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Free Amino Acids in the Organs of Slaughtered Animals

W dostepnym piSmiennictwie napotkaliSmy szereg prac dotyczacych skladu
wolnych aminokwaséw w tkankach zwierzecych. Duchateau G. i Flor-
kin M. (5) badali aminokwasy wolne i zwigzane w postaci niebiatkowych pola-
czen w pla‘mie krwi i mie§niach poprzecznie prazkowanych koguta oraz krélika
i stwierdzili, ze glicyny w mies$niach krélika jest prawie dwukrotnie wiecej niz
w mie$niach koguta. Podobny stosunek zachodzii w plazmie. Autorzy ci (5§) po-
nadto przeprowadzali badania nad typami mie$ni wedlug skladu aminokwasowego
frakcji niebialkowej. Okazalo sie, ze zestaw ogélny poszczegblnych aminckwasow
nie jest jednakowy w réinych mieéniach.

Badania nad skladem aminokwaséw w ultraprzesgczu surowicy krwi konia
przeprowadzili Westfall Benton B. i wsp. (14) i wykryli w niej 24 amino-
kwasy. Tallan Harris H. (13) badajgc przy pomocy chromatografii kolum-
nowej aminokwasy i pochodne polgczenia w tkankach, plazmie i moczu kota,
wyosobnili 40 polaczen dajacych pozytywne okreSlone reakcje z ninhydryns.
Seibert-Florence B. (11) zajmowal sie poréwnywaniem skladu amino-
kwasowego wyciagu alkoholowego tkanki nowotworowej z takim samym wy-
ciggiem normalnym mie$ni. Castro V i Monaco P. (2). okre§lali wolne amino-
kwasy w plucach i migéniach szczura z guzem Volkera. Westfall Benton B.
i wspbiprac. (15) badali swobodne i zwigzane aminokwasy w bgzbiakkowych ultra-
filtratach z wyciggdéw calych kurzych embrionéw. Sugimura Kei-ichiroch
ze wspotautorami (12) stwierdzili w mie$niach ryb 16 aminokwaséw. Mor M. A.
(10) poré6wnywal aminokwasy w tkankach normalnych szczurdw i szczuréw z gu-
zami nowotworowymi i przekonal sie, Ze w tkankach chorych szczuréw jest mniej
aminokwasdéw niz w tkankach zdrowych. Dragoni G. i Magrassi B.
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okre§lali wolne aminokwasy w plazmie krwi i tkanek nerek przy wyréwnawczym
przeroScie. Biserte G.. i wsp. (1), badajac wolne i zwigzane aminokwasy
w ekstraktach kurzego zarodka, przystosowanego do hodowli tkankowej, stwier-
dzili, ze ekstrakty te sg nadzwyczaj bogate w aminokwasy z wyjatkiem trypto-
fanu, ktéry znajdowal sie w niewielkiej ilo§ci. Fam-Ngok Thak i Ngujen
Kim Pat (7) badali aminokwasy w wyciagach z konserwowanych tkanek loju
wolowego i watroby, przechowywanych w temp. od 0—4°C przez 10 dni. W wy-
niku powolnej hydrolizy ekstrakt z tych tkanek stal sie bogaty w aminokwasy.
Tacobellis M. i wsp. (8) okre§lali sklad wolnych aminokwaséw w niektérych
tkankach pséw pozbawionych potasu. Chromatogramy mie$ni szkieletowych, mie§-
nia sercowego oraz nerki okazaly sie prawie identyczne. Dgbrowski T.
i Ganowiak Z. (3) przeprowadzajac badania nad wolnymi i zwigzanymi ami-
nokwasami w migsie i watrobie dorsza baltyckiego, stwierdzili obecno§é¢ 14 wol-
nych aminockwaséw w watrobie i 13 w miesie dorsza.

W miare rozwoju metod analitycznych zwieksza sie zakres poznania
1 oceny zmian chemicznych, zachodzacych w zywym organizmie. Za-
gadnienia zwigzane z poSrednig przemiang aminokwasow zaréwno w wa-
runkach fizjologicznych, jak i patologicznych budza stale zaintereso-
wanie. Badanie skladu aminokwasowego plynéw, narzadéw i tkanek
organizméw zywych, przy zastosowaniu chromatografii bibutowej po-
zwala na rozwigzywanie rézinorodnych zagadnien zaréwno z dziedziny
biochemii, jak i medycyny klinicznej. Obecnos¢ lub brak pewnych
aminokwaséw w tkankach lub plynach ustrojowych wskazuje na za-
chodzgce w nich procesy przemiany biatkowej oraz zwigzany z nimi
metabolizm tluszezowy i weglowodanowy. Skilad aminokwasowy plynow
i narzagdéw zmienia sie w przebiegu réznych choréb, co moze by¢ wy-
korzystane w rozpoznawaniu rdéznicowym. Wykrycie w jednych narzg-
dach pewnych aminokwaséw, a brak ich w innych lub przynajmniej
mniejsze ich stezenie wskazywaé moze na ich synteze lub wybidreze
wychwytywanie przez pierwsze. Duze stezenie jakiegos aminokwasu
egzogennego niewatpliwie wskazuje na absorbowanie go przez dang
tkanke, co musi byé zwigzane ze zwiekszonym jej zapotrzebowaniem
na ten rodzaj materialu w procesach syntezy.

Naszym celem jest poznanie jakoSciowe skladu aminokwasowego
réznych narzgdow u réznych zwierzat rzeznych, co moze by¢é materia-
tem problemowym w dyskusji nad procesami metabolicznymi, zacho-
dzgcymi w tych narzadach. Okreslenie skladu aminokwasowego narzg-
dow zwierzgt rzeznych uzupelni tabele wartoici odzywezych produk-
téw spozywczych.

MATERIALY I METODY

Do identyfikacji uzywano wzorce sporzgdzone ze sztucznych mieszanin, zlto-
zonych z 1% roztworéw wodnych poszczegblnych aminokwaséw. Wykaz i pochodze~
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nie aminokwaséw sg podane w pracy KrzeczkowskiejI. i Misiuna D. (9).
Jako rozpuszczalnik stuzyl roztwoér o skladzie n-butanol — kwas octowy lod. —
woda w stosunku objetoSciowym 4:1:1. Wywolywano chromatogramy przez
zanurzenie w 0,15% lub 0,2% roztworze ninhydryny w acetonie. Chromatogramy
rozwijano na bibule Whatman nr 1 i nr 3, Jako kamery uzywano szklanych kloszy
o §rednicy 24 cm, wysokoSci 38,5 cm, ktéorymi przykrywano eksykatory lub plytki
Petriego napeilnione solwentem i ustawione na tafli szklanej. Chromatografowanie
trwato okolo 48 godzin. Material biologiczny otrzymywano bezposrednio po uboju
z Wojewddzkich Zakladéw Miesnych w Lublinie, za co skladamy najserdeczniejsze
podzigkowanie.

Po odwazeniu 5 g materialu i rozdrobnieniu przez pokrojenie, zalewano go
20 ml alkoholu etylowego. Sporzgdzono wyciagi alkoholem etylowym 60%, 70%
i 95%. Material do nakraplahn uzywano po ekstrakcji trwajgcej trzy dni, jeden
tydzien, trzy tygodnie oraz cztery miesigce. Pobierano 5 ml wyciagu, odwiro-
wywano z szybko§cig 3000 obr./min. plyn znad osadu zbierano pipetkg, a uzy-
skany w ten spos6b material uzywano do nakroplen na bibule chromatograficzng
Whatman nr 3 lub nr 1. Stosowana byla technika bibulowej chromatografii roz-
dzielczej wstepujacej jednokierunkowej oraz kragzkowej. Chromatogramy rozwijano
w temp. okolo 18—20°C w czasie od 19—21 godz. i od 40—48 godz. (zaleznie od
wielkoSci uzytego arkusza bibuly), nastepnie suszono na wolnym powietrzu, prze-
puszczano ponownie i wywolywano 0,15% lub 0,2% acetonowym roztworem nin-
hydryny.

BADANIA WLASNE

Oznaczano sklad wolnych aminokwasow narzgdéow: trzustki, §le-
dziony, watroby, nerki, serca i zoladka, wolowych, cielecych, baranich
i wieprzowych. Material biologiczny rozdrobniony zalewano alkoholem
etylowym 60 %, 70 % i 95 %. Po dokonaniu szeregu préb, za najkorzyst-
niejszy uznano wycigg alkoholem 70% i uzywanc go do dalszych badan.
Po 3 dniach eluat odwirowywano (przy 3000 obr./min.), a ciecz znad
osadu zbierano przez dekantacje lub pipetkg i nakraplano w ilosci od
10l do 50 pl na bibule Whatman nr 3 lub nr 1. Zaréwno jakos$¢ plam,
jak i rozdzial plam, aminokwaséw byl lepszy przy uzyciu bibuty What-
man nr 3. Zaznaczy¢ nalezy, ze w celu uzyskania: 1) wyraZnych chro-
matograméw i 2) plam o mniej wiecej jednakowym natezeniu barwy,
nakraplano eluaty réznych narzadéw: trzustki, S$ledziony, watroby,
nerki, serca i zolagdka w stosunkach objetosciowych: a) 1:2:2:3:3:4,
b) 1:15:1,5:1,5:2:2, ¢) 1:1,56:2:2:3:4id) 2:3:3:3:4:4.

Do rozdzielania aminokwaséw stosowano metode rozdzielczej chro-
matografii bibulowej, a takze technike wstepujgcg wg Williamsa
i Kirby (16), jak i kragzkows. Tej ostatniej uzywano réwniez do re-
chromatografii. Chromatogramy rozwijano rozpuszczalnikiem o skla-
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dzie: n-butanol — kwas octowy — woda w stosunku objetosciowym
4:1:1, ktéry przepuszczano dwu lub trzykrotnie po kazdorazowym
wysuszeniu chromatogramu na wolnym powietrzu w temp. pokojowej
(ok. 15°C). Rozwijanie chromatogramow krazkowych trwalo ok. 6 godz,
a wstepujacych, w zaleznosci od wielkosci arkusza bibuly, od 20 do
48 godzin.

Wywolywano chromatogramy przez spryskiwanie lub zanurzenie
w 0,2 % acetonowym roztworze ninhydryny. Wyniki sprawdzono testem
izatynowym oraz niektérymi wywolywaczami specyficznymi, np. obec-
nosé¢ argininy, histydyny, metioniny i tryptofanu pieciocyjanoaminoze-
lazianem sodu wg Krzeczkowskiej I. i Misiuna D. (9).

W celu stwierdzenia powtarzalno$ci wynikéw przeprowadzono trzy
serie badan (kazda w innej porze roku), w kazdej serii dokonano
15—20 préb; w razie watpliwosci, gdy aminokwasy o zblizonym Ry nie
rozdzielaly sie dobrze, wykonywano rechromatografie, uzywajac sol-
wentéw o innym skladzie.

W przebadanych réznych narzadach zasadniczych zwierzat rzeZnych
wykryto szereg wolnych aminokwaséw zaréwno egzogennych jak i endo-
gennych. Material nakraplano w ten sposdb, aby na uzyskanych chro-
matogramach mozna bylo poréwnaé skiad wolnych aminokwaséw:
1) tych samych narzadéw czterech réznych zwierzat i 2) szesciu réznych
narzadéw tego samego zwierzecia. Wyniki zebrano w tab. 1 oraz przed-
stawiono na ryc. 1, 2, 3, 4, 5, 6 i 7.

OMOWIENIE WYNIKOW

Dane w tabeli 1 zestawione sg w ten sposob, ze podaje ona wolne
aminokwasy sze$ciu narzadéw jednego zwierzecia. Podano wyniki do-
tyczace narzadéw wolowych, cielecych, baranich i wieprzowych. Ryciny
1, 2, 3, 5, 6 i 7 przedstawiajg chromatogramy krazkowe. Na kazdym
nakroplono eluaty tego samego narzadu czterech réznych zwierzat oraz
sztuczng mieszanine aminokwaséw — wzorzec. Na ryc. 1 widzimy wolne
aminokwasy trzustki, na ryc. 2 — $ledziony, na ryc. 3 — watroby, na
ryc. 5 — nerki, na ryc. 6 — serca, a na ryc. 7 — zolgdka. Ryec. ¢ —
przedstawia chromatogram wolnych aminokwaséw watroby uzyskanych
technikg wstepujacg. Na tym chromatogramie wolne aminokwasy wg-
troby wolowej oznaczano cyfra 1, watroby cielecej cyfra 2, baraniej — 3,
a wieprzowej — 4. Poréwnanie ryc. 3 i 4 pozwala zacbserwowaé po-
wtarzalnosé wynikéw przy uzyciu dwoch réznych technik: krazkowej
i wstepujacej.
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alanina. WyraZna rdéznica wystepuje w stezeniu wolnych aminokwaséw
na korzysé trzustki; badania iloSciowe pozwolg okresli¢ dokladnie roz-
nice w tych stezeniach. Okreslajac stezenia wizualnie, mozna przyjgé
stezenie wolnych aminokwaséw trzustki jako 1,5% wieksze niz $le-
dziony. Najubozsze w wolne aminokwasy jest serce i zoladek, nie za-
obserwowano w nim tryptofanu, proliny, fenyloalaniny. Tryptofanu
poza zoladkami nie wykryto réowniez w sercu, a watroba zawiera tylko
Slady tego aminokwasu. W sercu i zoladku nie wykryto réwniez tak
waznego aminokwasu jak fenyloalanina oraz nie zaobserwowano w nich
peptydu. Peptyd znajdowal sie w czterech narzadach (précz serca i Zo-
ladka), a wartosé jego R byla mniejsza od cystyny.

Zwracaja uwage nie zidentyfikowane aminokwasy X; i X; o Rr
wiekszym od leucyn. Znajduja sie one w trzustce, Sledzionie cielecej
oraz $lady aminokwasu X; w sercu wszystkich badanych zwierzat,
kwasu X, nie dostrzezono w watrobie wolowej. Brak pewnego amino-
kwasu w narzagdzie jednego zwierzecia nie jest wypadkiem odosobnio-
nym i do$é czesto sie powtarza, np. argininy nie zaobserwowano w sercu
baranim i wieprzowym.

Nalezy przypuszczaé, ze w pracy nad zwigzanymi aminokwasami
narzgdéw tych samych zwierzat da sie uchwyci¢ jakies prawidlowosci
w tych odchyleniach. Obecno$é wolnych aminokwaséw w watrobie,
nerce, sercu i zolgdku nadaje im pewng wartosé odzywcza, aminokwasy
te rowniez przedostajg sie drogg ekstrakcji do buliondéw, stanowia
2rodlo azotu w pozywkach sporzadzanych dla hodowli bakterii i sg uzy-
wane w pracowniach biologicznych i mikrobiologicznych, co usprawie~
dliwia dalsze prowadzenie podjetych badan.
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PESIOME

IIpy momomyr OGyMazKHOM pacHpefeNUTENbHON BOCXOAANIEr M AUCKO-
00pasHoit XpoMaTorpacdmuy YCTAHOBJIEHO HaJu4Me CBOGOAHBIX aMMHOKM-
CJOT B OpraHax BOJOB, TenAaT, OapaHOB M cBMHEN. B xome HabmromeHwmit
CpaBHUBANCHA COCTAB CBOOOAHBIX AMMHOKMCJIOT 1) IIIECTM OPraHOB OJHOTO
KJBOTHOTO (IIO2KeJIyZO4YHAA JKeje3a, CeJIe3€HKa, MeYeHb, IT0YKa, CEPZI2
¥ JKEJYAOK), 2) OTAeJBbHBIN OpraH y deThIpexX pazNbIX KMBOTHBIX (BOJIA,
TeseHKa, OapaHa u cBuebM). Haubosblliee KOMMYECTBO aMMHOKUCIOT
u B HauboJsabluell KOHHIEHTPaUMM COIEepzKaT IMOAKeJNyAo4YHasa KeJje3a,
ceJie3eHKa ¥ IleYeHb (IPEMMYIIECTBEOHHO TEpBhle JBa OpraHa). Menbiie
Bcero CBODOZMHBIX aMMHOKMCJIOT COAEPIKMUTCA B cepille U XKeiayake. Bo
BCEX OpraHaxX 4YeThIpeX MCCIASHOBAHHBLIX IKMBOTHBLIX OOHApy3KeHBI CBO-
6oaHBIE AMMHOKMCIJIOTBI: UMCTHH, JWU3WH, TUCTUAMH, TJIMIUH U CEPUH,
IJIIOTaMMHOBasg KMCJOTAa, TPEOHMH (He BO BCEX XpOMaTOrpaMMax KeJayn-
Ka), 0-aJlaHMH, TUPO3MH, BaJMH M JeinmHbL. OcTalbHble aMMHOKMUCJIIOTHI
He OOHApPYKMBAaJIUCh B HEKOTOPBHIX APYIUX OpraHax. 3aMedyeHO IpPUCYT-
CTBM2 [BYX HEeMAEHTM(PULIMPOBAHHBIX AMMHOKMCJIOT HAa Ry OoJsbllie Jeit-
I¥Ha — B IMOJXKEJIYOOYHOI JKeJjie3e BCeX KUBOTHBIX, B TeJAYBel ceJje-
3eHKe, a4 TaK¥XKe HaWNeHBbI CJeAbl MX B CepJle BceX XMBOTHBIX. Kpome
aMMHOKMCJIOT, OOHapy:xmeajsics nenturn (Ha Ry MeHpIlIleM UMCTMHA) BO
BCeX OpraHax, KpoMe cepAua ¥ XeJayAKa.

Puc. 1. Kpyrosag XpoMarorpamMma CBOOOZHBIX aMMHOKMUCJIOT IIOHZKENYHOHHON
XKese3bl: 1 — BoJjla, 2 — TeJeHKa, 3 — OapaHa, 4 — CBHMHBY, M — MUCKYCCTBEHHAasA
(MeCh aMMHOKMCIIOT.

Puc. 2. Kpyroaa xpomaTorpamMma cBOGOZHLIX aMMHOKMCJIOT CeJle3eHKu; 1 —

BOJA, 2 TeNeHKa, 3 — OapaHa, 4 — CBMHBM, m — CMeCh B8MUHOKMWCIOT.
Puc. 3. KpyroBaa XpoMaTorpamMma CBOOOAHBIX aMMHOKMCJIOT ItedyeHu: 1 — Boia,
2 -— TeneHka, 3 — 6apaHa, 4 — CBMHBM, M — CMECL aAMUHOKMCJIOT.

Puc. 4. Xpomartorpamma (noaydeHa TMpM [IOMOIIM OJZHOMEPHOM BOCXOOAIIEN
xpomatorpacdmnn) cBOOOAHBIX AMMIIOKMCJOT IleyeHu: 1 — poya, 2 — TeJleHKa, 3 —
GapaHa, 4 — CBUHBU.
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Puc. 5. KpyroBasa xpomarorpaMma cBOOOAHBIX aMMHOKMCIOT modku: 1 — BoJa,
2 — TeaeHka, 3 -—— OapaHa, 4 — CBMHBM, M — CMeCb AMMHOKMCIIOT.
BONa, 2 — TeJieHKa, 3 — OapaHa, 4 — CBMHBM, m -— CMeCb aMMHOKMCIIOT.

Puc. 6. KpyroBas XpomMaTorpamMma CBOOOZHBIX aMMHOKMCJIOT cepjana: 1 —
EOJIA, 2 — TeJIeHKa, 3 — 0OapaHa, 4 — CBMHBMY, M — CMeCb aMMHOKMCJIOT.

Puc. 7. KpyroBaa XpoMarorpamma CBOOGOJHBIX aMMHOKMCJIOT XKeJdyAKa: 1 —
BOJIa, 2 — TeJIeHKa, 3 —- 6apaHa, 4 — CBMHBM, M — CMeCh aMWHOKMCJOT.

Taba. 1. CoctaB CcBOOOZHLIX aMMHOKMCJICT B OPraHax BOJIOB: MNOZIKEJIYZO4YHOM
JKeJe3e, celle3eHKe, IIeYeHM, IIOYKe, CepAlle M KeJyRKe.

SUMMARY

The contents of free amino acids were examined in the organs of the ox,
calf, ram, and the pig by paper ascending partition chromatography and disc
chromatography. An investigation into, and a comparison of, the composition
of free amino acids were carried out in six organs of each animal (the pancreas,
spleen, liver, kidney, heart, and the rumen), each organ being studied separately
in four different animals, i. e. the ox, calf, ram, and the pig. The highest amount
and concentration of the amino acids were found to occur in the pancreas, spleen,
and the liver, especially in the two first organs. The lowest amounts of free
amino acids were found in the heart and the rumen.

An investigation of all the organs of the four above mentioned animals
showed the presence of the following free amino acids: cystine, lysine, histidine,
glycine, serine, glutamic acid, threonine (absent in some chromatograms of the
rumen), «-alanine, tyrosine, valine, and leucine. Other amino acids did not
occur in some organs. Two unidentified amino acids were detected, the R of
which was higher than that of leucine in the pancreas of all animals and in the
spleen of the calf. Traces of them were found in the heart of all animals
examined. Apart from amino acids the peptide with Rr lower than that of
cystine was found in all the organs examined, except for the heart and the rumen.
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