Cwiczenie 9: Analiza jakoiciowa aminokwaséw w sosie sojowym naturalnie

fermentowanym i syntetycznym metoda chromatografii cienkowarstwowej (TLC)

Cel ¢wiczenia

Celem ¢wiczenia jest przeprowadzenie analizy jako$ciowej aminokwaséw w wybranych sosach
sojowych rdinigcych sie metodg produkcji (fermentacja naturalna oraz hydroliza chemiczna)
z wykorzystaniem chromatografii cienkowarstwowej oraz ich wizualizacja za pomocg reakcji

z ninhydryna.
Identyfikacja aminokwasow w sosach sojowych — wprowadzenie

Sos sojowy to jedna z najstarszych przypraw swiata i wazny sktadnik kuchni azjatyckiej. Jego
charakterystyczny smak umami pochodzi gtéwnie od wolnych aminokwasdéw, ktére powstajg
podczas rozktadu biatek soi. Najwazniejszym z nich jest kwas glutaminowy, ale w sosie obecne s3
takze inne aminokwasy, np. alanina, glicyna, walina czy leucyna. Sktad aminokwasowy sosu zalezy

przede wszystkim od sposobu jego produkcji.
Naturalnie fermentowany sos sojowy

Tradycyjny sos sojowy powstaje w procesie naturalnej fermentacji ziaren soi (czesto z dodatkiem
pszenicy), wody i soli. Najpierw ziarna soi s3 moczone i gotowane, a nastepnie miesza sie je z prazong
pszenicg. Do takiej mieszaniny dodaje sie kultury mikroorganizmdéw, najczesciej plesni z rodzaju
Aspergillus. W pierwszym etapie powstaje tzw. koji, w ktérym mikroorganizmy produkujg enzymy

rozktadajgce biatka i skrobie.

Nastepnie koji miesza sie z roztworem soli i wody, tworzac mase zwang moromi. W niej zachodzi
wiasciwa fermentacja trwajgca od kilku miesiecy do nawet dwdch lat. W tym czasie enzymy i
mikroorganizmy stopniowo rozktadajg biatka soi do peptydéw i wolnych aminokwaséw, a takze
wytwarzajg wiele zwigzkdw aromatycznych. Po zakonczeniu fermentacji mieszanine prasuje sie,

filtruje i pasteryzuje, otrzymujgc gotowy sos o ztozonym smaku i aromacie.



Sos sojowy otrzymywany metodg chemiczna

Niektdre sosy sojowe produkuje sie znacznie szybciej poprzez chemiczng hydrolize biatek roslinnych.
W tej metodzie biatka soi lub innych roslin rozktada sie przy uzyciu stezonego kwasu (najczesciej
kwasu solnego) w podwyziszonej temperaturze. W wyniku reakcji biatka ulegajg szybkiemu
rozktadowi do aminokwaséw, w tym takze do kwasu glutaminowego odpowiedzialnego za smak

umami.

Proces taki trwa tylko kilka godzin lub dni, dlatego jest znacznie tanszy i szybszy niz fermentacja. Po
hydrolizie roztwor neutralizuje sie zasadg, a nastepnie czesto dodaje sie barwnik karmelowy, sél oraz
aromaty, aby poprawi¢ smak i wyglad produktu. Sosy wytwarzane w ten sposdéb zawierajg

aminokwasy, ale zwykle majg mniej ztozony aromat niz sosy fermentowane naturalnie.

Ktdre sosy s3 lepszej jakosci?

Za wyzszej jakosci uznaje sie sosy naturalnie fermentowane, poniewaz zawierajg wiecej naturalnych
zwigzkdéw aromatycznych i powstajg w dtugim procesie enzymatycznego rozktadu biatek. Przy zakupie
warto zwrdci¢ uwage na sktad produktu — dobre sosy czesto zawierajg tylko kilka sktadnikow: soje,

pszenice, wode i sdl, a na etykiecie bywa podana informacja o naturalnej fermentacji.

Sos sojowy ma ponad 2000 lat historii, a w dobrze fermentowanym produkcie mozna znaleié
kilkadziesigt roznych aminokwasoéw i peptydéw. W analizie chemicznej, np. metoda chromatografii
cienkowarstwowej (TLC), mozna rozdzieli¢ i zidentyfikowac cze$¢ z nich, poréwnujac ich potozenie

na ptytce chromatograficznej z wzorcami aminokwasow.

W niniejszym ¢wiczeniu aminokwasy obecne w prdobkach sosu sojowego zostang rozdzielone metodg
TLC i wykryte reakcja z ninhydryng, ktéra barwi aminokwasy na kolor fioletowy. Poréwnujgc

pofozenie plamek z wzorcami mozna okresli¢, ktédre aminokwasy wystepujg w badanym produkcie.

Odczynniki
e akohol n-butylowy
e stezony kwas octowy 99,9% (lodowaty)
& odczynnik ninhydrynowy

e woda demineralizowana



o 1% roztwory wzorcow aminokwaséw: kwas glutaminowy, kwas asparginowy, walina,
tryptofan, seryna, prolina, glicyna, lizyna, alanina, leucyna, tyrozyna, arginina, fenyloalanina,

metionina, histydyna, izoleucyna, treonina

Sprzet laboratoryjny
e ptytki do chromatografii cienkowarstwowej TLC Silica gel 60 firmy Supelco
e komory szklane do chromatografii TLC
e pipeta automatyczna
e bagietka szklana
e pinceta
e suszarka laboratoryjna
o zlewki
e nozyczki
o kapilary szklane

e bibuta filtracyjna

Badane probki
e 50s sojowy chiiski: Mr. Ming i Tao Tao
e s0s sojowy japonski Kikkoman
e s0s sojowy tajlandzki Thin Soy Sauce

e s0s sojowy Winiary

Wykonanie

1. Przygotowanie komor chromatograficznych z eluentem

Odbierz od asystenta komore chromatograficzng do rozdziatu aminokwaséw.

Wlej kolejno do komory:

12 cm? n-butanolu,

3 cm®wody destylowanej,

3 cm?stezonego kwasu octowego (lodowatego)

Doktadnie wymieszaj zawarto$¢ komory, aby eluent byt klarowny i przezroczysty.
Uwaga: Jesli roztwor jest metny — natychmiast poinformuj asystenta. Nie wolno uzywaé¢ metnego
eluentu.

Przyklej do wezszych Scianek komory paski bibuty filtracyjnej:

Zwilz paski przygotowanym eluentem, aby dobrze przylegaty.



Uzyj szklanej bagietki do dociskania bibuty — unikaj dotykania wnetrza komory palcami.
Szczelnie przykryj komore szklang ptytka i odstaw na minimum 15 minut, aby ustabilizowa¢ warunki

(réwnowaga fazowa).

2. Przygotowanie prébek sosu sojowego

Odmierz pipetg automatyczng po 100 plL sosu sojowego fermentowanego i chemicznego do
oddzielnych zlewek.

Do kazdego sosu dodaj 900 puL wody destylowanej i doktadnie wymieszaj.

Uwaga: Te roztwory bedg uzywane przez wszystkie grupy.

3. Przygotowanie ptytek TLC

Ptytki tatwo adsorbujg zanieczyszczenia na powierzchni, a warstwa sorbentu jest bardzo krucha.
Dlatego:

pracuj w czystych rekawiczkach,

unikaj dotykania warstwy sorbentu,

obchodz sie z ptytkami ostroznie, aby nie uszkodzi¢ powierzchni.

Z ptytki TLC (20 cm x 20 cm) wytnij paski o wymiarach 10 cm x 10 cm

W rekawiczkach zaznacz delikatnie otéwkiem:

linie startu,

punkty aplikacji prébek aminokwasow i roztwordw soséw.

4. Nakrapianie probek na ptytki

Do kazdego aminokwasu i kazdego rodzaju sosu sojowego uzywaj osobnej, czystej kapilary!
Nigdy nie stosuj tej samej kapilary do réznych roztworéw — unikniesz w ten sposdb zanieczyszczen i
btedéw w analizie

Nanies prébki na linie startu (krople < 2 mm $rednicy).

Zachowaj réwne odstepy pomiedzy punktami.

Na kazda ptytke nanies:

przygotowane roztwory soséw sojowych,

wskazane przez asystenta roztwory aminokwaséw.

5. Rozdziat aminokwasow
Wysusz ptytki (suszarka do wtosow, ciepty strumien) do catkowitego odparowania rozpuszczalnika.

Za pomocg pincety umiesc¢ ptytke w komorze:



v ok W

linia startu musi by¢ nad poziomem eluentu,

sorbent skierowany do wnetrza komory,

ptytka nie moze dotykac bibuty na sciankach.

Szczelnie przykryj komore ptytka szklang, aby uniemozliwi¢ doptyw powietrza z zewnatrz. Dzieki
temu warunki wewnatrz komory pozostang stabilne, co zapewnia prawidlowy rozdziat
chromatograficzny.

Nie poruszaj komory podczas rozdziatu!

Wyjmij ptytke, gdy front eluentu osiggnie ~1 cm od gérnej krawedzi.

Natychmiast zaznacz pozycje frontu otéwkiem i wysusz ptytke do zaniku zapachu octu.

6. Wywotywanie plamek aminokwasdw (wszystkie czynnosci wykonuj pod wyciggiem!)

Przed spryskaniem ptytki ninhydryng doktadnie ja wysusz suszarka, az zapach octu nie bedzie
wyczuwalny!

Upewnij sie, ze ptytka jest catkowicie sucha.

Skrop obszar miedzy linig startu a linig mety ninhydryng (aerozol lub rozpylacz).

Odczekaj ~2 minuty.

Podgrzewaj ptytke suszarka:

najpierw ciepte powietrze,

potem gorace, az pojawig sie wyrazne barwne plamki aminokwasdow.

7. Opracowanie wynikéw na ¢wiczeniu 10

Oblicz wspotczynniki Rs dla wszystkich widocznych plamek.
Wspdlnie stworz tabele z warto$ciami R:

wzorcowych aminokwasow,

sktadnikéw z wszystkich rodzajow soséw sojowych.

Poréwnaj wartosci Rri zidentyfikuj aminokwasy obecne w prébkach soséw sojowych.



