Hidroxiprolin meghatarozaséara alkalmazott mddszerek
o0sszehasonlité vizsgalata

BALINT MIHALY

Megyei Elelmiszerellenérzé és Vegyvizsgalé Intézet, Zalaegerszeg
Erkezett: 1977. szeptember 7.

A husipar altal el6allitott készitmények kilonb6z6 minéségli alapanyagok
meghatarozott - az anyagnorma szerinti — aranyd keverékbdl készilnek.

A szokdsos minGsit6 jellemzbket a kot6szovet-tartalom meghatarozésa ki-
egésziti, és a készitmény atfogobb biralatara nyit médot.

A kot6szovet-tartalom meghatarozasarakét, elméletileg is kiilénb6z6 modszer
alkalmazhaté:

A hisztometriai médszer alkalmazasanal a termék metszéslapjain rasztermik-
roszképpal meghatarozzak az egyes szovetféleségekkel fedett felszini pontokat,
majd a tébb (legkevesebb 10) metszéslapon elvégzett szamlélast felhasznalva
minGsitik a terméket. Osszehasonlitasul ellenérzott korilmények kozott késziilt
termék értékelése szolgal (1).

A maddszer rendkivil idSigényes. A felszini adatok térfogatra, illetve sulyra
valé atszamitdsa nehézkes.

A masik meghatarozasi moéd analitikai-kémiai, a kollagén egy speciélis amino-
sav alkotorészéhez kot6dik. A kollagén mintegy 13%-ban tartalmaz hidroxipro-
lint. A hidroxiprolin meghatarozott kérilmények kdzott oxidalva pirrolla alakul.
A képzddott pirrol savas kozegben p-dimetilamino-benzaldehiddel (p-DABA)
vords szinezéket alkot, amelynek intenzitdsa koveti Beer-Lambert torvényét, és
igy a mennyiségi meghatarozast lehetévé teszi (2).

A reakciokorilményekben a kilonféle meghatarozasi leirdsok eltérd kezelési
moédokat irnak le. Vizsgéalataink soréan a rutinfeladatok elvégzésére valé alkal-
masséagot tekintettiik a legfontosabb szempontnak; és az 5 kulonféle meghataro-
zasi modot e szempontbdl vizsgaltuk (3, 4).

A rutinméréssel kapcsolatosan a kdvetkezdket tartottuk szem el6tt:

1 A reakci6 a normal ipari laboratérium koérilményei, illetve megszokott'
moédszerei alkalmazasaval kivitelezhetd legyen.

2. A reakci6 végrehajtasahoz minél kevesebb részfolyamatra legyen sziikség.

3. A reakci6-elegybe minél kevesebb egymés utani bemérést legyen szilkséges
elvégezni.

4. Végul a fotometralaskor kialakul6 szin minél hosszabb ideig 6rizze meg
maximalis intenzitasat, és 1 6ran belll ne csdkkenjen az eredeti intenzitas
90%-ara.

Az emlitett médszerek Osszehasonlité elemzése utan alakitottuk ki a szem-
pontjainknak legjobban megfelel6 meghatarozasi médot.
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A kulonféle hidrolizismédok 6sszehasonlitasa

A szinképzésben igen jonak bizonyult a kordbbrél ismert médositott Siege-
man, ill. az ISO/DIS (6, 7) eljards. A hidrolizis ezen két eljardsnal 6 n sésavval
refluxon, illetve 6 n sésavval cinkoxid mellett tértént. A sésavas hidrolizis helyett
a kénsavas-szaritdszekrényes hidrolizismodot tartottuk a szempontjainknak leg-
megfelel6bbnek, kisebb eszkdz- és csokkent felligyeleti igénye miatt.

A kovetkez6 hidrolizismédokat hasonlitottuk dssze: 1 6 n kénsavas, 11 6 n
kénsavas 1 g on(ll) klorid mellett, IIl. 6 n s6savas refluxon és IV. 3 n natrium-
hidroxidos.

Modellanyagként parizsit (A), olasz felvadgottat (B) és nyari turista felvagottat
(C) alkalmaztunk; 2—2 parhuzamos hidrolizatumot készitettiink, majd minden
hidrolizatumbol 2 —2 szinképzés késziilt. A mért extinkcidkat tablazatban adtuk
meg. A mért értékek mellett feltiintettik azokat all. hidrolizissel nyert extinkcio
szazalékaban is (1. tablazat).

7. tablazat

Kulénb6z6 modellanyagok extinkcidja és a Il. hidrolizissel nyert extinkcié szazalékaban
feltintetett értékek

A B Cc
0,401 86,2 0,440 91,1 0,636 90,9
0,465 100 0,487 100 0,700 100
0,473 101,7 0,483 99,2 0,707 101,0
0,512 110,1 0,625 128,3 0,814 116,3
A = paérizsi
B = olasz felvagott
C = nyari turista felvagott
I. = 6 n kénsavas hidrolizis
II. = 6 n kénsavas hidrolizis 1 g én(U)klorid mellett
I1l. = 6 n sésavas hidrolizis refluxon
IV. = 3 n natrium-hidroxidos hidrolizis

A mérési eredményekbdl lathatd, hogy a kénsavas Onklorid melletti és a s6-
savas refluxon térténé hidrolizissel kdzelitéen egyezd eredmények nyerhet6k, az
eltérés 2%-on belili. A kénsavas ures hidrolizatum Iényegesen kisebb értékeket
eredményezett, bar az eltérés nagysadga az ISO-szabvany el6irasait még igy is
kielégitené.

A lagos llidrélizélassal lényegesen magasabb extinkci6értékek nyerhet6k
a szinképzésnél. Ennek magyarazataul kinalkozik, hogy a ligos hidrolizisnél
kevésbé karosodd kéntartalml aminosavak zavarjak a meghatarozast.

Az Ures kénsavas hidrolizatumbol kisz(irésre keril§ anyagrészeket — felté-
telezve, hogy nem volt telijes a hidrolizis — ismételt hidrolizisnek vetettiik ala
s6savas refluxon. Az ismételt hidrolizalas sz(irletéb6l azonban a higitasi viszonyo-
kat figyelembe véve sem volt kimutathaté a hidroxiprolin, a szinreakcié6 nem je-
lentkezett.

A hidrolizatumokat sz(irés utdn szobahémérsékleten taroltuk, a tébbi reakcio-
lépcsé oldataival egyditt.

A higitott és semlegesitett oldatok altaldban megromlottak. A tdérzsoldatok
hosszl ideig karosodas nélkil tarolhatdk, a szinik megsotétedik, de még két
hénap utan is azonos hidroxiprolin értékek mérheték az oldatokbdl.
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A husipari gyakorlatban alkalmazott mérési modszerek és a kotészovet-tartalom
meghatarozasara ajanlott médszerek pontossdganak osszehasonlitasa

Matematikai-statisztikai meggondolasok miatt (8, 9, 10) a mérések Ossze-
hasonlithatésagdhoz minden mérési tipusnal 12-12 értékelhet6 adatot nyertink.

A viz, zsir és szamitott fehérje szokasos, szazalékos megadasi maédjait, mig
a kotészovet-tartalomnal a kdzvetlenil mérhet6 extinkcioértékeket hasonlitottuk
Ossze. A kot6szovet-tartdl dmnal 6 —6 parhuzamos hidrolizis késziilt, és ezek kerul-
tek a szinképzéshez kétszerezésre. A szamolassal nyerhet6 adatokat tablazatosan
adtuk meg (2. tablazat).

2. tablazo t

Kotészovet-tartalom meghatarozasi mdédszerek pontossaganak dsszehasonlitasa

A B C E
Vorosaru (parizsi)
Viz 1. 67,02 0,33 0,49 0,120 0,179
Viz 1. 61,81 0,88 1,424 0,259 0,419
Zsir 1. 17,5 2,0 11,44 0,670 3,84
Zsir 1. 24,0 2,0 8,33 0,732 3,05
Szam. fehérje | 12,48 1,89 15,14 0,589 4,72
Szam. fehérje 11. 11,19 1,62 14,47 0,511 4,57
Kotészovet A .. 0,208 0,036 17,3 0,0113 543
B 0,303 0,039 12,87 0,0127 4,19
C 0,286 0,035 12,2 0 0112 3,92
Nyari turista felvagott
Viz 1. 34,55 1,47 4,25 0,435 1,26
Viz 11.. 32,05 1,58 4,92 0,491 1,53
Zsir 1. 43,40 3,0 6,91 0,995 2,29
Zsir I1l. 46,17 2,0 4,33 0,577 1,25
Szam. fehérje 18,04 1,94 10,75 0,671 3,72
Szam. feher]e 11 17,78 0,97 5,46 0,338 1,90
Kotészovet A 0,556 0,073 12,12 0,025 4,51
B | 0,524 0,064 12,21 0,021 4,01
B Il 0,445 0,056 12,56 0,016 3,59
Cc . 0,467 0,052 11,13 0,015 3,14

a mérések atlaga (12 parhuzamos)

a terjedelem (asorozat legnagyobb éslegkisebb tagjanak kilénbsége)
aterjedelem az atlagértékek szazalékaban

a mérések szorasa

a variaciés egyultthaté (a széras az atlagérték szazalékaban)

=

o6t6szovet-tartalom moédszerei:
a moédositott Stegeman mdédszer
az altalunk ajanlott médszer

A
B
C
D
E
A
A
B
G az 1SO/DIS médszere

Az eredményekbdl lathatd, hogy a fehérjetartalom és esetenként a zsirtar-
talom meghatarozasanal mind a terjedelem, mind a variaciés egyitthaté nagyobb
értékekét ad, mint akot6szovet-tartalmat reprezentald extinkcio érték. A mennyi-
ségi aranyokat is figyelembe véve megallapithatd, hogy a két6szovet-tartalom
meghatarozasara szolgal6 modszerek mindegyike jobb, mint a klasszikus megha-
tarozasi médok egy része.

251



Hus és huaskészitmények kotd'szovettartalimanak meghatarozasa hidroxiprolin
tartalmuk alapjan

Szilkséges vegyszerek

Kénsavoldat 30%-o0s: 375 cm3analitikai tisztasagl tdomény kénsavat higitot-
tunk mérélombikban 2 literre.

Hidroxiprolin torzsoldat: 50 mg analitikai tisztasagu hidroxiprolint analitikai
mérlegen 0,1 mg pontossaggal lemériink, vizben feloldjuk, 1 cm3 0,1 n sbsavat
adunk hozza, és 100 cmes mér6lombikban vizzel jelig toltjuk. Hit6szekrényben
mintegy két hétig eltarthato.

Citrat-acetat puffer: 50 g 1 kristalyvizes citromsavat, 12 cm3jégecetet, 120 g
natriumacetatot oldunk 800 cin3 vizben 1 l-es tnér6lombikban. A pH-értéket
ecetsawval, illetve natriumhidroxiddal 6-ra allitjuk, majd jelig toltjik. Néhany
csepp toluollal konzervéljuk. H(it6szekrényben néhany honapig eltarthatd.
A pufferoldat készitéséhez analitikai tisztasagu vegyszereket hasznalunk fel.

Kristalyos én-ll-klorid, analitikai tisztasagu. Natriumhidroxid oldat 25%-os,
analitikai tisztasagu vegyszerbdl.

Kléramin-T oldat: 1,40 g kléramin-T-t 25 cm3 viz és 25 cm3 n-propanol
elegyében oldunk. Az oldatot citrat-acetat pufferrel 100 cm3re egészitjuk Ki.

Szinképzd reagens: 10 g p-dimetilamino-benzaldehidet oldunk 35 cm360%-0s
perklérsavban, és roviddel a felhasznalas elétt 65 cm3 i-propanollal elkeverjik.
A szinképz6 reagenst naponta frissen kell késziteni.

Eszkozok és készilékek

Erlenmeyer lombik 250 cm3es; mérélombik 100, 200,500,1000 és 2000 cm3es;
pipettak; vizfurdd; apritdberendezés (tarcsas husdaralé vagy ezzel azonos apritast
biztosité forgékéses készilék, pl. elektromos kaveédrld); inikrobiirettak; fotométer
vagy spektrofotométer; tdlcsér; szlir6papir; csiszoltdugds kémcsd; szaritoszekrény;
analitikai mérleg; indikatorpapir.

A minta el6készitése

A vizsgalandé mintat 3 mm-es lyukb8ségl tarcsas hasdaralon kétszer le-
daréljuk, majd Osszekeverve j6l zar6ddé lveg vagy mlanyag edénybe tesszik.

Eljaras

5 g 10 mg-nyi pontossaggal bemért homogenizalt mintat 250 cm3es Erlen-
meyer lombikba helyeziink. 1 g kristalyos énkloridot és 50 cm3 30%-0s kénsav-
oldatot mériink ra. A lombikot 6éraliveggel lefedjuk, majd 16 o6rara 105 °C-U sza-
ritdszekrénybe helyezzik hidrélizalas céljabdl. A leh(tott hidrolizatuinot 200 cm3
es mér6lombikba mossuk, jelig ontjik, analitikai sz(ir6papiron sz(rjik. A szirlet
10 cm3ét 200 cm3es mérdlombikba pipettazzuk, majd 25%-0s natriumhidroxiddal
pH = 8-ra allitjuk be indikatorpapir segitségével. Jelig dntjik, alevalé 6nhidroxid
csapadékot legkevesebb 1 6raig, de célszerlen egy éjjel allni hagyjuk, majd szr-
juk. A szlrletet szikséghez képest tovabb higitjuk.

2 cm3t a higitott hidrolizatumbdél kémcs6be mériink, hozzaadunk 1 cm3
kléoramin-T oldatot, 6sszekeverjik és 20 percig szobahémérsékleten alini hagyjuk,
majd 1cm3szinképz6t adunk hozza. Kevés csapadék képzddik, ami aldehidkivalas.
Sorozatvizsgalatok kivitelezésénél el6szér minden kémcs6be bemeérjik a szin-
képz6t, majd ezutan j6l Osszerazzuk, a csapadék ekkor feloldédik. A reagensek
adagolasahoz j6l alkalmazhat6 félautomata pipettdzéberendezés vagy mikro-
biiretta. A kémcsdveket lazan bedugjuk, majd 30'-re 60+1 °C-uU vizfird6be he-
lyezziik. Folydvizben leh(tjuk. 10' mulva a képz6dott szinezéket a reakci6-vak-
prébaval szemben 560 nm-nél mérjik. A szinezék mintegy 90'-ig szinallandé.
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Vakpréba: 2 cm3desztillalt vizzel végezzik el a fent leirt eljarast.

A kalibraciés gorbe elkészitése:

A hidroxiprolin térzsoldatb6l 5 cm3t 500 cm3re higitunk. Ebbél 5, 10, 20,
30, 40, 50 cm3t veszink ki és 100 cm3re higitjuk. Az igy nyert oldatok rendre
2 cm3ben 0,5.. .5 //g/2 cin3 hidroxiprolint tartalmaznak. Az oldatokat a meg-
hatarozasnal leirtak szerint kezeljuk és a képz6dott szinezéket fotométerrel mér-
juk. A mért eredmények alapjan elkészitjik a kalibraciés egyenest. A koordinata
rendszerben fliggetlen valtozoként a bemért hidroxiprolin mennyiségeket, mig
figg6 valtozoként a megfelel6 extinkcio értékeket vessziik fel.

A nyert egyenes felhasznalasaval a hidrolizatum hidroxiprolin-tartalma
megadhatd. *

Az extinkcié optimuma 0,1 -0,6 kozott tekinthetd.

Az eredmény kifejezése:

PV-8
K% = T u100

Ahol K a kollagén kot6szdévet mint a bemért anyagmennyiség hanyada

P a mért hidroxiprolin mennyisége /rg-ban

G avizsgalatra bemért anyag sulya g-ban

Y, a higitas mértéke (a leirt esetben 4000)

8 a kollagén kot6szovet és a talalt hidroxiprolin mennyisége kozotti

atszamitasi faktor

A fehérjére vonatkoztatott kollagén kot6szdvet-tartalom (Q) szazalékban:

K%
Q% = +100
F%

ahol K% = az el6z6 szamitassal nyert érték
F% = a Kjeldahl-fehérjetartalom %-ban (N.6,25)
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CPABHUTENBbHBLIE NCMNbITAHNA METOA40OB OMPEAENEHWNA
rmaoPOKCUNPONNHA

M. Ba/iMHT

ABTOpP CpaBHMBAET MATb PasHbIX METOAOB OMNPEefESieHNsl U3BECTHbIX U3 NnTe-
paTypbl; Ha OCHOBaHWW Pe3y/bTaToB aBTOP PaspaboTasl METOZ PYTWHHOFO M3Mepe-
HUSI MPUMEHSIEMOTO U B MPOMBIL/IEHHLIX YC/OBUSAX. CpaBHUBAET penpoayLHpye-
MOCTb METOZIOB OMpefesieHnst TOAPOKCUNPONMHA C OCTa/IbHbIMW  XUMUYECKAMM
MeToAamMmn MPUMEHSIEMbIX MPU KOHTPOJIE KayecTBa B MSCHOI NPOMbILLIIEHHOCTU.
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VERGLEICHENDE UNTERSUCHUNG DER ZUR BESTIMMUNG
VON HYDROXY PROLIN VERWENDETEN VERFAHREN

M. Balint

Finf verschiedene, in der Literatur beschriebene Bestimmungsverfahren
wurden miteinander verglichen. Auf Grund der Ergebnisse wurde eine auch unter
den industriellen Verhaltnissen anwendbare rutinmassige Messmethode entwickelt.
Die Reproduzierbarkeit der Bestimmungsmethoden des Hydroxiprolins wurde
mit der der anderen in der Fleischindustrie zur Qualitatskontrolle verwendeten
chemischen Verfahren verglichen.

COMPARATIVE INVESTIGATION OF METHODS APPLIED
FOR THE DETERMINATION OF HYDROXYPROLINE

M. Baélint

Five different methods described in literature were compared with each other.
On the basis of the results a routine method applicable also under industrial con-
ditions was developed. The reproducibility of the methods for the determination
of hydroxyproline was compared with that of other chemical methods used in the
quality control of products of the meat industry.
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