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Pontos és gyors mddszert dolgoztunk ki takarméanyok és élelmiszerek
ciszteintartalmanak meghatarozaséara ioncserés oszlopkromatogréafiaval. A fehér-
jében 1évé ciszteint, illetve cisztint perhangyasavval ciszteinsavva oxidaltuk, a
hidrolizist 110 + 2 °C-on 24 6ran at 6 N sésavval végeztik. A hidrolizatum fel-
dolgozasa utan 5 mintat taplaltunk be 3 percenként az LKB 4101-es tipusu ami-
nosav-analizator ioncserél6 oszlopara, amelyet az dramlasi paraméterek megval-
toztatasa nélkil az automatikus analizator mintaadagolé szerkezete tett lehetévé.
Az 6t minta ciszteinsavva oxidalédott ciszteinje folyamatosan 3 percenként je-
lenik meg a kromatogramon, majd az 5. minta ciszteinsavja utan jelenik meg az
1 minta aszparaginsavja. Ekkor az analizist megszakitottuk, az ioncserélé oszlop
regeneralasa, majd equilibradlasa utan tovabb folytathaté a ciszteinsav-meghata-
rozés.

Bevezetés

Kis fehérjetartalmi anyagokndal (takarmanyok és élelmiszerek egy része),
amelyek kevés ciszteint és cisztint tartalmaznak a tdbbi aminosavhoz viszonyitva
a hagyomanyos egyoszlopos vagy kétoszlopos eljaras a cisztein meghatarozasara
meglehetésen pontatlan és bizonytalan a kdvetkez6k miatt: A lapos, kicsiny cisz-
teincslcsot integrator nélkul nagyon nehéz kiértékelni, nagy a szubjektiv tévedés
lehet6sége. Megndvelve a cisztein mennyiségét az ioncserélé-oszlopra magasabb
hetetlenné valik, s6t atul magas koncentracidban jelenlévé alanin és valin a cisz-
teincslcsot elfedi, kiértékelhetetlenné teszi.

Az 7. dbran egy broilertap tipikus kromatogramrészlete lathat6. Az &bran
jol értékelhet6 a glicin, az alanin és a valin, ezzel szemben a cisztein lapos cslcsat
nehéz kiértékelni. Jelent6s veszteség léphet fel a ciszteintartalomban a hidrolizis
ideje alatt véghbemen6 bomlas és oxidacié miatt. A kéntartalmd aminosavak bom-
laséara el6szor Martin és Synge (3) mutatott ra, majd Schram, Moore és Bigwood (6)
javasolta, hogy a kéntartalmi aminosavakat perhangyasavval oxidalt mintabol
célszer(i meghatérozni. Ezt a meghatarozasi mddszert Moor (4) moédositotta és
tette rutinszerlien hasznalhatéva. Yoritaka és Ono (7) kimutatta, hogy a cisztein
a hidrolizis soran elbomolhat alaninna, szerioné és glicinné, de Osono és munkatarsai
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1. puffer ph.4,25 [Na]-0,2

7. dbra
Broilertdp kromatogram részlete. LKB 4101 aut. aminosav-analizator5

(5) szerint lebomolhat homociszteinné, homocisztinné és glicinné is. Hirs (2) a ri-
bonukledz aminosav-osszetételének meghatarozasanal akéntartalmi aminosavakat
nagy pontossaggal tudta meghatarozni a perhangyasavas oxidaciét kovet6 hid-
rolizissel. Dove és Freney (1) az oxidacié és a hidrolizis hataséat vizsgaltak a tejpor
aminosav-0sszetételére. Részletesen vizsgaltdk a perhangyasavas oxidacié ko-
rilményeit, a tuloxidaciot és annak megakadalyozasat. Megallapitottdk, hogy
mig a hidrolizis feltételeinek maximalis betartdsaval (vakuumban térténé hidro-
lizis, a leveg6 teljes kizarasa) a metionin nem kiilénbozik lényegesen az oxidalt
vagy a nem oxidalt mintabdl meghatarozva, a cisztein viszont 40%-kal kevesebb-
nek adodik a nem oxidalt formaban, mint perhangyasavas oxidaciot kévetd
ciszteinsav alakban t6rténd meghatarozas utan.

A hagyomanyos maddszernél el6all6 metodikai nehézségek és a tobbek altal
bizonyitott oxidaciés és egyben bomlasi veszteségek miatt csak a cisztein megha-
tarozasara egy gyors és pontos mddszert dolgoztunk ki, amely a ciszteinmeghata-
rozas pontossagat a tobbi aminosavéval azonos szintre emeli, a mddszer ter-
melékenysége pedig 5-15-szerese az oxidacidval, illetve anélkil végzett cisztein
meghatarozasénak.
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Anyag és mbdszer
A vizsgalt anyagok

Elvégeztik 2 nagy ciszteintartalmG peptid (oxitocin, vazopresszin), a pep-
szin, kilonb6z6 tejporok, huslisztek és baromfitapok (,broilerindité”, broiler-
nevel6”) ciszteintartalmanak meghatarozasat oxidacié nélkil és perhangyasavas
oxidacioval. A tejporok, a huslisztek és a baromfitApok nyers-fehérjetartalmat a
Kjel-Foss gyorsnitrogén-elemzével hatarozzuk meg (tejporok és huslisztek esetén
N% X 6,38, a baromfitapoknal N% X 6,25).

Az oxidacié és hidrolizis

A vizsgalt mintdk varhat6 ciszteintartalmanak megfeleléen 10—13 mg zsir-
talanitott vizsgélati anyagot bemértiink 10 cm3es el6z6leg kromkénsavval kitisz-
titott orvosi ampullaba. A Hirs (2) médszere szerint el6allitott perhangyasavbol
0,8 cm3t adtunk 20 mg fehérjére, majd az ampulldkat 15 percre 50 °C-os vizfurd6-
be helyeztik. Ezutdn az ampullakat azonnal -40 °C-ra hitottik le, majd azokat
liofilezéssel leszaritottuk.

Az oxidalt mintadkat 24 6ran &t 110+ 2 °C-on 6 N sosavval hidrolizaltuk. A hid-
rolizatum pH-jat 4 N natrium-hidroxiddal pH =2,2-re allitottuk be, majd az egé-
szet 25 cm3es lombikba mostuk at pH = 2,2 natriumcitrat pufferrel. A mintat
Filtrak 388-as szlrépapiron szlrtik, majd az aminosav-analizatorba térténd be-
taplalasig —25 °C-on mélyhitépultban taroltuk teflon edényekben.

Analizis

Az 0Osszes cisztein meghatarozdsat az LKB 4101-es tipusi aminosav-anali-
zatorral, Merck ciszteinsav standardot hasznalva végeztik. Az ioncserél6 oszlop
mérete 500 X 6 mm; az ioncserél6-gyanta Chromex UA -8-as; az aramlas 60 cm3
6ra puffer és 30 cm36ra ninhidrin; az oszlop h6mérséklete 50 °C; a cisztein megha-
ralas 0,4 N natrium-hidroxiddal tortént 5 percig; az ekvilibralast A pufferrel vé-
geztuk 35 percig.

Minta be

Minta ki

Vhetyzet — Minta terhelés
2helyzet---------- Minta beadagolas
2. &bra

Az LKB 4101 aut. aminosavanalizator mintaadagoléjanak vazlata

165



Az LKB 4101-es automatikus aminosav-analizator mintaadagol6 berendezése
(2. abra) lehetévé tette, hogy az aramlasi paraméterek lényeges megvaltoztatasa
nélkiul tobb mintat taplaljunk be egymas utan az ioncseréld oszlopra. Az abran 1-es
helyzetben a minta beadagolasa térténik a kalibralt teflonspiralba, majd a 2-es
helyzetben a pufferpupma a sprialbdl az oszlopra nyomja a mintat. Az egyes hely-
zetbdl akettes helyzetbe térténé atvaltas kevesebb mint fél masodpercet vesz igény-
be, igy az aramlasi paraméterek gyakorlatilag valtozatlanok maradnak. Az 6t min-
ta ciszteinsavva oxidalodott ciszteinje folyamatosan 3 percenként egymas utan
jelenik meg a kromatogramon, majd az 6tddik minta ciszteinsavja utan je/enik
meg az els6 minta azparaginsavja. Ekkor az analizist megszakitjuk, az ioncserél6é
oszlop regeneraldsa, majd equilibrdldsa utan folytathaté a ciszteinsav meghata-
rozasa.

A marhapepszin ciszteintartalmanak meghatarozasat mutatja — a fenti mad-
szerrel —5 db 20 mg-os bemérésbél megfelel§ higitas utan a S.abra Az abran jol
feltinik a cslUcsok szepardlédasa és a csUcsok nagysaga alapjan latszik, hogy a
modszer reprodukalhatésaga megfelel6. 3 percrél 2 percre csdkkentve a betapla-
lasok kozti id6t, a meghatarozas termelékenysége megné (5 helyett 7 minta cisz-
teinsav-tartalmat lehet meghatarozni egy menetben), a cstcsok szeparalodasa kissé
romlik, bar a meghatarozas pontossaga nem kilénbézik lIényegesen a 3 percenkénti
betaplalasnal kapott eredményektél. Egy ilyen 2 perces egymas utani betaplalas-
sal készilt tipikus aminosav-kromatogramot mutat a 4. abra (a marhapepszin
ciszteintartalmanak meghatarozéasa).

A kromatogramok értékelése
A mintak ciszteintartalmanak mennyiségi kiértékelését a kromatogramon

tértént hasonlitassal végeztik el. A cslcs magassagat szorozva a csucs félmagas-
sagaval mért szélességével kaptuk meg a cslcs alatti teriletet.

q

3. dbra
A marhapepszin ciszteintartalmanak meghatarozasa 3 perces betdplalassal. LKB 4101 aut.
aminosavanalizator, perhangyasavas oxidacié utdn kapott hidrolizatum
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4. 4bra

A marhapepszin ciszteintartalmanak meghatarozasa 2 perces betaplalassal. LKB 4101 aut.
aminosavanalizator, perhangyasavas oxidacié utan kapott hidrolizatum

Eredmények

A pepszin, az oxitocin és a vazopresszin ciszteintartalmanak meghatarozasa
A pepszin, az oxitocin és a vazopresszin ciszteintartalma meghatarozasanak
eredményeit mutatja az 1. tablazat.

7. tablazat
A pepszin, az oxitocin és a vazopresszin ciszteintartalma az ismertetett médszerrel meghatarozva

Pepszin Oxitocin Vazopresszin

Cisztein % (elméleti érték) ... 2,10 24,08 22,37
Cisztein %

(a fenti médszerrel) 2,07 22,61 21,08
+ széras 0,06 0,72 0,28
s % 2,90 3,18 1,33
kitermelés 98,0 94,0 94,2
n 21 n 5
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A tablazat adataibdl j6l latszik, hogy a kitermelés minden esetben 94% f616tt
van, a variacios koefficiens értéke pedig minden esetben 5% alatt, ami az eredmé-
nyek kismérték(i szoraséat bizonyitja. A meghatarozasokat 3 percenkénti betap-
lalassal végeztik, az n-érték pepszinnél 21 bemérésbbl, bemérésenként 5 cisztein-
sav-meghatarozast jelent (hasonléan az oxitocinnal 11x5, a vazopresszinnél
5 x 5 db meghatarozas).

A tejporok, a huslisztek és a broilertapok ciszteintartalmanak meghatarozasa

Miutdn bebizonyosodott, hogy mdédszeriink j6l hasznalhat6 ciszteinmegha-
tarozasra nagy ciszteintartalma peptidek, ill. tisztitott fehérjék esetén, elvégeztik
tébb fajta tejpor, tébb helyrél szarmaz6 és kulonbdz6 fehérjetartalmd husliszt
és kulénb6z6 broilertapok ciszteintartalmanak meghatarozasat. A kapott kroma-
togramot tejporok esetén az 5. &bra, hislisztek esetén a 6. abra, broilertapok
esetén a 7. dbra mutatja. A kromatogramokon az egyes mitak 3 perces betap-
lalasi id6kkel kdvetik egymast. Tejporok és hislisztek esetén a kormatogramon
a csucsok elvalasa megfeleld, jol kiértékelhet6. Broilertapok esetén a kiértékelés
mar nehezebb, mert a mintdk ninhidrin-pozitiv vegyuletet tartalmaznak az aszpa-
raginsav és a ciszteinsav kozott. A tejporok, huslisztek és broiltertapok cisztein-
talrtalménak meghatarozasara végzett kisérleteink eredményeit a 2. tablazat tar-
talmazza.

2. téblazat

A tejporok, a husliszt és a broilertap ciszteintartalma az ismertetett és a hagyomanyos
moédszerrel meghatarozva

A vizsgalt anyag

Tejpor Kolosztrumpor
Husliszt Broilertap
szarvasmarha

gramm aminosav/100 g fehérje

Ciszteintartalom

(nem oxidalt mintabol) 0,5 0,8 0,6 0,9
Ciszteintartalom

(oxidalt mintabél) ... 0,8 1,8 11 1,6
Nem ox. Cys. tart. 63 44 55 56
--------------------- X 100

ox. Cys. tart.
a mérések szama ............. 51 92 84 154

A tablazat adataibél kiderul, hogy az oxidalt mintabdl végzett ciszteinmegha-
tarozas joval nagyobb értéket adott a nem oxidalt mintanal kapott ciszteintarta-
lomnal. A négyfajta anyag atlagaban elmondhat6, hogy az oxidalt mintanal 45%-
kal magasabb ciszteinértékeket kaptunk, mint a nem oxidalt mintanal. A vizsgalt
anyagok 70%-anal a ciszteinveszteség 43-47% koril, 20%-nal 35 és 55% kordl
alakul, mig a mintak kis részénél mértik csak az atlagbdl jelentésen eltér6 30 és
60% korili ciszteinveszteségeket a nem oxidalt mintaknal. Ennek ellenére meg-
allapithatd, hogy mintanként jelentés eltérések lehetnek a hidrolizis soran fellépé
ciszteinveszteségben nem oxidalt mintaknal, ezért a nagyszamda mérési adat bir-
tokdban sem tudunk olyan faktort alkalmazni, melynek alkalmazéséaval korrek-
tebb eredményeket kaphatunk. Mégis amennyiben nincs méd a perhangyasavas
oxidaciéval végzett ciszteinmeghatarozasra, Ugy kényszerliséghdl célszerlnek lat-
szik a ciszteineredményeket 1,8-as faktorral szorozva becsilni.
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5. abra
Tejporok ciszteintartalmanak meghatarozdsa. LKB 4101 aut. aminosavanalizator, perhangya-
savas oxidacié utadn kapott hidrolizatum

6. abra
Huslisztek ciszteintartalmanak meghatarozdsa. LKB 4101 aut. aminosavanalizator, perhangya-
sav as oxidacié utadn kapott hidrolizatum

169



7. abra

Broilertapok ciszteintartalmanak meghatarozdsa. LKB 4101 aut. aminosavanalizator,
perhangyasavas oxidacié utan kapott hidrolizatum

Az eredmények megbeszélése

A fehérjék savas hidrolizise folyaman szamottevS ciszteinveszteség léphet
fel [Martin és SyngeJ (3). A veszteségek egyrészt a cisztein oxidalédasaval kap-
csolatosak [Schram, Moore és Bigwood (6), Moor, (4) Hirs (2), Doveés Freney (\),]
masrészt a cisztein elbomolhat alaninna, szerinné, glicinné [Yoritaka ésOno{!)],
valamint homociszteinné és homocisztinné [Osono és munkatarsai (5)]. A fehérjék
aminosav-0sszetételének meghatarozasakor sziikségszeriinek latszik a kéntartalmu
metionit és cisztint perhangysavas oxidaciot kovetéen oxidalt alakbél (metionin
szulfon, ciszteinsav) meghatarozni [Hirs {2)]. Doveés Freney (1) atejporok amino-
savOsszetételének meghatérozasakor bebizonyitottdk, hogy a metionin gyakorla-
tilag azonosnak addédik oxidalt, illetve eredeti formaban tértént meghatarozas
utén, a cisztein azonban oxidalt alakban meghatarozva 40%-kal tobbnek adédott,
mint a ciszteinalakban tortént meghatarozaskor. Ez inditott benniinket arra, hogy
csak a fehérjék ciszteintartalmanak meghatarozasara egy gyors és termelékeny
modszert dolgozzunk ki, a metionint pedig a hagyomanyos technikaval nem oxi-
dalt mintabol hatarozzuk meg.

Modszeriinkkel meghatéaroztuk az oxitocin, a vazopresszin és a pepszin cisz-
teintartalmat. A kitermelések minden esetben 94% folott voltak. Ez utdn meg-
hataroztuk tobb helyrél szarmazo és kulonbdz6 fehérjetartalmu focstejpor, tejpor,
husliszt és broilertap ciszteintartalmat a hagyomanyos és az altalunk kidolgozott
modszerrel. Atlagosan 45%-kal kevesebb ciszteint kaptunk mini a négy anyagnal
a hagyomanyos moédszerrel (nem oxidalt minta) meghatarozva, mint az altalunk
kidolgozott moédszerrel végezve el a cisztein meghatarozasat.
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Médszeriinket alkalmazni lehet barmely hazankban m(ikédé aminosav-anali-
zatornal, amennyiben a 2. dbra alapjan mintaadagol6 berendezést szereznek be,
vagy kissé tdbb energiat befektetve a hagyomanyos nitrogénnel t6rténé minta-
adagolast 3 percenként megismeétlik.

Az altalunk kidolgozott mddszerrel — az oxidéacié, a hidrolizis és a hidroliza-
tum feldolgozaséara felhasznalt id6t nem szamitva — egy laborans 8 ¢éra alatt
35—40 élelmiszer- és takarméanyminta ciszteintartalméat tudja a tdbbi aminosav
meghatarozasat elér6 pontossaggal meghatarozni.
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BbICTPbIA METOJ ANS OMPEAENEHNA COJOEPXAHNZ UNCTEUHA
B MMWEBBLIX MPOAYKTAX N KOPMAX VIOHOOEMEHHOVI KO/TOHHOW
XPOMATOIPADUEN

4. Yano

ABTOp AN onpefefieHns cofepXaHus LUMCTenMHa B NULLEBbIX NPoAyKTax u
Kopmax paspaboTas TOUHbIV ¥ GbICTPLIA METOA MOHOOBMEHHOV KONTOHHOM XpomaTo-
rpacoumn. LiuctenH umetowmiics B 6enkax U LUWUCTUH OKUCAANW HagMypaBbUHHON
KNCNOTOW B LWUCTEMHOBYIO KWUCNOTY, TMAPONN3 nNpoBoaunu 6 W consiHoi KucnoToi
npu Temnepartype 110+ 2 °C, B TeueHun 24 vacos. Mocne nepepaboTku rugponusara
B MOHOOOMEHHYIO konony aMUHOKUC/IOTHOrO aHanmsatopa Tvna LKB 4101 B kax-
Ople 3 mMunyTe BHOCWIM 5 06pasuoB, MOMOLLbIO NPO60A03MPYIOLLErO MexaHusma
aBTOMaTWM4eCKOro aHasnmsaropa 6e3 U3MeHeHus napameTpoB MoToka. B uucTenHo-
BYIO KMCNOTY OKCUMAMPOBAHHbIA LMCTEMH NATW 06pasLoB NOTOYHO B KaxAble 3 mu-
HyTel MOSIBUTCS Ha Xpomartorpamme, MOTOM NOC/ne LMCTEMHOBOW KMCNOTbl NOABUTCS
acrnaparmHoBasi kucnoTta nepeoro o6pasua. B aTom cnyyae npekpetunu aHanus u
nocne pereHepauum u akBunmbpauuy MOHOOBMEHHON KOMOHbI MPOAO/HKAIN onpe-
[leneHve LCTeNoHBOW KNCNOTbI.

EINE SCHNELLMETHODE ZUR BESTIMMUNG DES
CYSTEINGEHALTES VON LEBENSMITTELN UND
FUTTERN MITTELS IONENAUSTAUSCH -
SAULENCHROMATOGRAPHIE

J. Csap6

Eine genaue und schnelle Methode wurde zur Bestimmung des Cysteinge-
haltes von Lebensmitteln und Futtern durch lonenaustausch-Saulenchromatog-
raphie entwickelt. Das im Protein anwesende Cystein bzw. Cystin wurde mit
Perameisensaure zur Cysteinsaure oxydiert, sodann die Hydrolyse beillO+2°C
24 Stunden lang mit 6 N Salzsaure durchgefuihrt. Nach Aufarbeitung des Hydroly-
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sats wurden 5 Muster nacheinander in dreiminutigen Intervallen auf die lonen-
austauschsédule eines Aminoséureanalysiergerdates vom LKB 4101 Typ einge-
fuhrt. Dies wurde durch das Mustereinfuhrgerat der automatischen Analysier-
einrichtung ohne Veranderung der Stromverhéltnissen ermdoglicht. Die zu Cys-
teinséure oxydierten Cysteinmengen des 5 Musters erscheinen nacheinander in
Intervallen von 3 Minuten am Chromatogramm, sodann nach der Cysteinsaure
des finften Musters die Asparaginséure des 1. Musters. Nachdem wird die Analyse
unterbrochen, jedoch nach Regenerieren und Aquilibrieren der lonenaustausch-
ersaule kann die Bestimmung der Cysteinsdure fortgesetzt werden.

A QUICK METHOD FOR THE DETERMINATION OF THE
CYSTEINE CONTENT OF FOODS AND FEEDS BY MEANS OF
ION EXCHANGE COLUMN CHROMATOGRAPHY

J. Csap6

An accurate and quick method was developed for the determination of the
cysteine content of foods and feeds by ion exchange column chromatography
Cysteine and cystine, respectively, present in the protein was oxidized with per-
formic acid to cysteic acid, then the hydrolysis carried out at 110+2 °C for 24 hours
with 6N hydrochloric acid. On processing the hydrolysate 5 samples were intro-
duced after each other in intervals of 3 minutes, on the ion exchange column of an
aminoacid analyzer of LKB 4101 type. This could be carried out without any
changes in the current conditions, by means of the sample feeding device of the
automated analyzer. The cysteine amounts oxideized to cysteic acid present in
the 5 samples appear on the chromatogram after each other in 3-minute intervals,
then after the cysteic acid of the fifth sample also aspartic acid of the first sample
appears. Then the anylasis is suspended but after the regeneration and equilibra-
ion of the ion exchanger column the determination of cysteic acid can be conti-
nued.
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