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Mindaddig, amig tiszta aminosavakbdl 0Osszekevert elegy aminosavainak
minGseégi és mennyisegi analizisét végezzik el, az aminosavak papirkromatogra-
fias elvalasztasa es meghatarozasa nem tlinik talsagosan bonyolult feladatnak.
Az élelmiszeripari termékek és mas élelmi anyagok aminosavainak vizsgalata
az igen nagy szamu és eltér6 tulajdonsagd kisérG vegyidet miatt azonban sza-
mos nehézségbe (tkozhet.

Noveényi fehérjék bioldgiai értékének meghatarozasakor, példaul elsésorban
a hidrolizist zavard szénhidratoktol kell a fehérjéket megszabaditani. HUsokbdl
és huskészitményekbdl akar a fehérje aminosavait, akar a szabad aminosavakat
kivdnj.uk meghatarozni, gondoskodnunk kell a kromatogramok Kkifejlesztését
zavard asvanyi anyagok eltavolitasarol. Ugyanezt kell megoldanunk akkor is,
ha a sajtérés soran vizsgaljuk az aminosavakat és a keletkez6 peptideket. S6t
a sajtg{értés alapanyagaul szolgalo tej szabad aminosavainak_ vizsgalata soran
nemcsak a zavard asvanyi sokat, hanem még a nagy mennyiségben jelenlevé
laktozt is valamilyen mddon el kell tdvolitani, mert enélkiil a papirkromatogra-
fids meghatarozas kudarcra van itélve.

A legkiilonbdzébb tipust élelmiszerek elemzésének megkdnnyitésére a ko-
vetkezékben néhany, az Orszagos Elelmezés- és Taplalkozastudomanyi Intézet-
ben jt’) eredménnyel alkalmazott, illetve el6szor bevezetett aminosav analitikai
eljarasrél szamolunk be,

Az elmult 15 évben tobb ezer élelmiszer-fehérjét analizaltunk meg aminosav
Osszetételre nézve, hogy els6sorban esszencidlis aminosavtartalmuk alapjan
taplalkozasi értékiiket megitélhessiik (1-20). Eltekintiink attél, hogy az évek
soran a mennyiségi meghatarozasra hasznalt polarografias és spektrofotometrias
értékelést ismertessiik, csupan az e feladat megoldasara a legutobbi idében alkal-
mazott eljardsunk lényegét és kivitelének vazlatos modjat ismertetjik.

Az ¢lelmi anyagokban talalhato fehérjék hidrolizisét a szerzok egy része
Ugy javasolja elvégezni, hogy a szénhidratokat is tartalmazé mintat Jmeghata-
rozott savkoncentracio és huminanyag képzédest gatlo ionok (pl. SnCl2 jelen-
Iétében kdzvetlendl elhidrolizaljak. Sajnos a hidrolizis ily médon valé lebonyo-
litasaval legfeljebb csak csdkkenteni lehet a huminképzdédést. Emellett mégis
szamolni kell a kromatografiat zavar6 tényezdkkel (sok, ionok) amelyek eltavo-
litasa viszont mindig aminosav veszteségekkel jar. A szerzok nagyobb része
viszont - s mi magunk is - azt a modszert valasztottuk, hogy a lehet6leg
tisztan kivont fehérLét humin képz&dést gatld sav felesleg mellett - hidroli-
zaljuk el (21%. Ennek megfelelden a kulénboz6 tipusi gabona- és olajos mag-
vakbél, tovabba az allati termékekbdl zsirmentesités utdn optimalis 0sszetételd,
rendszerint konyhasét, lugot, illetve alkoholt tartalmazé extrahald' keverékkel

* A Il. Elelmiszervegyész ankét keretében 1966. aprilis 7-én elhangzott eldadas.
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vonjuk ki a fehérjéket és triklorecetsavas lecsapdssal, hig lagoldattal valo fel-
oldassal és Ujra lecsapassal tisztitjuk meg azokat (22). Esetleg a zavar6 anyagokat
oldjuk ki a fehérje melldl (10). A tiszta fehérjét 100 - 200-szoros mennyiség(i
18%-o0s sosavval livegampullaba forrasztjuk és a teljes hidrolizis céljabdl 24 6ran
at 100- 103 C°-on tartjuk. Sok szerz6 hidrolizis utdn a sésavat vakuumban
ajanlja ellzni. Ezt feleslegesnek talaltuk, mivel az &ltalunk elhidrolizalt 10-20
mg fehérjéhez felhasznalt sdsavat egyszer( vizfurd6én hideg leveg6 raflvatassal
30 - 40 C° kozotti hémersékleten, fél oran belll el tudjuk tavolitani.

Altaldban elegendének tartjdk a nem specifikus Kjeldahl mddszerrel
torténd nitrogén meghatarozashol kovetkeztetni a hidrolizatum aminosav kon-
centracidjara. Ett6l eltér6leg fontosnak tartottuk az aminosavakra jellemz6
aktiv csoport, az alfa-aminonitrogén tartalom meghatarozasat, melyet sajat
modszerlinkkel Eolarogréffal (2, 23, 24, 25) végziink el. Ennek meghatarozasa
lehet6vé teszi a hidrolizatumok koncentraciojanak, illetve mennyiségének pontos
mérését.

A kromatogramok kifejlesztésénél két lényeges feladatot kell teljesiteni
abbol a célbol, hogy a kiértékelés minél pontosabb legyen. Az egyik feladat az,
hogy megfelel§ puffer-rendszerek és metodikai fogasok segitségével egy dimen-
ziéban a denzitometrias kiértékelés céljara tokéletesen megfelel§ aminosav el-
vélasztast biztositsunk. A masik feladat pedig, hogy a mennyiségi meghataro-
zashoz minden egyes kromatogramon az ismeretlen aminosav keverékek mellett
ismert dsszetételd, azonosan el6allitott, természetes aminosav keveréket (kazein-
hidrolizatumot) alkalmazzunk standardnak (26, 27).

A 16 aminosav denzitometrids kiértékelésre alkalmas szétvélasztasat az
1 tébldzatban feltintetett szkéma ismerteti.

7. tablazat
Az aminosav elvalasztas menete denzitometrias Kiértékeléshez
1. kromatogram 2. kromatogram 3. kromatogram
alanin aszparaginsav arginin
prolin glutaminsav lizin
triozin szerin hisztidin
metionin glicin (I. 4 butanol: 1 ecetsav : 1viz,
valin treonin levagéas
fenilalanin (12 pH fenol) 1l. 10 propanol: 10 butanol:
leucin 5viz: 2 dietilamin)

(4 butanol: 1ecetsav: 1viz)

Az 1 és 2. dbrdban bemutatott butanolos és fenolos kromatogramhoz
kuléndésebb magyarazatra nincs sziikség. A felfelé futd kromatogramok futasi
idejének helyes megvalasztasaval, a h6mérsékletnek 20-25 C° kozotti tartasaval
az 1 tablazatban feltiintetett aminosavak denzitometrias értekelésre alkalmas
maédon szétvalnak.

A 3. dbraban feltlintetett kromatogramhoz az alkalmazott technika szik-
ségességét illet6en, bévebb magyardzatra van szikség. A magyarazathoz te-
kintsik meg mégegyszer az 1 abraban lathatd butanolos kromatogramot. Ezen
a kromatogramon a hidrolizis utdn még megtalalhaté valamennyi aminosav
jelen van. Figyelmesebben megtekintve, 3 f0 csoportot allapithatunk meg.
A kromatogram aljan szinte starthelﬁ szer(i pontban helyezkednek el a bazikus
tulajdonsagtl aminosavak, a lizin, hisztidin és arginin, felette két majdnem
Osszefliggé folthan, f6leg a savanyl tulajdonsagu aminosavak (pl. dikarbon-
savak), a glutaminsav, aszparaginsav, glicin, alanin stb. és ezek felett legfeliil
a tobbi, foleg az Un. neutralis aminosavak csoportja helyezkedik el. Ismeretes,
hogy a bazikus aminosavak egymastél vald elvalasztasa igen bonyolult feladat
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7. 4bra. Fehérje hidrolizadtumok kromatogramja butanol-jégecet-vizzel

2. &bra. Aminosav-keverékek kromatogramja fenol-vizzel

Elelmiszer vizsg. kozi.



3. abra. A papirkromalogréafia kivitelezése bazikus ~ 4. abra. Bazikus aminosavak elvalasztasara
aminosavuk meghatarozasara Osszeéllitott kromatografias berendezés az els§
futtatas alkalméaval

5. abra. Zavaré anyagok hatasanak kiiktatasa elékromatografalas utani starthely levagassal

188



és még az egyéb aminosavaknal sikerrel alkalmazhaté pufferozott papirkroma-
tografias (28) kifejlesztés sem nyujt itt megoldast. Egyes szerz6k ezért elektro-
forézissel, masok specidlis enzimreakciokkal vagy mikrobioldgiai eljarasokkal
igyekeznek ezeket az aminosavakat meghatarozni. Egyszer( fogassal sikeriilt
a klasszikus egydimenzios papirkromatografias elvalasztast Ggy alkalmazni,
hogy ezek a bazikus aminosavak denzitometrias mérésre alkalmas mértékben,
tokeletesen szétvaljanak. Ennek lényege az, hogy a butanolos kromatogramot
csak felig fejlesztjik ki egy olyan papiron, amelynek két felszallo aga van a
3., ill. 4. abraban lathato mdédon, majd megszaritds utan levagva a bazikus

6. dbra. Valin standardok és szoba d
aminosavak denzitogratnja

3%

aminosavak feletti aminosav foltokat, egy
masik olddszer rendszerben (n propanol 10 : n
butanol 10 :viz 5 : dietilamin 2) (29) vissza-
felé futtatva most mar csak az elszeparalt
bazikus aminosavakat valasztjuk el. Ezeket
a béazikus aminosavakat ebben a futtatd-
rendszerben mas azonos Rf érték{ amino-
savak zavarnak, ha kromatografalas el6tt
nem gondoskodnank eltavolitasukrol.

Hasonlé elv alapjan a zavardé anyagok
»levdgéasaval” dolgoztuk ki a sokat és mas
nem aminosav természetl anyagokat tartal-
maz6 rendszerekben (pl. tej, néi tej, vizelet,
vérszérum sth.) a szabadaminosavak meg-
hatarozasat (30, 31).

Eljardsunk a kovetkezd: Atejet centri-
fugdlassal zsirtalanitjuk, majd a zsirmentes
tejet, - illetve a verszérumot a vorosvér-
sejtek lecentrifugdlasa utdn - annyi etanol-
lal elegyitjiik, hogy az etanol koncentracidja
75-80% legyen. Ez az alkohol koncentracid
a fehérjéket lecsapja, az aminosavakat pedig
oldatban tartja. Lecentrifugdlas utan ala-
csony hémérsékleten, pl. hajszaritd segitsé-
gével rafavott meleg leveg6vel az alkoholos
oldatot szarazra paroljuk. A maradékot
ismert térfogatd (1-2 ml) desztillalt vizben
felvesszik és 0,25 sz&zalékos kazein hidroli-
zatum standardok mellett alikvot részét
felvisszilk a kromatografias papirokra. Vize-
letb6l, vagy mas, fehérjét csak legfeljebb
csekély mennyiségben tartalmazé oldatokhbdl
kozvetlenul visziink fel a kromatogramokra.
Mind a butanolos, mind pedig a 12 pH-s
fenolos kromatogramot el6szor butanolos
olddszerrel felig kifejlesztjuk, amint azt az
5. abraban latjuk, majd a felviteli foltok fels6
vonalaval elvagdlag a starthelyeket oll6val
levagjuk. Ezutan a teljes kifejlesztéshez szlik-
séges olddszerekbe - tehat ismét butanolosba
vagy fenolosba - helyezzik a kromatog-
ramokat.

A papirkromatografidval elvalasztott
aminosavak mennyiségét akar hidrolizatum-
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okrol, akar szabad aminosavakrél van szé, a megfelel6 médon kivagott kroma-
togram csikok kozvetlen denzitometrids mérése segitségével allapitjuk meg.
A papircsik kivagasa iranyatol és a denzitometrias értékek kiszamitasi
modjatol fliggben abszolut, vagy relativ szdmadatokat kapunk a mért amino-
savele%y Osszetételére vonatkozoan.

Abszolut mennyiségi értékeket (az eredeti anyagra nézve mg-ban, vagy az
eredeti fehérjére vonatkoztatva %-ban) kapunk, ha a kromatogram kifejlesztési
iranyara meréle?esen a megfelel6_leptékben ndvekvé standardokkal egyutt vag-
juk ki az ismeretlen 6sszetételli mintak azonos aminosav foltjait és Locarte tipusu
denzitométerrel a foltokhoz tartozd ,extinkciés goérbéket itt ,extinkcids gorbe”
alatt a transzparencia logaritmusos valtozasat jelz6 gorbét értjiik) felvessziik
(6. abra). Az egyes foltok ,.extinkcids gorbéi” és az Ures kromatografias papir
extinkcios alapvonala altal bezart terliletet (PI. planiméterrel) lemérjuk és az
ismert mennyiségli aminosavak terlileteit grafikusan, vagy aritmetikusan ara-
nyositjuk az ismeretlenekével, hogy megallapitsuk az aminosavak abszolit meny-
nyiségét. Tajékoztatasul szo:jgéljon, hogy aminosav hidrolizatumok esetében mind
a kazein standard, mind pedig az ismeretlen fehérjék felvitt mennyisége 25 jig
nagysagrend(i szokott lenni, mig szabad aminosavak esetében a felvitt kazein-
standard az 5-25 /<g értékhatarokat oleli fel. Az abszoldt denzitometrias méré-
sek pontossaga tobb parhuzamos mérés esetén a +5%-ot nem haladja meg.

A relativ mennyiségek modszere igen gyors értékelést nyUjt abban az eset-
ben, ha bizonyos fehérjék aminosav aranyai kozott szamottevd kilonbséget
kivanunk megallapitani, amint azt lencsefajtakkal végzett 6sszehasonlité vizs-
galataink bizonyitottak (32). Ebben az esetben a papircsikot a kromatogram
futasi iranyaban vagjuk ki és az egyes aminosav hidrolizatumok (elegyek) kroma-
togramjain az egymast kévet6 aminosav foltokat denzitometraljuk. A kiértékelés
ebben az esetben is a gorbe alatti teriiletek segitségével torténik. Ilyenkor mindig
az elektroforézis kiértékeléshez, vagy a zsirsavak gazkromatografias kiértékelésé-
hez hasonlé médon, az egyes aminosavakat reprezentald teriiletek relativ szaza-
lékat adjuk meg az 6ssz-terlilethez viszonyitva. Igen gyors vizuélis értékelést
tesz lehet6vé, ha az egyes fehérjéket képvisel6 denzitogramokat egymas folé
helyezziik, mert ilyenkor az azonossag, vagy az esetleges kiilonbségek,, miként a
7. abréban feltiintetett lencsefehérje denzitogramokboi is jol észlelhetd, kénnyen

7. dbra. Hal, morfoldgiailag kiilonb6z6 lencsefajtafehérje hidrolizatamanak butanolos kromatograrnjaval
készitett denzitogram hasonl6saga
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megallapithatok. Ez a modszer nagyon ajanlhat6 olyan laboratoriumok szamara,
amelyeknek egyrészrél nagy szamu vizsgalatot kell végezni annak elddntésére,
hogg milyen fehérjék tartalmaznak bizonyos kivant, értékes aminosavakbdl na-

b mennyiséget (pl. fajtakisérletek), masrészr6l amely laboratériumok nem

rendelkeznek az alfa-amino-nitrogén pontos meghatarozasara alkalmas eszko-
zokkel. A relativ aminosav mennyiségek méresére szolgalo modszer ugyanis még
50%-os felviteli kulonbségekre sem érzékeny, mivel ekkor csak a gorbe alatti
teriiletek abszolat értékei ndvekednek, vagy csokkennek, de egymashoz val6
aranyuk azonos marad. Ennek az eljérésnak elényeit az elmult honapokban olyan
vizsgalatainkban is tudtuk hasznositani, amelyek azt céloztdk, hogy bizonyos

gazositasi  eljarasnal fellépé
oxidacios jelenség milyen mer-
tékben karositja az egyes ami-
nosavakat, illetve idéz-e el6
azok oxidacios termékeiben
ndvekedést. A 8. &bra mutat
be ilyen egymasra helyezett
denzitogramokat, amelyeknél
vilagosan lathaté a gazhatas
id6tartamanak novekedésével
parhuzamosan jelentkezé den-
zitogram intenzitds valtozas.

Gyakorlati aminosav-ana-
litikai eljarasaink ismertetésé-
vel csupan azt kivantuk bizo-
nyitani, hogy a driga eszko-
zoket nélkulozé laboratoriu-
mok is képesek az olcso papir-
kromatografias aminosav meg-
hatarozasokkal megkozelitéleg
olyan pontossagot elérni, mint
amilyen pontossag egyebkent
az igen draga és csak kulfold-
rél beszerezhetd automatikus
oszlopkromatografias berende-
zéssel érhet6 el. E rovid ismer-
tetés remélhetbleg azt a célt is
szolgalja, hogy bizonyos élel-
miszertechnologiai  eljarasok
aminosavakkal  jellemezhetd
folyamatait a jov6ben nagyobb
szdmban fogjak hazankban is
vizsgalni.
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OornbITbl BYMAXHO - XPOMATOIPA®PNYECKOIO
OMPEAENEHNA AMUWHOKMCNOT MULWEBbBIX MPOAYKTOB
K. JlnHgHep

ABTOp Ha OCHOBe aHanm3a 60sblIero umcna 6enkoB U CBOOGOAHBLIX aMUHO-
KNCMOT B MULLEBbIX MPOLYKTaX COOOLLIAET NPaKTUYECKUA METOL KO/IMYECTBEHHOIO
ornpeAeneHns aMMHOKUCAOT GyMaXKHOW XpomaTtorpagmein n npueMbl NpyMeHeHus
[N OTCTPaHeHWs BELLECTB MeLLarLmx XxpomaTorpaduio 1 aHanus. Kpome konw-
YECTBEHHON OLEHKM [EH3UTOrpaMM ANs KOMMYECTBEHHOM OLEHKU OYMaXKHO-
XpomaTorpaMm npegnaraeT OTHOCUTENIbHOE COMOCTaBfiEHNE aMWHOKUCIOT [AN1s
3KCNPeCCHbIX METOLOB aHaNorMYHO K OLeHKe 3andorpamMmmM 1 rasoBo-Xpomarorpamm.

ERFAHRUNGEN BEI DER PAPIERCHROMATOGRAPHISCHEN
BESTIMMUNG DER AMINUREN VON LEBENSMITTELN
K. Lindner

Der Verfasser gibt auf Grund der Untersuchung zalhreicher Eiweissstoffe
und freier Aminosauren in Nahrungsmitteln praktische Hinweise fur die papier-
chromatographische quantitative Bestimmung der Aminosduren und teilt Ver-
fahren mit, welche sich zur Ausschaltung der die Chromatographie und die Ana-
lyse storenden Einflisse eignen. Zur quantitativen Auswertung der Papier-
chromatogramme empfiehlt er neben der absoluten quantitativen Auswertung
von Chromatogrammen zwecks Schnellbestimmung die Vergleichung der relativen
Mengen der Aminoséuren, &hnlich wie bei der Auswertung von Elphogrammen
oder Gaschromatogrammen.

EXPERIENCES GATHERED AT THE PAPER CHROMATOGRAPHIC
DETERMINATION OF AMINOCIDS IN FOODS

K. Lindner

On the basis of experiences gathered in the determination of the contents
of protein and free aminoacids of a great number of food varieties, the practical
techniques the quantitative determination by paper chromatography are
described by the author. The modes of eliminating the effect of substances
interfering with chromatography and with the analysis in general are discussed.
For the quantitative evaluation of paper chromatograms, in addition to the
absolute quantitative evaluation of the densitograms, the comparison of the
relative amounts of aminoacids is suggested for rapid determinatons, similarly
to the conventional evaluation of elphograms or gas chromatograms.
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