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SOMMAIRE

La destruction de la cystine au cours de l’hydrolyse acide des protéines nécessite une déter-
mination séparée de cet acide aminé.

Une oxydation à froid par l’acide performique transforme, au sein de la protéine, la cystéine
et la cystine en acide cystéique.

Cet acide aminé, libéré par hydrolyse acide, est séparé par chromatographie soit sur échan-
geur de cations (Amberlite CG rzo) soit sur échangeur d’anions (Dowex 2), puis dosé par la ninhydrine.

Le choix des conditions expérimentales a été fait après avoir étudié les différentes étapes du
dosage : l’oxydation, l’hydrolyse, le fractionnement et la colorimétrie.

Cette méthode d’oxydation est applicable à des aliments complets, sans extraction préalable
des protéines.

Un certain nombre d’échantillons a été analysé ; les résultats ont été comparés avec des
données de la littérature, obtenues grâce aux méthodes chimiques, microbiologiques ou chroma-
tographiques.

I. - INTRODUCTION

Les acides aminés soufrés constituent le facteur limitant de beaucoup d’ali-
ments protéiques. Or, 60 à 80 p. 100 (suivant les animaux et les conditions physio-
logiques) du besoin en cystine et méthionine peuvent être couverts par la cystine.
Le dosage de celle-ci dans les protéines alimentaires est donc particulièrement
important.

Divers auteurs ont tout d’abord dosé la cystine à l’aide de méthodes chimiques
(LUGG, ig33 ; HESS, SULLIVAN et PALMES, 1941).

Depuis ig5o, elle a été dosée surtout par voie microbiologique, en utilisant en
particulier Leuconostoc mesenteroides P 60 (CAMIEN et DUNN, rg5o ; CHEViLLARD,
FAUCONNEAU et ROCHE, 1952) dans des conditions de milieu assez artificielles :
absence d’acide aspartique et d’acide glutamique qui gênent la croissance. Cette
méthode de dosage a été utilisée pendant une dizaine d’années sans possibilité de



contrôle, car on ne connaissait pas d’autre microorganisme ou d’autre milieu pouvant
servir au dosage de la cystine.

Les méthodes de dosage exigent que la cystine soit libre. Or, les procédés d’hydro-
lyse qui la libèrent risquent de la détruire, surtout en présence de glucides : c’est
ce qui se produit au cours de l’hydrolyse acide à l’aide d’HCl 6 N bouillant, utilisée
pour doser les acides aminés par chromatographie sur colonne, d’après la méthode
de MOORE, SPACKMAN et STEIN (1958). Beaucoup d’auteurs utilisant la méthode
microbiologique ont été conduits à recommander des hydrolyses de courte durée
(6 à 8 heures : CHEVILLARD et al.), ou effectuées à l’aide d’acide chlorhydrique peu
concentré (1,25 N : TISDAI,I, et al., IgSo).

Nous avons cherché à utiliser, pour le dosage de la cystine, la méthode chroma-
tographique sur colonne qui présente de nombreux avantages (précision et spéci-
ficité en particulier).

En 1954, SCHRAM, MOORE et BIGWOOD, ont mis au point une transformation
de la cystine en acide cystéique par oxydation performique au sein de la protéine.
L’acide cystéique peut alors être libéré sans destruction par hydrolyse acide, et dosé
par chromatographie sur colonne.

Mais ces auteurs ont observé une perte de cystine qu’ils ont estimée à Io p. 100,
ce qui les a conduits à appliquer un facteur de correction.

La méthode a été modifiée par divers auteurs, en particulier HIRS, STEIN et

MOORE (Ig54), HIRS (Ig56), BIDMEAD et LEY (1958), JUNGE et al., (1959), JIRGEN-
SONS, IKENAKA et GORGURAKI (1960).

Nous avons cherché à obtenir un recouvrement quantitatif de cystine, et pou
cela nous avons utilisé la méthode de ScIIRAM, MOORE et BIGWOOD (1954), modifié
par BIDMEAD et LEY (1958), en étudiant les différentes étapes du dosage.

II. - MATÉRIEL ET METHODES

1°) Échantillorzs

Les analyses ont été faites sur des échantillons dans lesquels les protéines sont associées à des
quantités variables de divers glucides : oeufs, lait, farines de poisson, tourteaux, céréales, protéines
de fourrage associées aux constituants membranaires : résidus d’extraction alcoolique à o°C (traite-
ment A) ou d’extraction alcoolique suivie d’extraction aqueuse à o°C (traitement B).

2°) Oxydation de la protéine
Réactifs :
- Acide formique pur 99 p. roo conservé en flacon brun (Prolabo).
- Perhydrol 33 p. 100 conservé à + 4°C (Merck).
- Méthanol pur (Prolabo).
L’acide performique est préparé à partir de 95 volumes d’acide formique 99 p. 100 à o°C,

auxquels on ajoute 5 volumes d’eau oxygénée 33 p. 100 à OOC et o,5 volume de méthanol. Après
deux heures à la température ambiante et à l’obscurité, le mélange est refroidi à - io°C et versé
dans un ballon contenant l’échantillon à analyser. Le ballon est maintenu à - ro°C pendant 4 heures
ou plus, à l’abri de la lumière. La réaction est arrêtée par addition de 2 volumes d’eau glacée. L’acide
performique est éliminé par 5 ou 6 évaporations et reprises successives à l’eau, dans un évaporateur
rotatif sous vide, en évitant d’aller à sec (source chaude 38-400C, source froide - 18, - 20°C).



3°) Hydrolyse acide
Réactif : HCI (RP Prolabo).
On ajoute au résidu de l’évaporation, dans le même ballon, 500 ml d’HCl 6 N ; on adapte un

réfrigérant à reflux, et le ballon est immergé dans un bain d’huile à rz5°C pendant 24 heures.
L’acide chlorhydrique est éliminé le plus complètement possible, à l’aide de la même technique

et dans les mêmes conditions que l’acide performique. Le résidu final est repris, amené au pH et
au volume désirés.

4°) Séparation chromatographique
Réactifs :
- Amberlite CG 120.
- Dowex 2 X 10, zoo-4oo mesh (Bio-Rad).
- Tampons citrate de sodium (cf. MOORE et STEIN, 1958).
- Acide monochloracétique RP cristallisé (Prolabo) conservé en flacons bruns à + 4°C.
- Brij 35.
a) Sur échangeur de cations : une fraction aliquote de l’hydrolysat (5 ml au maximum), préala-

blement amené à pH 2 dans un tampon citrate de sodium 0,2 N, est posée sur une colonne de
150 X o,g cm d’Amberlite CG i zo. L’élution est effectuée avec du tampon citrate de sodium 0,2 N de pH
3,z5 (cf. MOORE et STEIN, rg58) à 500C. On recueille 80 fractions de i ml, le pic d’acide cystéique
se trouvant entre la 3oe et la 4oe fraction. La colonne est ensuite régénérée par passage de NaOH
0,2 N, puis équilibrée par du tampon citrate de pH 3,z5·

b) Sur échangeur d’anions : une fraction aliquote de l’hydrolysat, amené à pH 5 avec de la

soude, est posée sur une colonne de i5 x 0,9 cm de Dowex 2 X 8, 200-400 mesh (cf. SCHRAM, MOORE
et BIGWOOD, 1954). I·’élution est effectuée à la température ambiante (2ooC) par des solutions
d’acide monochloracétique contenant 5 ml par litre de Brij 35. Après 60 à 70 ml d’acide monochlor-

acétique 0,1 N, on utilise de l’acide monochloracétique o,3 N pour éluer l’acide cystéique en un
nombre minimum de fractions que l’on recueille à l’aide d’un collecteur automatique (80 fractions
de i ml).

La régénération se fait par 50 ml d’acide monochloracétique N suivis de 100 ml d’acide 0,1 N.

5°) Dosage colorimétrique

Les fractions recueillies sont dosées avec le réactif à la ninhydrine de MooRE et STEIN (1954),
en utilisant i ml de réactif par fraction de i à i,z ml. La densité optique est lue au colorimètre Lume-
tron (filtre 550 mg.).

III. - RÉSULTATS

Les différentes étapes du dosage ont été étudiées afin de déterminer les meilleures
conditions expérimentales.

10) Séparation chromatographique

Les deux procédés de chromatographie ont été comparés.
a) Les taux de recouvrement ont été déterminés avec des solutions standard

d’acide cystéique. Les valeurs figurant sur le tableau i font apparaître un bon
recouvrement.

b) Des hydrolysats de différents aliments ont été chromatographiés simulta-
nément sur Amberlite CG 120 et sur Dowex a. Les résultats (tabl. 2) sont très com-
parables.



Le fractionnement sur Dowex 2 a été retenu, car il est plus facile à utiliser
(petites colonnes, à la température ambiante), et ne nécessite pas d’ajustement
précis du pH des solutions éluantes. De plus, le volume de la prise d’essai n’a pas
d’influence sur le pic d’acide cystéique. Au contraire, si l’on pose 10 ml d’échantillon
sur la colonne d’Amberlite, on observe un pic dissymétrique qui peut faire croire
à la présence d’un composé interférent.

2°) Oxydation

a) Test de rec01tVrement. - Le rendement de la transformation de la cystine
pure oxydée en acide cystéique est de 95 p. 100 en moyenne (oxydation de 4 heures
à - io°C, suivie d’une hydrolyse de 24 heures).

b) Tem!s de réaction. - Plusieurs échantillons d’aliments assez différents ont
été oxydés pendant 4 et 16 heures. Les résultats exprimés en g de cystine pour 100 g



de protéines (N x 6,25) se trouvent sur le tableau 3. L’identité des valeurs obtenues
a permis d’adopter le temps de 4 heures, en vérifiant que la température ne descend
pas au-dessous de - 100C (à cause du risque de congélation) et ne dépasse pas - 50e
(dans ce cas il peut se produire une perte de cystine).

3°) Réaction à la ninhydrine

Tae facteur de coloration de l’acide cystéique par rapport à la leucine (0,92)
est le même qu’il soit obtenu en utilisant le tampon’3,25, l’acide monochloracétique
0,2 N, ou l’acide monochloracétique 0,3 N. En revanche, il est plus faible et surtout
plus irrégulier si on utilise l’acide monochloracétique 0,4 N ; en effet, la plus forte
concentration en acide risque de dépasser le pouvoir tampon du réactif ; c’est pour-
quoi la concentration 0,4 N n’a pas été utilisée.

Une solution standard d’acide cystéique est utilisée comme témoin de coloration.

4°) Application à différents aliments

Nous donnons sur le tableau 4 les résultats obtenus avec un certain nombre

de produits couramment employés en alimentation animale.

VI. - DISCUSSION

Sur le tableau 4 nous avons reporté, outre nos propres résultats, un certain
nombre de valeurs obtenues par les trois méthodes de dosage. Nos résultats s’ac-
cordent assez bien avec ces données pour des produits tels que le lait, les protozoaires
et bactéries du rumen, certains tourteaux. Ils s’expriment par des valeurs légèrement
plus faibles pour les farines de poisson, un peu plus élevées pour l’ceuf.

Les différences sont plus importantes pour l’ovalbumine d’une part, et les

produits végétaux d’autre part.
Dans le cas de l’ovalbumine nous avons un résultat de cystine beaucoup plus

faible ; ceci pourrait être dû au fait que le produit commercial utilisé a pu subir
des modifications au cours de sa fabrication.







En ce qui concerne les fourrages et surtout les graines, nos résultats sont nette-
ment plus élevés que ceux que donnent les méthodes microbiologiques. Ceci pourrait
s’expliquer par la présence dans les produits végétaux de quantités importantes
d’acide aspartique et d’acide glutamique (de l’ordre de 30 p. 100) qui gênent la
croissance du Leuconostoc mesenteroides, alors que le milieu de CAMIEN et DuNN n’en
contenait pas. D’autre part, EVANS, BANDEMER et Bau!x (1960) ont obtenu des
résultats très variables en fonction du temps d’hydrolyse : les temps très courts
(30 mn) semblent donner des valeurs trop élevées, ce qu’ils expliquent par une
action des peptides sur la croissance du microorganisme. Les -résultats trop faibles
obtenus à la suite d’hydrolyses plus longues sont probablement dus à la destruction
de la cystine au cours de l’hydrolyse.

La méthode d’oxydation préalable de la protéine paraît plus sûre car elle permet
de transformer la cystine en un composé stable et ainsi d’obtenir une récupération
plus quantitative.

Reçu pour publication en mays 1963.

SUMMARY

DETERMINATION OF CYSTINE IN FOOD-STUFFS

Cystine is partially destroyed in the course of acid hydrolysis used for the determination of
other amino acids. To avoid this destruction the method of ScIIRAnz, MOORE and BIGWOOD (1954)
has been used, which consists of oxidysing the cystine within the protein, into cysteic acid, which
is resistant to acid hydrolysis. In order to obtain a quantitative yield, the reagent of BID?VIEAD
and LEY (I958), at - io°C was used. Cysteic acid is liberated by acid hydrolysis, separated by column
chromatography, either on anion exchange resin (Dowex II) or on cation echange resin (Amberlite
CG 120), and determined colorimetricaly with ninhydrine (MOORE and STEIN, 1954).

The different steps of the determination were studied :
- Chromatography : the two methods were compared, either with standard solutions of cys-

teic acid (table i), or with hydrolysates obtained from different samples (table 2). The results
obtained by the two methods are very similar. The use of the Dowex II was preferred for practical
reasons.
- Oxydation : the average yield of the transformation of pure cystine into cysteic acid is

95 p. 100. A study of the time of the reaction (table 3) made it possible to adopt a reaction time of
4 hours.

Reaction with ninhydrine : the factor of coloration of cysteic acid is the same in the different
eluants tried, except for monochloracetic acid 0.4 N. So the use of the latter was discarded.

The results obtained for the different feeds (table 4) agree generally with those obtained by
other authors using similar methods, but sometimes differ considerably (particularly for cereals)
from the results of microbiological determinations. These may be either too low, if the growth of
the microorganism is inhibited by the presence of an excess of aspartic and glutamic acid, or too
high, if certain products of incomplete hydrolysis behave like growth factors.
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