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WSTEP

Aminokwasy zawarte w hydrolizacie biaikowym mozna rozdzielad
dwoma sposobami. Przy wydzielaniu najwyzej kilku aminokwasdow sto=-
suje si¢ selektywne wytracanie. W $ciéle okreslonych warunkach
rézne aminokwasy tworza bowiem z pewnymi odczynnikami nierozpusz-
czalne kompleksy. Jes$li z hydrolizatu wydzielone maja by¢é wszyst-
kie aminokwasy lub co najmniej wiekszoé¢é - wtedy stosuje sie pre-
paratywny rozdzial technikg jonowymiennej chromatografii kolummno-
wej. Wieksza wydajno$é, przy znacznie mmiejszej czasochionnosSci
uzyskuje sig¢ przy stosowaniu selektywnego stracania. Do stosowa-
nia na skale masowg technika ta jest jednak nieprzydatna z uwagi
na koszt odczynnikéw strgcajacych, jak i z uwagi na nie zawsze
tatwe do zapewnienia warunki stracania. Znacznie przydatniejsza do
stosowania na skale¢ przemyslowg bylaby metoda mozliwie selektyw-
nego wydzielania jednego lub najwyzej kilku aminokwasé6w maksymal-
nie uproszczong technika jonowymienne j chromatografii kolumnowej.
Teka uproszczong technike do selektywnego wydzielania kwasu dwu=-
aminopimelinowego (DAP) z moczu opracowano do celdéw analitycz-.
nych [1], Analiza wykazala, ze wraz z DAP selektywnie wydziela
sie¢ lizyna. Z uwagi na duzg wartos$é lizyny w 2zywieniu zwieragt
celowe bylo te analityczng procedure adaptowaé¢ na skale prepara=-
tywng pod kgtem zastosowania do wydzielania tego aminokwasu z hy=
drolizatéw biatkowych. W niniejszej pracy te zaadaptowang proce=-
dure zastosowano do wydzielania 1lizyny 2z hydrolizatu odchodéw

zwierzat.
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HATERIAL I METODY

Do przygotowania hydrolizatu wuzyto kalu krélikéw. Porcje
0 masie 250 g uwaieszczono w okragiodennych kolbach o pojemnosci’
2000 ml, zadawano 1000 ml 6 N HCl i gotowano pod chtodnicg zwrot-
ng przez 24 godziny. Po zakoiiczone,j hydrolizie mieszaning reak-
Cyjng studzono, odbarwiano weglem aktywnym i sgczono. Osad kilkae
krotnie przemyto wodg destylowans i odrzucono, a przesagcz i po-
pluczyny ljczono razem. Dla usuniecia nadmiaru HC1 przesacz odpa-~
rowywano w wyparce obrotowej (w porcjach po 500 ml) pod 2zmnie j-
szonym cisnieniem w temperaturze okoto 50°C do gestej mazi, kté-
rg wypiukiwano z kolby okoio 50 ml wody destylowanej. Po zhydro-
lizowaniu 1 kg kalu otrzymano okolo 1000 nil roztworu hydrolizatu
gotowego do dalszej obrébki. Tak przygotowany roztwér nazywany
Jest dalej ,hydrolizatem wyjSciowym®.

Do odsalania na skale preparatywng przygotowano zloze wWySO=
kosci 10 cm w kolumnie o $rednicy 63 mm z kationitu w formie wo=-
dorowej. Kationit przygotowywano do uformowania zloza i uformowa-
ne zloze obrabiano przed uzyciem w sposéb opisany uprzednio. [1].
Jednorazowo przez zloze kationitu przepuszczano 2500 ml roztworu
i odrzucano wyciek przy przepuszczaniu hydrolizatu. Nastepnie
zloze przemyto 500 ml1 0,2 N HC1 i wyciek takze odrzucono. Po
przemyciu zloze eluowano 1,4 N HCl odrzucajgc pierwsze 2000 ml
wycieku. Jako wyciek odsolony zbierano 5000 ml dalszego wycieku,
czyli od 2001 do 7000 ml 1,4 N HCl.

Chemikalia - wszystkie stosowane byty cz.d.a.

Oznaczenia aminokwaséw prowadzono na automatycznym analizato-
rze auwminokwaséw AAA 881. Rozdzielano w ukladzie parametréw stoso-
wanych dla hydrolizatdéw bialkowych.

WYNITXT

Przygotowanie hydrolizatu wyjs$ciowego do odsalania.

Dla ustalenia ste¢zenia kwasu w hydrolizacie wyj$ciowym 1 ml
tego roztworu zmiareczkowano ustalajqé pH-metrycznie punkt réw-
nowaznikowy. Dodatkiem stechiometrycznie obliczonej ilos$ci roz-
tworu NaOll obecny w hydrolizacie HCl zobojetniono, pozostawiajgqc
niezobojetnione okolo 1 mola kwasu. Nastepnie hydrolizat rozcieri-
czono do koricowej objgtosci réwnej 5000 ml. W powstalym rozcien-
czonym roztworze stezenie HCl wynosilo okoito 0,2 M., W tak przygo-
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towanym roztworze oznaczono skiad aminokwasowy i po
na cata objetosé hydrolizatu wyjéciowego

1li 1.

125
przeliczeniu
przedstawiono w tabe-

Tabela 1

Skiad aminokwasowy hydrolizatu wyj$ciowego i wycieku odsolonego

(warto$éci wyrazone jako ilo$ci graméw poszczegdélnych aminokwa-

séw w calych objetosciach tych roztworédw)

A

mincos Motz wrela
Kwas asparaginowy 4,51 -
Treonina 2,93 -
Seryna 1,46 -
Kwas glutaminowy 5,93 -
Prolina 2,03 -
Glicyna 2,64 -
Alanina 3,04 -
Cystyna 0,36 -
Walina 2,19 -
DAP 0, 24 0,20
Metionina 0,73 -
Izoleucyna 1,77 -
Leucyna 2,89 -
Tyrozyna 0,85 0, kh
Fenyloalanina 2,40 1,52
Lizyna 3,58 2,44
Histydyna 0,70 0,62
Amoniak 1,48 =
Arginina 2,11 -

Odsalanie i badanie wycieku odsolonego.
Caly rozcieliczony roztwér hydrolizatu wyjsciowego

w dwéch porcjach po 2500 ml kazda. Zebrano okolo 10 1litréw wycie-
ku odsolonego, ktéry odparowano do konsystencji gestej mazi i ro-
zpuszczono w wodzie destylowanej. Po odparoyaniu catosdci otrzy-

mano 300 ml ZageszZCczZonego roztworu wycieku odsolonego. Dla ozna-
tego zageszozonego roztworu

czenia zawartosci aminokwasé$w 1 ml

odsolono

rozcierczono do 20 ml i na kolumne diugg naniesiono 0,2 ml roz-
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tworu rozciefdczonego, a na kolumng krétka 0,1 ml. Na chromatogra-
mie z kolumny diugiej zostala zarejestrowana obecno$é trzech pi-
kéw: DAP, tyrozyny i fenyloalaniny (rys. 1). Na chromatogramie
z kolumny krétkiej (rys. 2) oprécz tamtych trzech aminokwaséw za-
rejestrowana zostala jeszcze obecnos$é¢ lizyny i histydyny. Zareje-

strowane ilos$ci aminokwasdéw po przeliczeniu na cala objeto$é wy=
cieku odsolonego zestawiono w tabeli 1.

A
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3 2+3
0.2} 0.2+ *
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Rys. 1. Chromatogram analizy Rys. 2. Chromatogram analizy
wycieku odsolonego. Kolumna diu- wycieku odsolonego. Kolumna
ga, 1 « DAP, 2 = tyrozyna, 3 - krétka, 1 - DAP, 2 i 3 - tyro-
fenyloalanina zyna wraz z fenyloalaning, 4 =
lizyna, 5 - histydyna. Naniesio-
no tu potowe ilos$ci naniesionej
na kolumnne diugy

W hydrolizacie wyj$ciowym obok aminokwasow znajdowaly si¢ mo-

nosacharydy pochodzgce z niestrawionych polisacharydow, uwolnione
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w trakcie hydrolizy skladniki tluszczéw (kwasy tiuszczowe, gli=-
ceryna, aminy, kwas fosforowy), aminy biogenne, amoniak, rézne
produkty degradacji i katabolizmu skiadnikéw materiatu roslinnego
i biomasy bakterii (bytujgcych w przewodzie pokarmowym krélika)
powstale w przewodzie pokarmowym krdlika jak i w czasie hydrolizy,
sole nieorganiczne. Z tej mieszaniny, drogg jednej operacji odsa-
lania, usuniete zZostaly wszystkie zwigzki o czgsteczkach elek-
trycznie obojetnych w $rodowisku kwasnym, a wigc wszystkie mono-
sacharydy, gliceryna itp. Usuniete zostaly wszystkie zwigzki o
czgsteczkach zjonizowanych z tadunkiem ujemnym, a wigc wszystkie
kwasy tiuszczowe, rdézne zwigzki organiczne o kwasnym charakterze
i im podobne. Usuni¢te zostaly takze sole nieorganiczne, ktoére
Jjak stwierdzono wczeénieJ [1] opuszcza jg zloze kationitu na po-
czatku eluowania 1,4 M roztworem HCl. Na zlozu kationitu w kwas-
nym $rodowisku zatrzymywane sg: aminokwasy, aminy i amoniak. W wa-
runkach stosowanych w trakcie odsalania c¢zeéé =2z nich opuszcza
zloze przed frakcjag wycieku odsolonego, czesS¢ pozostaje nadal w
zlozu kationitu silnie z nim zwigzana, a do wycieku odsolonego
przechodzi tylko pieé¢ aminokwaséw: DAP, tyrozyna, fenyloalanina,
lizyna i histydyna. Amoniak i rézne aminy reaguja 2z ninhydryng
z wytworzeniem barwnych produktéw reakcji i dlatego brak innych
pik6éw na chromatogramie zarejestrowanym z kolumny krétkiej anali-
zatora pozwala sadzié, ze aminy w wycieku odsolonym moga zna jdo-
waé sie tylko w $ladowych ilosciach.

Poréwnanie zawartoéci aminokwasdéw obecnych w wycieku odsolo-
nym z ich zawartoéciami w hydrolizacie wyj$ciowym (tab. 1) wska-
zuje, Ze procedura odsalania powoduje najmniejsze straty w przy-
padku DAP i histydyny. Do wycieku odsolonego przeszia okoio polo-
wa pierwotnej ilosci tyrozyny, okolo 3/5 pierwotnej ilo$ci feny=-
loalaniny i okolo é/3 pierwotnej iloéci lizyny. W wycieku odsolo-.
nym powinna takze zna jdowaé sie pewna ilo$é cystyny. Prawdopodob-
nie ulegta ona w trakcie odsalania i odparowywania roztwordw utle-
nieniu do kwasu cysteinowego, a takze procesowi destrukcji.

WNIOSKI

zastosowang na skale prepa-
pod katem ewentualnego Wwy-
mozna stwierdzié, ze

1. Oceniajagc procedure odsalania,
ratywna do hydrolizatu kalu krélika,
dzielenia zawartej w hydrolizacie lizymy
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jest to procedura bardzo wydéjna. Droggq Jjednej tylko operacji
mozna uwolnié¢ lizyne od calego balastu skiadnikéw innych niz ami-
nokwasy i od wiekszos$ci aminokwaséw wystgpujqcygh w hydrolizacie
wy jSciowym.

2. Uzyskany po odsoleniu preparat mégiby by¢é stosowany w 2zy-
wieniu zwierzgt bez dalszego oczyszczania. Obok lizyny obecne sg
tylko: DAP, tyrozyna, fenyloalanina i histydyna.

3. Opisanemu procesowi odsolenia mozna poddaé¢ tylko dos$é sil=-
nie rozcieilczone roztwory hydrolizatu materialiu bialkowego. W kon-
sekwencji, wydzielona z hydrolizatu lizyna znajduje si¢ w roztwo=-
rze w znacznym rozcienczeniu. Pocigga to za sobg konieczno$é od-
parowywania znacznych ilos$ci wody. Oznacza to, ze opisany proces
moze byé stosowany do wydzielania lizyny z hydrolizatéw materia-
16w bialkowych po znalezieniu taniej i efektywnej metody wykry-

stalizowania tego aminokwasu z rozcienczonych roztwordéw wodnych.
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fle Hpuwcusk, Y. iuper, O, KuzavHbCKAa
U30MAPOBAHIE JM3KHA 43 OTXOLOB KUBOTHAMX
Peszwnwme

LA n30MipoOBaHYX# NU3NHA U3 GENKOBOT'O TIUADPONM3ATa NPUMEHANN
ocolyx 00ecCOnvBamuyw TNpOUeAYPY. B KauecTBe MCXOZHOrO MaTepmalna
VCNOXb308aldl XPOJNKYBM OTXOAH. llocse ruApoaM3a 3TOro MaTepuana M
ofeccoslelud runpearsaTa, MONyyaly 06eCCOJIeHHHE cToK. [IpoBeZeHHHM
eHanu3 NoKas3ajd, YTO B 00ECCONEHHOM CTOKE COJEepPXaTCA TOJBKO MATH

aM/HOKMCIOT, B YaCTHOCTX: INBMUHONUMEJIWHOBAA KUCJOT2, THUPO3UH,
YeHy.10aNlaHVH, JU3WH ¥ TUCTUIMH.
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J. Krys$ciak, U, Mirek, D. Kidzitiska
ISOLATION OF LYSINE FROM ANIMAL FAECES
Summary

For isolation of lysine from the protein hydrolysate a spe=
cial desalting procedure was applied. Rabbit faeces were used
as the starting material. Upon hydrolyzing this material and de-
salting the hydrolysate, a desalted effluent was obtained. The
analysis has proved that in the desalted effluent only five amino
acids occur, viz.: diaminopimelic acid, tyrosine, phenylalanine,

lysine and histidine.



