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1. 0SSZEFOGLALAS

Az élelmiszerek aminosav tartalmanak fotometrias meghatarozasardl sz6l6 6sszefog-
lalé k6zleményiink masodik részében két esszencialis (metionin, lizin) és két félig esz-
szencialis aminosav (cisztin, arginin), az irodalomban kdz6It meghatarozasi médszereit
ismertetjiik. A két kéntartalmu aminosav szelektiv meghatarozasat az teszi lehetévé,
hogy ugy a metionin metil-merkapto csoportja, mint a cisztin redukcidjaval képz6dott
cisztein szulfhidril csoportja olyan specialis szarmazékképzési reakcidokba vihetok,
amelyek csak ezekre az aminosavakra jellemzék. Ugyanez elmondhaté a lizin e-amino
csoportjardl és az arginin guanidin-csoportjarol is, amelyekkel specialis szinreakciokat
létrehozva lehetové valik az érintett aminosavak egyedi meghatarozasa.

A metionin meghatarozasara a legalkalmasabb reakcié az, amelynek soran a me-
tionin katalizalja a platina és palladium komplexek elszinez6dését, amelybdl kdvet-
keztetni lehet a metionin mennyiségére. Megfelel6 koériilmények k6zott a reakciot a
szerves szulfidok és a cisztin sem zavarjak. A cisztin-, cisztein-meghatarozas elsé
Iépése a cisztin redukcidja ciszteinné, amelyet a cisztein és a szarmazékképzé re-
agens - leggyakrabban a 5,5’-ditio-bis-(2-nitro-benzoesav) - k6zott lezajlé reakcio
kévet. A mennyiségi meghatarozast a keletkezett szines vegyiilet fotometrias méré-
sével lehet elvégezni. A lizin esetében a lizin szabad s-amino csoportjat reagaltatjak
a szarmazékképzdvel, leggyakrabban az 1-fluoro-2,4-dinitro-benzollal, majd mérik a
szinintenzitast. Az arginin esetében leggyakrabban a guanidin-csoport és az a-naftol
valamint natrium hipobromid koézti reakcio a meghatarozas alapja.

2. Bevezetés ugyan el6 tudja allitani, de bizonyos fiziologias ko-
rilmények hatdsara esszencialissa valhat a szervezet
A fehérjeépité aminosavak kozll az ember szamara szamara. A lizin és a metionin élelmiszer-alapanya-

a metionin és lizin esszencidlis, a cisztein és az argi- gaink két limitalé aminosava, ezért az élelmiszerek

nin pedig félig esszencidlis aminosav, mert a ciszteint
egy esszencialis aminosavbdl, a metioninbdl szerve-
zetlink képes eléallitani, az arginint pedig a szervezet

tapértékének meghatarozasakor, a fehérje biolodgiai
értékének szamolasakor, feltétlendl ismerni kell e két
aminosav mennyiségét.
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A cisztin és cisztein az élelmiszer-fehérjékben csak
kis koncentracioban fordul el6, ezért mennyiségiket
az 6sszes aminosav jelenlétében nehéz meghataroz-
ni. Ezen tdlmenéen mindkét aminosav érzékeny az
oxidaciora, ezért a miszeres analitikai technikakkal
altalaban oxidacié utan, ciszteinsav formaban ha-
tarozzak meg Oket. A cisztein szulfhidril csoportja
reaktivabb, mint a diszulfid hid a cisztinben, ezért a
meghatarozas elengedhetetlen Iépése a redukcio,
melynek soran a cisztin ciszteinné alakul, igy a cisztin
ciszteinként hatarozhaté meg. Az arginin az élelmi-
szer-fehérjékben az ember szlikségletéhez viszonyit-
va altalaban optimalis mennyiségben fordul el6, de a
fiatalabb korcsoportoknal, illetéleg bizonyos beteg-
ségben szenvedd egyének szamara esszencialissa
valhat, ezért fontos mennyiségének meghatarozasa
[2, 9, 12, 18, 33].

Az élelmiszerek aminosav-Osszetételét a legtobb
laboratériumban ioncserés oszlopkromatografiaval
(IEC), vagy annak elvén m(kdédé automatikus ami-
nosav-analizatorral [11, 13, 17, 21], illetve nagyhaté-
konysagu folyadékkromatografiaval (HPLC) hataroz-
zak meg [13, 18]. A szikséges készllékek beszerzé-
se és mukddtetése azonban igen koltséges, melyet
egy kisebb laboratérium nem engedhet meg maga-
nak. Esetenként nincs is sziikség az ésszes amino-
sav meghatarozasa, ezért felesleges lehet a koltsé-
ges nagymuszeres technikakkal az 6sszes amino-
savat egymastdl elvalasztani, majd mennyiségileg
meghatarozni, elég lehet egy vagy két esszencialis,
esetleg limitalé aminosav koncentraciéjanak mérése.
Vizsgalataink célja ezért olyan fotometrias modsze-
rek kidolgozasa, melyekkel a fehérjék metionin-, cisz-
tin-, lizin- és arginin-tartalma egyszertGen, nagymu-
szerek alkalmazasa nélkul is meghatarozhato. llyen
modszerek alkalmazasaval a nagymuszerekkel nem
rendelkezd laboratériumokban is lehetévé valhat az
esszencidlis, ill. féligesszencidlis aminosavak méré-
se. Dolgozatunkban a metionin, a cisztin, a lizin és az
arginin fotometrias meghatarozasaval kapcsolatos,
az irodalomban kozolt mddszerekbdl készitettlink
egy Osszeallitast.

2.1. A fehérjék hidrolizise

A fehérjék aminosav 6sszetételének meghatarozasa
el6tt a fehérjéket szabad aminosavakka kell hidro-
lizalni. A fehérje hidrolizis nemzetkédzileg elfogadott
modszerét Moore és Stein [26] dolgoztak ki, melynek
soran élelmiszerek esetében a minta fehérjetartal-
matdl fliggéen 20-200 mg anyagot mérnek be, és a
hidrolizist 6 M sésavval végzik 110+1 °C-on, 24 6ran
at. A hidrolizis el6tt gondoskodni kell az oxigén teljes
eltavolitasardl, amit a lefagyasztott folyadék feletti tér
evakudlasaval, nitrogéngazzal vald atdblitéssel, vagy
e ketté kombinacidjaval lehet elérni. A hidrolizis opti-
malis hémérséklete 110+1 °C, amelynek ingadozasa
kertlendd, ugyanis alacsonyabb hdmérsékleten (105
°C) végzett hidroliziseknél a peptidkotések felbom-
lasa mar nem kvantitativ, magasabb hémérsékleten
pedig az érzékenyebb aminosavak bomlasaval kell

szamolni. Hidrolizis utan a sésavat rotaciés vakuum-
desztillaléval vagy liofilezéssel tavolitjak el.

3. A fehérje aminosav-6sszetételének meghata-
rozasa fotometrias médszerekkel

3.1. A metionin fotometrias meghatarozasa

A legegyszerlibben alkalmazhaté nitroprusszid-nat-
riumos modszert McCarthy és Sullivan [25] irtak le
a metionin fotometrids meghatarozasa, melynek ér-
zékenysége azonban gyenge, és a szinreakciot a
hisztidin és a triptofan jelenléte is zavarja. A zavard
hatast a glicin feleslegben valé adagolasaval ki le-
het kisz6bdlni, és a mddszert automatikussa lehet
fejleszteni. Az eljaras soran 5 ml tesztoldathoz 1 ml
14,3 M natrium-hidroxid oldatot, 1 ml 1%-os glicin
oldatot, 0,3 ml 10%-o0s nitroprusszid-natrium olda-
tot adtak, mikézben az elegyet minden alkalommal
Osszekeverték. 5-10 percre 35-40 °C-os vizflrdébe
helyezték, ezt kdvetben két percre nulla °C-os viz-jég
keverékével leh(totték, és allandd keverés mellett
5 ml sésav-foszforsav elegyet adtak hozz4 (8 térfogat
koncentralt sésav és 1 térfogat 85%-os foszforsav).
Intenziv keverést kdvetden az elegyet vizben leh(tot-
ték, majd 5-10 percen keresztil szobahémérsékleten
tartottak. A metionin kalibralé sorozatat is hasonlé
modon készitették. A tdmény natrium-hidroxid ol-
dat alkalmazasaval elérték, hogy a glicin és a hiszt-
idin nem adott szinreakciot, a sésav és a foszforsav
egylttes alkalmazasa pedig tisztabb szin(i oldatot
eredményezett, mint a foszforsav hozzaadasa nélkiili
szarmazékképzeés. A mintak abszorbancigjat, 520 és
580 nm-hullamhossz tartomanyban mérték.

A reakcié specifikus a metioninra, ugyanis a tébbi
aminosav ilyen kérilmények kéz6tt nem képez szines
vegylletet. Ugyanakkor nem adnak reakciét a metio-
nin oxidalt szarmazékai, valamint a homocisztein, a
cisztein és a cisztin, és nem ad reakciot a triptofan
sem, ha a savat hidegen adjak a reakcidelegyhez.

Pieniazek és mtsai. [29] a metionint natrium-nitrittel
és trinatrium-pentaciano-aminferrattal ecetsavas ko-
zegben reagaltattak. A reakciét a cisztin és a cisztein
nem zavarja, a hisztidin zavarasat pedig pH=1,5-0s
glicin pufferrel ki lehet kiisz6bdlni. A modszer érzé-
kenysége itt sem tul nagy, ennek ellenére a szinre-
akciora alapozva egy atfolyds rendszer( automatikus
meghatarozast dolgoztak ki. Az oldatok fényelnyelé-
sét 520 nm hullamhosszon mérték.

Tonkovic és Hadzija [32] tejsavat, réz-szulfatot és
p-hidroxi-difenilt haszndltak a metionin mennyiségi
meghatarozasara. A vizsgalat alapjat szolgalé szin-
reakciot el6szor Barker és Summerson [1] irtak le. A
madszer lényege az, hogy a metionin a tejsav és a
p-hidroxi-difenil (PHD) reakcidjanak inhibitora, ezért
metionin jelenlétében a reakcio a metionin koncentra-
cidjaval aranyosan kisebb szinreakciot eredményez.
A szinintenzitas csékkenés az 5-45 ug metionin-tar-
tomanyban linearis, igy felhasznalhaté a metionin
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koté aminosavak nem zavarjak, ezért a médszer a
tiszta metioninra vagy fehérje hidrolizatumokra egya-
rant alkalmazhato. A tejsav és a PHD reakcidja soran
kapott szines termék, a nagyobb tejsav koncentra-
cioktol eltekintve, koveti a Lambert-Beer torvényt, a
szinintenzitas csOkkenése aranyos a metionin kon-
centracidjaval, ezért a modszer jol hasznalhaté a me-
tionin koncentracidjanak mérésére.

A vizsgalat soran 5-45 pg metionin-tartalmu minta-
hoz 20 ug tejsavat adtak, majd kémcsében egy ml
vizet, 0,05 ml réz-szulfat oldatot és 6 ml koncentralt
kénsavat adtak hozz4, a felforrosodott elegyet pedig
folydvizben lehiitétték. Ot percig forrd vizben tartot-
tak, majd 20 °C-ra leh(tétték, és 0,1 ml PHD oldatot
adtak hozza. Kapillaris segitségével 30 °C-on 30 per-
cig kevertették levegé aramban. Amennyiben a PHD
reagens teljes mértékben nem oldddott fel, az oldatot
90 masodpercre ismét forrd vizbe helyezték, majd a
lehdlt minta abszorbanciajat, a reagens vakkal szem-
ben 560 nm-en mérték.

A periddusos rendszer platinacsoportjanak fémei
(platina, palladium) szines komplex jodidokat ké-
peznek, amelyek szerves szulfidokkal vagy merkap-
to-vegytletekkel elszintelenednek a ligandumként vi-
selkedd kéntartalmu vegytileteknek a platinaval vagy
palladiummal képzett komplexei révén. A szinintenzi-
tas csokkenése mellett hasonldan reagal a metionin
és a cisztein is a palladium-fenazino-triazo-komp-
lexszel. Az elszintelenedési reakcio alkalmas a me-
tionin-tartalom meghatarozasara [19]. A cisztein ha-
tasa a platinakomplexre lényegesen kisebb, mint a
metioniné. A ciszteint tiazolidin-4-karbonsav keletke-
zése kozben feleslegben adott formaldehiddel lehet
lekétni. A meghatarozas soran a szines reagens oldat
a metionin-tartalommal aranyosan szintelenedik el. A
szinintenzitas csokkenése 5-15 mm-es kilvettaban,
490 nm-en mérhetd.

3.2. A cisztin-cisztein fotometrias meghatarozasa

A cisztin és a cisztein fotometridas meghatarozasa-
nal a cisztint a legtdbb esetben redukcidval cisz-
teinné kell atalakitani. A reakciohoz szulfitot, natri-
um-bérhidridet vagy merkapto-etanolt hasznaltak.
A cisztin redukcidjara a ditioeritritet (eritro-2,3-dihid-
roxi-1,4-ditiolbutan) és a ditiotreitet (treo-2,3-dihid-
roxi-1,4-ditiolbutan) Cleland [10] vezette be. A diti-
oeritrittel (DTE) és a ditiotreittel (DTT) végzett reduk-
cié elénye, hogy ciklikus diszulfid képz&dése miatt
a Cleland-reagens oxidalt formaja kertl elétérbe, és
az a reakcié egyensulyat a cisztein oldalara tolja el.
A DTE és DTT alacsony redoxpotencidlja miatt csak
kis reagensfelesleg szlikséges, hogy a cisztin teljes
redukcioja végbemenijen.

Gaitonde a cisztein mennyiségi meghatarozasat
ecetsavas-sdésavas kdzegben a ninhidrin és a cisz-
tein, 100 °C-on, 6-10 perc alatt képz&dott szines re-
akciotermékének 570 nm-en végzett fotometralasa-

val végezte [15]. Az egyéb, természetben el6forduld
aminosavak mellett a cisztein koncentraciojat 411
nm-en a noradrenalin-bitartaratbol kalium-ferri-ci-
aniddal valo oxidalassal el6allitott noradrenokrom
vegyllet szintelenedésének mérésével is meg lehet
hatarozni [30]. Szinreakciét hoztak létre a cisztein,
valamint a brucin és a kalium-perszulfat 50%-os kén-
savas oldata felhasznalasaval is, amelyet kdvetéen
a cisztein mennyiségét 660 nm-en, fotometralassal
mérték [27]. A cisztein meghatarozasara a nafto-
kinon-4-natrium-szulfonat és a cisztein kozott lét-
rejott reakcidban keletkezett szines termék abszor-
bancidjanak mérése is hasznalhato, amely 520 nm-
en mutat fényelnyelési maximumot [22]. Ciszteinnel
reagaltatva szinreakcié képzésére a natrium-nitrit, a
szulfanil-amid és az n-1-naftil-etilén-diamin is alkal-
mas, amelyek hatdsara a ciszteinbdl nitro-izo-cisz-
tein keletkezik, amelynek fényelnyelését 650 nm-en
mérték [24].

A cisztein szines vegylletet képez még a tiofluoresz-
ceinnel, az 5,5’-ditio-bis-(2-nitro-benzoesav)-val, a
2-vinil-kinolinnal és a 4,4’-bis-dimetilamino-difeni-
Ikarbinollal. Irodalmi forrasokban emlitést tesznek
a cisztein nitrilo-triecetsav-vas(lll)-kloriddal és az
1,10-fenantrolinnal lejatsz6dé reakcidirdl is, amelyek
ugyancsak alkalmasak a cisztein meghatarozasara

[4].

Holz [19] Ellman mddszerét tartotta legalkalmasabb-
nak a cisztein automatizalt meghatarozasara, amely-
nek soran a cisztint Cleland-mddszere szerint DTE-
vel vagy DTT-vel ciszteinné redukalta, a feleslegben
l[évé redukaloszert pedig natrium-arzenittel kotdtte
meg. Ellman [14] az oldatok fényelnyelését 412 nm
hullamhosszon mérte. A cisztein mennyiségét az
Ellman-reagenssel (5,5’-ditio-bis-(2-nitrobenzoesav,
DTNB) t6rténd szarmazékképzés utan a sarga szind
trinitrobenzoesav abszorbancidjanak segitségével
hatarozta meg. A DTE-vel valamint a DTT-vel valo re-
dukcié és az Ellman-reagenssel valé meghatarozas
is tiol-diszulfid cserén alapszik, ezért a cisztein-, il-
letve cisztin meghatarozasi modszer specifikus, mas
aminosavak azt nem zavarjak.

A vizsgalatok szerint a DTE és a DTT redukal6 ké-
pessége azonoshak tekinthetd, mivel a cisztein- és
a cisztin-szinintenzitasok mindegyik vegytlettel azo-
nosak voltak. A cisztin redukcidjara 10-12 perc re-
akcididét javasolnak, bar néhanyan a 30 perces idét
tartjak megfelelének. A ciszteintartalmu mintak cisz-
teinmeghatérozasi eredményei redukalészer hozza-
adasa nélkill lényegesen alacsonyabbnak bizonyul-
tak, mert a cisztein érzékeny az oxigénre, és a tarolas
soran részben cisztinné oxidalddik. Redukaldszer
hozzdadasa nélkil az oxidalédott cisztein nem vesz
részt a reakcidban, igy a meghatarozas a valésagos-
nal alacsonyabb cisztein értékhez vezet. A fotomet-
rias modszer alkalmas élelmiszerek és takarmanyok
cisztintartalmanak nagy sorozatban valé meghatéro-
zasara.
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Ohmori és mtsai. [28] egy egyszerl és specifikus
vizsgalatot dolgoztak ki a cisztein meghatarozasara.
A ciszteint metanolban p-dimetil-amino-fahéjalde-
hiddel reagaltattak, 60 °C-on, 2 6ran at, kénsav je-
lenlétében. Az abszorbanciat 587 nm-en mérték, a
szines szarmazék 60 °C-on legalabb 5 6ran keresztill
stabil volt. Az eljaras specifikus volt a ciszteinre, mert
mas aminosavakkal nem jelentkezett szinreakcio.

3.3. A lizin fotometrias meghatarozasa

A savas fehérje hidrolizist kdvetéen Carpenter és
mtsai. [5], illetve Lea és munkatarsai [23] az 1-fluo-
ro-2,4-dinitrobenzolt hasznaltak a lizin mennyiségé-
nek meghatarozasara. Carpenter és Ellinger [6, 7]
ezt az eljarast fejlesztette tovabb, amely hasznosnak
bizonyult szamos 4dllati eredetli minta esetében, a
meghatarozast azonban jelentésen befolyasolta az
a-dinitro-fenil-arginin zavaré hatasa. Az interferen-
ciat metoxi-karbonil-klorid alkalmazasaval [3] sike-
rilt kikiszobdlni, de ez a kezelés egy szines hiszt-
idin-szarmazék varatlan kialakulasahoz vezetett [8].
A mobdszert Carpenter [9] tovabb fejlesztette, és a
tovabbiakban kisérleteit 1-fluoro-2,4-dinitrobenzollal
végezte el.

A moddszer Iényege az, hogy elsé Iépésben a lizin sza-
bad e-amino csoportja reagal az 1-fluoro-2,4-dinitro-
benzollal (FDNB), amely egy sarga szinl dinitro-fenil
(DNP) szarmazékot eredményez. Ezt kévetben a fe-
hérjét 6 M sdsavval aminosavakka hidrolizaljak, majd
a reagens feleslegét és a fotometrias meghatarozast
zavar6 anyagokat éteres extrakcioval eltavolitjak, és
végll mérik a vizes maradék abszorbanciajat, amely-
bdl a szabad e-amino csoport mennyiségére, abbdl
eljaras soran a 30-50 mg nitrogént tartalmazé min-
tdhoz 8%-o0s natrium-hidrogén-karbonat oldatot,
majd az FDNB alkoholos oldatat adtak, két éran at
kevertették, majd miutan a reakcio lejatszodott, a fe-
hérjét azonnal 8 M sdésavval 16 éran at, refluxaltatva
hidrolizaltéak. A hidrolizatumot megfeleld higitast ko-
vetben éterrel tobbszor extrahaltak, a vizes fazishoz
metoxi-karbonil-klorid oldatot adtak, éterrel ismét
extrahaltak, és a vizes fazis abszorbanciajat 435 nm-
en, vakkal szemben, mérték. A mddszer hatranya,
hogy a hisztidin és az arginin zavartak a meghatéro-
zast. A hisztidin interferenciat okoz6 hatésa kisebb
volt, mivel annak dinitro-fenil (DNP) szarmazéka
435 nm-en nem mutatott maximalis abszorbanciat.
A moddszert hosszu iddn at, az automatikus aminosav
analizatorok elterjedéséig, rutinszerlen alkalmaztak
a hasznosithaté lizintartalom meghatéarozasara.

3.4. Az arginin meghatarozasara fotometriasan

Az aminosavak kozul egyedil az arginin rendelke-
zik guanidin csoporttal, amely olyan szinreakciot ad,
mely az argininre specifikussa teszi a meghatarozast.
A Sakaguchi [31] mddszere szerint ligos korilmé-
nyek kdz6tt az arginin az a-naftollal és a natrium-hi-
pobromittal vagy natrium-hipoklorittal reagal, és az

oxidacié eredményeként egy olyan vords-barna szind
vegyllet keletkezik, amely spektrofotometriasan
mérhetd. A fehérje hidrolizatum szamos olyan anya-
got tartalmazhat, amelyek megakadalyozzak a szin
kifejlédését, ezek kozil a leggyakoribb az ammania.
Izumi [20] 520 nm hullamhosszon, mig ugyanezen
reakciot felhasznalva Gilboe és William [16] 490 és
510 nm k&z6tti hullamhossz tartomanyban hataroz-
tak meg a mintak arginin-tartalmat.

4. Altalanos attekintés

A fehériék 6 M sdésavval, 110+1 °C-on, 24 éran at
végzett hidrolizisét kdvetéen valdsithaté meg, a -
triptofan kivételével — az aminosavak fotometrias
meghatarozasa. A két kéntartalmd aminosav sze-
lektiv meghatarozasat az teszi lehetévé, hogy mind
a metionin metil-merkapto csoportja, mind a cisztin
redukcidjaval képzddétt cisztein szulfhidril csoportja
olyan specidlis szarmazékképzési reakciokba vihe-
ték, amelyek csak ezekre az aminosavakra jellemzék.
Ugyanez elmondhaté a lizin e-amino csoportjarol és
az arginin guanidin-csoportjardl is, amelyekkel létre-
hozott specidlis szinreakciok lehet6vé teszik az egye-
di meghatarozast.

A metionin fotometrias meghatdrozdsa soran alkal-
mazhatd a nitroprusszid-natriumos szinreakcio [25],
amelyet azonban a hisztidin és a triptofan jelenléte
zavar. A zavard hatas kikliszobolése utan a reakcid
specifikus a metioninra, ugyanis a tdébbi aminosav
ilyen koérilmények kdzott nem képez szines vegyu-
letet, és a metionin oxidalt szarmazékai, valamint a
homocisztein, a cisztein és a cisztin sem adnak szin-
reakciot.

Pieniazek és mtsai. [29] a metionint natrium-nitrittel
és trinatrium-pentaciano-aminferrattal ecetsavas ko-
zegben reagaltattak, Tonkovic és Hadzija [32] pedig
tejsavat, réz-szulfatot és p-hidroxi-difenilt hasznaltak
a metionin-tartalom meghatarozasara. A modszer Ié-
nyege, hogy a metionin a tejsav és a p-hidroxi-difenil
(PHD) reakciojanak inhibitora, ezért metionin jelenlé-
tében a reakcidé a metionin koncentracidjaval aranyo-
san kisebb szinreakciot eredményez.

A platina és a palladium szines komplex jodidokat
képeznek, amelyek szerves szulfidokkal vagy mer-
kapto-vegyuletekkel elszintelenednek a kéntartalmu
vegylleteknek, mint ligandumnak, a platinaval vagy
palladiummal képzett komplexei révén. A szinintenzi-
tas csokkenése mellett hasonldan reagal a metionin
és a cisztein is a palladium-fenazino-triazo-komp-
lexszel, mely elszintelenedési reakcio alkalmas a
metionin tartalom meghatarozasara [19]. A cisztein
hatasa a platinakomplexre Iényegesen kisebb, mint a
metioniné, és a zavard hatast is meg lehet szintetni
feleslegben adott formaldehiddel.

A cisztin és a cisztein fotometrias meghataroza-
sanak elsd Iépése, hogy a cisztint szulfitos, natri-
um-bérhidrides vagy merkapto-etanolos redukcidval
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ciszteinné alakitjak. A ditioeritritet (eritro-2,3-dihid-
roxi-1,4-ditiolbutan) és a ditiotreitet (treo-2,3-dihid-
roxi-1,4-ditiolbutan) Cleland [10] vezette be a cisz-
tin redukcidjara, melynek elénye, hogy egy ciklikus
diszulfid képz6dése miatt a Cleland-reagens oxidalt
formaja kerll el6térbe, ami a reakcié egyensulyat a
cisztein oldalara tolja el.

A cisztein fotometrids meghatarozasa soran a ciszte-
int a ninhidrin és a cisztein k6zo6tt ecetsavas-sosavas
kdzegben létrejovd reakcio révén hataroztak meg. A
100 °C-on, 6-10 perc alatt létrejott szines vegytile-
tet 570 nm-en végzett fotometraltak [15]. A cisztein
mennyiségének mérésére alkalmaztak a noradre-
nalin-bitartaratbdl kalium-ferri-cianiddal valé oxi-
dalassal el6allitott noradrenokrom szintelenedését
is [30]. Ugyancsak szinreakciét hoztak létre a cisz-
tein, valamint a brucin és a kalium-perszulfat 50%-
os kénsavas oldata segitségével [27]. Alkalmaztak
még erre a célra a naftokinon-4-natrium-szulfonatot
[22] és a natrium-nitritet, a szulfanil-amidot és az
n-1-naftil-etilén-diamint is [24]. A cisztein szines ve-
gyliletet képez még a tiofluoreszceinnel, az 5,5’-di-
tio-bis-(2-nitro-benzoesav)-val, a 2-vinil-kinolinnal és
a 4,4’-bis-dimetilamino-difenilkarbinollal, valamint a
nitrilo-triecetsav-vas(lll)-kloriddal és az 1,10-fenant-
rolinnal is [4].

Holz [19] Ellman [14] mdédszerét moédositva a cisz-
tint Cleland-mddszere szerint DTE-vel vagy DTT-vel
ciszteinné redukalta, majd a ciszteint az Ellman-re-
agenssel (5,5’-ditio-bis-(2-nitrobenzoesav, DTNB)
torténd szarmazékképzés utan a sarga szin( trinitro-
benzoesav abszorbanciajanak segitségével mérte. A
meghatarozas a tiol-diszulfid cserén alapszik, ezért a
cisztein-, illetve cisztin meghatarozasi modszer spe-
cifikus, mas aminosavak azt nem zavarjak.

Ohmori és mtsai. [28] a ciszteint p-dimetil-amino-fa-
héjaldehiddel reagaltattak, az abszorbanciat pedig
587 nm-en mérték. A reakcidé specifikus volt a cisz-
teinre, mert mas aminosavakkal nem jelentkezett szi-
nes szarmazek.

A savas fehérje hidrolizist kdvetéen Carpenter és
munkatarsai [5], illetve Lea és munkatarsai [23] az
1-fluoro-2,4-dinitrobenzolt hasznaltak a lizin meny-
nyiségének meghatarozasara. A modszer |ényege
az, hogy elsé Iépésben a lizin szabad e-amino cso-
portja reagal az 1-fluoro-2,4-dinitro benzollal (FDNB),
mely egy sarga szind dinitro-fenil (DNP) szarmazékot
eredményez. Ezt kdvetéen a fehérjét 6 M sdsavval
aminosavakka hidrolizaljak, majd éteres extrakcio-
val eltavolitjak a reagens feleslegét, és a fotometrias
meghatarozast zavard anyagokat, és végil 435 nm-
en mérik a vizes maradék abszorbanciajat, melybdl a
szabad e-amino csoport mennyiségére, abbdl pedig
a lizin koncentracidjara lehet kévetkeztetni.

Az arginin Sakaguchi [31] mddszere szerint ltugos
korilmények kozott reagal az a-naftollal és a natri-
um-hipobromittal vagy a natrium-hipoklorittal, és
az oxidaciéo eredményeként egy olyan vords-barna
szind vegydulet keletkezik, mely spektrofotometriasan
520 nm hulldmhosszon [20] vagy 490 és 510 nm ko&-
z6tti hullamhossz tartomanyban [16] mérhetd.
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