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Der beskrives en forenklet metode til fremstilling af hydrolysater af foderstoffer til bestem-
melse af syrestabile aminosyrer. Metoden bygger på, at alle aminosyrerne - undtagen tyrosin -
er stabile ved oxydation med ee permyresyre/brintoverilte-blanding, og at dannelsen af halo-
gen-tyrosin kan undertrykkes ved at tilsætte 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 fås med de traditionelle metoder. Tyrosin kan bestemmes i uoxyderet prøve. 

Indledning 
I tidligere hydrolysemetoder (f.eks. Jakobsen 

et al. 1963, Weidner & Eggum 1966) bestemmes 
de svovlholdige aminosyrer i oxyderet og de re-
sterende i uoxyderet prøve, som hydrolyseredes i 
et stort overskud af saltsyre. Hertil medgik meget 

arbejde og meget udstyr. Vi har vist, (I) at de i 
protein fundne aminosyrer, med få undtagelser, 
kan bestemmes nøjagtigt i en oxyderet prøve 
(Mason et al. 1979, Rudemo et al. 1979), når 
oxyd at ion s -reage n s et er tilsat fenol (Mason et al. 



1980a,b), og når gennembobling med inaktiv luft-
art under hydrolysen er udeladt (Mason et al. 
1980b); (II) at saltsyre:kvælstof-forholdet kun har 
lille praktisk betydning for de fundne aminosyre-
koncentrationer (Bech-Andersen et al. 1979a, 
Rudemo et al. 1979); (III) at en hydrolysetid på 
ca. 24 timer er passende for de fleste aminosyrer 
ved kogning under reflux (Rudemo et al. 1980); og 
(IV) at koncentrationerne af de fleste aminosyrer 
giver lineært respons ved blandinger, d.v.s . at 
d~f, il ndn r c j^r ar'-i ion t e»i t:.l: ndir g - / i r c i i. 
den, der beregnes udfra de i komponenterne 
fundne værdier (Bech-Andersen et al. 1979b). 

Ved at sammenbygge disse observationer til en 
metode, hvor det tids- og arbejdskrævende filtre-
rings- og inddampningstrin er udeladt, er der op-
nået en mere rationel hydrolysemetode (Mason et 
al. 1980b). Her gives en kort beskrivelse af meto-
den, idet der henvises til den citerede litteratur. 

Materiale og metode 
Or, datums t>h\diolysctnetod". A. 

1. T'l bcstenuneLc af de almindelige svrestnbile 
¿'•nmosyrpr undngen tyioain, ".'Vejes 
0 1-1 .0 g ti ni ori.it) let prøve "va ende ti' ca 10 
mg kvælstof og med et vandindhold på ma>. 
100 mg 

2. Oxydation«) eagensct fremstilles i et hl e bæ 
gerglas ved at blande 0.5 ml 30% bru to ver.1te 
(Pe bydro1 . Merck) med 4 5 ml 88% m y r e s y e 
indeholdende 25 mg fenol Ved a' lade 
blandingen reagere ved 30 C i 1 t ime. omdan 
nes den delvist til pcrmyresyre. Bægerglasset 
med o^}datiøfisreagenset og ko 'ben med 
prøven afkøle på is-vandbad 115 mm inden 
leagenset hældes over prøven. 

3. Reagenset og prøven blandes omhyggeligt 
med en y'asspatel med bøjet spatelblad, 
h v o a f t e i kolben tmed spatel) lukses med 
par..film. Henstand ved 0 C t køleskab i 16 
timer. 

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

5. Til hydrolysen anvendes i alt 50 ml 6 N salt-
syre med 0.1% fenol og 3 glaskugler. Prøve 
siddende på siden af kolben vaskes og skra-

bes omhyggeligt ned samtidig med tilsæt-
ningen af hydrolyse reagenset. Spatlen fjer-
nes ef ter vaskning med nogle få ml hydrolyse-
reagens. Der koges under reflux med en 
Liebig-svaler i 23 timer ved ca. 11 ()°C, idet 
starttiden tages fra kogningens begyndelse. 

6. F 1 W hydroiv '^n ^ a-.kes svnlert-n ed * ml 
p H 2.20/0.2 N Na+ citratbuffer inden syste-
met adskilles. Fydio'ysi»te> aikøJc» p t 

is-vandbaa. 
7. pH indstilles til 2.2 ved at tildryppe 7.5 N 

n itnumhv'Hoyiunp-o r,.-:< » j en ->p < >jt _ c lier 
burette under omrøring med magnet. Tempe-
raturen må herved ikke overstige 40°C; dette 
kan undgås ved at kolben under neutralise-
ringen forbliver i is-vandbadet. 

8. Hydrolysatet overføres kvantitativt til en 200 
ml målekolbe, idet glaskuglerne tilbagehol-
des. Målekolben fyldes op til 200 ml med pH 
2.20/0 2 N N« cuidtbufiei med 0.1% fenol. 

9. Inder kroBiatograferingcii fjernes partikler 
f ra nogle få m' h> drolvsat ved centnfugeiing 
eller mcmbraufiltrering. E t veldefineret vo-
lumen a f det klare hydrolysat oåsættes kat-
ionkolonnen til kromatografering. 

10. T> rosin bestemmes i uoxyderet pi øve idet 
punkt 2 til 4 overspringes. På hydrolysatet af 
uoxyderet prøve 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 dråber oktan-1-ol til-
sættes som skumdæmpende middel. Myresyren 
skal afdampes, hvis den virker forstyrrende på 
separeringen. 

Modifikation C 
Som modifikation B, men 25 ml hydrolysere-

agens afdampes inden punkt 7, med vacuumrota-
t ionsfordamper (max. 40°C). Anvendes hvor ko-
lonnen ikke har tilstrækkelig kapacitet til at give 
tilfredsstillende separering med hydrolysat med 
høj natriumion-koncentration. Ved moderne 
analysatorer med fotometer/kurveskriver af høj 



kvalitet, kan en god separering opnås ved at sætte 
et mindie hydrolysatvolumen på kolonnen, sam-
tidig med at følsomheden sættes op. 

Konklusion 
(I) Metoden er kun beregnet til kogning under 

reflux og ikke til hydrolyse i ampuller. Foraden 
andre problemer kan tilstedeværelsen af selv en 
mindre mængde myresyre i en lukket glasampul 
forårsage eksplosion ved opvarmning. 

(II) Metoden giver værdier af samme størrelse 
som de traditionelle metoder eller højere - undta-
gen for tyrosin. Ligeledes kan cystein og histidin 
give lavere værdier, men forskellene er mindre 
end ca. 3%. Den fundne v æ r d i - målt som cystein-
syre - kan endda være mere korrekt, hvis tilste-
deværelsen af fenol forhindrer eller formindsker 
dannelsen af artefakter, som elueres med buffer-
fronten. Tabet af histidin hænger sandsynligvis 
sammen med det anvendte overskud af oxyda-
tionsreagens. 

(III) Metoden er mindre arbejdskrævende og 
der anvendes mindre laboratorieudstyr end ved 
de ticditioik-lle metoder, især hvis i re .oden uatø 
tv. o d a i isudifikj doner Sp^aei t ik> kid ¡i'se a ; ' 
inddampning:; cg biin. -¡ug-urin spsie»" udU>r og 
arbejdstid. 

(IV) Da der ikke er fundet signifikant interak-
tion mellem hydrolyse tid og fodertype for isoleu-
cin, valin og seiin, kan værdierne for disse hæves 
med 6 f o r at korrigere for et systematisk tab, 
opstået på grund af den valgte hydrolysetid. 
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