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Scharakteryzowano metode oznaczania cysteiny/cystyny (Cys) i metioniny (Met). Badania
przeprowadzono na probkach 5 pasz i 10 liofilizowanych Zzottek jaj. Przeprowadzone
analizy prob Slepych nie wskazywaty na koniecznos¢ korygowania o ich wyniki zawarto-
§ci aminokwasow w analizowanych probkach. Stwierdzono trwatos¢ aminokwasow
w roztworach wzorcowych przez co najmniej 110 dni i hydrolizatach probek przez co
najmniej 30 dni (wspbtczynniki zmiennosci miedzy terminami przechowywania od 0,50%
do 4,03%). Powtarzalnos¢ i odtwarzalno$¢ metody oznaczania aminokwasow siarkowych
nie przekraczaly 5% (pasze) i 8,5% (z6tka). Niepewnosci (P <0,05) bez uwzglednienia
czynnika pochodzacego od analiz materiatu referencyjnego wynosity dla obu amino-
kwasow 8,98% (pasze) i 13,26% (zOttka). Niepewnosci (P <0,05) z uwzglednieniem
powyzszego czynnika wynosity 12,02% i 15,49% (Cys) oraz 22,11% i 24,16% (Met),
odpowiednio dla pasz i zottek. Srednie odzyski wynosity 96,4% (Cys) i 96,1% (Met).
Wspotczynnik korelacji r? prostoliniowej krzywej kalibracyjnej, w zakresie 3—100 mg/L
(Cys) i 6—200 mg/L (Met) wynosit co najmniej 0,999. Granice oznaczenia ilosciowego
wynosity odpowiednio 3 mg/L i 6 mg/L. Podczas wykonywania rutynowych analiz
powinny by¢ sprawdzane: powtarzalno$¢ oraz zawartosci aminokwasébw w probce
kontrolnej.

Do grupy aminokwasow siarkowych nalezg cysteina i cystyna oraz metionina.
Ze wzgledu na ich duze znaczenie w zywieniu cztowieka i zwierzat, niezwykle
wazne jest wykorzystywanie zwalidowanych metod oznaczania tych aminokwasow
w hydrolizatach pasz i zbttkach jaj. Jedna z technik oznaczania aminokwasow
siarkowych jest technika wysokosprawnej chromatografii cieczowej na odwroco-
nych fazach (Reversed-Phase High Performance Liquid Chromatography czyli RP
HPLC), przy czym, o ile uzyskano zadowalajace wyniki dotyczace zawartosci
metioniny w hydrolizatach probek badanych materiatow, o tyle nie udato sie w nich
poprawnie iloSciowo oznaczy€ cysteiny/cystyny (Bltikofer i in., 1991). Z tego

* Praca wykonana w ramach dziatalnosci statutowej 1Z — PIB, temat nr 2103.1.
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wzgledu stosowana do oznaczania aminokwasbw siarkowych, (chociaz takze
innych aminokwasdw) technika chromatografii jonowymiennej (lon-Exchange
Chromatography czyli IEC) jest nadal technika podstawowa (Zumwalt i in., 1987;
Rayner, 1985). Cysteine/cystyne (Cys) i metioning (Met) oznacza sie w postaci
kwasu cysteinowego i sulfonu metioniny (methionine sulphone) po utlenieniu
i kwasnej hydrolizie biatka zawartego w probce (Rayner, 1985). Uzyskanie
wynikbw mozliwie najbardziej wiarygodnych umozliwia wykonywanie analiz po
uprzednim zwalidowaniu danej metody analitycznej (PN-EN ISO/IEC 17025:2005).
Moze temu stuzy€ scharakteryzowanie metody poprzez okreSlenie takich parametrow,
jak jej powtarzalnost, odtwarzalnost, niepewnost, odzysk, liniowos¢, granica oznacze-
nia ilosciowego (Arendarski, 2003; Dobecki, 1998; Ellison i in., 2000), granica
powtarzalnosci oraz trwatost roztwordw wzorcowych i hydrolizatow pasz i zokek jaj.
Na podstawie badah walidacyjnych mozna okresli¢ sposoby kontrolowania jakosci
wynikow badah podczas wykonywania rutynowych analiz. Dotychczasowe publikacje
dotyczace oznaczania aminokwasow siarkowych nie zawierajg niektorych sposrod wi/w
parametrow walidacyjnych, dlatego niniejsza praca jest proba uzupetnienia tej luki. Jest
ona rbwniez kontynuacjg wczesniejszej pracy, dotyczacej walidacji metody oznaczania
aminokwasoéw w kwasnych hydrolizatach pasz (Gasior i in., 2005).

Materiat i metody

Odczynniki, aparatura i warunki analizy chromatograficznej

Uzyto nastepujacych odczynnikbw: kwasu cytrynowego — monohydratu
cz.d.a., stezonego (36%) kwasu solnego (HCI) cz.d.a., kwasu mrowkowego 80%
cz.d.a. (POCH, Polska); nadtlenku wodoru 30% cz.d.a., firmy CHEMPUR (Piekary
Sl., Polska); wodorotlenku sodowego cz., (STANDARD, Polska); kwasu kap-
rylowego 98% cz. (SERVA, Niemcy); cytrynianu sodowego — dwuhydratu cz.d.a.
i 1-oktanolu 99% cz. (SIGMA, USA); kwasu bromowodorowego 47% cz. (Merck,
Niemcy); wody dejonizowanej (H,O, z dejonizatora MilliQ-Plus); roztworu ninhyd-
ryny — Beckman, USA (nr. kat. 338069); eluent: bufor pH 2,7 (17 g cytrynianu
sodowego-dwuhydrat, 10 ml stezonego HCI, woda dejonizowana do 1 L; pH
ustalono za pomoca roztworu HCI). Do hydrolizy przygotowywano roztwor kwasu
solnego (6 mol/L), rozpuszczajac stezony HCI w wodzie w proporcji 1:1 (v/v). Do
rozpuszczania probek po hydrolizie uzywano buforu, pH 2,2, ktory otrzymano po
rozpuszczeniu w 1,8 L H,0: 42 g monohydratu kwasu cytrynowego, 16,8 g NaOH,
32 ml stezonego HCI i 0,2 ml kwasu kaprylowego, ustaleniu pH buforu roztworem
HCI i uzupetnieniu H,O do objetosci 2 I. Mieszanine utleniajgca sporzadzano na
biezgco mieszajac w stosunku 1:9 (v/v): H,O, (30%) i kwas mrowkowy (80%), po
czym schiadzano jg przez okoto 0,5 godziny w lodéwce. Roztwor NaOH (10 mol/L)
otrzymano po rozpuszczeniu 40 g NaOH w 100 ml H,0.

Wykorzystano standardy aminokwasbw (Sigma-Aldrich-Fluka, St. Louis,
USA): kwas asparaginowy, treoning, seryne, kwas cysteinowy lub uwodniony kwas
cysteinowy, sulfon metioniny.
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Wykorzystano chromatograf-analizator aminokwasow System Gold AA firmy
Beckman, wyposazony w pompe modutowa 126 AA, autosampler 502E, detektor
UV-VIS 166, kolumne jonowymienng Spherogel IEX High Performance Sodium
Column, reaktor postkolumnowy 232. Dane integrowano przy uzyciu programu
Gold Nouveau (Beckman). Przeliczeh dokonywano na komputerze w programie
Excel. Do przygotowywania probek uzyto liofilizatora Christ Beta, wyparki, kolb
do wyparki (100 ml), ptaszczy grzejnych i chtodnic zwrotnych, saczkdw Srednich
Filtrak 389, saczkow strzykawkowych 0,22 um oraz miynka do mielenia pasz
z sitem o Srednicy oczek 1 mm.

Cystyne/cysteing i metioning oznaczano w postaci ich form utlenionych (kwas
cysteinowy i methionine sulphone). Analize chromatograficzng przeprowadzono
w nastepujacych warunkach:
detekcja UV-VIS, dhugost fali A: 570 nm, nastrzyk 20 ul, temperatura kolumny
50°C, temperatura reaktora 130°C. Parametry poczatkowe przeptywu eluenta
0,67 ml/min, bufor pH 2,7 (67%), ninhydryna (33%). Czas analizy wraz z regenera-
cja i stabilizacja kolumny wynosit okoto 45 minut.

Przygotowanie roztworéw wzorcowych, probek badanego materiatu i probek
Slepych oraz obliczanie wynikow

Podstawowy roztwdr wzorcowy przygotowywano rozpuszczajgc w 500 ml
buforu pH 2,2 w kolbie miarowej (500 ml) nastepujace orientacyjne iloSci
aminokwaséw (GM-masa molowa substancji wzorcowej): 0,0105 g kwasu cys-
teinowego (GM = 169,2) lub 0,0115 g uwodnionego kwasu cysteinowego (kwas
cysteinowy x H,0; GM = 187,2) i 0,023 g sulfonu metioniny (GM = 181,2) oraz
0,033 g kwasu asparaginowego (GM = 133,1); 0,030 g treoniny (GM = 119,1);
0,026 g seryny (GM = 105,1). Wielkost nawazki odnotowywano z doktadnoscia
odczytu wagi wynoszaca 0,0001 g. Kwas asparaginowy, treonina, seryna nie byty
oznaczane wedtug niniejszej metody, ale byly dodawane do wzorca w celu
utatwienia interpretacji chromatograméw. Przyktadowy chromatogram analizy
roztworu wzorcowego przedstawia rys. 1. Powyzszy roztwér wraz z roztworem
4-krotnie rozciehczonym analizowano razem z probkami. Obliczenia zawartosci
aminokwasow w probkach przeprowadzano w oparciu o krzywa kalibracji wykres-
lona w programie chromatograficznym Gold Nouveau.

Wykonano analizy 5 pasz: mieszanki dla drobiu i trzody chlewnej, pszenicy,
soi, bobiku oraz 10 zb6kek jaj liofilizowanych. Pasze mieszano i mielono miynkiem
z sitem 1 mm. Przed pobraniem do analizy ponownie mieszano i odwazano pobrang
z kilku miejsc probke reprezentatywna do kolbki wyparkowej (100 ml) w takiej
ilosci, aby zawierata okoto 50-75 mg biatka ogblnego oznaczonego metoda
Kjeldahla, notujac wielkoS¢ nawazki z doktadnoScig odczytu wagi wynoszaca
0,0001 g, a nastgpnie dodawano 10 ml mieszaniny utleniajacej. Zbltka jaj
liofilizowano 24 godz., a nastepnie nawazano i dodawano mieszaning utleniajaca
analogicznie jak w przypadku pasz. Kolbke z probka i mieszaning utleniajaca,
zamknieta korkiem, przetrzymywano w lodéwce 16— 18 godzin. Nastepnie doda-
wano 3 ml 47% HBr, 3 krople 1-oktanolu, po czym przetrzymywano przez okoto
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0,5 godziny w lodowce i odparowywano na wyparce w temp. 37°C. Po 2-krotnym
przeptukaniu za pomoca H,O, ktora za kazdym razem odparowywano, zawartos¢
kolbki hydrolizowano z 15 ml HCI (6 mol/L) pod chtodnica zwrotng przez okoto 18
godzin. Po schtodzeniu, przeptukaniu H,O chtodnic i dodaniu 3 kropel 1-oktanolu,
mieszanine po hydrolizie odparowywano na wyparce (<50°C). Osad rozpuszczano
w 15 ml buforu pH 2,2 i ustalano pH roztworu do wartosci 2,2 za pomocg NaOH
(10 mol/L). Nastepnie roztwor sgczono przez saczek Sredni do kolby miarowej
(100 ml), przeptukujac buforem pH 2,2 i uzupetniano do 100 ml. Roztwér w ilosci
okoto 2 ml przenoszono nastepnie do fiolki chromatograficznej, filtrujac go przez
sgczek strzykawkowy 0,22 um. Tak przygotowany roztwor probki nanoszono
w ilosci 20 ul za pomoca autosamplera na kolumne chromatograficzng. Zawartos¢
aminokwaséw w prbbce okreslano w oparciu o krzywa wzorcowa (program Gold
Nouveau), a ostateczne wyniki uzyskiwano po przeliczeniach w arkuszu kal-
kulacyjnym programu Excel. W celu stwierdzenia czystoSci odczynnikdw, wyposa-
zenia i sprawnoéci uktadu chromatograficznego oraz ich wptywu na wyniki analiz,
przeprowadzono badania 4 prob slepych. Przygotowano je wedtug opisu procedury
przygotowania do analiz pasz i jaj, ale z pominigciem dodatku probki badanego
materiatu. Przygotowany roztwor probki Slepej nanoszono w ilosci 20 pl za pomoca
autosamplera na kolumne chromatograficzna.
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Rys. 1. Chromatogram analizy roztworu wzorcowego aminokwasow. Analizator aminokwaséw Beck-
man System Gold. Warunki analizy okreSlono w tekscie: Analiza chromatograficzna
Fig. 1. Chromatogram for analysis of amino acid standard solution. Beckman System Gold amino acid
analyser. Analysis conditions are given in the text: Chromatographic analysis

Badania trwatosci roztworéw wzorcowych i hydrolizatow

W kolejnych 5 terminach, obejmujacych okres tgcznie 110 dni, przygotowywa-
no podstawowe roztwory wzorcowe aminokwasbw, uzyskujac stezenia okoto
0,065 mmol/L kwasu cysteinowego i okoto 0,125 mmol/L sulfonu metioniny.
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Doktadne stezenia byty wyliczane z nawazeh kazdej substancji wzorcowej, wyko-
nywanych na wadze z dokfadnoScia odczytu wynoszaca 0,0001 g. Roztwory
umieszczano w lodéwce w temperaturze 2 —8°C. Wszystkie roztwory jednoczesnie
przeanalizowano w powtdrzeniu po 110 dniach wzgledem biezacego roztworu
wzorcowego i porbwnano oznaczone z oczekiwanymi zawartoSciami amino-
kwasbw w badanych roztworach. Stosunek stezenia oznaczonego do oczekiwanego
wyrazono w ujeciu % (p%) dla kazdego roztworu wzorcowego przechowywanego
przez dany okres (8, 21, 49 i 110 dni). Wartosci p% wystandaryzowano wzgledem
roztworu wzorcowego przechowywanego 1 dzieh (100%). Zmiennosci Srednich
wystandaryzowanych wartosci p%, pomiedzy terminami przechowywania roztworu
Wz0rcowego, wyrazono poprzez miedzygrupowe wspotczynniki zmiennosci CvVm.
Obliczano je wedtug wzoru:

cV, = 100 - SD
Xsr
gdzie:

SD — odchylenie standardowe wystandaryzowanych wartosci p% pomiedzy
terminami przechowywania roztworu wzorcowego.

TrwaloSt hydrolizatow przebadano w odniesieniu do 5 pasz (mieszanki dla
drobiu i trzody chlewnej, soja, pszenica, bobik). Przygotowane w powtorzeniu
hydrolizaty rozlano do fiolek chromatograficznych i umieszczono w lodowce
w temperaturze 2-8°C. Wykonano analizy na analizatorze aminokwasoéw, kolejno
w 1,9, 17, 23. i 30. dniu przechowywania hydrolizatow. Okreslono miedzy-
grupowe wspdtczynniki zmiennosci CVm pomiedzy Srednimi zawartoSciami ami-
nokwasbw w hydrolizatach z 5 termindw przechowywania. Przy obliczaniu CVm
korzystano z analogicznego wzoru, jak w przypadku badah trwatosci roztworow
wzorcowych.

Badania liniowoéci kalibracji, granicy oznaczenia iloSciowego, powtarzalnoéci i od-
twarzalnoéci oraz granicy powtarzalnosci

Przygotowywano wyjsciowy stezony roztwodr wzorcowy mieszaniny amino-
kwasbw, rozpuszczajac w 500 ml buforu pH 2,2 w kolbie miarowej (500 ml) ilosci
substancji wzorcowych, wynoszacych okoto 0,05 g (kwas cysteinowy) i okoto 0,1
g (sulfon metioniny). Stezony wyjsciowy roztwdr wzorcowy aminokwasow roz-
ciehczano 2-, 4-, 8-, 16-, i 32-krotnie. Wszystkie roztwory przeanalizowano
w powtbrzeniu. Sporzadzono krzywe kalibracyjne dla kazdego z aminokwasbw
i obliczono resztowe wspotczynniki zmiennosci oraz wspotczynniki korelacji r?
rownania regresji y = ax + b. Dolny punkt krzywej kalibracji wykreSlonej dla
danego aminokwasu wyznaczat granice jego oznaczenia ilosciowego.

PowtarzalnoS¢ i odtwarzalnoSt (powtorzone analizy tych samych probek
w okoto tygodniowym odstepie czasu) wyrazono jako skumulowane wspotczynniki
zmiennosci (CVy,) oznaczeh kazdego z aminokwasow, liczone z wzoru (CV,2 —
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wspbtczynnik zmiennosci analizy k-tej probki, kazda w powtbrzeniu (n = 2),
k — liczba przebadanych probek):

cV
CV,, =\/ % n
k

Skumulowane wspbtczynniki zmiennosci dotyczace powtarzalnosci i odtwarzal-
nosci oznaczono odpowiednio jako CVp i CVo. Granicg powtarzalnosci zdefiniowa-
no jako podwojona wartos¢ powtarzalnosci.

Badania odzysku i materiatu referencyjnego oraz niepewnos¢

Przygotowano 5 roznych roztwordw wzorcowych zewnetrznych mieszaniny
utlenionych form Cys i Met, w buforze pH 2,2, o stezeniach odpowiednio okoto
0,06 mmol/L i 0,13 mmol/L. Doktadne stezenia bylty wyliczane z nawazeh kazdej
substancji wzorcowej, wykonywanych na wadze z doktadnoscia odczytu wynosza-
cq 0,0001 g. Przygotowano réwniez 5 rbznych roztworow wzorcowych o stezeniach
odpowiednio okoto 0,18 mmol/L i 0,39 mmol/L, ktére przeprowadzono przez
procedure hydrolizy. Odzysk oznaczono przez porébwnanie pol powierzchni pikbw
aminokwaséw pochodzacych z obu rodzajow roztwordw. Wspbdtczynniki zmienno-
§ci odzyskbw wyznaczono analogicznie jak w przypadku badah trwatosci roz-
tworéw wzorcowych i hydrolizatbw. Poprawnos¢ metody analitycznej, w tym
wyznaczonego odzysku, sprawdzono wykonujac analize materiatu referencyjnego
(masto orzechowe, NIST** SRM 2387). Niepewnosci byly liczone w oparciu
o0 zasady okreSlone w przewodniku Eurachem (Ellison i in., 2000) i przedstawione
w postaci wzglednej % (wspotczynnika zmiennosci), przy czym niepewnost
(P<0,05) obliczano z niepewnosci standardowych (P <0,32), korzystajac ze wspot-
czynnika rozszerzenia k = 2. NiepewnoS¢ metody liczono sktadajac niepewnosci
czastkowe zgodnie z zasada propagacji Gaussa.

Wyniki

Piki aminokwasbw wystepujace na chromatogramach proéb §lepych byty na
poziomie szumow pochodzacych z detektora, nie byto wiec koniecznosci korygo-
wania zawartosci aminokwaséw w analizowanych prbébkach. Wartosci miedzy-
grupowych wspotczynnikow zmiennosci CVm uzyskanych w badaniach trwatosci
roztworow wzorcowych i hydrolizatow pasz (tab. 1 i 2) wahaty sie od 0,51% do
1,75% (Cys) i od 0,50% do 4,03% (Met). Kalibracja wykonana na podstawie
sporzadzonych wzorcow aminokwasdw wykazuje sie liniowoscig co najmniegj
w zakresie 3—100 mg/L (kwas cysteinowy) i 6—200 mg/L (sulfon metioniny).
Wspotczynniki korelacji r*> przekraczaty wartos¢ 0,999, a resztowe wspotczynniki

** — National Institute of Standards & Technology, Gaithersburg, USA.
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zmienno&ci réwnania regresji nie byly wieksze niz 2%. Granice oznaczenia
ilosciowego wynosity odpowiednio 3 mg/L i 6 mg/L. Skumulowane wspbtczynniki
zmiennoéci dotyczace powtarzalnosci i odtwarzalnosci analiz pasz nie przekraczaty
5%, a analiz liofilizowanych zokek jaj 8,5% (granice powtarzalnosci odpowiednio
10% i 17%). Zawartosci aminokwasdw w badanych prébkach wraz ze wspbtczyn-
nikami zmiennosci dla powtarzalnosci i odtwarzalnosci podano w tabeli 3.
Przyktadowy chromatogram analizy probki liofilizowanego zbttka jaja przedstawia
rys. 2. Odzyski obu aminokwaséw w przebadanych roztworach, ich &rednie
wartosci oraz wspotczynniki zmiennosci przedstawiono w tabeli 4. Porbwnanie
zawartosci aminokwasow w materiale referencyjnym, oznaczonych z uwzgled-
nieniem odzysku, z okreSlonymi dla tego materiatu wartosciami referencyjnymi,
przedstawiono w tabeli 5.

Tabela 1. Wartosci miedzygrupowych wspotczynnikbw zmiennosci CVm uzyskanych w badaniach
trwatosci roztworow wzorcowych
Table 1. Between-group coefficients of variation (C\VVm) obtained in the standard solution stability tests

T e
Amino acid Y g Y CVn
1 8 | 22 | 4 | 110
Cys 100 99,51 99,19 96,60 99,64 1,38
Met 100 99,23 99,28 98,67 98,96 0,50

Tabela 2. Wartosci miedzygrupowych wspotczynnikow zmiennosci CVm uzyskanych w badaniach
trwatosci hydrolizatow pasz
Table 2. Between-group coefficients of variation (CVm) obtained in the feed hydrolysate stability tests

Aminokwas Z/Iliezzartl]lfa dl Mizszar;]lTa . Soja Pszenica Bobik
Amino acid a drobiu a trzq y chiewnej Soybean Wheat Field bean
Poultry feed Pig feed
Cys 0,51 0,65 0,98 1,75 0,62
Met 4,03 1,75 1,96 2,18 2,93

Tabela 3. Zawartos¢ Cys i Met w przyktadowych paszach i liofilizowanych zobttkach jaj (g/kg)
i wspotczynniki zmiennosci powtarzalnosci (CVp) i odtwarzalnosci (CVo)
Table 3. Cys and Met content of sample feeds and lyophilized egg yolks (g/kg) and coefficients of
variation for repeatability (CVp) and reproducibility (CVo)

Amino- |Mieszanka| Mieszanka CVp/CVo | S(,XFK/E\.?
kwas |dla drobiu| dla trzody Soja Pszenica | Bobik pasze |Zottka jaj oV /Ci/é
Amino | Poultry chlewnej | Soybean | Wheat |Field bean| CVp/CVo |Egg yolks P
. . for egg
acid feed Pig feed for feeds
yolk
Cys 3,86 2,89 7,63 2,60 329 1,70/354 589  6,20/8,46
Met 5,08 1,98 7,00 1,94 1,87 498/500 7,22 7,56/7,84
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Tabela 4. Wartosci odzyskow (roztwory wzorcowe przeprowadzone przez procedure hydrolizy) Cys
i Met i wspotczynniki zmiennosci (CV)
Table 4. Recovery rates (standard solutions subjected to hydrolysis procedure) of Cys and Met and
coefficients of variation (CV)

Sredni odzysk
Aminokwas Mean
J— 0,
Amino acid Odzysk — Recovery (%) recovery cv
(%)
Cys 99,4 102,8 94,8 93,6 91,6 96,4 4,7
Met 99,9 102,3 93,6 93,0 91,8 96,1 4,9

Tabela 5. Porbwnanie wartosci referencyjnych z oznaczonymi w tej pracy zawartosciami Cys i Met
w materiale NIST SRM 2387
Table 5. Comparison of reference values with Cys and Met values obtained in the present study in NIST
SRM 2387 material

Materiat referencyjny NIST SRM 2387
Reference material NIST SRM 2387 Réznica
Aminokwas — - — .
Amino acid wartosci referencyjne wartosci oznaczone Difference
reference value values determined (%)
(9/kg)* (g/kg)*
Cys 2,7+0,1 2,66+0,19 15
Met 2,1+04 2,20+£0,16 4.8

* Oprocz wartosci (g/kg) podano niepewnosci dla wartosci referencyjnych i wartosci oznaczonych.
* Values (g/kg) are given in addition to uncertainties for reference values and values determined.
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Rys. 2. Chromatogram analizy probki liofilizowanego zottka jaja. Analizator aminokwasbw Beckman
System Gold. Warunki analizy okreslono w tekscie: Analiza chromatograficzna

Fig. 2. Chromatogram for analysis of lyophilized egg yolk sample. Beckman System Gold amino acid
analyser. Analysis conditions are given in the text: Chromatographic analysis
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Autorzy niniejszej pracy okreslili niepewnosci metody (P <0,05) bez uwzgled-
nienia czynnika niepewnosci pochodzacego od analiz materiatu referencyjnego
i z jego uwzglednieniem. W pierwszym przypadku niepewnosci metody oznaczeh
obu aminokwasow wynosity 8,98% dla analiz pasz i 13,26% dla analiz zokek jaj
liofilizowanych. W drugim przypadku niepewnosci metody oznaczeh Cys wynosity
12,02% i 15,49% oraz Met 22,11% i 24,16%, odpowiednio dla analiz pasz i zottek
jaj liofilizowanych.

Omébwienie wynikow

Whyniki analiz prob Slepych wskazuja na brak czynnikdw zakibcajacych,
istotnie wplywajacych na zawartos¢ oznaczanych aminokwasow, a pochodzacych
od uzytych do analiz odczynnikdw i wyposazenia. Dlatego tez wyniki analiz nie
wymagaja korygowania o wartosci prob Slepych.

Na podstawie niskiej zmiennosci wynikbw oznaczeh aminokwasdw pomiedzy
ich roztworami wzorcowymi przechowywanymi w réznym czasie w temperaturze
2-8°C, stwierdzono, ze roztwory te s trwale przez co najmniej 110 dni od
momentu ich sporzadzenia. Na podstawie podobnych obserwacji stwierdzono, ze
roztwory hydrolizatow pasz rowniez przechowywanych w temperaturze 2-8°C sa
trwate przez co najmniej 30 dni od czasu ich sporzadzenia. Trwatos¢ hydrolizatow
jaj liofilizowanych nie byla badana. Hydrolizaty te (uzywane do rutynowych
oznaczeh i do wyznaczenia powtarzalnosci) byty jednak przechowywane w takich
samych warunkach, jak hydrolizaty pasz. Byly rbwniez dobrze oczyszczone
w trakcie procedury ich przygotowania i do czasu wykonania petnej analizy (do
30 dni) zachowywaty klarownos¢. Tak wiec wnioski dotyczace trwatoSci hydro-
lizatbw pasz mozna, chociaz z mniejszym prawdopodobiehstwem, rozszerzy¢ na
hydrolizaty jaj liofilizowanych.

Roztwory mieszaniny kwasu cysteinowego i sulfonu metioniny charakteryzo-
waly si¢ dobra liniowoécig, z wysokimi wspotczynnikami korelacji i niewielkimi
odchyleniami wyznaczonych punkdw kalibracji wzgledem wykreSlonej krzywej
regresji y = ax + b.

Granice oznaczenia ilosciowego, okreslone jako dolne granice liniowosci,
wynoszace odpowiednio 3 mg/L i 6 mg/L, sg wystarczajgce na potrzeby analiz
hydrolizatow probek pasz i zbttek jaj na zawartos¢ Cys i Met. Mozna je rowniez
odnies¢ bezposrednio do iloSci oznaczanego materiatu. Przyktadowo, jezeli analize
wykonano przy nawazce 1 g badanej probki, to granice oznaczenia iloSciowego
wynosza odpowiednio 0,3 g/kg i 0,6 g/kg. Granice te mozna obnizy€, stosujac
wigksze nawazki analityczne. Granice oznaczenia ilosciowego opisane W niniejszej
pracy sa podobne do podanych (jako wartosci przyktadowe) w normie PN-EN 1SO
13903:2006.

Za pomoca btedu wyrazonego w oznaczanych jednostkach (odchylenie standar-
dowe SD) lub btedu wyrazonego w % (wspdtczynnik zmiennosci CV) mozna
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scharakteryzowat powtarzalnos¢ i odtwarzalnos¢ metody. Z przeprowadzonych
badah wynika, ze analizy zolek jaj na zawarto§¢ aminokwasow siarkowych
obarczone byty nieco wigksza zmiennoscig niz analogiczne analizy pasz, co jest
wynikiem dosy¢ zaskakujacym, biorac pod uwage fakt, ze probki jaj powinny by¢
bardziej jednorodne (drobniejszy materiat) niz prbbki pasz. Wartosci CV dla
warunkébw powtarzalnosci uzyskane w niniejszych badaniach dla oznaczeh Cys
(1,70%) i Met (4,98%) w paszach sg podobne do podanych w normie PN-EN 1SO
13903:2006 (zat. A, p. A2, wyniki uzyskane w roznych badaniach, od 1,71% do
4,57% dla Cys i od 1,13% do 5,56% dla Met). Wartosci CV dla warunkbw
odtwarzalnoéci uzyskane w niniejszych badaniach (3,54% i 5,00% dla Cys i Met,
odpowiednio) sg nizsze od podanych w w/w normie (odpowiednio do 18,96%
i do 11,97%). Wynika to z faktu, ze warunki, dla ktérych byta liczona w niniejszej
pracy odtwarzalnos¢, obejmuja mniej czynnikdw bedacych potencjalnymi zrodtami
bleddow (odtwarzalnos¢t liczona w oparciu o analizy wykonane w jednym laborato-
rium, ale w réznym czasie) niz warunki odtwarzalnosci okreslone w w/w normie
(odtwarzalnost liczona w oparciu o badania miedzylaboratoryjne).

W celu oznaczenia cystyny/cysteiny i metioniny w kwasnych hydrolizatach
konieczne jest przeprowadzenie hydrolizy biatka w kwasnym Srodowisku (6 mol/L
kwas solny) po uprzednim utlenieniu aminokwaséw (Rayner, 1985). Przyczynia sie
to do znacznie mniejszych strat tych aminokwaséw niz wbéwczas, gdyby probki
poddawano samej tylko kwasnej hydrolizie. W tym drugim przypadku straty
aminokwasobw siarkowych moga nawet przekraczat 50% (Gehrke i in., 1985).
W niniejszej pracy, w ktorej badane probki przygotowywano przeprowadza-
jac kwasng hydrolize biatka po uprzednim utlenieniu, straty aminokwasow siar-
kowych byly niewielkie, siegaty Srednio okoto 4% i byly podobne do podanych
w pracy Sarwara i Bottinga (1993).

W celu stwierdzenia poprawnosci opisanej metody analitycznej wykonano analize
dostepnego w handlu materiatu z okreslonymi dla niego wartosciami referencyjnymi,
dotyczacymi zawartosci obu aminokwasow. Brak takiego materiatu w postaci paszy
i jaja liofilizowanego spowodowal, ze jako materiat referencyjny wybrano masto
orzechowe, NIST SRM 2387. Wartosci oznaczone niniejsza metoda mieszcza sie
w przedziatach ufnosci okreSlonych dla wartosci referencyjnych, a roznice procentowe
miedzy tymi wartoSciami sa niskie i nie przekraczaja 5%. Wyniki analiz materiatu
referencyjnego dodatkowo potwierdzaja poprawnost metody analitycznej, w tym
doktadnost przygotowania probki i wysokie odzyski obu aminokwasow.

Rozpatrzono dwa przypadki obliczenia niepewnosci metody:

I przypadek

W niepewnosci uwzgledniono btedy powtarzalnosci i odtwarzalnosci, zwigzane
z bledami nawazania, hydrolizy, pipetowania i przenoszenia w trakcie wykonywa-
nia procedury przygotowania probki oraz zwigzane z btedami oznaczenia chroma-
tograficznego. Niepewnosci standardowe wartosci Sredniej z 2 pomiardw kazdej
probki, a dotyczace powtarzalnosci i odtwarzalnosci, wynosza 3,5% oraz 6,0%,
odpowiednio dla analiz pasz i zbttek jaj liofilizowanych. Dodatkowo uwzgledniono
inne czynniki niepewnosci (wyrazone jako niepewnosci standardowe) nie ujete
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w powtarzalnosci i odtwarzalnoSci, a dotyczace dokladnosci uzywanych wag
(0,02%) i naczyh miarowych (0,3% dla kolb miarowych i 0,5% dla pipet), a takze
dotyczace wzorcowania (1,68%). W niepewnosci wzorcowania wzieto pod uwage:
doktadnos€ i powtarzalnos¢ wazenia wzorcow i odmierzania roztworbw wzorco-
wych, niepewnosci czystosci wzorca, niepewnost dopasowania punktow pomiaro-
wych do krzywej kalibracji oraz niepewnoSt masy czasteczkowej. Oprocz wyzej
wymienionych czynnikbw w niepewnosci metody uwzgledniono takze niepewnost
odzysku (niepewnost standardowa 2,19%). Obliczona z zasady propagacji Gaussa,
na podstawie w/w niepewnobsci standardowych i przy wspbdtczynniku rozszerzenia
k = 2, niepewnost metody (P <0,05) wyniosta 8,98% dla analiz pasz i 13,26% dla
analiz liofilizowanych zohek jaj.

Il przypadek

Wedtug zaleceh przewodnika Eurchem (Ellison i in., 2000) do niepewnoéci
catkowitej metody powinno sie wiaczyt wszelkie zidentyfikowane czynniki niepe-
wnoésci. Do takich czynnikdow naleza np. btedy zwigzane z biasem, ktore moga
byt okreSlone na podstawie badafh poréwnawczych z materiatem referencyjnym
(jezeli bias jest nieistotny, to co prawda nie wiacza si¢ go do niepewnosci metody,
ale pozostate czynniki zwigzane z biasem, takie jak np. niepewnoS¢ materiatu
referencyjnego, do tej niepewnosci nalezy wigczyc). Jednak materiat referencyjny
powinien byt wiarygodny, z okreSlonymi dla niego wartosciami referencyjnymi,
najlepiej certyfikowanymi i odpowiadat rodzajem matrycy materiatom badanym.
Niestety nie zawsze jest to mozliwe. Poza tym, o ile dostepne sg materiaty, ktore
zostaty przebadane na zawartoSci danych substancji, to zawartosci te czesto
posiadajg status nie certyfikowanych wartosci odniesienia, o charakterze infor-
macyjnym. Tak jest wkaSnie w przypadku opisanym w niniejszej pracy. W zwigzku
z tym nie jest do kohca jasne, czy w niepewnosci metody oznaczania Cys i Met
nalezy uwzgledniac niepewno5¢ zwigzang z zastosowanym materiatem referencyj-
nym (dane NIST — niepewnoéci standardowe: 4% dla oznaczeh Cys i 10,1% dla
oznaczeh Met). Je§li tak, to niepewnosci metody (P <0,05) wynoszg dla oznaczeh
Cys 12,02% i 15,49%, a dla oznaczeh Met 22,11% i 24,16% (odpowiednio dla
analiz pasz i zbkek jaj liofilizowanych). Duzy wzrost niepewnosci (po uwzgled-
nieniu czynnika pochodzacego od analiz materiatu referencyjnego) oznaczeh Met,
(22,11% vs. 8,98% i 24,16% vs. 13,26%) wynika, w przeciwiehstwie do oznaczeh
Cys (12,02% vs. 8,98% i 15,49% vs. 13,26%), z duzej wartoSci niepewnosci
materiatu referencyjnego, okreslonej dla pierwszego z wymienionych amino-
kwasobw. Niepewnos¢, wraz z wynikiem traktowanym jako Srednia z pomiarow, ma
znaczenie praktyczne przy jego interpretacji i okreSla przedziat tolerancji, w jakim
powinna sie znalez& z prawdopodobienstwem 95% rzeczywista wartos¢ wyniku
oznaczenia. Niepewnosci metody bez czynnika pochodzacego od analiz materiatu
referencyjnego nalezy traktowat jako niepewnosci oznaczeh w jednym laborato-
rium. Niepewnosci metody, w ktérych uwzgledniono udziat czynnika pochodzace-
go od analiz materiatu referencyjnego sa parametrami poszerzonymi o oznaczenia
w innych laboratoriach (np. w badaniach NIST). Wobec powyzszych uwag wartosci
obliczone dla tego drugiego przypadku maja charakter informacyjny. Niepewnost
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powinna byt kontrolowana przy kazdej analizie prébek przez sprawdzanie pow-
tarzalnosci i moze byt wieksza w przypadku tych analiz, ktore mimo wykonania
powtbrnych badah nie spetniaja kryterium powtarzalnosci.

Ustalono, ze podczas wykonywania analiz sprawdzane beda: powtarzalnos¢
oraz zawartoSci aminokwasow w probce kontrolnej. W tym celu okre$lono granice
powtarzalnosci (odpowiednio 10% i 17% dla analiz pasz i zotek jaj), ktérych nie
powinno sie przekraczat w wiecej niz 5% przypadkdw podwojnie wykonywanych
analiz kazdej probki. Na probke kontrolng wybrano wczesniej przebadana pod
katem zawartosci aminokwasow soje.
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ROBERT GASIOR, KRYSTYNA SLUSARCZYK
Characteristics of the method for determination of sulphur amino acids in feeds and egg yolks
SUMMARY

This paper describes a method for determination of cysteine/cystine (Cys) and methionine (Met).
The study was carried out using samples of 5 feeds and 10 lyophilized egg yolks. Analysis of blind tests
showed that they did not have to be adjusted for the amino acid content of the samples analysed. Amino
acids were found to be stable in standard solutions for at least 110 days and in sample hydrolysates for at
least 30 days (variation coefficients between storage times ranging from 0.50 to 4.03%). The
repeatability and reproducibility of the sulphur amino acid determination method did not exceed 5% for
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feeds and 8.5% for yolks. Uncertainties (P <0.05) without including the factor obtained from the analysis
of the reference material were 8.98% (feeds) and 13.26% (yolks) for both amino acids. Uncertainties
(P <0.05) with the above factor included were 12.02 and 15.49% (Cys) and 22.11 and 24.16% (Met) for
feeds and yolks, respectively. Mean recovery was 96.4% (Cys) and 96.1% (Met). The coefficient of
linear regression r? for the calibration curve of 3—100 mg/L (Cys) and 6—200 mg/L (Met), was at least
0.999. The limit of quantitation was 3 and 6 mg/L, respectively. During routine analyses, repeatability
and amino acid content of the control sample should be validated.

Key words: amino acids, cysteine, cystine, methionine, validation, uncertainty





