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O603HaueHHE KOHCTUTYLLUOHHOrO METHOHMHA M A0BABOYHOrO METHOHA B KOpMax
(kopmoBasi CMECb) PacCTUTENLHOTO NPOUCXOMAEHHS

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

Metionina jest jednym z tych aminokwaséw, ktére nie sa syntetyzowane
przez organizmy zwierzat gospodarskich, a musza by¢ dostarczane w pokar-
mach. W warunkach intensywnej hodowli pasze powinny by¢ Zrédlem dosta-
tecznej iloci metioniny, zapewniajacej wraz z innymi czynnikami optymalny
rozwo6j i produkeyjnosé zwierzat.

Stosowane obecnie metody oznaczania metioniny w paszach (2, 4, 5, 6, 7, 8,
10, 12, 13, 14, 15, 16) sa malo precyzyjne oraz zbyt skomplikowane i praco-
chlonne. Wynika to z trudnoéci zwigzanych z uwalnianiem metioniny w proce-
sie hydrolizy skladnikéw bialkowych lub wyplukiwania z paszy. W momentach
tych dochodzi do jej strat albo pojawiania sie, przeszkadzajacych w przebiegu
oznaczania, substancji barwnych lub opalizujacych.

Oznaczanie metioniny w analizatorach aminokwas6w nie wyklucza bledoéw
metodycznych zwigzanych z hydroliza (1), a pobieranie do tych oznaczen bar-
dzo malych odwazek zwieksza roznice w stosunku do rzeczywistej jej zawar-
toSci w zwigzku z trudno$ciami pobrania préby reprezentatywnej. Decydujace
znaczenie ma fakt wysokich kosztow takiej analizy, dlugi czas jej trwania
i niemozliwoéé przeprowadzania jej w kazdym laboratorium.

Naszym celem bylo opracowanie takiej metody, ktéra nie bylaby obcigzona
stratami metioniny w procesie jej uwalniania oraz bledami wyniklymi z poja-
wiania sie czynnikéw przeszkadzajacych w pomiarze absorpcji powstalego kom-
pleksu metionina-nitroprusydek. Ponadto mieliSmy na uwadze maksymalne
uproszczenie postgpowania analitycznego. Opracowana metoda spelnia wszyst-
kie powyzsze zamierzenia i jest dogodna do przeprowadzania oznaczen seryj-
niych.

OZNACZANIE METIONINY KONSTYTUCYJNEJ

Oznaczanie metioniny konstytucyjnej jest uwarunkowane przeprowadze-
niem tego aminokwasu do roztworu w procesie hydrolizy skladnikéw biatko-
wych. Czgsto stosowana do tego celu hydroliza z 6 n HCl prowadzi do strat
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metioniny wskutek tworzenia sie polaczen aminokwasowo-weglowodanowych
o charakterze humin. W naszym laboratorium stwierdzono, ze wielkosé¢ strat
metioniny w procesie hydrolizy zalezy od zawarto$ci weglowodanéw w probie
i moze siega¢ nawet 70%. Ten sposéb uwalniania metioniny doprowadza réw-
niez do wytwarzania sie barwnych produktéw hydrolizy, ktére czesto uniemo-
zliwiaja bezposrednie pobieranie hydrolizatu do dalszych etapsdw oznaczania.
Barwne produkty hydrolizy mozliwe sg wprawdzie do usuniecia na kolumnie
z florisilem 60—100 mesh, ale czynnos$¢ ta niepotrzebnie komplikuje proces ana-
lityezny. Ostatnio ogoélnie stosowana jest hydroliza kwasna po wstepnym utle-
nieniv skladnikéw paszy kwasem nadmrowkowym (17, 18). W wyniku tego
procesu metionina przechodzi w sulfon, ktéry podczas hydrolizy bialek uwal-
niany jest w ok. 100%. Niestety takie przygotowanie prébek uniemozliwia wy-
korzystanie specyficznych metod oznaczania uwolnionej metioniny: nitropru-
sydkowej (2, 3, 15) i oksydoredukcyjnej (5, 7). W zwigzku z tym zdecydowano
sie na zastgpienie etapu kwasnej hydrolizy — hydroliza enzymatyczng przy po-
mocy papainy. Enzym ten nie doprowadza wprawdzie do calkowitego uwalnia-
nia metioniny, a tylko do oswobodzenia w niej grupy czynnej, lecz stanowi to
wystarczajacy warunek do przeprowadzenia ilo§ciowej reakcji z nitroprusyd-
kiem (9, 11).

POSTEPOWANIE

A. Hydroliza. Nawazke uprzednio przygotowanej do analizy paszy, za-
wierajaca okolo 150 mg azotu ogdlnego, przenosi sie iloSciowo 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. Probke hydrolizuje si¢ w temp. pokojowej przez 16 godz.
okresowo mieszajgc. Po zakonczonej hydrolizie zawarto$¢ kolbki uzupelnia sie
woda do kreski i dokladnie miesza. Hydrolizat saczy sie nastepnie przez miekki
sgczek (przesgez nie musi byé zupelnie klarowny).

B.Oznaczenia kolorometryczne. Do dalszego oznaczania pobiera
sie 10 ml przesaczu do kolbki stozkowej poj. ok. 50 ml. Dodaje sig 2 ml 5n
NaOH, 0,2 ml $wiezo przyrzadzonego 10% roztw. nitroprusydku sodu i 4 ml 3%
roztw. glicyny i zawarto$é kolbki dokladnie miesza. Roztwor inkubuje sie w
tazni wodnej o temp. 35—40°C przez 10 minut. Nastepnie mieszanine szybko
chlodzi sie w wodzie z lodem i dodaje kroplami 2 ml 85% H,PO, intensywnie
mieszajgc. Roztwor przesacza sie przez $redni sgczek i oznacza jego absorpcje
wobec préby zerowej przy 510 nm. Wyniki oblicza si¢ metoda krzywej wzorco-

wej.
OMOWIENIE

Opisang metoda oznaczano zawarto$é metioniny w réznych paszach. Wyni-
ki tych oznaczen zestawiono w tab. 1 i poréwnano z rezultatami oznaczen we-
diug postepowania Schrama (15), uzyskanymi na automatycznym analizatorze
aminokwaséw AAA 881 prod. Mikrotechna — Praha. Z poréwnania tych
rezultatéw wynika, ze opracowana metoda daje warto$ci metioniny bardzo blis-
kie wynikéw otrzymanych z analizatora. W wiekszoéci przypadkow roéznice
miedzy nimi leza w granicach 2,3—7,5% i mieszcza si¢ w przedziale bledéw po-
pelnianych podczas oznaczania metioniny przy pomocy automatycznego analiza-
tora aminokwasoéw. Duza precyzja opracowanej metody, jej prostota i pominie-
cie kosztownej aparatury predysponuja ja do szerokiego wprowadzenia do
laboratoriéw kontrolnych.
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Tab. 1. Zawarto$¢ metioniny w biatku proéb paszowych oznaczona opracowang me-

todg oraz na analizatorze aminokwas6w, wyrazona w % biatka préby

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

Pasza

Metoda
opracowa-
na

X

S

Analizator
amino-
kwaséw

Celamin

1,86
1,82
1,60
1,79
1,68
1,84

199

0,11

1,84

Siano z koniczyny

1,83
1,61
1,67
1,70
1,76
1,63

1,70

0,08

1,58

Mieszanka
dla karpi

1,78
1,86
1,67
181
1,72
1,70

1,76

0,06

1,68

Mieszanka
dla kurczat

2,20
1,98
2,39
2,15
2,09
2,28

2,18

0,14

2,14

Mieszanka
dla loszek

0,95
0,69
0,72
0,86
0,70
0,74

0,78

0,11

0,88

Drozdze past.

0,87
0,82
0,90
0,89
0,88
0,79

0,86

0,05

0,94

OZNACZANIE METIONINY — DODATKU

Wyplukiwania wolnej metioniny — dodatku paszowego dokonuje sie
zwykle w prostym procesie wymywania aminokwasu roztworami HCl (2). W
procesie tym dochodzi jednak do przechodzenia do roztworu trudnych do usu-
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niecia koloidéw i zawiesin, uniemozliwiajacych dokladne oznaczenie metioniny.
Doswiadczenia wykazaly, ze niedogodnosci tych mozna uniknaé, bez ujemnego
wplywu na dalszy proces oznaczania, stosujac do wyptukiwania metioniny roz-
twory kwasu tréjchlorooctowego.

POSTEPOWANIE

Probke paszy zawierajaca do 25 mg metioniny — dodatku przenosi sie do
kolbki miarowej poj. 100 ml i uzupelnia do kreski 5% roztworem kwasu troj-
chlorooctowego. Probke doktadnie miesza sie i saczy przez twardy saczek. Z
przesaczu pobiera sie 10 ml roztworu i postepuje dalej analogicznie, jak przy
oznaczaniu metioniny konstytucyjnej (pkt B).

Tab. 2. Opis w tek$cie
Description in the text

Dodano

tmg OZnilcgzono £ 3 Odzysk
metionin Sl e > s metionin
e wh
paszy
2,00 1,97
2,00 2,05
2,00 1,95
2,00 1,96 1,97 0,04 98,5
2,00 1,93
2,00 1,98
4,00 3,90
4,00 3,94
4,00 3,88
4,00 3,98 3,93 0,04 98,3
4,00 3,94
4,00 3,95
6,00 5,92
6,00 5,90
6,00 6,01
6,00 5.94 5,94 0,06 99,0
6,00 6,02
6,00 5,86
8,00 7,95
8,00 7,85
8,00 8,00
8,00 7.94 7,95 0,06 99,4
8,00 7,92
8,00 8,02
10,00 9,96
10,00 9,82
10,00 9,90
10,00 9.85 9,90 0,05 99,0
. 10.00 9,86

10,00 9,92




Oznaczanie metioniny konstytucyjnej oraz metioniny... 121

OMOWIENIE

Opracowang metodg oznaczano zawarto$¢ metioniny — dodatku w mieszan-
ce tresciwej dla kurczat rzeznych — DK-A Starter. (W warunkach wyplukiwa-
nia wolnej metioniny przy pomocy HCl mieszanka ta byla zrédlem pojawiania
sie wszystkich opisanych czynnikéw pogarszajagcych precyzje oznaczania ami-
nokwasu). Mieszanke wzbogacano metioning w granicach od 2,00 do 10,0 mg/g
suchej masy proby. Rezultaty tych oznaczen zestawiono w tab. 2. Wskazuja one
na to, ze odzysk metioniny w badanych proébach waha sie w przedziale 98,3—
99,4%. Wyscki procent odzysku aminokwasu oraz wykluczenie czynnikéw utrud-
niajacych pomiar absorpcji jego kompleksu z nitroprusydkiem $wiadczg o du-
zej przydatno$ci opracowanego postepowania do analizy dodatkéw metioniny
w paszach.
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PE3IOME

B panHoi paborte npeactaBneH npocToi cnocob cnekTpogoromerpuueckoro obozma-
UEHWA CBA3AHHOTO METMOHWHA M A06GaBOYHOro MmeTuoHWHa, oborawaoulero KopMm.
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Ons Toro, utoBul 0603HAUNTL CBA3AHHBIN METMOHWH, HYKHO ero cnepea ocBoBoAMTE,
vnoTpebnssi 3H3UMATMUECKMI TMAPONM3 C NanauMHom. BuinonackueaHue [o0BaBOYHOrO Me-
TMOHWHA NPOBOAMTCS NMPM MOMOLLM PacTBOPa TPUXNIOPOYKCYCHOM KucnoTtel. OceoboxmaeH-
Hbi B 0Beux Cnyyasix METMOHMH CneKTpodoToMeTpuuecku obo3Hauaercs nocne obbeguHe-
HUS €ro B LIBETHOW KOMMNNEKC C HUTPONPYCCMAOM HaTPMA.

MpeAcTaBneHHbIH MeToA yNpOLLAET aHaNMTMYeCKWi cnocob, ecnu CpaBHMM ero ¢ [o
CUX MOP NPUMEHSEMbIM METOAOM M MCKNIOHaeT OWMOKKM, BbiTEKAIOWME W3 NPUMEHEHMJ
HCI npu ruaponuay u BbINONAKUBAHWIO METMOHMHA M3 KOPMOB.

Pesynbtatel 0o603HaueHUss METMOHWMHA B KOPMaXx, MONyuYeHHble NPM MOMOLUM ONUCAHHO-
rc MeTofa, COMOCTABIEHO C pe3ynbTaTaMM, NOoNyYeHHbIMW Ha ABTOMATHYECKOM aHanM3aTo-
pe aMMHOKMCNOT.

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.



