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Oznaczanie metioniny konstytucyjnej oraz metioniny — dodatku 
w paszach pochodzenia roślinnego 

O6o3HaueHue KOHCTKTYHMOHHOTO METMKOHMHA H ĄOGABOUHOTO METHOHA B KOPMAX 
(kopmoBaa CcMECŁ) pPacTHTENŁHOTO NpoKCXOKĄCHKA 

Determination of Constitutional Methionine and Methionine — Addition in Feeds 
of Vegetal Origin 

Metionina jest jednym z tych aminokwasów, które nie są syntetyzowane 
przez organizmy zwierząt gospodarskich, a muszą być dostarczane w pokar- 
mach. W warunkach intensywnej hodowli pasze powinny być źródłem dosta- 
tecznej ilości metioniny, zapewniającej wraz z innymi czynnikami optymalny 
rozwój i produkcyjność zwierząt. 

Stosowane obecnie metody oznaczania metioniny w paszach (2, 4, 5, 6, 7, 8, 
10, 12, 13, 14, 15, 16) są mało precyzyjne oraz zbyt skomplikowane i praco- 
chłonne. Wynika to z trudności związanych z uwalnianiem metioniny w proce- 
sie hydrolizy składników białkowych lub wypłukiwania z paszy. W momentach 
tych dochodzi do jej strat albo pojawiania się, przeszkadzających w przebiegu 
oznaczania, substancji barwnych lub opalizujących. 

Oznaczanie metioniny w analizatorach aminokwasów nie wyklucza błędów 
metodycznych związanych z hydrolizą (1), a pobieranie do tych oznaczeń bar- 
dzo małych odważek zwiększa różnice w stosunku do rzeczywistej jej zawar- 
tości w związku z trudnościami pobrania próby reprezentatywnej. Decydujące 
znaczenie ma fakt wysokich kosztów takiej analizy, długi czas jej trwania 
i niemożliwość przeprowadzania jej w każdym laboratorium. 

Naszym celem było opracowanie takiej metody, która nie byłaby obciążona 
stratami metioniny w procesie jej uwalniania oraz błędami wynikłymi z poja- 
wiania się czynników przeszkadzających w pomiarze absorpcji powstałego kom- 
pleksu metionina-nitroprusydek. Ponadto mieliśmy na uwadze maksymalne 
uproszczenie postępowania analitycznego. Opracowana metoda spełnia wszyst- 
kie powyższe zamierzenia i jest dogodna do przeprowadzania oznaczeń seryj- 
nych. 

OZNACZANIE METIONINY KONSTYTUCYJNEJ 

Oznaczanie metioniny konstytucyjnej jest uwarunkowane przeprowadze- 
niem tego aminokwasu do roztworu w procesie hydrolizy składników białko- 
wych. Często stosowana do tego celu hydroliza z 6 n HCl prowadzi do strat 
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metioniny wskutek tworzenia się połączeń aminokwasowo-węglowodanowych 
o charakterze humin. W naszym laboratorium stwierdzono, że wielkość strat 
metioniny w procesie hydrolizy zależy od zawartości węglowodanów w próbie 
i może sięgać nawet 70%. Ten sposób uwalniania metioniny doprowadza rów- 
nież do wytwarzania się barwnych produktów hydrolizy, które często uniemo- 
żliwiają bezpośrednie pobieranie hydrolizatu do dalszych etapów oznaczania. 
Barwne produkty hydrolizy możliwe są wprawdzie do usunięcia na kolumnie 
z florisilem 60—100 mesh, ale czynność ta niepotrzebnie komplikuje proces ana- 
lityczny. Ostatnio ogólnie stosowana jest hydroliza kwaśna po wstępnym utle- 
nieniu składników paszy kwasem nadmrówkowym (17, 18). W wyniku tego 
procesu metionina przechodzi w sulfon, który podczas hydrolizy białek uwal- 
niany jest w ok. 100%. Niestety takie przygotowanie próbek uniemożliwia wy- 
korzystanie specyficznych metod oznaczania uwolnionej metioniny: nitropru- 
sydkowej (2, 3, 15) i oksydoredukcyjnej (5, 7). W związku z tym zdecydowano 
się na zastąpienie etapu kwaśnej hydrolizy — hydrolizą enzymatyczną przy po- 
mocy papainy. Enzym ten nie doprowadza wprawdzie do całkowitego uwalnia- 
nia metioniny, a tylko do oswobodzenia w niej grupy czynnej, lecz stanowi to 
wystarczający warunek do przeprowadzenia ilościowej reakcji z nitroprusyd- 
kiem (9, 11). 

POSTĘPOWANIE 

A. Hydroliza. Naważkę uprzednio przygotowanej do analizy paszy, za- 
wierającą około 150 mg azotu ogólnego, przenosi się ilościowo do kolbki mia- 
rowej poj. 100 ml i zadaje 25 ml 0,5% roztworu papainy w buforze cytryniano- 
wym 0,2 m o pH 7,0. Próbkę hydrolizuje się w temp. pokojowej przez 16 godz. 
okresowo mieszając. Po zakończonej hydrolizie zawartość kolbki uzupełnia się 
wodą do kreski i dokładnie miesza. Hydrolizat sączy się następnie przez miękki 
sączek (przesącz nie musi być zupełnie klarowny). 

B. Oznaczenia kolorometryczne. Do dalszego oznaczania pobiera 
się 10 ml przesączu do kolbki stożkowej poj. ok. 50 ml. Dodaje się 2 ml 5n 
NaOH, 0,2 ml świeżo przyrządzonego 10% roztw. nitroprusydku sodu i 4 ml 3% 
roztw. glicyny i zawartość kolbki dokładnie miesza. Roztwór inkubuje się w 
łaźni wodnej o temp. 35—40'C przez 10 minut. Następnie mieszaninę szybko 
chłodzi się w wodzie z lodem i dodaje kroplami 2 ml 85% H,PO; intensywnie 
mieszając. Roztwór przesącza się przez średni sączek i oznacza jego absorpcję 
wobec próby zerowej przy 510 nm. Wyniki oblicza się metodą krzywej wzorco- 
wej. 

OMÓWIENIE 

Opisaną metodą oznaczano zawartość metioniny w różnych paszach. Wyni- 
ki tych oznaczeń zestawiono w tab. 1 i porównano z rezultatami oznaczeń we- 
dług postępowania Schrama (15), uzyskanymi na automatycznym analizatorze 
aminokwasów AAA 881 prod. Mikrotechna — Praha. Z porównania tych 
rezultatów wynika, że opracowana metoda daje wartości metioniny bardzo blis- 
kie wyników otrzymanych z analizatora. W większości przypadków różnice 
między nimi leżą w granicach 2,3—7,5% i mieszczą się w przedziale błędów po- 
pełnianych podczas oznaczania metioniny przy pomocy automatycznego analiza- 
tora aminokwasów. Duża precyzja opracowanej metody, jej prostota i pominię- 
cie kosztownej aparatury predysponują ją do szerokiego wprowadzenia do 
laboratoriów kontrolnych. 
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i Tab. 1. Zawartość metioniny w białku prób paszowych oznaczona opracowaną me- 
i todą oraz na analizatorze aminokwasów, wyrażona w % białka próby 

Content of methionine in feeds protein determined by means of the elaborated 
method and on the aminoacids analyser, expressed in per cent 

Metoda Analizator 
Pasza opracowa- x S amino- 

na kwasów 
 

1,86 
1,82 

| 1,60 i Celamin 1,79 1,77 0,11 1,84 

1,68 
1,84 

1,83 
1,61 
1,67 

Siano z koniczyny 1,70 1,70 0,08 1,58 

| OE K | 1,63 

1,78 
1,86 

Mieszanka 1,67 
dla karpi 1,81 1,76 0,06 1,68 

172 
1,70 

2,20 
1,98 

Mieszanka 2,39 
dla kurcząt 2,15 2,18 0,14 2,14 

2,09 
2,28 

0,95 
0,69 

Mieszanka 0,72 
| dla loszek 0,86 0,78 0,11 0,88 

0,70 
0,74 

0,87 
0,82 
0,90 

Drożdże past. 0,89 0,86 0,05 0,94 

0,88 
0,79 

OZNACZANIE METIONINY — DODATKU 

Wypłukiwania wolnej metioniny — dodatku paszowego dokonuje się 
zwykle w prostym procesie wymywania aminokwasu roztworami HĆ1 (2). W 
procesie tym dochodzi jednak do przechodzenia do roztworu trudnych do usu- 
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nięcia koloidów i zawiesin, uniemożliwia jących dokładne oznaczenie metioniny. 
Doświadczenia wykazały, że niedogodności tych można uniknąć, bez ujemnego 
wpływu na dalszy proces oznaczania, stosując do wypłukiwania metioniny roż- 
twory kwasu trójchlorooctowego. 

 

POSTĘPOWANIE 

Prótkę paszy zawierającą do 25 mg metioninyv — dodatku przenosi się do 
koibki miarowej poj. 100 ml i uzupełnia do kreski 5% roztworem kwasu trój- 
chlorooctowego. Próbkę dokładnie miesza się i sączy przez twardy sączek. Z 
przesączu pobiera się 10 ml roztworu i postępuje dalej analogicznie, jak przy 
oznaczaniu metioninv konstytucyjnej (pkt B). 

Tab. 2. Op: w tekście 
Description in the text 

Dodano Oznaczono 
mg * m Ą _ Odzy k 

metioniny metioniny X S metioniny 
nalg , + paszy Wdy paszy na lg paszy 

2,00 1.97 
2,00 2,05 
2,00 1,95 
2.00 1.96 197 0.0-ł 98.5 

2.00 1,93 
2.00 1.98 

4,00 2,90 
+,00 SM 
4,00 2,88 
4.00 398 3,90 0.04 08,3 

4.00 3,94 
4,00 3,95 

6,00 5.92 
6.00 5.80 

6.00 6,01 - 
6.00 5 94 5.94 0.06 90,0 

6,00 6,02 
6.00 5,86 

8,00 7.85 
8.00 1,85 
8,00 8.00 
8.00 794 195 0.06 09,4 

8,00 7,92 
8,00 8,02 

10,00 9,96 
10,00 9,82 
10,00 9,90 
10.00 983 9,0 0.05 99,0 

. 10.00 9.86 
10.00 9.92 



ma 

an 0 0 

j 
| | j | ! 

 

Oznaczanie metioniny konstytucyj nej oraz metioniny... 121 

OMÓWIENIE 

Opracowaną metodą oznaczano zawartość metioniny — dodatku w mieszan- 
ce treściwej dla kurcząt rzeźnych — DK-A Starter. (W warunkach wypłukiwa- 
nia wolnej metioniny przy pomocy HCl mieszanka ta była źródłem pojawiania 
się wszystkich opisanych czynników pogarszających precyzję oznaczania ami- 
nokwasu). Mieszankę wzbogacano metioniną w granicach od 2,00 do 10,0 mg/g 
suchej masy próby. Rezultaty tych oznaczeń zestawiono w tab. 2. Wskazują one 
na to, że odzysk metioniny w badanych próbach waha się w przedziale 98,3— 
99,4%. Wysoki procent odzysku aminokwasu oraz wykluczenie czynników utrud- 
niających pomiar absorpcji jego kompleksu z nitroprusydkiem świadczą o du- 
żej przydatności opracowanego postępowania do analizy dodatków metioniny 
w paszach. 
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PE3IOME 

B aaHHoi pa6oTe npeĄcTaBneH npocToń cnoco6 cnekrpotpoTomeTpuueckoro O602Ha- 
UEHMA CBAJAHHOTO METMOHMHA M ĄOGaBOUHOrTO METMOHuHa, OGoraliaroiero KOPM. 
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Ana Toro, UTOÓbi OGO3HaUMTb CBAJAHHbIA METMOHMH, Hy/KHO Ero CcnepBa OCBOGCĄMTE, 
vnorpeónaa 2H3uMaThueckuń ruĄponua c nanauHoM. BbkinonackuBaHue AoGaBouHOro Me: 
TMOHMHa NPOBOĄMTCA NPM NOMOLIM PacTBOpa TPHXNIOPOyKCYCHOH KHKCNOTbi. OcBobOKĄeH- 
Hbiń B OGeux Cnyuaax METMOHMH CHekTpocpoTomeTpuuecku o6os3HauaeTca nocne o6weĄuHe- 
Hua ero B LIBeTHOM KOMN/IeKC C HMTPONPYcCcHĄOM HaTpMa. 

[lpeącTaBneHHbiń MeTo4 ynpoliaeT aHanuTHUEcKHA Cnoco6, ecnu CpaBHuM ero C€ 4O 
cx nop npuMeHAeMbiIM METOĄOM H HCKIIIOUaET OLIMÓKM, BbITeKAFOLĘME H3 NPHMEHEHMKZ 
HCI npu ruąponuzay M BbINONaKMBAHHIO METKOHHHA M3 KODMOB. 

PesynbTaTbi O6O3HaUEHHA METKOHHHA B KOPMAX, NONyUeHHbIE NPM NOMOLHM ONUCAHHO- 
ro MEeTOĄa, CONOCTABJIEHO C PE3YNbTATAMM, NONYUEHHbIMM Ha ABTOMATHUECKOM AHanNM3ATO- 
pe aMHHOKKCNOT. 

SUMMARY 

A simple procedure for a spectrophotometric determination of constitutional 
methionine and methionine—enriching addition in feeds has been described in 
this paper. 

In case of determining constitutional methionine its release is achieved by 
enzymatic hydrolysis with papaine. Washing out methionine—addition is per- 
formed by means of trichloroacetic acid solution. Methionine released in both cases 
is determined spectrophotometrically after bounding it into a colour complex with 
sodium nitroferricyanide. 

The described method simplifies analytic procedure in relation to the methods 
used so far and it excludes mistakes resulting from using HCI during the hydrolytic 
process and washing out methionine from feeds. 

The results of the determination of methionine in feeds obtained by means 
of the described method were compared with the results obtained on the automatic 
aminoacid analyser. 


