinnym utlenianiu azotynem sodowym.
Przedtuzenie tych okreséw nie wplvnele juz korzystnie na przebieg
oznaczenia.

Bardzo wazne bylo okreslenie warunkoéw, w jakich nalezy przeprowa-
dza¢ hydrolize kazeiny, aby otrzvmaé¢ najbardziej realne wyniki ozna-
czania tryptofanu.

Na podstawie przeprowadzonych badan nalezy stwierdzi¢, ze irypto-
fan ulega najmmiejszym stratom w czasie hydrolizy wykonanej wobec
~ chlorku cynawego i nastepnym wytragcaniu chlorkéw  siarczanem
srebrowym.

W zaleznosci od sposobu przeprowadzenia hydrolizy kazeiny otrzy-
mano rézne wyniki oznaczania tryptofanu metods podang przez Spiesa
i Chambersa; najwyzsze wyniki uzyskano po 24-godzinnej hydrolizie.
Przeprowadzenie hydrolizy w czasie krotszym (/2 1 12 godzin) jak i dtuz-
szym (30 godzin) dato wyniki nizsze od poprzednich.

Bardzo czesto oznaczenie tryptofanu przeprowadzane jest w niehydro-
lizowanym biatku. Metoda ta jest znacznie mniej klopotliwa przez po-
miniecie calego procesu hydrolizy, ktérego wykonanie nastrecza czesto
duze trudnosgci. Ustalajac najkorzystniejszy przebieg reakeji, w tym
przypadku stwierdzono, ze 24-godzinny czas reakcji tryptofanu z alde-
hydem p-dwumetyloaminobenzaesowym w temperaturze 25% i jednogo-
dzinny czas utleniania azotynem sodowym dawaty roztwory o najwig-
kszej gestosci optycznej, 5 i 4 godziny reakcji i 1 godzina wutleniania
dawaly wyniki nizsze. Przedluzenie utleniania do 3 godzin w przypadku
1 i 2-godzinnej reakcji z aldehydem dawalo zwiekszenie ggstosci optyez-
nej, natomiast przedluzajac czas utleniania poza 1 godzine przy 4, 5
i 24 godzinach reakeji, nie otrzymano podwyzZszenia ekstynkeji otrzyma-
nych roztworéw. Ze wzgledu na to, ze wartosci okstynkeji dla 5 i 24 go-
dzin reakcji lezaty bardzo blisko siebie nie przeprowadzono badan
w czasach posrednich. Oznaczenie tryptofanu w kazeinie bez hydrolizy
wykonano dla czaséw reakcji z aldehydem 4; 5 i 24 godziny przy 1-go-
dzinnym utlenianiu we wszystkich przypadkach. Badania przeprowadzo-
no z czysta kazeing oraz kazeing z dodanym tryptofanem. Obliczona na
podstawie odzysku tryptofanu ilosé tryptofanu w kazeinie wynosi 1 16%0.

Oznaczajgc tryptofan w niehydrolizowanej kazeinie nalezy przepro-
wadzaé¢ reakcje z aldehydem w ciggu 5 godzin, a utlenianie w ciggu
1 godziny. Chociaz 24-godzinny czas reakcji dawat nieznacznie wyzszg
ekstynkcje, to jednak ze wzgledu na wygode oznaczania mozna stoso-
wa¢t czas krétszy, gdyz uzyskany wynik zawartosci tryptofanu nie rézni
sie w tym przypadku istotnie od wyniku otrzymanego po 24 godzinach.
Badajgc natomiast warunki oznaczania tryptofanu wolnego, stwierdzono
najkorzystniejszy czas reakcji z aldehvdem 4 godziny, a czas utlenia-
nia /2 godziny.

Na podstawie przeprowadzonych wiasnych badan stwierdzono, ze tryp-
tofan w kazeinie nalezy oznacza¢ po 24-godzinnej hydrolizie przeprowa-
dzanej wobec chlorku cynowego jako stabilizatora. Obliczanie ilosci
fryptofanu w biatkach powinno by¢ wykonane po uwzglednieniu odzysku
dodanego do materiatu badanego przed hydroliza, stosujagc wspbdlczyn-
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nik odzysku otrzymany na drodze doswiadczalnej. Jak wynika z naszej
pracy, wspdlczynnik ten dla tryptofanu po hydrolizie kazeiny w ciggu
24 godzin w temperaturze 100%wobec chlorku cynawego wynosi 1,23, co
byto uwzglednione przy podawaniu ostatecznych wynikéw.

Wyniki innych autoréw oznaczajgcych tryptofan w kazeinie sg bardzo
rozbiezne i tak np. dla kazeiny hydrolizowanej wynoszg miedzy innymi
1,17, 124, 2,25%,, a dla niehydrolizowanej najczesciej 1,17%0 (6, 8, 9).

C. Kvavase JL MMexaperu S5 Maxen vuyx
KOJTUYECTBEHRITOE OITPE/IEJIEHHE TPHUITTOMATA

Coacpxaume

Hecie108an0 Badsisie  TOMITEPATYPBI M BPCMCITH IPI LICAOUHOM THAPOANSC Ha  KOJY-
HOCTBO  OUPEICACHHOTO TPUNTOQAHA, KOHCTATHPYX TOTCPH TPHHTORANA HPONOPIHONANBHED
K BPEMCHH Harpesanis. Kpome Toro nmoapeprany ruIposiisy Kascmi npy Temmepatype 100°
2 qipogesukendy 12, 24 1w 30 uyacos. Koamyeerno mnafinoisoro tpuntothana Gouio camoe
fodibIoe TIOCAe 24-UacoBOTO I'HAPOJM3A M paBUsioch 1,66%0, MCOMAY TCM KOJIMUCCTBO TP
Tohata ONPeICJeHHOTD B di¢ TMAPOML30BaHHOH Kaselue Merojom Spiesa i Chambersa
pasusiocs  1,16%,

Kpome Toro npojsedaibl ObLIH HCCICLOBANIS, HEJALIO KOTOPLIX Oblla CTafiIn3amns TphT-
Topasa BO BPeMs LIETOYHOTO THAPOAH3A NPH YHOTPCOHJICHHH XJIOPHCTOro 0JI0BA.

S, Krauze L Piekarski J Maksymczuk

QUANTITATIVE DETERMINATION OF TRYPTOPHANE
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 proportional to the time of heating. Besides that casein was hydrolyzed
at the temperature of 1000C during 12, 24 and 30 hours. The quantity of estimated
tryptophane was the highest after 24 hours hydrolysis and amounted to 1.66%/0,
and the quantity of tryptophane estimated in casein not hydrolyzed by means of
Spies and Chambers'method amounted to 1.16%.

Additional 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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