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W ostatnich latach coraz bardziej odczuwa sie potrzebe znajomosci
skladu aminokwasowego pasz dla odpowiedniego jego zbilansowania
w dawce pokarmowej. W polskiej literaturze brak jest prac dotycza-
cych ilosciowego oznaczania aminokwaséw w paszach. Zrédlem wiado-
mosci ma ten temat sa prace obce, ktére nie zawsze mogg byé z calg
dokladnosciag odnoszone do naszych pasz, wyprodukowanych w innych
warunkach, a wiec réznigcych sie skladem chemicznym i wartoscig po-
karmowsg.

Brak wlasnych danych o skladzie aminokwasowym bialka pasz spo-
wodowany jest przede wszystkim trudnosciami natury analitycznej.
Stosowane dotychczas metody mikrobiologiczne i chromatograficzne
okazaly sie zawodne przy ilosciowym oznaczaniu aminokwaséw w ma-
teriale biologicznym zaréwno z powodu wielu czynnikéw wplywajgcych
na ostateczny wynik analizy, jak tez i wobec trudnosci w jej wykonaniu.

Podstawg dokladnego ilosciowego oznaczania aminokwaséw jest uzys-
kanie dobrego ich rozdziatlu, co przy zastosowaniu chromatografii bibu-
towej jest niezmiernie trudne. Opracowana przez Wielanda (16, 17,
18) metoda elektroforezy wysokonapieciowej, a przez Kickhofena,
Westphala i Mastowskiego (10, 11, 12) metoda elektrochro-
matografii w duzym stopniu ulatwily dokladny rozdzial aminokwaséow,
skracajgc przy tym znacznie czas potrzebny do wykonania analizy.

Drugim waznym czynnikiem wplywajgcym na dokladnosé ilosciowego
oznaczania aminokwaséw w paszach jest wlasciwe przygotowanie hydro-
lizatéw. We wszystkich paszach pochodzenia roslinnego obok cial azoto-
wych znajdujg sie znaczne ilosci innych skladnikéw. wplywajgcych nie-
korzystnie na wynik hydrolizy. Przede wszystkim zachodzi obawa strat
aminokwaséw w czasie hydrolizy bialka w obecnosci tluszczu i weglo-
wodandéw. Block (4) zaleca odttuszczanie prébek i czesciowe chociaz-
by usuwanie weglowodanéw. Jednak takie postepowanie jest zwigzane
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zawsze z pewnymi stratami biatka (15). Bigwood (za Vogeli 15)
hydrolizowal prébki pasz bez uprzedniego usuwania weglowodanow;
stwierdzil on, ze niekorzystny wplyw weglowodanéw mozna zmniejszyc¢
przez odpowiedni stosunek 6n kwasu solnego, stosowanego do hydrolizy,
do ilosci hydrolizowanego biatka. Dunn (6) podaje, ze obecnoéé weglo-
wodanéw i malej ilosci ttuszczu przy hydrolizie kwasnej nie powoduje
strat argininy, kwasu asparaginowego i glutaminowego, glicyny, histy-
dyny, leucyny, izoleucyny, fenyloalaniny, treoniny i waliny. W czasie
hydrolizy kwasnej w obecnosci weglowodanéw zupelnemu rozktadowi
ulega tryptofan, a czeSciowemu cystyna i metionina (4, 6). Tryptofan,
rozkladajacy sie w czasie hydrolizy kwasnej, nie wykazuje strat przy
hydrolizie zasadowej. (4, 15).

Stopien rozkltadu aminokwasow zalezy cd temperatury i czasu hydro-
lizy. NajczeSciej stosuje sie hydrolize kwasng 6n kwasem solnym przez
18—24 godz. w temp. 100—120°C (1, 4).

W naszej Katedrze juz od kilku lat prowadzone s3 badania nad ozna-
czaniem aminokwaséw w paszach. Pierwsze proby przeprowadzone przy
zastosowaniu chromatografii bibulowej nie daly zadowalajgcych wymi-
kow. Dopiero wprowadzenie elektroforezy wysokonapieciowej umozli-
wilo dokladne rozdzielenie i oznaczenie iloSciowe aminokwaséw w pa-
szach. Celem ustalenia najwlasciwszego sposobu postepowania z bada-
nym materialem, sprawdzono dotychczas stosowang metode, przystoso-
wujac jg do oznaczania aminokwaséw w paszach. Oznaczono sklad amino-
kwasowy makucha lnianego, sruty poekstrakcyjnej lnianej, rzepakowej.
sojowe]j i otrgb pszennych.

BADANIA WLASNE
I. Odczynniki:

1. Aminokwasy firm: BDH Anglia, L. Light& Co L.t.d. Anglia,
La Roche Szwajcaria, Fluk Szwajcaria, Schurchardt NRF.

2. Bufor o pH 6,5: 100 ml pirydyny + 10 ml kwasu octowego lodow.
+ 890 ml wody.

3. Bufor o pH 2: 150 ml kwasu octowego lodow. + 50 ml kwasu
mroéwkowego + 800 ml wody.

4. Rozpuszczalnik: n butanol — kwas octowy lodowaty — woda
(4:1:1).

9. Roztwér ninhydryny: 1 g ninhydryny + 600 ml metanolu + 350 ml
butanolu + 30 ml 2n kwasu octowego.

6. Wywolywacz miedziowy: 2 ml nasyconego roztworu Cu(NOj), +
+ 0,2 ml 10% kwasu azotowego + 100 ml acetonu.

7. 0,5 mol roztwér siarczanu niklawego.

8. Bibula Whatman nr 3 i nr 4.
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II. Aparatura:

1. Komora elektroforetyczna wykonana wg Mastowskiego (12).
2. Prostownik.

3. Autotransformator.

4. Kolorymetr Pulfricha z przystawks ELPHO-2.

PRZYGOTOWANIE HYDROLIZATOW
1. Hydroliza kwasna

Prébke dokladnie rozdrobnionej paszy, zawierajgcg 16 mg azotu,
hydrolizowano w szklanej fiolce z 10 ml 6n kwasu solnego przez 21 go-
dzin w temperaturze 110°C. Hydrolizat sgczono przez sgczek G 54 w celu
oddzielenia humin i zageszczano w kolbie Claysena przy temp.
50°C. Pozostalo$¢ przemywano trzykrotnie malymi ilo$ciami wody
redestylowanej w celu usuniecia kwasu solnego i odparowywano. Suchg
pozostalo$¢ rozpuszczano w 5 ml 10% izopropanolu i przechowywano
w lodéwce. 1 ml hydrolizatu odpowiadal 3,2 mg azotu.

2. Hydroliza zasadowa

Prébke zawierajacg 16 mg azotu zbadano 10 ml nasyconego Ba(OH),
1 w zatopionej szklanej fiolce hydrolizowano przez 20 godzin w temp.
110°C. Hydrolizat zobojetniano 1n kwasem siarkowym do pH okolo 6
i wirowano przez 10 min. przy 11500 obrotach. Plyn odsyfonowano,
a osad dwukrotnie przemywano wodag redestylowang i wirowano. Otrzy-
many roztwor cdparowywano w kolbie Claysena do sucha i pozo-
stalo$é¢ rozpuszezano w 5 ml 10% izopropanolu. 1 ml hydrolizatu zawierat
3,2 mg azotu.

Hydrolizat zasadowy stuzyl do oznaczania tryptofanu. Wszystkie po-
zostale aminokwasy oznaczano w hydrolizacie kwasnym.

Huminy spalano z 2 ml kwasu siarkowego, a znajdujgcy si¢ w nich
azot oznaczono mikrodyfuzyjng metodg Conwaya(d).

N-NH; w hydrolizatach oznaczano réwniez metodg Conway a.

Roztwory wzorcowe.

Przygotowano dwa rodzaje roztwordéw wzorcowych: 1) 0,01 mol roz-
twory pojedynczych aminokwaséw, 2) 0,01 mol roztwory mieszanin
aminokwaséw obojetnych, kwasnych i zasadowych w 10% izopropanolu.

ANALIZA JAKOSCIOWA AMINOKWASOW

Arkusz bibuly Whatman 3 o wymiarach 35 X 28,5 cm zwilzano bufo-
rem pirydynowym i umieszczano na szklanej plycie komory elektrofo-
retycznej. Na $rodku arkusza nanoszono 0,5 ml hydrolizatu na pasek
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dtugosci 14 cm oraz po 0,02 ml na paski zewnetrzne o dlugosci 2 cm.
Spos6b nanoszenia hydrolizatéw podany jest na rys. 1. Bibule lgczono
ze zrodlem pradu w sposéb podany przez Mastowskiego (12).

Elektroforegram rozwijano przez 1,5 godz. przy mnapieciu 28,5 V/cm
dtugosci paska bibuly. Po wyjeciu z komory elektroforegram suszono
w temp. 70°C przez 30 min. Zewnetrzne paski odcinano i wywolywano
roztworem ninhydryny w celu dokladnego oznaczania polozenia amino-
kwaséw obojetnych. Nastepnie pasek bibuly z aminokwasami obojetnymi
wycinano i aminokwasy eluowano woda redestylowang z dodatkiem
etanolu przez 24 godziny. Eluat odparowywano do sucha w kolbie
Claysena i pozostaloé¢ rozpuszczano w 0,5 ml 10% izopropanolu.
Tak przygotowany roztwér stuzyt do rozdzialu jakosciowego oraz do
ilosciowego oznaczania aminokwaséw obojetnych.

2cm 14 cm Zem bem |
0,02m! Q5ml 002ml gor 001 Q0! 002mi|™

/

35

28,5 28,5
Rys. 1. Spos6b nanoszenia Rys. 2. Sposéb nanoszenia
hydrolizatéw do rozdzialu na hydrolizatéw d» oznaczania
aminokwasy kwaéne, zasado- aminokwaséw kwasnych i za-
we i obojetne sadowych

Aminokwasy kwasne i zasadowe oznaczano bez uprzedniego oddziela-
nia ich od aminokwaséw obojetnych. W tym celu na arkusz bibuly
o wymiarach 35 X 28,5 cm nanoszono badane hydrolizaty w ilosci 0,01 ml
na trzy paski o dlugosci 4 cm oraz po 0,02 ml mieszaniny standardéw na
jeden pasek o dlugosci 4 cm. Sposdb nanoszenia roztworé4w podany jest
na rys. 2. Elektroforegram rozwijano w buforze pirydynowym przez
2 godziny przy napieciu 28,5 V/ecm dlugosci paska bibuly. Po wyjeciu
z komory bibule suszono w temp. 70°C przez 30 min., spryskiwano roz-
tworem ninhydryny, pozostawiano przez 30 min. na powietrzu i wy-
wolywano w suszarce w temp. 70°C przez 10 min.

Aminokwasy obojetne rozdzielano metodg elektrochromatografii.
Arkusz bibuty Whatman 3 o wymiarach 35 X 28,5 cm nasycano buforem
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kwasnym i umieszczano w komorze. W odlegtosci 3 cm od jednego
brzegu bibuty i 6 cm od drugiego brzegu, nanoszono 0,01 ml roztworu
aminokwaséw obojetnych w postaci owalnej plamki o srednicy ok. 1 cm.
Elektroforegram rozwijano przez 2 godziny przy napieciu 34,5 V/cm
dtugosci paska i suszono w sposéb podany wyzej. Do wysuszonego
elektroforegramu przyszywano pasek bibuly Whatman 4 i chromato-
grafowano w kierunku prostopadtym do kierunku elektroforezy przez
32 godziny w rozpuszczalniku n butanol — kwas octowy lod. — woda
(4:1:1). Nastepnie elektrochromatogram suszono do zaniku zapachu
rozpuszczalnika i aminokwasy wywolywano roztworem ninhydryny, tak
jak aminokwasy kwasne i zasadowe.

Wszystkie aminokwasy identyfikowano przy pomocy standardowych
roztworow aminokwasow.

ILOSCIOWE OZNACZANIE AMINOKWASOW

IloSciowe oznaczanie aminokwaséw przeprowadzano metodg kolory-
metryczng, postugujac sie kolorymetrem Pulfricha z przystawka
ELPHO-2. Plamy aminokwaséw, zaraz po wywolaniu ninhydryna, wy-
cinano, starajgc si¢ zachowa¢ jednakowa powierzchnie paskéw lub kraz-
kow, a aminokwasy przeprowadzano w kompleksowe zwigzki z miedzig
wg metody Fischera (8). Nastepnie bibule z plamami aminokwaséw
cigto na drobne skrawki i eluowano 5 ml metanolu. Barwne roztwory
kolorymetrowano, stosujgc filtr S 50; dla proliny S 42.

Przy pomocy rozcienczen standardéw dla kazdego aminokwasu wy-
kreslano krzyws i oznaczano graniczne wartoéci, dla ktérych istniala
liniowa zalezno$¢ miedzy stezeniem oznaczanego aminokwasu i ekstyn-
kcjag barwnego roztworu. Odczytywano ekstynkcje w tych granicach
i obliczano stezenie aminokwasu z proporcji:

Ex - st
Est
X — stezenie oznaczanego aminokwasu,
Ex — ekstynkcja dla roztworu badanego aminokwasu,

st — stezenie standardu,
Est — ekstynkcja dla standardu.

Takie postepowanie okazalo sie¢ znacznie prostsze niz kazdorazowe
odczytywanie wynikéw z krzywych wzorcowych.

Przy oznaczaniu ilosciowym aminokwaséw kwasnych i zasadowych
na arkuszu z badanymi prébkami nanoszono zawsze mieszanine stan-
dardéw tych aminokwaséw (,,metoda §wiadka”). Przy oznaczaniu amino-
kwaséw obojetnych metodg elektrochromatografii, razem z arkuszem
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bibuty, na ktérym znajdowala sie badana prébka, chromatografowano
1 wywotywano elektrochromatogram z mieszaning standardéw. Zapew-
niano w ten sposéb jednakowe warunki rozdzialu i wywolywania stan-
dardom i prébkom badanym.

Wszystkie oznaczenia wykonywano w dwédch powtérzeniach.

OMOWIENIE WYNIKOW

Tabela 1 podaje procentowy wudzial poszczegdlnych frakeji azotu
w hydrolizatach badanych pasz. Ilo§¢ azotu huminowego, wyrazonego
w procentach azotu ogélnego, wynosi: 7,33 dla makucha Inianego, 3,5 dla
sruty Inianej, 4,67 dla sruty rzepakowej, 4,48 dla sruty sojowej i 9,5 dla
otrgb pszennych.

Tabela 1
Procentowy udzial N humincwego, N — NHj3; i N oznaczonych amino-
kwas6w w hydrolizatach badanych pasz
Suma N
N N oznaczonego
Badana pasza huminowy N-NHg4 }.:mmo- w stosunku
waséw do N
ogblnego
Makuch lniany 7,35 11,31 77,75 96,39
Sruta lniana 3,50 12,68 76,68 92.86
Sruta rzepakowa 4,67 12,25 83,06 99,98
Sruta sojowa 4,48 10,31 84,18 98,97
Otreby pszenne 9,50 10,28 78,62 98,40

Przyczynag duzej ilosci azotu huminowego, pozostalego po hydrolizie
makucha Inianego mogla byé¢ stosunkowo wysoka zawartosé tluszezu;
dla otrgb pszennych wieksza niz u pozostalych badanych pasz zawartosé
weglowodanéw. Przy hydrolizie drozdzy pastewnych Végeli uzyski-
wat 3,22% azotu huminowego (15).

Ilos¢ azotu amoniakalnego waha sie w granicach od 10,28 do 12,68%
1 jest majnizsza dla otrgb pszennych i najwyzsza dla $ruty Inianej.

Suma azotu huminowego, amoniakalnego i azotu oznaczonych amino-
kwaséw wyrazona w procentach azotu ogdélnego wynosi od 92,86% dla
Sruty Inianej do 99,98% dla $ruty rzepakowej. Ilos¢é azotu nie oznaczonego
w analizie, obliczona z réznicy azotu ogdlnego przyjetego za 100 i azotu
oznaczonego wynosi: dla makucha Inianego 3,61%, dla $ruty Ilnianej
7,14%, dla $ruty rzepakowej 0,02%, dla éruty sojowej 1,03% i dla otrgb
psze.nnychvl,GO%. Bigwood sugeruje, ze azot nie oznaczony pochodzi
glébwnie z nieaminokwasowych polgczen, a tylko w niewielkiej ilo$ci
z aminokwasow nie oznaczonych (3).



[7] Oznaczanie skitadu aminokwasowego pasz 9

B

¢ 1 o

 hswenounuo

ac0opP-~
-osO2

F 4

Rys. 3. Elektroforegram aminokwaséw kwasnych i zasadowych

Zalaczone fotografie (rys. 3, 4, 5, 6) ilustruja rozdzial 17 aminokwa-
séw w hydrolizatach kwasnych makucha lnianego, $ruty sojowej i rze-
pakowej. Jak widag¢, rozdzial aminokwaséw jest dokladny, uzyskane
plamy sg zwarte, a ich identyfikacja nie przedstawia zadnych trudnosci.

Podawane przez Mastowskiego (12) napiecia 70 V/cm dlugosci
paska dla aminokwasow kwasnych i zasadowych oraz 80 V/cm dla
aminokwasow obojetnych, przy zastosowaniu naszej aparatury okazaly
sie za wysokie. Najlepsze wyniki uzyskano przy stosowaniu napiecia
28,5 V/cm dtugoséci paska dla aminokwaséw kwasnych i zasadowych
oraz 34,3 V/cm dla aminokwaséw obojetnych, przy przediuzeniu czasu
rozwijania elektroforegramu do 2 godzin.

Stosujac metode elektrochromatografii po 16 godzinach chromato-
grafowania w rozpuszczalniku n butanol — kwas octowy lod. — woda
(4:1:1) uzyskano dobry rozdzial wszystkich aminokwasow obojetnych
z wyjatkiem metioniny i waliny oraz leucyny i izoleucyny. Walina
i metionina rozdzielaly si¢ dopiero po 32 godzinach chromatografowa-
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4. Elektrochromatogram aminokwaséw obojetnych w hydrolizacie
kwasnym makucha lnianego
Tabela 2

Sklad aminokwasowy makucha lnianego

(zawarto§¢ aminokwaséw w gramach przy 16 g N)

Badanta Dustin Williams
Lp. Nazwa aminokwasu wiasne (wg R. J. (wg R. J.
Block 4) Block 1)
1 Kwas asparaginowy 8,90 9,6 —
2 Kwas glutaminowy 18,34 18,4 —
3 Histydyna 1,45 1,8 1,9
4 Arginina 10,72 9,6 8,6
5 Lizyna 4,21 3,3 41
6 Glicyna 3,03 5,6 —_
7 Alanina 4,60 41 —
8 Seryna 4,19 4,8 —_
9 Treonina 3,26 41 3,6
10 Tryptofan 0,94 13 1,5
11 Tyrozyna 1,22 2,4 2,2
12 Cystyna 2,07 1,9 —_
13 Metionina 1,13 1,2 1,0
14 Leucyna + izoleucyna 9,12 6,4+4,1 5,6-+5,9
15 Walina 5,29 47 49
16 Fenyloalanina 419 46 4,1
17 Prolina 3,54 3,4 —
Suma aminokwasow 85,39 91,9
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Rys. 5. Elektrochromatogram aminokwasow obojetnych w hydrolizacie
kwa$nym Sruty sojowej

nia, natomiast leucyna i izoleucyna przy tym ukladzie rozpuszczalnikow
dawaly zawsze jedng plame.

Przy zastosowaniu metody elektroforezy wysokonapigciowej okazalo
sie niepotrzebne dodatkowe oczyszczanie i odbarwianie hydrolizatow.

Tabela 2 podaje sktad aminokwasowy makucha Inianego. Poréwnujac
wyniki analiz wlasnych z przytoczonymi wynikami innych autorow (4)
wieksze réznice stwierdzamy tylko dla kilku aminokwaséw. Zawartosc
glicyny w oznaczenia wtasnych wynosi 3,03 g. wg Dustina (7) —
5,6 g; tyrozyny znaleziono 1,22 g, wg Dustina — 2,1 g tryptofanu
0,94, wg Dustina — 1,3.

W tabeli 3 podany jest sklad aminokwasowy $ruty lnianej. Porownu-
jac wyniki uzyskane w doswiadczeniu z wynikami Agrena (4) widac
znaczne roznice w skladzie aminokwasowym. Z wyjatkiem lizyny, alani-
ny i tyrozyny dla wszystkich pozostatych aminokwasoéw uzyskano wartosci
nizsze. Szczegbélnie duze rdznice wystepuja w zawartosci kwasu gluta-
mniowego, histydyny, seryny, metioniny, leucyny i izoleucyny. Ilosé
oznaczonej leyrmy wynosi 4,39 g, Agren podaje 3,5 g, a Holmes (4)
az 10 g.
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Rys. 6. Elektrochromatogrem aminokwaséw obojetnych w hydroliziacie
kwaSnym Sruty rzepakowej

Zawartos¢ aminokwasoéw w Srucie rzepakowej podaje tabela 4. W po-
réwnaniu z danymi z literatury (4) na uwage zastuguje znacznie wyzsza
zawartos¢ lizyny. Ilos¢ lizyny oznaczona w badanej $rucie wynosi 8,14 g,
Agren podaje 35g a Nehring (14) tylko 2,62 g. Réwniez wyzsze
wyniki uzyskano dla argininy i alaniny. Agren i Nehring podaja
wyzsze wartosci dla histydyny, tryptofanu i metioniny, oraz Agren
dla seryny i proliny.

Tabela 5 podaje sklad aminokwasowy $ruty sojowej. Uzyskane wyniki
sg zblizone do wartosci podanych przez Dracketta (4), wyzsze na-
tomiast od wartosci A grena. Szczegblnie wyrazne réznice wystepuja
w ilosci histydyny (3,55 g, Drackett — 2,6 g, Agren — 5,3 g),
lizyny, glicyny, leucyny i izoleucyny.

Sklad aminokwasowy otrgb pszennych pcdany jest w tabeli 6. Wyniki
analiz sg zblizone do danych z literatury (9). Nizsze wartosci uzyskano
dla waliny, leucyny i izoleucyny.

Zawarto$¢ aminokwas6w w pieciu badanych paszach, obliczona w sto-
sunku do 100 g paszy, podana jest w tabeli 7.

Na podstawie omoéwionych wynikéw wida¢ réznice w zawartosci nie-
ktorych aminokwas6w w badanych paszach w poréwnaniu z cytowa-
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Sktad aminokwasowy §ruty lnianej Tabela 3
(zawartos¢ aminokwas6w w gramach przy 16 g N)
_ Bodania Agren Holmes
Lp. Nazwa aminokwasu wiasne (wg R. J. (wg R. J.
Block 4) Block 1)
1 Kwas asparaginowy 9,78 11,8 9,6
2 Kwas glutaminowy 16 29 21,6 26,2
3 Histydyna 1,97 2,7 4,2
4 Arginina 8,56 9,9 12,1
5 Lizyna 4,39 3,5 10,0
6 Glicyna 4,02 6,7 3,9
7 Alanina 3,68 2,8 6,4
8 Seryna 3,81 6,3 —
9 Treonina 3,59 3,9 9,3
10 Tryptofan 0,97 14 —
11 Tyrozyna 3,29 2,2 4,3
12 Cystyna 0,89 0,9 —
13 Metionina 0,60 15 2,4
14 Leucyna + izoleucyna 9,38 6,3+56 7.5+4+3,9
15 Walina 3,43 5,9 6,6
16 Fenyloalanina 3.98 3,9 5,3
17 Prolina 4,54 4,8 -
Suma aminockwasow 81,99 101,7
Tabela 4
Sklad aminokwasowy S$ruty rzepakowej
(zawarto§¢ aminokwas6w w gramach przy 16 g N)
’ . Agren .
Lp. Nazwa aminokwasu 1?:‘;::2;3 (wg R. J. Ne h(1r4; ne
Block 4)
1 Kwas asparaginowy 10,15 9,7 —
2 Kwas glutaminowy 17,09 17,1 —
3 Histydyna ' 1,48 2,6 3,00
4 Arginina 8,64 5,6 5,02
b Lizyna 8,14 3,5 2,62
6 Glicyna 2,01 6,3 —
7 Seryna 4,40 8,6 —_
8 Alanina 4,64 1,9 —
9 Treonina 3,10 3,8 4,02
10 Tryptofan 1,10 2,0 1,62
11 Tyrozyna 2,54 2,3 2,98
12 Cystyna 1,27 1,7 0,65
13 Metionina 0,74 1,1 1,48
14 Leucyna + izoleucyna 11,17 57+3,7 12,87
15 Walina 5,57 5,7 4,65
16 Fenyloalanina 5,43 4,0 5,06
17 Prolina 3,03 8,0 —
Suma aminokwasé6w ' 93,50 93,3
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Skitad aminokwasowy Sruty sojowej Tabela 5
(zawarto§¢ aminokwas6w w gramach przy 16 g N)

Drackett Agren

Lp Nazwa aminokwasu Badania (wg R, J. (wg R, J.
wlasne
’ l Block 4) Block 4)
1 Kwas asparaginowy 8,97 6,2 6,7
2 Kwas glutaminowy 19,13 19,5 16,0
3 Histydyna 3,54 2,6 1,5
: Arginina 9,11 8,3 5,7
5 Lizyna ’ 7,21 6,8 5,3
6 Glicyna 4,89 4,1 1,7
7 Alanina 4,52 3,6 5,7
8 Seryna 5,54 6,9 5,2
9 Treonina 4,89 3,9 2,6
10 Tryptofan ' 0,94 1,0 1,0
11 Tyrozyna 2,73 3,4 2,6
12 Cystyna 0,97 0,6 0,7
13 Metionina 0,91 1,0 1,1
14 Leucyna + izoleucyna 10,30 7,5+6,5 7,2+4,3
15 Walina 3,30 5.5 438
16 Fenyloalanina 3,03 5,0 3,8
17 Prolina 1,73 2,5 4,3
Suma aminokwaséw 91,71 94,9 80,2
Tabela 6
Skiad aminokwasowy otrgb pszennych
(zawartos¢ aminokwaséw w gramach przy 16 g N)
| B aum- Barton
Lp Neapws ammeiawveas B\:giﬁf (wggalg.t ilzr (ng I‘JN.SI;Iar-
vey, 9) vey, 9)
1 Kwas asparaginowy 7,19 — —
2 Kwas glutaminowy 19,63 — —
3 Histydyna 2,62 2,7 B
4 Arginina ) 7,08 48 7,5
5 Lizyna 4,81 3,2 3,9
6 Glicyna 5,68 — —
7 Alanina ' 3,39 — —
8 Seryna 4,19 5,3 —
9 Treonina 3,30 2,1 2,8
10 Tryptofan 7 1,40 1,6 1,8
11 Tyrozyna 1,48 1,1 —
12 Cystyna 1,20 — 1.5
13 Metionina 1,02 1,1 1.1
14 Leucyna 4 izoleucyna 8,11 5,9+4,3 6,5+4,5
15 Walina 2,77 4,8 4,1
16 Fenyloalanina 3,14 3,2 2,4
17 Prolina 5,03 — —

Suma aminokwaséw _ ) 83,28
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Tabela 7
Zawarto$¢ aminokwaséw w badanych paszach
(gramo6w aminokwasu w 100 g paszy)
Lp. Nazwa aminokwasu Ma.kuch Sr‘uta ‘ rszrel:)t;- Sl,‘ma olreRy
Iniany Iniana ) kova sojowa pszenne
1 Kwas asparaginowy 2,31 3,28 3,93 4,20 0,98
2 Kwas glutaminowy 5,25 5,46 6,39 8,95 2 67
3 Histydyna 0,41 0,60 0,55 1,66 0,36
4 Arginina 3,07 2,87 3,23 4,26 0,96
5 Lizyna 1,20 1,47 3,04 3,37 0,65
6 Glicyna 0,87 1,35 1,87 2,29 0,77
7 Alanina ’ 1,32 1,23 1,73 2,11 0,46
8 Seryna 1,20 1,28 1,64 2,59 0,57
9 Treonina ’ 0,93 1.20 1,16 2,26 0,45
10 Tryptofan 0,27 0,32 0,41 0,44 0,19
11 Tyrozyna 0,35 1,10 0,95 1,28 0,20
12 Cystyna 0,59 0,30 0,47 0,45 0,16
13 Metionina 0,32 0,20 0,28 0,42 0,14
14 Leucyna -+ izoleucyna 2,61 3,14 418 482 1,10
15 Walina 1,51 1,15 2,08 1,54 0,38
16 Fenylodlanina 1,19 1,13 2,03 1,42 0,43
17 Prolina 1,01 1,52 1,13 0,81 0,68

nymi danymi z pi$miennictwa. Roéznice te sa trudne do interpretacji,
wynikaé bowiem mogg z faktycznych réznic w skladzie aminokwaso-
wym pasz wyprodukowanych w odmiennych warunkach, jak réwniez
z zastosowania réznych metod hydrolizy, rozdziatu i ilo$ciowego ozna-
czania. Stosunkowo duze straty azotu spowodowane hydrolizg zwracaja
uwage na potrzebe opracowania wilasciwszych metod hydrolizy biatka
pasz.

STRESZCZENIE I WNIOSKI

1. Zastosowano metode elektroforezy wysokonapieciowej i elektro-
chromatografii do rozdzialu aminokwaséw w hydrolizatach makucha
Inianego, $ruty rzepakowej, $ruty lnianej, $ruty sojowej i otragb pszen-
nych.

2. Aminokwasy rozdzielano elektroforetycznie ma bibule Whatman
3 przy napieciu 28,5 oraz 34,3 V/cm dlugosci paska, a nastgpnie chroma-
tograficznie w rozpuszczalniku n butanol — kwas octowy — woda
(4:1:1) przez 32 godziny.

3. Ilosciowe oznaczanie aminokwaséw przeprowadzono metodg Fi-
shera.
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4. Oznaczono 17 aminokwaséw; azot oznaczonych aminokwaséw sta-
nowil 76,68—84,18% azotu ogdlnego.

5. Metoda elektroforezy wysokonapieciowej i elektrochrematografii
okazala sie prosta i dokladna w zastosowaniu do rozdzialu i oznaczania
aminokwas6w w hydrolizatach pasz.

PISMIENNICTWO

1. Aleksander P, Block R. J.,, A laboratory manual of analytical methods
of protein chemistry, vol. 2, Oxford, London, New York, Paris (1960).
2. Bier M, Electrophoresis. Theory, methods and applications, New York
(1959).
3. Bigwood E. J, Dustin J. P, Czajkowska C. Arch. internat.
physiol., 60, 197 (1952).
Block R. J.,, Amino Acid Handbook, Illinois, USA (1956).
Conway E. J., Microdiffusion analysis and volumetric error, London (1957).
Dunn M. S, Food Tech., 1, 269 (1947).
Dustin J. P, Czajkowska C, Moore S.,, Bigwood E. .J., Analyt.
chim. acta, 9, 156 (1953 b).
Fischer F. G.,, Dorfel H. Biochem. Z., 324544 (1953).
9. Harvey D, Tables of the amino acids in foods and feedingstuffs., Aber-
deen (1956).
10. Mastowski P, Post. biochem. 3/4, 335 (1957).
11. Mastowski P. Chem. analit. 4, 611 (1959) .
12. Mastowski P. Rocz-i Nauk roln., 81-A-3, 561 (1960).
13. Mierzejewski T. Skulmowski J. Ann. UMCS Sect. DD, VIII,
22, 388 (1953).
14. Nehring K, Schwerdtfeger E. Z. Lebensmitt. Untersuch. 105, 12
(1957).
15, Vogeli H., Ein Beitrag zur papierchromatographischen Aminosiureabestim-
mung in Holzzuckerhefe. Ziirich (1957).
16. Wieland T, Pfleiderer G., Angew. Chem., 67, 257 (1955).
17 Wieland T, Pfleiderer G. Angew. Chem. 69 199 (1957).

18. Wieland T., Pfleiderer G.,, Retting L., Angew. Chem. 70, 341
(1958).

B S

£



T. Ke6poBcka

OIPEAEJEHUE AMMHOKWUCJIOTHOI'O COCTABA KOPMOB
[P TIOMOIIIN DJIEKTPOPOPE3A BBICOKOI'O HAIIPAXXEHUA

# Peswome
Onpe]_[eJIeH AMMHOKUCJIOTHbIM COCTAaB I'MAPOJIN3aTOB JIBHAHOTO M pall-

COBOr'0 XKMbIXAa, a TaK¥XKe JbHAHOIO M PaIlCOBOro WLIPOTa. AMMHOKMUCJIOTE!
pasnensanm snektpodopernyecky Ha OGymare Rarman Ne 3 npm mHanps-
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XKeHuu Toka B 28,5 m 34, 3 V Ha 1 cM aimHBI 6yMazkKHOM IIOJIOCHI, @ 3aTEM
XpoMaTorpacoM4ecky ¢ pacTBOPUTESEM nN-OyTaHOJI-yYKCYyCHas KMUCJIOTa-BOIa
(4:1:) B Teuenme 32 yacoB. KoJauuecTBeHHOe ompefeJseHyue aMMUHOKM-
CJIOT IpoM3BOAMIIOCE MeToxzoMm <Puiepa. Onpegesneno 17 aMMHOKMCJIIOT,
a30T KOTOPBIX COCTaBJAJ 76,68—84,18% ob1iero comepzkaHmusa a3oTa.

IIpyMeHeSHHBINI MeTOJZ SJIEKTpodope3a ¥ JEeKTpoxXpoMaTorpacoum oxa-
3aJICs MPOCTBIM M TOYHBIM, BIIOJTHE IPUTOAHBIM IJIS Pa3AesIeHUs M olpe-
JeJIeHUsA aMMHOKMCJIOT B KOHILIEHTPMPOBAHHBIX KOpMaxX.



T. Zebrowska

DETERMINATION OF AMINO ACIDS COMPOSITION BY MEANS OF
HIGH VOLTAGE ELECTROPHORESIS

Summary

The high voltage electrophoresis and electrochromatography methods
were applied for separating amino acids in linseed cake, rape, linseed,
soya bean meals and wheat bran hydrolizates.

Amino acids were separated electrophoretically on Whatman 3 blott-
ing paper in 28.5 and 34.3 V/cm lenght of belt voltage and then chroma-
tographically in a solvent butanol — acetic acid -— water (4:1:1)
during 32 hours. Quantitative determination of amino acids was carried
out by Fischer’s method. 17 amino acids were determined. Nitrogen of
the amino acids determined comprises 76.68—84.18% of the total nitrogen.

The high voltage electrophoresis and electrochronatography methods
appeared to be simple and exact in applying for separating and deter-
mining amino acids in fodder hydrolizates.



