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Az élelmiszerek mindségének fejlesztésére, a takarmanyozas hatékonysagéanak
fokozasara iranyul6 torekvések eredményeképpen az elmdlt években mind az élel-
miszeripar, mind a takarmanygyartas teriileten el6térbe keriilt a fehérjék taplal-
kozasiam minésé?ének megallapitasa. A fehérjemingség azt fejezi ki, hogy az el-
fogyasztott taplalékfehérje az adott €l6lény aminosav €s nitrogén igenyet milyen
meértékben képes kielégiteni. Meghatarozasara a szakirodalomban szamos médszert
ajanlanak. Utdbbiak elvégzéséhez elengedhetetleniil szilkséges a fehérje aminosav-
Osszetételének ismerete.

Az aminosav-0sszetétel meghatarozasara altalanosan alkalmazott hidrolizis
mddszer a s6savas hidrolizis. Utobbi kérUIménzei kdzott azonban két igen fontos
aminosav, a triptofan és a cisztein is nagimérté (0 karosodast szenved. Meghataro-
zasukra tehat masfajta hidrolizist kell alkalmazni.

A cisztein meghatarozasara legelterjedtebb modszer az oxidaciot kovetd
hidrolizis. A ciszteinb6l oxidacioval stabil ciszteinsavat képeznek, amely mér a
sosavas hidrolizis alatt is allandé marad. Az oxidacié elvégzésére a szamos lehet6ség
kozil leggyakrabban a perhangyasavas eljarast alkalmazzék. Ezt a modszert Hirs
és munkatarsai dolgoztak ki (1). A perhangyasavas eljards az alabbi Iépésekbdl
all:

— perhangyasavas-reagens készités (hangyasav-bhidrogénperoxid)

— oxidacio

— az oxidaloszer eltavolitasa

— hidrolizis

— aminosav-analizis.

A ciszteinsavva torténd konverzié 90 —95%. A reagenskészités szokasos madja:

1rész 30%-o0s hidrogén-peroxidot és 9 rész 88%-0s hangyasavat 6ntenek dssze,
majd 1 dran at szobahémérsekleten alini hagyjak. Az elkészitett reagens me%felelé
mennyiségét a mintahoz adjak és 4 oran at jeges fiird6ben hdtik. A reakciot hidro-
gén-bromid adagolasaval allitjak le, végiil vakuum-pumpa segl'tsé?ével eltavolitjak
az oxidaloszert és a maradekot elhidrolizaljak 6 mol/dm3sosavval.

Lee és munkatarsai (2) ezt az eljarast némi modositassal hajtottak végre,
amennyiben 1cm330%-o0s hidrogén-peroxid és 19 cm388%-0s hangyasav elegyité-
sével készitették a reagenst, amelyet 2 6ran at hagytak allni szobah6mérsékleten
s 0 °C-ra vald h(ités utan adtak a mintahoz.

Az oxidaciot 0 °C-on 2,5 6ran at végezték, majd hideg viz adasaval allitottak
le a reakciot és liofilizalas utan hidrolizaitéak. Ujabban a perhangyasavas oxidéacié
mellett elterjed6ben van egy Ujabb mddszer, amely egyszer(siti a cisztein-meg-
hatérozas eddigi faradsdgos modjat. o

Savige és munkatérsai (3) az oxidaciot dimetil-szulfoxid jelenlétében sosav-
és ecetsaveleggyel végezték (12 moél/dm3 sosav :jégecet: DMSO =4:4:1)
30 percig, majd ezt kdvette a 6 mol/dm3sosavas hidrolizis.

Lipton és munkatarsai (4) az oxidaciét DMSO :viz = 9 : 1 eleggyel végeztek
20 6ran at 24 °C-on, az oxidaloszert liofilizalassal tavolitottak el, majd ezt kovette
a 6 mol/dm3sosavas hidrolizis.
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A fenti eljarasoknal a perhangyasavas oxidacié menetéhez hasonldan az oxi-
dacios 1épés mindig megel6zte a hidrolizist.

Spencer és munkatarsai (5) e két folyamatot egy Iépésben hajtottak végre,
azaz a mintakhoz egyidejlleg adtak oxidaloszerként a dimetil-szulfoxidot és hidro-
lizaloszerként a 6 mol/dm3soésavat.

Ezzel a mbdszerrel e?(y Iépésben megoldhato az oxidacio és a hidrolizis egy-
arant, igy lényegesen csokken a meghatarozas idéigénye és csokken (az el6készitesi
lépések szamanak csokkenésével) a hibalehetdség.

Ezek a mddszerek jol reprodukalhatoak, de feltétleniil szikséges az adott
laboratériumi kérilményeknek megfeleléen, a vizsgalt mintafajtékat is beleértve,
az atalakitds mértékének megdllapitasa. Ezért a modszerek 6sszehasonlitisara
standard ciszteinnel kisérletsorozatot végeztiink, illetve az altalunk legkedvezéhb-
nek itélt Spencer-féle moédszernek meghataroztuk az optimalis kivitelezési felté-
teleit. E parameéterek birtokaban kivalasztottunk harom minta fajtat, amely var-
hatéan magas, kdzepesen magas, illetve kis cisztein tartalmud. Ezek analizisevel is
adatokat gy(ijtottink a mddszer pontossagarol és megbizhatosagarol.

Anyagok és moédszerek

Anyagok

Vizsgalatainkat standard cisztein, illetve ciszteinsav, ,,Linolac” gyermektap-
szer-, tojas-, és gyapjumintakkal végeztiik.

A dimetil-szulfoxidos oxidacié optimalis kdriilményeinek meghatarozasa

A hidrolizist lezart kémcs6ben 6 mol/dm3 HCI-val végeztik ugy, hogy kilon-
b6z6 mennyiségl (0,05—0,3 cm3 DMSO-ot adtunk a hidrolizaloszerhez, valamint
az optimalis hidrolizisid6 megallapitasa céljabdl kiilonboz6 ideig végeztiik a hidroli-
ziseket. A hidrolizis h6foka 110 °C volt, amit kémcs6termosztat segitségével bizto-
sitottunk. A hidrolizis id6 letelte utdn a hidrolizalészert NaOH-tartalmu citrat
pufferrel semlegesitettik, majd az adott térfogatra toltés és a sz(irés utdn kovetke-
zett az analizis.

A meghatarozést csehszlovak gyartméanyl Mikrotechna AAA 881 tipusu
aminosav-analizator segitségével végeztik. A mennyiségi értékeléshez ciszteinsav
standard oldatot hasznaltunk. A késziléket egyoszlopos Gizemmdédban mikoddtet-
tik és az eluciéhoz az aminosav-analizishez hasznalatos els6 puffert (pH 3,25) hasz-
naltuk. Mivel a ciszteinsav korilményeink kozott az els6 elualodé aminosav, ezért
lehetGség nyilt arra, hogy egymas utan 6 mintat (meghatarozott id6kozokkel)
vigylnk fel az oszlopra. igy mire az els6 minta aszparaginsav cslicsa megjelenik
(mely természetesen ebbdl a hidrolizatumbdl nem hatarozhaté meg pontosang a ha-
todik minta ciszteinsav csticsa mar elualddott.

Az analizisek elvégzése utan 0,2 mél/dm3NaOH-val regeneraltuk az oszlopot,
majd az elsd pufferrel val6 egyenstlyba hozas utan kezdtik el az Gjboli elemzést.

Vizsgalati eredmények és értékelésiik

Az oxidalészer-koncentracié megallapitasaval kapcsolatos eredményeket az
1 tablazat mutatja.

A cisztein-ciszteinsav atalakulast tekintve a 2%-os koncentracidval mar el
lehet érni a perhangyasavas oxidacioval kapott eredményeket. 2,5%, illetve 3%-0s
koncentracio még jobb eredményre vezetett.
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7. tablazat
A meghatarozas optimélasa céljabol végzett mérések eredményei

DMSO Bemérési parhuzamosok 3
koncentracié Atlag
1 n 1

0,5% % 70,1 67,3 68,2
. 72,7 70,4 66,8 69,9+ 2,6
3. 75,4 69,8 68,9
1 80,7 81,2 84,9

1% 2. 84,3 79,6 82,4 82,6+2,1
3. 81,5 82,7 86,6
1 92,9 90,2 93,1

1,5% 2. 91,4 90,7 92,6 91,4+ 1,6
3. 89,8 93,6 88,6
1 95,2 93,9 96,7

2% 2. 935 95,7 95,9 94,9+ 17
3. 94,9 91,4 97,2
1 98,8 97,3 95,3

2,5% 2. 97,7 98,4 97,6 97,5+1,0
3. 97,0 97,9 97,9
1 96,4 98,5 96,3

3% 2. 96,8 96,3 97,7 97,4+ 11
3. 97,2 99,7 98,2

ciszteinsav
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2. tablazat
Kuldonboz6 ciszteintartalmi mintdkkal végzett mérések adatai

kon?:z/lnst%cié Minta mg cisztein/g anyag Atlag

KACSATOJAS

14,96
14,82 14,81 + 0,13
14,65

1,5% I

16,32
16,94 16,64+0,25
16,65

2% n

16,94
16,72 16,68+0,23
16,39

2,5% 1.

WN W W

LINOLAC GYERMEKTAPSZER

0,838
0,89 0,897 +0,017
0,92

1,5% 1.
2% . 0,957 0,025

2,5% 1.

WRP W N
o
[{e]
[{e]

0,% 1,003+0,017

GYAPJIU

128,31
126,88 127,88+ 0,71
128,45

2% 1.

129,41
131,21 129,88+0,95
129,03

2,5% 1.

WN L W

Az oxidacids hidrolizis idejének meghatarozasahoz vegzett Kisérletek ered-

?Iénygi )azt mutattak, hogy mar 20-22 o6ra is elegend6 a hidrolizis elvégzésére
. abra).

Az optimdlis oxidaloszer-koncentracié és hidrolizis id6 megallapitasa utan
»Linolac™ gyermektapszerrel, tojassal és yapLUmintékkal is elvégeztik a hidroli-
zist és hasonl6 eredményekre jutottunk. (2. tablazat).

A Kkisérletek alapjan megallapithato, hogy a cisztein meghatarozasara leggyak-
rabban alkalmazott perhangyasavas oxidacio mellett igen j6 eredményre vezet a
dimetilszulfoxidos oxidacio is. Ez utdhbi egzszer(j és gyors kivitelezhetosége miatt
alkalmasabb lehet a cisztein-meghatarozasok elvégzésere.
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N3YUYEHWE METOAOB OMPEAENEHNA LUNCTENHA
1. LnwvoH - LWapkagn n XK. Capsg

OCHOBHbIM MeTOJOM MOATOTOBKY A1 ONpefeneHnst aMMHOKMCIOTHOrO cocTaBa
6enkoB ABnseTcs ruaponus. OAHaKo, BOSHMKAKOT 3aTpyAHEHWs Npy OnpefeneHnn
HEKOTOPbIX aMWHOKMCOT, KOTOpble 3aKO4aloTcs B TOM, YTO MPW MPUMEHEHWN B
60/bLUMHCTBE CMy4YaeB FOAPOAN3A COMSHOM KWUCMOTON NPOMCXOAWT paspyLLeHune W,
TakyM 06pa3oM, M0 XOAY WM3MepeHWii C MOMOLLb0 aMUHOKWCIIOTHOTO aHanu3aropa
3TV aMWHOKWC/IOTbI HEBO3MOXHO TOYHO OMPefeNiuTb BMECTE C OCTalbHbIMU aMUHO-
KucnoTamm.

B cBoell cTabe aBTOPbI M3y4anyt BO3MOXHOCTb ONPeSeNieHns LMCTenHa.

Mocne anpobauun MeTOZOB aBTOPbl Obibpasim Hambonee 61aroNpUATHBLINA
MEeTO, C MPVMMEHeHUeM AUMETWUCYbIOKCUAHOTO OKWUC/EHWSt U YCTAHOBUIN OMTU-
Ma/lbHble ycnosus MPOBEAEHWS OMPELeNneHus.

BwmecTe c pesy/ibTaTamu OnpedeneHuiA aBTopbl CO6Gpany Takke faHHble O
TOYHOCTW M BOCMPOW3BOAMMOCTW METOAA.

STUDY ON THE METHODS FOR THE DETERMINATION OF
CYSTEINE

L. Simon -Sarkadi and Zs. Szerz6

Hydrolysis is a fundamental sample preparation method for the determination
of the composition of proteins. It makes difficult the determination of some amino
acids, that they decompose during the hydrolysis with HC1 applied most frequently,
so they can not be precisely determined with the other amino acids by amino acid
analyser. In this paper the possibilities of the determination of cysteine are studied.

After trying the methods, the one using oxidation with dimethylsulphoxide
was found the most favourable and its optimal conditions were determined. The
examinations were performed on standards and on natural materials. By the results
data were obtained on the accuracy and reproducibility of the method.

STUDIUM DER BESTIMMUNOSMETHODEN VON CYSTEIN
L. Simon-Sarkadi und Zs. Szerz6

Zur Bestimmung der Aminosdurenzusammensetzung von Eiweill ist ihre
Hydrolyse eine generelle Vorbereitungsmethode. Die Bestimmung einiger Amino-
sauren ist jedoch durch ihren Abbau wahrend der am meisten angewandten Hydro-
II(y.se durch Salzséure erschwert, so dal’ sie mit AAS nicht so exakt bestimmt werden

onnen.

Nach Erprobung mehrerer Methoden wurde die giinstigste Methode: eine
Oxc?/dation mittels Dimethylsulfoxyds ausgewéhlt und die optimalen Anwendungs
bedingungen ermittelt. Die Untersuchungen wurden mit Standards und mit natiir-
lichen Materialien durchgefiihrt. Mit den Ergebnissen wurden Angaben (ber die
Genauigkeit und Reproduzierbarkeit der Methode gesammelt.
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