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WSTĘP 

Aminokwasy zawarte w hydrolizacie białkowym można rozdzielać 

dwoma sposobami, Przy wydzielaniu najwyżej kilku aminokwasów sto- 

suje się selektywne wytrącanie. W ściśle określonych warunkach 

różne aminokwasy tworzą bowiem z pewnymi odczynnikami nierozpusz= 

czalne kompleksy. Jeśli z hydrolizatu wydzielone mają być wszyst= 

kie aminokwasy lub co najmniej większość - wtedy stosuje się pre 

paratywny rozdział techniką jonowymiennej chromatografii kolumno= 

wej. Większą wydajność, przy znacznie mniejszej czasochłonności 

uzyskuje się przy stosowaniu selektywnego stracania. Do stosowa- 

nia na skalę masową technika ta jest jednak nieprzydatna z uwagi 

na koszt odczynników strącających, jak i z uwagi na nie zawsze 

łatwe do zapewnienia warunki strącania, Znacznie przydatniejsza do 

stosowania na skalę przemysłową byłaby metoda możliwie selektyw— 

nego wydzielania jednego lub najwyżej kilku aminokwasów maksymal= 

nie uproszczoną techniką jonowymienne j chromatografii kolumnowej. 

Тека uproszczoną technikę do selektywnego wydzielania kwasu dwu- 

aminopimelinowego (DAP) z moczu opracowano do celów analitycz. 

nych [1]. Analiza wykazała, że wraz z DAP selektywnie wydziela 

się lizyna. Z uwagi na dużą wartość lizyny w żywieniu zwierząt 

celowe było tę analityczną procedurę adaptować na skalę ргерага- 

tywną pod kątem zastosowania do wydzielania tego aminokwasu z hy= 

drolizatów białkowych. W niniejszej pracy tę zaadaptowang proce= 

dure zastosowano do wydzielania lizyny 2 hydrolizatu odchodów 

zwierząt.
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MATERIAL I METODY 

bo przygotowania hydrolizatu użyto kału królików. Porcje 

o masie 250 g uaieszczono w okrągłodennych kolbach o pojemności 

2000 ml, zadawano 1000 ml 6 N HCl i gotowano pod chłodnicą zwrotu 
ną przez 24 godziny. bo zakosczonej hydrolizie mieszaninę reak- 
cyjną studzono, odbarwiano węglem aktywnym i sączono. Osad kilkam= 

krotnie przemyto wodą destylowaną i odrzucono, a przesącz i ро- 

płuczyny łączono razem. Dla usunięcia nadmiaru HCL przesącz odpa- 

rowywano w wyparce obrotowej (w porcjach po 500 m1) pod zmniej— 

szonym ciśnieniem w temperaturze około 50C do gęstej mazi, któe 
rą wypłukiwano z kolby około 50 ml wody destylowanej. Po zhydro-~ 

lizowaniu I kg kału otrzymano około 1000 nil roztworu hydrolizatu 

gotowego do dalszej obróbki. Tak przygotowany roztwór nazywany 

jest dalej „hydrolizatem wyjściowym". 

bo odsalania na skalę preparatywną przygotowano złoże музо- 

kości 10 cm w kolumnie o średnicy 63 mm z kationitu w formie wo- 

dorowej. kationit przygotowywano do uformowania złoża i uformowa- 

ne złoże obrabiano przed użyciem w sposób opisany uprzednio. [1]. 

Jednorazowo przez złoże kationitu przepuszczano 2500 nl roztworu 

i odrzucano wyciek przy przepuszczaniu hydrolizatu. Następnie 

złoże przemyto 500 ml 0,2 N HC1 i wyciek także odrzucono. Po 

przemyciu złoże eluowano 1,4 N HCL odrzucając pierwsze 2000 mi 

wycieku. Jako wyciek odsolony zbierano 5000 mL dalszego wycieku, 

czyli od 2001 do 7000 ml 1,4 N HCl. 

Chemikalia - wszystkie stosowane byly cz.d.a. 

Oznaczenia aminokwasów prowadzono na automatycznym analizato- 

rze aminokwasów AAA 881. Rozdzielano и układzie parametrów stoso- 

wanych dla hydrolizatów białkowych. 

WYNIJCI 

Przygotowanie hydrolizatu wyjściowego do odsalania. 

Dla ustalenia stężenia kwasu w hydrolizacie wyjściowym 1 mi 
tego roztworu zmiareczkowano ustalając pH-metrycznie punkt  rów= 

noważnikowy. Dodatkiem stechiometrycznie obliczonej ilości roz- 

tworu NaO0ll obecny w hydrolizacie HCl zobojętniono, pozostawiając 

niezobojętnione około 1 mola kwasu, Następnie hydrolizat rozcień- 

czono do końcowej objętości równej 5000 ml. W powstałym rozcień- 

czonym roztworze stężenie HC1L wynosiło około 0,2 M. W tak przygo
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towanym roztworze oznaczono skiad aminokwasowy i po 

na całą objętość hydrolizatu wyjściowego 

1i 1. 

125 

przeliczeniu 

przedstawiono w  tabe- 

Tabela 1 

Skład aminokwasowy hydrolizatu wyjściowego i wycieku odsolonego 

(wartości wyrażone jako ilości gramów poszczególnych aminokwa- 

sów w całych objętościach tych roztworów) 
X 

  

pminoma она wot 
Kwas asparaginowy 4,51 m 

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 0,44 

Fenyloalanina 2,40 1,52 
Lizyna 3,58 2, Ah 

Histydyna 0,70 0,62 

Amoniak 1,48 - 
Arginina 2,11 - 

  

Odsalanie i badanie wycieku odsolonego. 

Cały rozcieńczony roztwór hydrolizatu wyjściowego 

w dwóch porcjach po 2500 ml każda. Zebrano okoio 10 litrów wycie- 

ku odsolonego, który odparowano do konsystencji gęstej mazi i ro- 

zpuszczono w wodzie destylowanej. Po odparowaniu całości otrzy- 

mano 300 ml zageszczonego roztworu wycieku odsolonego. Dla ozna- 

tego zagęszozonego roztworu 
czenia zawartości aminokwasów 1 ml 

odsolono 

rozcieńczono do 20 ml i na kolumnę długą naniesiono 0,2 ml roz-
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tworu rozcieńczonego, a na kolumnę krótką 0,1 ml. Na chromatogra- 

mie z kolumny długiej została zarejestrowana obecność trzech pi- 

ków: DAP, tyrozyny i fenyloalaniny (rys. 1). Na chromatogramie 

z kolumny krótkiej (rys. 2) oprócz tamtych trzech aminokwasów za 

rejestrowana została jeszcze obecność lizyny i histydyny. Zareje- 

strowane ilości aminokwasów po przeliczeniu na całą objętość му- 

cieku odsolonego zestawiono w tabeli 1. 
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Rys. 1.  Chromatogram analizy Вуз. 2. Chromatogram analizy 

wycieku odsolonego. Kolumna dłu- wycieku odsolonego. Kolumna 

ва, 1 - DAP, 2 = tyrozyna, 3 - krótka, 1 - DAP, 2 i 3 - tyro- 

fenyloalanina zyna wraz z fenyloalaniną, 4 = 

lizyna, 5 - histydyna. Naniesio- 

no tu połowę ilości naniesionej 
na kolunnę długą 

W hydrolizacie wyjściowym obok aminokwasów znajdowały Się mo- 

nosacharydy pochodzące z niestrawionych polisacharydów, uwolnione
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w trakcie hydrolizy składniki tłuszczów (kwasy tłuszczowe, gli- 

ceryna, aminy, kwas fosforowy), aminy biogenne, amoniak, różne 

produkty degradacji i katabolizmu składników materiału roślinnego 

i biomasy bakterii (bytujących w przewodzie pokarmowym królika) 

powstałe w przewodzie pokarnowym królika jak i w czasie hydrolizy, 

sole nieorganiczne. Z tej mieszaniny, drogą jednej operacji odsa= 

lania, usunięte zostały wszystkie związki о cząsteczkach elek-~ 

trycznie obojętnych w środowisku kwaśnym, a więc wszystkie mono 

sacharydy, gliceryna itp. Usunięte zostały wszystkie związki o 

cząsteczkach zjonizowanych z ładunkiem ujemnym, a więc wszystkie 

kwasy tłuszczowe, różne związki organiczne o kwaśnym charakterze 

i im podobne. Usunięte zostały także sole nieorganiczne, które 

jak stwierdzono wcześniej [+] opuszczają złoże kationitu na ро- 

czątku eluowania 1,4% M roztworem HC1. Na złożu kationitu w Кма5- 

nym środowisku zatrzymywane są: aminokwasy, aminy i amoniak, W wa- 

runkach stosowanych w trakcie odsalania część z nich opuszcza 

złoże przed frakcją wycieku odsolonego, część pozostaje nadal w 

złożu kationitu silnie z nim związana, a do wycieku odsolonego 

przechodzi tylko pięć aminokwasów: DAP, tyrozyna, fenyloalanina, 

lizyna i histydyna. Amoniak i różne aminy reagują 2 ninhydryną 

z wytworzeniem barwnych produktów reakcji i dlatego brak innych 

pików na chromatogramie zarejestrowanym z kolumny krótkiej anali- 

zatora pozwala sądzić, że aminy w wycieku odsolonym mogą znajdo— 

wać się tylko w śladowych ilościach. 

Porównanie zawartości aminokwasów obecnych w wycieku odsolo- 

nym z ich zawartościami w hydrolizacie wyjściowym (tab. 1) wska 

zuje, że procedura odsalania powoduje najmniejsze straty w przy- 

padku DAP i histydyny. Do wycieku odsolonego przeszła około poło” 

wa pierwotnej ilości tyrozyny, około 3/5 pierwotnej ilości feny- 

loalaniny i około 2/3 pierwotnej ilości lizyny. W wycieku odsolo-. 

nym powinna także znajdować się pewna ilość cystyny. Prawdopodob- 

nie uległa ona w trakcie odsalania i odparowywania roztworów utle- 

nieniu do kwasu cysteinowego, a także procesowi destrukcji. 

WNIOSKI 

zastosowaną na skalę prepa- 

pod kątem ewentualnego wy- 

mozna stwierdzić, ze 

1. Oceniajac procedure odsalania, 

ratywną do hydrolizatu kału królika, 

dzielenia zawartej w hydrolizacie lizyny
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jest to procedura bardzo wydajna. Drogą jednej tylko operacji 

można uwolnić lizynę od całego balastu składników innych niż ami 

nokwasy i od większości aminokwasów występujących w hydrolizacie 

wyjściowym. 

2. Uzyskany po odsoleniu preparat mógłby być stosowany w ży” 

wieniu zwierząt bez dalszego oczyszczania. Obok lizyny obecne są 

tylko: DAP, tyrozyna, fenyloalanina i histydyna., 

3. Opisanemu procesowi odsolenia można poddać tylko dość sil- 

nie rozcieńczone roztwory hydrolizatu materiału białkowego. W kon= 

sekwencji, wydzielona z hydrolizatu lizyna znajduje się w roztwo= 

rze w znacznym rozcieńczeniu. Pociąga to za sobą konieczność od 

parowywania znacznych ilości wody. Oznacza to, że opisany proces 

może być stosowany do wydzielania lizyny z hydrolizatów materia 

łów białkowych po znalezieniu taniej i efektywnej metody wykry- 

stalizowania tego aminokwasu z rozcieńczonych roztworów wodnych. 
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ИЗОЛАРОВАНИЕ ЛИЗИНА ИЗ ОТХОДОВ ЖИВОТНЫХ 

Резюме 

Для изолирования лизина из белкового гидролизата применяли 

особую обессоливающую процедуру. В качестве исходного материала 

использовали кроличьи отходы. После гидролиза этого материала и 

обессоления гидролизата, получали обессоленный сток. Проведенный 

анализ показал, что в обессоленном стоке содержатся только пять 

аминокислот, в частности: диаминопимелиновая кислота, тирозин, 

*енилоаланин, лизин и гистидин.
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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.


