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Uj modszer lisztkivonatok szulfhidril-tartalmanak
meghatarozasara I.

NOSTICZIUS ArRPAD

Agrartudomidnyi Fdiskola, KémiaTalajtant Tanszélk,
Mosonmauagyarovar

Agrokémiai szemponthdl a kovetkezOk indokoljak a szulfhidril gyvok
(tovabbiakban --SH) kérdésével vald foglalkozdst:

1. Sok enzimre aktivilélag hat, mennyisége tehat befolydsolja a jelen-
levd enzimek miikadését.

9. Szémos enzimnek alkotorésze, illetve az enzim fehérjerészének aktiv
ovike. Megsziintetve ezen aktiv csoportot, csokken vagy megsziinik az enzim
hatdsossaga.

3. A fehérjék denaturdloddsi folyamatai is kivethetGk a szulfhidril-gyok
mennyiségi viltozisaval. Denaturalodds hatdsdra altaldban n6 az —SH meny-
nvisége.

1. Tampontot adhat a — még kevéssé ismert — fehérjék kozotti kapeso-
lat felderitésében.

5. Végérvénvesen eldéntheti a liszt-javitdszerek hatdsirol alkotott elkép-
zelés érvényességét. JORGENSEN [106, 17] feltételeadse szerint a lisztjavitd anya-
cok —— melyek oxidaloszerek — azdltal hatnak, hogy az enzimek aktivdlisdhoz
szitkséges --SH gyokot oxiddljik, igy a liszt proteazai a papainhoz hasonldan
veszitenek aktivitasukbol. Ezen elmélet még ma sines bizonyitva, sem kellSen
cifolva, éppen a szulfhidril meghatirozasi modszerek nehézkesscége miatt.

6. Az eldbb emlitettek miatt a szulfhidril meghatirozds esetleg egv 1]
lisztmindsitégi madszer alapjiva valhat.

A szulfhidrilesoport mennyiségi meghatdrozasinak médszerei

Az —SH-csoport mennyiségi meghatdrozasira igen sokféle madszert
dolgoztak ki. Leggyakrabban a nitroprusszid-Na-os mérést haszndljk, mert ez
kizel specifikus reagense a kérdéses gyoknek. Mivel elég sok hiatranyos tulaj-
donsaga van, azért a nitroprusszid-Na mellett egyéh vegyszert is alkalmaznak,
hogyv ezzel némileg estkkentsék rossz tulajdonsagait. fgv pl. EpsarL, GREEN-
STEIN s MEHL [10], illetve ennek folytatisaként GREENSTEIN és EDSALL [11]
a nitroprusszid-Na mellett porfirinding hagznalnak. Ok utalnak arra, hogy
a nitroprusszid-Na sem egészen specifikus reagens, mert a karbonilesoportok
is hasonlo. de més drnvalati é dllanddsdga szint adnak, mig az dltaluk hasz-
nalt masik reagens a porfirindin a tirozinnal és fenolokkal is reagdl, bar ennek
a reakeidnak sebessége joval kisebb.

KpELHOCH és tarsai [9] a nitroprusszid-Na mellett szerves higanysdkat
probaltak ki. Eljarasuk menete: a vizsgilandé anyagot guanidinbromidban
oldjik, majd a nitroproprusszid-Na hozzaaddsa utdn felléps hiborszin eltiiné-
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s¢ig CH,HgNO -mal titrdljak. Litszatra konnytinek litszik a mérés, azonban
a guanidinbromid eléallitdsa — melyet a kozlemény tartalmaz — és a titralds-
nak 0 C°-on val végrehajtisa maris nehézkesss teszi a meghatdrozdst.

Kolorimetrids médszer forméjaban ferricianid jelenlétében haszndlja fel
a nitroprusszid-Na-t BAKER, PARKER és Mz [2].

Szivesen hasznidlnak elektrokémiai modszereket is, bar ezek mar kordnt-
sem specifikusak. KoLTHOFF, STRICKS és MORREN [19] amperometrikus titra-
last hajtanak végre. Méréoldatként HgCly-ot hasznélnak, forgs platinaelektrod
mellett. A vizsgdland6 anyag egyrészét elészir ismert mennyiségli N-etil-
maleimiddel kezelik, mely —SH reagens lévén, megkoti a vizsgdlandd anyag
--SH-tartalmit. Majd ehhez az oldathoz ismert mennyiségli kristdlyos marha-
plazma-albumint adnak, (mely szabad —SH-csoportot tartalmaz) és a felesleg-
ben maradt plazmaalbumin — SH-tartalmst hatdrozzik meg HgCl,-0s ampero-
metrikus titrdldssal. Magdt o titraldst sem lehet kézvetleniil véghezvinni, els-
szor el kell tdvolitani a proteineket, és az amperometrikus titrdldst nitrogén
atmoszféra alatt elvégezni. Koériillményes a meghatrozas mar csak a nitrogén
atmoszféra miatt is, de nem adhat pontos eredményt sem, hiszen tobbszoros
visszatitralast alkalmaznak.

Az amperometrikus titralds egy masik modszerét BENEsH, LaRDY és
BexgsH [3] dolgozta ki. Az amperometrikus titrilast 6k AgNO, jelenlétében
végezték el. Mivel az eziistion hajlamos esapadékképzésre, ezért kénytelenek
komplexbe vivé anyagot alkalmazni. B célbé] trisz (hidroximetil)-ammino-
metint adagolnak a vizsgalandé anyaghoz. Ennek a hasznilate azért is elé-
nyos, mert egyidejiileg pufferhatdst is fejt ki. MaTsumoTo és t4rsai [27], vala-
mint KOLTHOFF és tdrsai [18] szdmolnak be az tn. higanytécsa titrdlasrsl,
amelynél fémhiganyt hasznilnak elektrédként.

A mésik gyakran hasznilt elektrokémiai mddszer a polarografos meg-
hatdrozds. BrpICKA [4, 5, 6] észlelte elészor, hogy az amméniss kobaltiont
tartalmazd kézegben végzett polarogrifids analizis a fehérjék mennyiségére
jellemz§ dramersség-fesziiltség-gorbét ad. Hasonld gorbéket észleltek cisztein-
nél is. Kzért a kezdetben protein mérésére hasznalt meghatarozdst az —SH
mennyiségének mérésére alkalmaztik, LATTINEN és SULLIVAN [21] mar kiilén-
b6z8 lisztkivonatok —SH tartalmat hatdroztdk meg polarogrifidsan. Tizen-
hirom kiillonbozé buzaliszt —SH-tartalmat hatdrozta meg DE LaNce és
HinTZER [8]. A meghatirozishoz a proteinoldaton kiviil NH,OH-ot, NH,CI-t
¢és CoCly-t tartalmazott az oldat. Anddként normal kalomel elektrédot, katéd-
ként pedig esepegé higany elektrédot hasznaltak. Maguk a szerzék is megjegy-
zik, hogy polarogrifids eljardstél nem is kovetelhetd preciz kvantitativ —SH-
tartalom meghatirozds. A szerzék elismerik, hogy a diszulfidesoportok egy
része felhasad —SH-ra, ahogy ez a cisztin esetében is torténik. Ezért csak 14t-
szolagos —SH-tartalomrél beszélnek.

Gyakran hasznalt —SH-meghatérozasi médszer az o-jodozobenzoesavval
valé mérés. Maga az Gtlet HELLERMANN, CHINARD &s RaAMSDELL [13] cikkében
taldlhaté meg, majd Norpix és SPENCER [28] haszndlhatébba alakitottak,
mig HOLME és SPENCER [15] végill egy titrimetrids médszert fejlesztettek ki
beléle. Tovdbb médositotta a vizggdlatot KoNe, MEcHAM és PENCE [20].
A médszer lényege, hogy az o-jodozobenzoesav oxid4lja a liszt —SH-csoport-
jat. A meghatirozds gy torténik, hogy standard Na-o-jodozobenzodtot adnak
a liszt—viz 1 : 4 keverékéhez, extrahaljdk vagy digerdljik (az a kérdés, hogy
mi a cél), vagy csak 35 percig dllni hagvjik az elegyet. Ha lisztszuszpenziorél
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volt sz6, akkor centrifugdljdk is. Az igv kapott oldathoz ismert mennyiségli
és titeril, de folos Na,S,04-0t adva ecetsavval gvengén megsavanyitva KJ-ot
adnak hozzd. A feleslegben maradt Na-o-jodozobenzodthdl és a KJ-bél elemi
jod valik szabaddd, ez a tioszulfit bizonyos mennyiségét elhaszndlja, és végiil
a felesleghen maradt tioszulfatot valamilyen jodometridas mddszerrel meghdt,l-
rozzdk. Eleginsnak t{in§ médszer, azonban a tobbszorts visszatitrilds mdr
maga nagy hibalehctc’)'séget jelent. Ezzel a mdédszerrel kapott — SH-mennyi-
ségek joval nagvobbak, mint a szokdsos —SH-tartalmak.

Axson [1] p-kloromerkuribenzodtot hasznil. Ez a moédszer szdmos eldny-
nvel rendelkezik, de ultraibolya tartomanyban kell a kapott szint értékelni, és
ez spektrofotométcr hidnyaban lehetetlenné teszi az eljiras hasznalatat.

Ezeken kivill meglehetfsen sok —SH-meghatdrozasi médszer ismeretes
még, igv pl. TURNER és HarroLp [32] kléracetofenont, RosNER [30] mono-
jodecetsavat, HELLERMANN [14] porfirindines meghatirozast, MacDoNELL
[24] kaliumferricianidot, Marsumoro és HLYUKA [26] N-etil maleimidet,
Harraxp, COULTER és JENNES [12] tiamindiszulfidot hasznal.

Kiilonboz6 —SH-meghatirozdsi moédszereket hasonlit dssze Soxror,
MecuayM és Pexce [31]: p-kloromerkuribenzodtos, N-etil-maleimides, jod-
acetamidos mddszereket és az eziist-nitratos amperometrikus titralast, A kiilon-
bozG modszereket dsszehasonlitva a szerzék megéllapitottik, hogy a jédacet-
amid lomha reagens. Ahhoz, hogy a reakeié teljesen véghemenjen, 24 6ra sziik-
séges, de még igy sem mérjik a teljes —SH-mennyiséget, tehat voltaképpen
nem haszndlhaté. A mésik reagens, a p- -kloromerkuribenzoat szintén nem adott
kielégit eredményt, mert a reagens és az —SH-csoport kozotti reakeié meg-
fordithaté 1évén, csak egészen nagy reagensfelesleg jelenlétében hasznalhaté.
Az N-etilmaleimid nem fér hozzi minden —SH-gvokhoéz a szerzék véleménye
szerint.

Az —SH-csoport meghatarozasianak ij médszere

Bar nagyon sok meghatérozasi méd ismeretes, mégis Gj eljards kidolgo-
zasara volt sziikség, mivel az eddigiek altaldban nagvon munkaigényesek —
azaz sorozatvizsgdlatra alkalmatlanok — wvagy olyan felszerelést igényelnek,
melynek beszerzésére nehezen nyilik lehetSség, vagy a kapott eredmények
reprodukéalhatésiga nem megfeleld.

Az 1j médszer kiindulési alapja az az észlelet, hogy a J— elemi jéd feles-
legében éles fényabszorpeié-maximumot ad 300 —400 nanométer (millimikron)
kozott és az abszorpeid nagysiga a J— mennyiségétdl fiigg. Bar spektrofoto-
méterrel nem volt médomban megmérni az abszorpeié-maximum pontos érté-
két, kozelité pontossaggal meghatdrozhatd ,,uvifot”-tal. Az 1. tablazat az uvi-
fottal kapott értékeket tiinteti fel kiilonboz6 hullaimhosszakon ugyanazon
harom jodidiont tartalmazé jédoldat esetében. A vizsgilat folyaméan a jodid-
ion mennyiséget 4 ml oldat tartalmazta és ehhez adtam 4 ml 0,06%:-o0s jég-
ecetes jodoldatot. 4 ml desztillalt vizet és 4 ml 0,069%,-0s jédoldatot tartalmazo
., vak”-kal szemben mértem az oldatokat.

A jodid-jod-rendszer esetén fellépé ezen fényabszorpcidé jol felhasznil-
haté —SH-meghatédrozédsra, mivel a jod oxidalészer 1évén, oxidilja a jelenlevd
—SH-t, mikdzben jodidionna alakul, ennek mennyisége viszont mérhetd foto-
metridsan. Igazan pontos értékeket az 1. tdbldzat alapjin 366 nm-nél kapnink,
mivel azonban esak Pulfrich-fotométer allt rendelkezésemre, kénytelen voltam
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1. tabldzat

A jodid—jéd rendszer abszorpridértékének viltozisa a fény
hullimhossza fiiggvényéhen.
(A tablazat extinkciéértékeket tartalmaz.)

i | @
R fény hullaimhossza i I Extinkeid o
pr-ben | 10.10-% g 3-  20.10°% g J- | 30,100 g J°

O34 . . | 0,105 ‘ 0,215 0.295
B3 o . 0,560 0,850 0.950
366 L. | 0,800 1,280 o0
BTG i ilan e momom s socm e \ 0,760 1200 | 1,660
E05' 7550 50 v oo < | w255 0420 0.393
436 Smin i e 0,130 0,202 1 0,272
480 L 0,045 0,055 0,065
Pullrich 1-es sziird :

420 nm ....,.L .. B 3 (0,150 0,290 | (1,450

megelégedni az itt elérhetd legrovidebh hullimhosszal, 420 nm-el. Az 1. tabli-
zat alapjan lathatd, hogy har alacsonyabb, de aranvosan viltozé értékek érhe-
tok el a Pulfrich-fotométer 1-es szinsziirdjével is.

A lisztkivonatok optikai vizsgilatandl jelentSs nehézséget jelent az o
tény, hogy vegvszerek hozzdaddsa hatdsdra kénnyen megindulhat a fehérje-
részek koaguldlisa, az oldat opalizdl, ami nagy hibalehetdséget rejt magiaban,
mert meghamisitja a fényabszorpeid értékét. E zavard lehetdség elkeriilése
végett olyan vegvszerben kell magit a reagensjédot oldanom, mely a fehérjék-
nek jé olddszere, de ezzel egvidejiileg a vizzel is jol elegvedik. A desztillilt
vizes, acetonos, metil és etilallkoholos jodoldat azonnal opalizaldst von maga
utin. Az acctonnak megvan még az a kellemetlen tulajdonsdga is, hogy jod-
aceton keletkezése kozben fogvasztja a reagenst. MANGELS [25] ég LusEva [23]
szamoltak be arrdl, hogy a kis szénatomszamu szerves savak jol oldjak a fehér-
Jéket. A hangyasavtél el kellett tekintenem, mert onmaga is redukdls tulaj-
donsagn, az ecetsav viszont teljes mértékben kieléaitette a részére tdmasztott
kivetelményveket. Ty a reagensként haszndlt jédot tomény ecetsavas kozeg-
ben alkalmaztam.

Zavars anyagok vizsgilata:

Mivel lisztek —S8H-tartalmanak meghatirozdsiarsl van sz6, a redukald
szervetlen anyagok vagy jelentés mennyiséei J= okozta hibdtél nem kell
tartanunk. A redukil$ szervesanyvagok koziil a cukrok zavarhatnak. Mivel
azonban savanyt kizeghen jatszddik le a reakei6, ezek redukild tulajdonsiza
itt nem érvényesiil. Kzt szemldlteti a 2. tdblizat. A mérés folyamdn a vizsga-
lindd anyagmennyiség 4 ml oldathan foglalt helvet, ehhez adtam 4 ml 0,029, -os
jégecetes jodoldatot. A reagensek sszetntése utdn 1,5 éraval olvastam le az
értékeket, 420 nm-en. A tdblazat adatai két mérés atlagértékét tartalmazzik.

PECZNIK [297] szerint a biza teljes cukortartalma 2—5%,, a rozsé 1,87 -
3.00%, és ez szinte teljes egészében nem redukdlo szachardzbdl all. A keményits
huza esetéhen 88— 76%-0t, rozsndl 57,7 -62,7% -0t tesz ki. A vizsgdlathoz
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altaldban 1 ml 5%-os lisztkivonatot hasznalok, ebben az ésszes cukor maxima-
lis mennvisége 0,0025 ¢ lehet. Amint a tablazathdl lathatd, ha az dsszes cukor
egész mennyiségének tizszeresét redukdld cukorban (glikézban) mérem be,
még ez sem jelent hibaforrdst.

Gondoltam arra, hogy a nagy mennyiségfi NH,-gvok is redukélhat némi-
leg, ezért aszparaginbél és leucinbdl mértem be 0,2 g fehérje/100 ml-nek meg-
felel6 mennyiséget, majd mdsik mintdban czek tizszeresét alkalmaztam.
0,029%,-0s jégecetes jodoldattal mint reagenssel még egy napig dllva is a ovak’-

kal azonos értéket mutattak. (5%-os desytllla,lt vizes lisztkivonat esetén kb.
0,1 g fehérje/100 ml a fehérje kOl]Cbn‘tl dcidja.)

2. tribldzoat

A keményitd, illetve cukrok zavaré hatdsinak

vizsgalata
n | @)
Viesgalt anyag ‘ Extinkeié. 100
I ratAtna, =8H o s o e an s e ! 12,3
2 gamma —SH .ooooLL S ——— 20,5
3 gamma —SH ....... e i 273
4 pamma —SH ....... e e 35,3
5 gamma —SH .......... e BN 41,3
0,0025 ¢ szacharde ... ... . e 0,0
0,0025 g Iraktdz ..o % 4% 3 1.0
0,0025 g glukdz ..o 0,5
1 ml oldhaté keményité-oldat® ...... 2,0
0,025 g szachardz ......... Tl R 0,3
0,023 g glitkdz ...l s 3,5

* 5 g p- a. amylum solubile 100 ml deszt. vizzel 1 6rédn rdzatva, majd eentri-
fugdlya.

A reagens iményséyénel: befolydsa :

A reagensként alkalmazott jod tiiménvqégc nagymértékben befolydsolja
a merdsi u‘edmc,n\ eket. Maga a jod elég eris oxidalészer. Toéménvebb mennyi-
séghen még a viszonylag stabil dv—vuihd kotéseket is m(,(ft(LlIlded Kiilonisen
feltnG a viltozas a reakeitidé elérehaladtival.

Az ilven viszonylag nagy (0,1%-0s) jodtoménysdg olyan erGs oxidalo
hatast fejt ki, hogy - amint ez a 3. tiblizatbél lithaté — a metionin szinte
azonnal szabad T"SH ként viselkedik, Dbar joval kisebh mértékben, mint a
visztein. A meghatdrozdsnal dgy jartam el, hogy 2,5 ml vizsgilando oldathoz
hozzaadtam 2,5 ml 0,1% -0s jégecetes ]()doldatot. Az értékeket Pulfrich-foto-
méter 1-es bZlnSzulnjcvd 0,5 em hosszisdgn kilvetta haszndlata mellett kap-
tam. A fotométerhez Elpho 11 toldalék esatlakozott.

Csikkentve a jod koncentrdcidjit, a diszulfid-esoportok felbomlisa is
jelentésen csikken. 0,029%-0s jédreagenst alkalmazva a reakeid kezdetétdl
szamitott harom 6ra milva 1 gamma - 8SH-nak megfeleld mennyiséget mutat
a bemért 100 gamma — SH-val egyenértékii cisztin. De a tioéter csoport jelen-
Iéte még ilyen kortilmények kozott is lényegesen zavar. [zt szemlélteti a
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3. tdbldzal
A ciszlein- és metionin-értékek viltozisa a (reagensek Gsszedntésétsl szamitott)
reakci6idé fiiggvényében, Az adatok szdzszoros extinkeiéértékben vannak feltiintetye

(1) @)
Vizsgilt anyag Reakeidids
L' | 300 | a5 | 600 | 57 | o0 | 1200 | 150 | 180° [ 30 Gra
2 gamma —SH ..........., 17,5] 18,5 19,0| 20,0 21,0| 20,5| 18,0 18,5] 19,0 18,2
4 gamma —SH ............ 34,0| 36,0 37,0( 37,5| 38,0| 37,0 35,0 35,0 35,0 32,0
f gamma —SH ............ 46,5 | 48,0 49,0( 49,5 | 50,0 49,0 | 47,0 47,0 47,0 43.0
S gamma —SH ............ 59,5| 61,0 61,0| 61,5| 62,0 61,5| 59,0| 59,0 59,2 53,0
10 gamma —SH ............ | 70,0 71,5 1,5 72,0 72,5] 71,5| 69,5| 69,5| 69,5 63,5
5 gamma —SH-nak megfeleld
¢13153 1100 11+ TR 15,51 17,5 18,5| 19,5| 20,5| 19.5] 17,5| 17,5| 18,0 16,0
10 gamma —SH-nak meglelels
metionin .. ... . ..., 30,01 32,0| 32,5 33,5 34,3| 33,5| 31,0 310! 31,0| 30,0
3 gamma —S8H-nak megfeleld i 1
cisgtin . ................. 0,00 40| 55| 7,5/ 87| 10,0 8,5 9.5 1,0 19,5
20 gamma —SH-nak megfeleld
cisztin ........ .. .. 4,01 87| 11,3| 14,0| 16,01 17,2] 16,5] 18,2 20,0 40,0
100 gamma —SH-nak megfelels
eisztin ... oL, 15,0 22,0 26,0| 30,5/ 34,0 26,0 37.5| 40,56 44,2 | 100,0

4. tdbldzat. A meghatdrozds folyamén tgy jartam el, hogy a 4 ml vizsgilandé
oldathoz hozzdadtam 4 ml 0,02%-o0s jédoldatot. A leolvasis 2 cm élhosszisdga
kitvettdban, 4 ml desztillilt vizet és 4 ml 0,029-0s jégecetes jédoldatot tartal-
mazd ,,vak’-kal szemben 420 nm-en tértént.

4. tabldazat

Viszonylag hig — 0,029, -0s — jédoldat hatdsa a diszulflidkitésekre.
Az adatok szazszoros extinkciéértékben vannak feltiintetve

(1) 2
VEsgilE diyeg Reakeidids
10* 36ra | 24 gea
1 gamma —8H ............... 10,5 10,5 10,3
2 gamma —SH ............... 18,2 18,5 17,5
3 gamma —SH ............... 26,0 27,0 23,8
4 gamma —SH ,.............. 34,0 35,0 28,8
5 gamma —SH ............,.. 41,6 42,0 33,6
1 gamma —SH-nak megfelels
CISZEIN .o vv e 0,0 0,2 0,6
5 gamma —SH-nak megfeleld
CISZEIN ., ... i 0,0 0,5 0,8
10 gamma —SH-nak megfeleld
eiszbin .. ... ... 1,6 1,8 249
20 gamma —S8H-nak megfeleld
cisztin . ... .. ... 0 L., 3,6 6,5 9,4
100 gamma —SH-nak megfelels
CISZEIN o v e 4,8 13,0 27,2

Mis kotéshen jelenlevé kén zavaré hatisinak vizsgilata

A tioéter-csoport hidrolizise megfordithaté folyamatban zajlik le és
a megfordithaté reakcick egyensilya befolydsolhaté a tomeghatds torvénye
alapjan. Ezért megprébaltam a tioéter-kotés hidrolizisét visszaszoritani a kelet-
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kez6 termékek koncentriciéjanak mesterséges novelésével. Amint az aldbbi
egyenlet szemlélteti, a hidrolizis végbemenetele esetén szabad —SH-gyok dés
valamilven alkohol keletkezik.

R—S—R’" 4+ HOH = R—SH + R'—0H

A folyamat tehdt az alsé nyil irdinydban toldédik el, akdr a szabad —SH-t
névelem cisztein-formaban adagolva, akér alkoholt adagolok a rendszerbe.
Hogy tényleg igy jatszddik le a folyamat, azt igazolja, hogy normél koriilmé-
nyek kozott 10 gamma —SH-nak megfelel mennyiségii metionin a reakcid
folyaman 3,6 gamma —SH-ként és 20 gamma —SH-nak megfeleld metionin
6,0 gamma —SH-ként viselkedik. Elézetesen hozzdadott 5 gamma —SH hata-
sdra ugyanezek 2,6 gamma és 3,5 gamma —SH-nak megfeleld értéket mutat-
nak a reakcid folyamén. A metilalkoholnak hasonlé hatdsa van. 1 ml metanol
jelenlétében a reakecidelegyben a 10 gamma —SH-nak megfeleld metionin hatd-
sdt 3,6-r6l 3,3-re és 20 gamma —SH-nak megfeleld metionin hatdsit 6,0-r6l
5,28 gamma —SH-nak megfelel6 értékre csokkenti. Etilalkohol hasznilata
azért nem elényos, mert tapasztalatom szerint erésebb a fehérjekicsapd hatdsa,
mint a metilalkoholnak.

Sajnos sem az —SH, sem az alkoholkoncentrécié mesterséges novelése
nem jar teljes eredménnyel, viszonylag kisebb a metionin részvétele a reakcié-
ban, de még igy is elég lényeges. Ezért megprébéltam egyiittesen alkalmazni
a cisztein és metanol adagoldst. Ezt szemlélteti az 5. tdblazat. A vizsgilt olda-
tok osszetétele az 5/a. tdblazat esetén: 2,0 ml vizsgilandé oldat 4 0,5 ml
(5 gamma —SH) ciszteinoldat 4 1,5 ml metanol + 4 ml 0,02%-0s jégecetes
jédoldat. A vizsgilt oldatok Osszetétele az 5/b. tdblazat esetén: 1,5 ml vizsga-
landé oldat 4 0,5 ml (5 gamma —SH) ciszteinoldat + 2 ml metanol 4+ 4 ml
0,02% -0s jégecetes jodoldat.

Jol lathatod, hogy 5 gamma —SH és 2 ml metanol egyiittes jelenléte
annyira visszaszoritja a metionin hatdsit, hogy a 100 gamma —SH-val egyen-
értékil metionin egy oriaval a reagensek Osszedntése utdn is csak 2 gamma
—S8H-val azonos értéket mutat, mig a 100 gamma —SH-val egyenértckii
cisztin — 1,5 ml metanol és 5 gamma —SH mellett is — mindéssze 0,7 gamma
—SH-val azonos nagysigot ér el. A metionin tehdt 1/50-ed részben, a cisztin
pedig csak 1/140-ed részben vesz részt a reakcidban. Ez azt jelenti, hogy

gyakorlatilag sem a cisztin, sem a metionin nem zavarja a szabad —SH-gyok
nle(rhdtaroyxmt

Sajnos mégsem haszndlhato a fenti formaban a médszer, mivel a viszony-
lag nagy mennyiségifi metanol kicsapja a fehérjéket. Masrészt az 5 gamma
--SH-felesleg adagoldsa a mérési pontossig rovisira megy. Ezért megeléged-
tem a 2 gamma —SH-f5l6sleggel és mindossze 0,5 ml metanol haszndlatival,
Biztonsig kedvéért még ezt is jégecet mellett adagoltam, nehogy opalizalds
forduljon el6. A vizsgdlandé lisztkivonat mennyiségét is leszoritottam 1 ml
5%-o0s kivonatra (5 g liszt 4 100 ml deszt. viz egy éran 4t razdgépen rdzatva,
majd centrifugdlva) ugyanilyen okok miatt.

Lisztkivonat — SH-tartalma meghatirozasianak menete

1 ml (5Y%,-0s) lisztkivonathoz hozzdadunk 2 gamma —SH-t, majd annyi
vizet, hogy a térfogat 8 ml-re egésziiljon ki. Ehhez hozzdadunk 1 ml 1 : 1 ari-
nytu jégecet—metanol keveréket, végiil hozzdadunk 4 ml 0,02%-o0s jégecethen
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a. tablazat

Elozetcsen adagolt cisztein és metanol egyiittes hatasa a tloetcr-kotesre

& @ F ®)
| Estinkeié - 100 | Gamma —SH-val cgyen-
i értéki

Yizsgalt anyag

i Reakeidida
s | e [ a0 [ a0 | e | o
| r
) I i ‘
5 gamma —-SH . ..., R TR R AT TN § 52,5 | 52,5 | 40,5 | ‘
7 gamma —SH L oo iia i S 68,0 | 67,5 | 63,0 i
10 gamma —SH ............ P — cevees | TT0 ] TG0 | 73,5 \
5 gamma —S8SH - 20 gamma —SH- ndk meg- 3 ‘
Teleld Ciszbin . ovvvirren i cee | 83,0 ] 8536 | 50,5 o1l 02 | 02
5 gamma —SH - 100 ;_ru.mmrx —8H- nak ‘
megleleld cisztin ....... ... A SRR 55,2 | 57,0 ) 54,0 | 04 07 | 07
5 gamma —SH -5 pamma —bH nak nu-g- | |
feleld metionin ... .. ..., cesereaanes [ 56,5 | 57,2 | 358 0 046 L 075 08
5 gamma —SH -+ 10 gamma —SH-nak meg- | | i
feleld metionin ..., ... ..., R S 38,0 | 59,0 ‘ 578 0 08 ‘ 1,0 1,25
5 gamma —SH -|- 20 gamma —SH-nak meg- ‘ ‘
felels metionin . ..veernenaeae.... ceeeee. | B2 6L J‘ 605 | L2 1 L3 | 175
h) ! 1 | ‘
5 FATTAE —SH s en o s s oy 57,0 | 55,3 |
70 gamma —SH ... A e 2 73,2 | 71,5 |
W pamma —BH o vvvmmmasweser s e esies 82,0 | 80,0 | | |
5 gamma —SH - 100 gamm«x —=H- nak | | | I
megfeleld mvtlonm .................. — 67,3 | 67,3 1.6 | 1,8
5 gamma —S8SH -- 100 gamma —SH nak ‘ ‘
megleleld metionin ... eeeei ... . 67,3 | 68,3 ‘ 1.6 2,0
| ‘ |

oldott jodot. (IZz utdbbit célszerd 1% -os jégecetes jodoldathdl higitassal készi-
teni.) A vakérték, melvhez viszonyitva mériink 3 ml deszt. vizet, 1 ml jég-
ecet—metanol (1 : 1) kevercket és 4 ml 0,02%-0s jégeeetes jodoldatot tartal-
maz. A standardsorozat készitésekor a megfeleld mennviségl ciszteinoldatot
hemérve deszt. vizzel 3 ml-re egészitjiik ki, hozzdadjuk az 1 mlnyi jégecet -
metanol keveréket és a 4 ml 0,029%-0s jodoldatot. Végiil a vakér tékhez viszo-
nyitva mindegyvik kémesd tartalmat fotométeren 18111(31‘]\1]\ Mivel Pulfrich-
fotométer allt lendelkwe&,e,mm ezért az oldat mennyiségét is ennck megfele-
16en alakitottam ki. A Pulfrich- fotomett*rhw tartozd 2 cm hosszisiga kitvettat
haszndltam, l-es szingziird mellett (420 nm) végeztem a le()lvasast. A fenti
modon megvizsgaltam kilenc szabvanyositott lisztminta —SH-tartalmat. Kzt
tiinteti fel a G. tdblazat. A ]nurha.tcbromx'%nd,l az értékek leolvasdsa 1,5 draval
a reagensck Osszeintése utan tortént. A vizsgalandé lisztkivonat 5 g liszthdl
100 ml deszt. vizzel 1 ordig torténd razatdssal késziilt. A lisztszuszpenziot
])(‘I’Lellk(‘nt 8000 fordulattal centrifugiltam és a tiszta oldatot hasznaltam fel
vizggalatra. A tablizat adatai két par rhuzamos minta dtlagértékét tintetik fel.

A 6. tabldzatban szerepld 9 daral szabvdinyminéségi liszt jellegminta az
1963. évre kibocsdtott etalonmintdk része. Jelslésként a jellegmintakon olvas-
hato qzahvanvpleknt hasznaltam, melyek utalnak arra, hogv milyen névény-
bl késziilt és hany szézalék hamutartalommal rendelkezik az illetd liszt,
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6. tablizat

Szabvanymingségii lisztmintdk oldbaté [ehérjéinek szabad — SH-csoport tartalma

m ! 2) | (63}
Vizsgilt anyag ‘E"Zl('lt‘ | g —SH0 g
i —SH.107¢ g | liszt.

1 ml BL Al Kivenal ..oesioowos ‘ 1,085 .
1 ml Bl 93 KYonat o 1,135 29,7
1 ml BF 33 kivonat ............ | 1125 | o
1 ml BFEF 55 kivonat ............ ‘ 1.220 24,4
1 ml BL 112 kivonat ............ 1,775 33.5
I ml Bl 160 kivonat ............ 2.430 45.6
1 ml Bl 225 kivonat ........... 3 2,420 454
1 ml L. 40 kivonat ............ 2,110 42.9
I ml 13 123 kivonat ............ 2,270 | 45,4
100 gamma — SH-val egyenértéki | |

GO s vomings sre s ion vaie w50 y3n w3 wip v 0,450 I
10O gamma —SH-val egyvenértéki

MEtIONIn. oo @ a.100)

Kovetkeztetések

Az ivodalmilag elfogadott és viszonylag gvakran hasznalt —SH meghata-
rozdsi madszerekkel ]“Lp()tt értékek ]\()éf)tt néha harmineszoros eltérds is
tapasztalhato. gy pl. LArsex, JENNES és GEDDES [22] cikkében utal arra,
hogy ugyvanazon tejben ax —SH mennyiségét ciszteinben kifejezve tiamin-
diszulfidos  modszerrel 01,029 -ot, ferricianidos mddszerrel 0,09%-ot, mig
o-jodozobenzoesavval (1,639 -0t mérhetiink. Ezen nagy eltérések egvik magya-
razata az  -SH-gyvokok térbeli armydékoltsdga. Erre utal az is, hogy az emlitett
tej —SH mennyisége (szintén cisztein 9%-ban kifejezve) hndena.tur alds hatd-
sdra tiarnindiwu]ﬂdos modszerrel mérve 0,29% -ra, ferricianidos meghatirozast
haszndlva 0,34% -ra, mig o-jodozobenzoesavat hasznalva 0,68% -ra né. Ha esak
a térbeli drnyékoltsig jitszana szerepet, akkor a denaturdlodott fehérje —SH-
tartalmanak mdrésekor a kiilonhodzd metédusoknak kozel egvezd értdket
kellene adniok, hiszen a denaturdlddas folyaman a térbeli drnyékoltsig gvakor-

latilag megsziinik.

Az amerikai szerzik miiveiben nem talilkoztam olvan gondolattal, mely
a mas elrendezéshen jelenlevs kén hatdsara utalt volna. Egvediil a diszulfid-
esoportok esetleges hatdsard]l tesznek emlitést, de itt is csak feltevés formi-
jaban. Tapasztalatom szerint nem is a diszulfidszer elrendezéshen jelenlevd
kén, hanem a tioéter, vagy ticéterszerli kotéshen ecléforduld kén okoz
probléméat. Mar a szerves kémia tankonyvek is tobh laza, kinnyven bomld
kén kotésrol tesznek emlitést. Tey pl. BrRuckNer [7] szerint a szulfhidril-
evikok tiolészter, tioamindter, tiazolingyviris alak, diszulfid-kétés és tioéter
kités formaban mint kinnyen bomld, laza kapesoléddasban vehetnek résat.

Az egves modszerek kozotti nagy értékkiilonbség szerintem azzal magya-
1‘{17,lu1t(3, hogy a nagvobl adatokat mutaté mddszerek részben mérik az ilven
laza formdaban kitott - SH-t is. Az egves kotésmaddok annyira lazik, hogy az
atmenetet alig lehet nvomon kov etni. Mivel mcgfmdlthato 1'(3:1,1\010]\_1‘01 van
520, ha Va.lann]y(,n médon — pl. a meghatirozist végzd reagenssel — csok-
kentjiik a szabad —SH mennyiségét, valészinll, hogy azonnal megindul a laza
kitések hidrolizise, a tomeghatas torvénve értelmében.

10
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Ezt a tényt igazolja a 6. és 7. tdblizat osszehasonlitisa is. A 7. t4blazat
adatai az eléz6vel azonos kilenc liszbminta kivonatinak latszélagos —SH-
tartalmat tiintetik fel. A meghatirozis folyamén tgy jartam el, hogy a vizsgé-
landé és standard mennyiségeket is 4 ml-re egészitettem ki desztillalt vizzel és
hozzdjuk adtam 4—4 ml 0,029%,-0s jégecetes jédoldatot, majd a vakhoz viszo-
nyitva 420 nm-en fotometraltam. Az értékek leolvassa 1,5 érdval a reagensek
tsszeontése utdn tortént. A vizsgilandé lisztkivonat 5 g liszthél 100 ml desz-
tilldlt vizzel 1 ériig torténd razatdssal késziilt. A lisztszuszpenziét 8000 fordu-
lattal centrifugdltam és a kapott tiszta oldatot hasznaltam fel vizsgilatra.
A tdblizat adatai két pirhuzamos minta itlagértékeit tiintetik fel.

7. tablazat

Szabvanymingségii lisztmintik oldhaté fehérjéinek latszolagos — SH-csoport-tartalma

(0] @ )
TN, . Eszlelt —SH/10®
Vizegilt anyag ST 100 g g lisz"t g

1 ml BL 51 kivonat ............. 2,850 57,0
1 ml BL. 55 kivonat ............. 3,075 61,5
1 ml BF 53 kivonat ............. 3,000 60,0
1 ml BFF 55 kivonat ,........... 3,150 63,0
1 ml BL 112 kivonat ............ 4,275 85,5
1 ml BL 160 kivonat ............ 5,800 116,0
1 ml BL 225 kivonat ............ 5,675 113,5
1 ml RL 90 kivonat ............. 4,425 88,5
1 ml RL 125 kivonat ............ i 4,700 94,0

roer

A 7. tdblizat értékei tehit pusztin abban kiilonboznek az el6z6tél, hogy
itt nem adtam minden egyes kémes6hoz azonos cisztein és metanol mennyisé-
get. Vagyis itt nem szoritottam vissza a mas kotéshen jelenlevd kén hidrolizi-
s¢t. A 6. tablazat értékei 21,7 és 48,6 gamma —SH/g lisztmennyiség kozott
valtoztak, a 7. tdbldzat adatai 57,0 és 116,0 gamma —SH/g lisztmennyiség
kozott. A 6. tablizat adatai a 7. tabldzat adatainak — buzaliszt esetében —
37—42%-ai. Ez bizonyitja, hogy ceak hidrolizis visszaszoritdsdrdl van szd,
mert ha més, nem kéntartalmi anyag okoznd az adatok névekedését, akkor az
nem lenne ardnyos. Hiszen nagyon val6szintitlen, hogy mind a hét biza liszt-
mintdban a zavard anyag mennyisége az —SH-tartalommal legyen ardanyos.

Mind a 6., mind a 7. tdblazat azt szemlélteti, hogy a liszt minéségével
forditott ardnyban véltozik az —SH-tartalom. Lathat6, hogy a kizélt recept
(6. tdbldzat adatai) szerint mérve a szulfhidril mennyiséget a metionin-tartalom
1/20-ad részben zavar, mert a 100 gamma —SH-val egyenértékid metionint kh.
5,1 gamma —SH-nak méri a médszer, mig a 100 gamma —SH-nak megfelels
cisztint mindéssze 0,48 gamma —SH-nak méri. Vagyis a diszulfid-kitések
egydltalan nem, a tioéterszeri kitések elhanyagolhaté médon vesznek csak
részt a reakciéban. Ha tényleg jelentds szerepe van a szabad —SH-nak a tészta
kelesztése folyamédn véghemend biokémiai folyamatokban, akkor ebben a tio-
éter-csoportok — éppen a reakcié megfordithatésidga miatt — legaldbb ilyen
vagy még nagyobb mértékben szerepet kapnak. Tehit voltaképpen nincs
értelme a szabad —SH-tartalom abszoliit értékének mérésére tirekedni. S6t az
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el6zé megfontoldsok alapjan valésziniinek litszik, hogy nines is abszolat érte-
lemben vett —SH-koncentracié, mivel a szabaddd valé —SH-gybk mennyi-
ségét mindig a reakcié koriilményei szabjak meg.

ﬁsszel‘oglalﬁs

Az 4j meghatdrozés alapja a jodidionnak elemi jéd feleslegében észlelt
fényabszorpeidja. Az abszorpeié maximuma 366 nm koriil van, de j6l mérhetd
420 nm-en is. Vizsgdlandé lisztkivonathoz folos elemi jédot adva, ennek egy
része a szulfhidril-gyok hatésira jodidionnd alakul, melynek mennyisége foto-
metridsan meghatarozhaté. Ilyen korilmények kozott azonban még jelentdsen
zavar a tioéter és diszulfid kotésmdéd. Ha a vizsgdland6 anyaghoz ismert
mennyiségben ciszteint és metanolt adunk, akkor gyakorlatilag mdr csak
a szabad szulfhidril-tartalmat mérjitk, mert a mds kétésmodban — féleg tio-
éter és diszulfid formaban — jelenlevd kén bomldsa szabad —SH-ra egészen
visszaszorul.

A vizsgalatok sordn szerzett tapasztalat szerint az —SH-gyotk abszolut
mennyisége nem mérhet§, mert a reakeid koriilményei szabjik meg a més
kotésmodhol szabadda valé —SH mennyiségének mérését. Nincs is értelme az
abszolit mennyiség mérésére torekedni, mert a tészta kelesztése soran a végbe-
mend biokémiai reakeidk szulfhidril-gyok fogyasztisa szabja meg — a témeg-
hatds torvénye alapjan — a mds kotéshdl keletkezd szabad —SH-mennyiséget.

Mivel a vizsgdland6 anyag lisztkivonat, ezért jelent6s mennyiségii jodid-
ion vagy mas szervetlen redukdlé anyag zavard hatdsitél nem kell tartanunk.
A cukrok és az aminogysk még akkor sem zavarjdk a meghatdrozdst, ha a
vizsgalandéban eldfordulé mennyiségnél egy nagysagrenddel nagyobb tomény-
gégben vannak jelen.

Erkezett : 1964. mdjus 16.
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HoBblii meroj onpegeieHUsi COAEPIHAHHUA CYIb(IUApPHIA B BBITAMXKAX H3 MYKH
A, HOCTHLHHYC

Kapeapa xumun 1 nouposeieHnss BY3a arpapuuix nayi, MouonsmajissipaoBap
(Benrpus)

Pezwme

Hopplil Mero1 OCHOBAH H CRETOBOMH 4;1CopOiunt HoHa 101 & B HPHCY TCTBHH TI30bITI
JCICMCHTAPHONG N07d. MakeHmyM aacopaiiiH HA0H01aercst TIPH 3HAYCHHI 0K070 366 mu, HO
VOBICTROPITC ILHBIC PUSYIIBTATLL TOYHAIOTCSH 1 P SHAUEHHIL 420 g (en. Tadon Ne 1), B na-
GLITIC AIEMEHTAPHOT 0 102 BeTHUIHA L1COPOIITT ONPEIeNsIETesT TOILKO KOAHYCCTBOM HOHOB
noaa, Bean kLo, Bumsiakil 13 MyRH (3°,), AoseieHaoil aeenisumposanHoil soofl 1o 4 a0,
npuoasy 4 s 0,02° 0 pacTBopad Hoa, PACTBOPEHHOTO B 4 M. JIeIHOrO VECYCA, TO COOTBeT-
CIBUHHO KOJIMECTBY HPHICYTCTRYIOUIIX FIIPHIALHBIN [PV, HACTL DUeMCHTAPHOIO HOJA BOC-
CTAHABTIBACTCH, KOIIUCCTRO BOSHHKINIX MOHOB HOAL MOMHO HBMePHTh ¢ HOMOLbio GoTto-
verpa. [1pin 5T7oM GOABLIVIO TTOMEXY OKAZLIBAIOT IPHCYTCTBYIOHHE COLUTHCHIE CePLl, B KOTO-
PHIX CePa HANOAITCS 13 HHLIN THIAX CBSIAL, TJABHBIM 00PA3OM THOIPHPHLIX 1T ey bl HbI
(radomimm 3 1 4). Ho e K HeeiaeayemMoMy BellecTy 1004y evecs 2y - SH — 1t 1 My,
METAITO -1 STHON G VRCYCa 11 Bee 9T0 paadasnm Bodoll 10 4 aa, sares Jodasin 4 e 0,020
HOMA, PACTBOPCHHOID B J1GTHON YECYCe, TN UHIPOIHS THOM(GHPHLIN COCAMHCHHET HACTOALKO
YMCHBIIACTCS, YT0 TOABKO 1750 dacTh X MOKET OKA3LIBATL MCLIAIIRE BUBTHIC, & 13 iCY Th-
QULTHLIN FPYIN MOSKCT OKAZBIBATL [10MEXY TOJABKO 'y, 4ACTH 1IX. (Tah: 5). ’

Ha GCHoBaHIL OpeIeAeHN, TPOBEICHHBIX I8 IPHCYTCTRILT IHICTCITHA, IBCTHHA 1L MeTHO-
HITHE A0COIN0THOE COALDYKAHNIE CY.ILMrHIPHIILHBIX [PV OIPEILI T HEAB3SH, T.K. KOJHIYECTRO
OCBOAUMSIAOLIINCA  CYSILOIHAPILILHLX FPYIIT — 110 3AKOHY JIefiCTBYIONUX Mace — Bpeeria
QrpelerisieTest }-‘C,’Illl}ll}].\‘ﬂi, l'[pll KOTOPBLIX IIPOXOINT pt:{}l(ll]-iﬂ. ITo Muenmo ABTOPA HE HMeeT
CMbIC 1A ,'I()(.)l[BﬂT[zC)! onpeaesre s A0COTHBIX KOJNHUYCCTR Cy.’lhlpl‘lI,’lp]i.‘[bl{blx rpyunn, T.K.
1A PARHOBECHE MY Cepoil CVILQIIPILBHEIX FPYIN H cePOH B HHLIX (HOPMAX CHIAZ BHSIOT
GHOXHMITYECKIC HPOICCCH, TTPOHCXOIIUUIC NP GPKeHHIT TecTa. Cpasientic  npHEOAIMBIN
B TAGAHIAX B 11 7 JAHHLIX [OKA3LIBACT, YTO KOAMUECTE0 CVbPrifipiia B BHITSKKAN H3 MYKI
CVIILCCTBEHHO CHIBKAUTCS, B CAVUAC eCilH He JASTCH BOIMOMHOCTL K 0GPASOBAHMIO CBODOHLIX
CYIILPTIAPIGILHLIX IPYINT H3 ADYIHX COCAMHEHHIT cepol.

TTOCKOAIBLKY H3MEPSIeMOe BElECTBO SIBISLTC BHITSAKOL 13 MYKI, HC HAL0 ONMACaThCs
Menlaux BJ’IlIﬂ}lll[‘!l HOHOB 1014 HIH JAPVIHX H[:UDI‘E!H][HCCICIIX BLCCTAHOBHTE ILbHLIX BCULCCTB.
Caxapa 11 AMIHHBLC UPYIILT HE MCUIAIOT OOPEICICHHI0 JAKE ol OHID HANOAITCS B KO-
UeeTBAX OOJIBILIN, YeM B HCCHEIVeMOM BEUICCTEC,

Tad., 1. MaveHenHe BejluMH a1copOimi CHCTeMbD HOULL — MO B 34BHCHMOCTH OT
JCIIHDGL CBCTOBLIN o/, (B Tadmmie npHBEIeHDLI BCJITMHHLL sreriarn). (1) Jdinna eserouix
poaH B MM (2) OKCTHHKIWHSL.

Tada. 2. VisyueHe MCUIQIOWETo BaUsimusl caxapos 11 wpaxmana. (1) Meeaeryemoc
pereetso. (2) IxerHHrist. X 100.

Tad.e, 3. M3MeHEHHC COAEPHKAHIST IHCTEHA 11 METHOHHHEA B 3aBICHMOCTH OT BPCMCHIL
NPOTCKAHAST PEARKIUMIL {BPEMsT OTCUHTBIBALTCST 0T MOMCHTA CIHBAHMS pearcHros). HaHuoie o71-
HeceHbl K CTOKPATHOH Beanylie axeThnrim, (1) Meeneayemoe pencerso. (2) Bpemst 11poxo0c-
JLCHIIST PCAKIUHIL

Tafa. 4. Bnusuile 0THOCHTEIbHO pasdapiennoro pactsopa noaa (0,029,) wa jnucyib-
(pranbie cpsisi. JJaHHbIC OTHECEHDI K cTokpaThoi BeinKHe sxernHkud, (1) Mecoeayemoe
pengecTo. (2) Bpesst TMPOXO0yGIeHIs PeariHi.

Tab.1. 5. COBMECTHOE BIISIHIC TIPEABAPHTENBHO J00ABICHHOI0 LMCTeiHA I MeTAaHO/A
na THoogupHLe cesam. (1) Mecnenyemoe pemectso. (2) Srerinkubst X 100, (3) PaBroueHko
ramme—_SH.

Tada. 6. Copcprkanie CBOGOHLIX PYAN SH B pacTROPIMLIX Geikax 00pasLoB MyRH
CTAHJAPTHOIO KAYecTBa.

Taba. 7. Cosepyranue GusTHBHLIX SH-IPYNN B pacTBOPHMBIN OCaKax 0Gpasion MYKI
CTAHAAPTHOIO KAYCCTBA.
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A New Method to Determine the Sulfhydryl Content of Flour Extracts I
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Summary

The new determination is based on the light absorption observed in the elementary
jodine surplus of J-. The maximum of absorption is at a value of about 366 nm but it js
well utilizable even at 420 nm (see Table 1). In the case of iodine surplus the magnitude
of the absorption is only influenced by the amount of iodine jons. If to 1 ml 5 per cent
tlour extract made up with distilled water to 4 ml, 4 ml 0,02 per cent iodic solution dis-
solved in glacial acetic acid is added, part of the elementary iodine is reduced to iodine
ion in a measure corresponding to the amount of the present. sulfhydryl radicle. The
amount of iodine ion developed can be measured with photometer. Under such condilions,
however, the sulphurie compounds present in other bonds, chiefly the thiocther and di-
sulphide type of bond (see Table 3 and 4) are still rather strongly disturbing. But if to the
material to be examined 2y — SH and 1 ml glacial acetic acid — methanol mixture is
added and this is diluted with distilled water to 4 ml and subsequently 4 ml 0,02 per cent,
glacial acetic acid iodine solution iz added, then the hydrolysis of the thivether form is
0 much repressed that it disturbs only to !/5o part while the disulphide form to /140 PATL
(see Table 5).

On the basis of experiments carried out in the presence of cystein, eystin and
methionine it seems probable that the absolute value of the sulfhydryl radicle can not be
measured because — according to the law of mass effect — the amount of —SH radicles
released is always determined by the conditions of the reaction. In the author’s opinion
there is no point about it to aim at the measuring of the absolute quantity sinee the equi-
librium of free —SH and sulphur present in other kinds of bonds is influenced by bio-
chemical reactions occurring at the raising of the doughs. A comparison of the data of
Tables 6 and 7. illustrates that in the case of [lour extracts the amount of measured —SH
substantially deereases if the decomposition to free —SH. of the sulphur in other bonds
is repressed.

Since the substance to be measured is a flour extract, the disturbing effect of a sub-
stantial amount of iodine ion or of other inorganic reducing substance is not to be feared.
The sugars (sec Table 2) and the amino radicle do not disturb even if the concentration
of the amount oceurring in the material to be examined is higher by an order of magnitude.

Table 1. The change of the absorption value of the fodide-jodine system as a fune-
tion of the wave length of the light (the Table contains extinction values). (1) Wave-
length of light mm. (2) Extinetion.

Table 2. Examination of the disturbing effect of starch or sugars. (1) Material exa-
mined. (2) Extinetion 100 x.

Table 3. The change of the cystein and methionine values as a function of reaction
time reckoned from the mixing of the reagents. Data are indicated in 100 x extinetion
value. (1) Material examined (2) Reaction time.

Table 4. Disulphide bonds as affected by comparatively thin — 0,02 per cent —
iodic solution. Data are indicated in 100 x extinction value. (1) Material examined. (2)
Reaction time.

Table 5. Combined effect on the thioether bond of previously added cystein and
methanol. (1) Material examined. (2) Extinction 100 3. (3) Equivalent with y—SH.

Table 6. Free —SH group content in the soluble proteins of standard quality
flour samples,

Table 7. Apparent —SH-group content in the soluble proteins of standard quality
flour samples.



