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Der beskrives en forenklet metode til fremstilling af hydrolysater af foderstoffer til bestem-
melse af syrestabile aminosyrer. Metoden bygger pi, at alle aminosyrerne — undtagen tyrosin —
er stabile ved oxydation med en permyresyre/brintoverilte-blanding, og at dannelsen af halo-

gen-tyrosin kan undertrykkes ved at tilsztte fenol til blandingen. Oxydation og hydrolyse
. foretages i samme kolbe, metoden har ingen inddampningstrin og kun 1-2 ml hydrolysat skal
filtreres inden kromatograferingen. Metoden giver resultater, der er i overensstemmelse med
dem, som fis med de traditionelle metoder. Tyrosin kan bestemmes i uoxyderet prove.

Indledning

I tidligere hydrolysemetoder (f.eks. Jakobsen  arbejde og meget udstyr. Vi har vist, (I) at de i
et al. 1963, Weidner & Eggum 1966) bestemmes  protein fundne aminosyrer, med 4 undtagelser,
de svovlholdige aminosyrer i oxyderet og de re-  kan bestemmes ngjagtigt 1 en oxyderet prgve
sterende i uoxyderet progve, som hydrolyseredesi  (Mason et al. 1979, Rudemo et al. 1979), nir
et stort overskud af salisyre. Hertil medgik meget  oxydations-reagenset er tilsat fenol (Mason et al.



1980a.b), og ndr gennembobling med inaktiv luft-
art under hydrolysen er udeladt (Moson et al.
1980by; (1) at saltsyre:kvalstof-forholdet kun har
lilie praktisk betydning for de fundne aminosyre-
koncentrationer (Bech-Andersen et al. 1979a,
Rudemo et al. 1979); (I1I) at en hydrolysetid pa
ca. 24 timer er passende for de fleste aminosyrer
ved kogning under reflux (Rudemo ez al. 1980); 0g
(IV}) at koncentrationerne af de fleste aminosyrer
giver lineert respons ved blandinger, d.v.s. at
den fundne koncentration i en blanding svarer til
den, der beregnes udfra de i komponenterne
fundne veerdier (Bech-Andersen et al. 1979b).
Ved at sammenbygge disse observationer til en
metode, hvor det tids- og arbejdskravende filtre-
rings- og inddampningstrin er udeladt, er der op-
néet en mere rationel hyvdrolysemetode (Mason et
al. 1980b). Her gives en kort beskrivelse af meto-
den, idet der henvises til den citerede litteratur,

Materiale og metode
Oxydations- og hydrolysemetode: A.

{. Til bestemmelse af de almindelige syrestabile
aminosyrer, undtagen tyrosin, afvejes
0.1-1.0 g finformalet prgve svarende til ca. 10
mg kveelstof og med et vandindhold p& max.
100 mg.

2. Oxydationsreagenset fremstilles i et lille beae-
gerglas ved at blande 0.5 ml 30% brintoverilte
(Perhydrol, Merck) med 4.5 ml 88% myresyre
indeholdende 25 mg fenol. Ved at lade
blandingen reagere ved 30°C i 1 time, omdan-
nes den delvist til permyresyre. Bagerglasset
med oxydationsreagenset og kolben med
proven afkgles pd is-vandbad i 15 min. inden
reagenset heldes over proven.

3. Reagenset og prgven blandes omhyggeligt
med en glasspatel med bgjet spatelblad,
hvorefter kolben (med spatel) lukkes med
parafilm. Henstand ved 0°C i koleskab i 16
timer.

4. Oxydationen standses ved at nedbryde over-
skud af peroxid ved tilsztning af ca. 0.84 g
natriumdisulfit med en glasmaleske.

5. Til hydrolysen anvendes i alt 50 ml 6 N salt-
syre med 0.19% fenol og 3 glaskugler. Prove
siddende ph siden af kolben vaskes og skra-

bes omhvggeligt ned samtidig med tilszt-
mingen af hydrolysercagenset. Spatien fjer-
nes efter vaskning med nogle £ mi hydrolyse-
reagens. Der koges under reflux med en
Liebig-svaler i 23 timer ved ca. 110°C, idet
starttiden tages fra kogningens begyndelse.

6. Efter hydrolysen vaskes svaleren med 5 m!
pH 2.20/0.2 N Na* citratbuffer inden syste-
met adskilles, Hydrolysatet afkgles pa
is-vandbad. «

7. pH indstilles til 2.2 ved at tildryppe 7.5 N
natriumhydroxidoplgsning fraen sprojte eller
burette under omrgring med magnet. Tempe-
raturen mé herved ikke overstige 40°C; dette
kan undgis ved at kolben under neutralise-
ringen forbliver 1 is-vandbadet.

8. Hydrolysatet overfores kvantitativi til en 200
ml mélekolbe, idet glaskuglerne tilbagehol-
des. Malekolben fyldes op il 200 ml med pH
2.20/0.2 N Na* citratbuffer med 0.1% fenol.

9. Inden kromatograferingen fjernes partikler
fra nogle f& m! hydrolysat ved centrifugering
eller membranfiltrering. Et veldefineret vo-
lumen af det klare hydrolysat pasettes kat-
ionkolonnen til kromatografering.

I9. Tyrosin bestemmes i uoxyderet prove, idet
punkt 2 til 4 overspringes. P4 hydrolysatet af
uvoxyderet pregve kan de i protein fundne ami-
nosyrer bestemmes — undtagen cystin, me-
thionin og tryptofan.

Modifikation B

Som A, men det meste af myresyren afdampes
inden punkt 5. Der anvendes vakuumrotations-
inddampning (max. 40°C); 2 driber oktan-1-ol tl-
seettes som skumdempende middel. Myresyren
skal afdampes, hvis den virker forstyrrende pé
separeringen.

Modifikation C

Som modifikation B, men 25 ml hydrolysere-
agens afdampes inden punkt 7, med vacuumrota-
tionsfordamper {(max. 40°C). Anvendes hvor ko-
lonnen ikke har tilstreekkelig kapacitet til at give
tilfredsstillende separering med hydrolysat med
hgj natriumion-koncentration. Ved moderne
analysatorer med fotometer/kurveskriver af haj




kvalitet, kan en god separering opnds ved at sztte
et mindre hydrolysatvolumen pé kolonnen, sam-
tidig med at fplsomheden s®ttes op.

Eonklusion

(1) Metoden er kun beregnet til kogning under
reflux og ikke til hydrolyse i ampuller. Foruden
andre problemer kan tilstedeverelsen af selv en
mindre mangde myresyre 1 en lukket glasampul
forarsage eksplosion ved opvarmning.

(ID) Metoden giver veerdier af samme stgrrelse
som de traditionelle metoder eller hgjere — undta-
gen for tyrosin, Ligeledes kan cystein og histidin
give lavere veaerdier, men forskellene er mindre
end ca. 39%. Den fundne vaerdi— malt som cystein-
syre — kan endda vaere mere korrekt, hvis tilste-
devzrelsen af fenol forhindrer eller formindsker
dannelsen af artefakter, som elueres med buffer-
fronten. Tabet af histidin hznger sandsynligvis
sammen med det anvendte overskud af oxyda-
tionsreagens.

(II1) Metoden er mindre arbejdskravende og
der anvendes mindre laboratorieudstyr end ved
de traditionelle metoder, iseer hvis metoden udfg-
res uden modifikationer. Specielt ndeladelse af
inddampnings- og filtreringstrin sparer udstyr og
arbejdstid.

(IV) Da der ikke er fundet signifikant interak-
tion mellem hydrolysetid og fodertype for isoleu-
cin, valin og serin, kan veerdierne for disse heeves
med 6%, for at korrigere for et systematisk tab,
opsthet pa grund af den valgte hydrolysetid.
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