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Testing of textiles; determination of the cysteic acid content in wool hydrolysates
Essai des textiles; détermination de la teneur en acide cystéique dans les hydrolysats de laine

Zusammenhang mit der von der International Organization for Standardization (ISO) herausgegebenen

internationalen Norm ISO 2915, siehe Erlauterungen.

Als Reagenzien sind, soweit nicht anders angegeben, Reagenzien des Reinheitsgrades ,,zur Analyse‘ und als Wasser
destilliertes Wasser oder Wasser gleicher Reinheit zu verwenden. Losungen ohne Angabe des Losungsmittels sind
Lisungen in destilliertem Wasser oder Wasser gleicher Reinheit.

1 Zweck und Anwendungsbereich

Cysteinsiure ist eines der Oxidationsprodukte der
Aminosiuren Cystin/Cystein. Der Gehalt an Cystein-
sdure in Rohwolle ist iiblicherweise duferst gering, er
nimmt beim photochemischen Abbau (Bewettern) zu.
Ausriistungsprozesse, wie Aufhellen, Bleichen oder
Chloren, fiihren stets zu einem Cysteinsdureanstieg.
Durch die quantitative Bestimmung des Cysteinsaure-
gehaltes wird das Ausmaf einer erfolgten oxidativen
Einwirkung jeglicher Art direkt erfa3t. In Ausnahme-
fillen kann es niitzlich sein, zum Vergleich unbehandel-
tes bzw. nicht beanstandetes Material mit zu priifen.

Die Methode kann auf reinwollenes, ungefiarbtes und
gefirbtes textiles Material in jeder Form, also auf lose
Wolle, Faserband, Vorgarn, Garn oder Gewebe direkt
angewendet werden. Bei der Priifung von Mischungen mufl
der Wollanteil genau bekannt sein. Die Methode ist auch
fiir die Untersuchung von carbonisierten Wollen geeignet.

2 Kurzbeschreibung des Verfahrens

Eine Probe des zu untersuchenden Materials wird hydro-
lysiert. Die in dem erhaltenen Hydrolysat vorhandene
Menge Cysteinsiure wird papierelektrophoretisch von
den anderen Aminosiuren abgetrennt. Der Papierstreifen
wird angefirbt und die Zone mit der Cysteinséure eluiert.
Durch Vergleich mit einer gleichzeitig aufgetragenen be-

kannten Menge Cysteinsdure kann der Gehalt dieser Amino-

sdure durch Photometrie quantitativ bestimmt werden.

3 Gerite und Reagenzien
3.1 Gerite
Analysenwaage mit 0,0001 g MeBgenauigkeit

Ventilierter Wiarmeschrank zum Trocknen und Hydro-
lysieren der Analysenproben bei (105 + 2) ©C bzw. zum
Trocknen der Papiere bei 70 ©C

Exsikkator, z. B. nach DIN 12 491
Rotationsverdampfer
Elektrophoresekammer und Stromversorgungsgerit

Chromatographie-Papierstreifen mit einem Gewicht
von 120 g/m2*)

Extraktor nach DIN 12 602

Spektralphotometer oder Filterphotometer mit einem

Filter, dessen maximale Absorption um (500 = 10 ) nm
liegt. (Jedes Gerit ist geeignet, bei dem die Extinktion

*) Uber die Bezugsquellen gibt Auskunft:
DIN-Bezugsquellen fiir normgerechte Erzeugnisse im
DIN, 1 Berlin 30, Burggrafenstrale 4-7.

im Bereich von 0 bis 0,7 auf 0,01 genau abgelesen und
die folgende Dezimalstelle noch geschitzt werden kann.)

Thermostat mit hochsiedendem Ol oder Heizplatte mit
Asbestplatte

Geblase

Glasmesser

Bombenrdhrechen, Durchmesser =~ 2 cm, Linge 30 cm
Reagenzglaser

Farbekiivette oder Glasschale

Pinzette und Glasstab

Wigegliser, z. B. nach DIN 12 605

1-ml-Vollpipette, z. B. Pipette VPB 1 DIN 12 690
5-ml-Vollpipette, z. B. Pipette VPA 5 DIN 12 690
20-ml-Vollpipette, z. B. Pipette VPB 20 DIN 12 690
Geeichte Prizisionspipetten (0,01 ml)

100-ml- und 250-ml-Rundkolben mit Normschliff

NS 29/32 nach DIN 12 348

5-ml-MeBkolben, z. B. Mef3kolben MSA 5 DIN 12 664
100-mi-MeBkolben, z. B. Me3kolben MSA 100 DIN 12664

3.2 Reagenzien
Methanol

Salzsdure, 5,7 N:

hergestellt aus Salzsdure conz. p. a. Dichte 1,19 g/em?2, die
azeotrop destilliert wird

Ninhydrin-Cadmiumreagenz:

100 mg Cadmiumacetat werden in 10 ml Wasser gelost,
dann hintereinander 5 ml Eisessig, 100 ml Aceton und

1 g Ninhydrin hinzugegeben. Das Reagenz ist in einer
braunen Flasche im Kiihlschrank iiber eine Woche halt-
bar. Die zum Anfirben eingesetzte Reagenzmenge darf
nur einmal verwendet werden.

Pufferlosung pH = 3,5:

10 ml Pyridin, 100 ml Eisessig und 890 ml destilliertes
Wasser. Die Pufferlosung muf3 nach jeweils fiinf Tren-
nungen erneuert werden.

Standard Cysteinsdure-Losung:

In einem 100-ml-MeBkolben werden 110,6 mg Cystein-
siure-Monohydrat (dies entspricht 100 mg wasserfreier
Cysteinsiure) mit destilliertem Wasser gelost. Vor der
Einwaage wird die Cysteinsiure in einer Trocknungspistole
iiber Phosphorpentoxid bei =~ 70 ©C 24 Stunden lang
getrocknet.

Bariumchlorid-Losung:

2,5 g Bariumchlorid (BaCl, - 2 H,0) werden mit destil-
liertem Wasser im 100 ml ﬁdeﬁkolben gelost.

Fortsetzung Seite 2 und 3
Erliduterungen Seite 4

Fachnormenausschu3 Materialpriifung (FNM) im DIN Deutsches Institut fiir Normung e.V.
Textilnorm, Fachnormenausschuf3 Textil und Textilmaschinen im DIN
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4 Probenahme und Probenvorbereitung

Dem zu untersuchenden Material wird eine reprisentative
Probe entnommen. Sie muf so gro sein, daf} daraus die
folgenden Analysenproben gebildet werden konnen:

Eine Analysenprobe von etwa 1 g zur Bestimmung des
Trockengewichtes und eine Analysenprobe von etwa

1 g zur Herstellung des Hydrolysates.

Die Gesamtmenge wird im Extraktor mit Dichlormethan
1 Stunde lang bei einer Mindestgeschwindigkeit von

6 Uberldufen je Stunde extrahiert. Nach dem Verdunsten
des Dichlormethans werden bei noch nicht versponnener
Wolle alle Vegetabilien und alle sonstigen als solche er-
kennbaren Fremdsubstanzen entfernt. Proben aus Garn
oder Gewebe werden vor der Extraktion in kurze Garn-
stiicke von etwa 1 cm Linge zerlegt. Gefilztes Material,
das nicht in das Garn zerlegt werden kann, muf zuvor in
Kleine Stiicke zerschnitten werden. Die vorbereiteten
Proben sind dem Normalklima (20 * 2) ©C und (65 £ 2)%
relative Luftfeuchte nach DIN 53 802 anzugleichen.

5 Durchfiihrung der Analyse

5.1 Wigen

Die in Abschnitt 5 aufgefiihrten Analysenproben werden
nacheinander mit einer Genauigkeit von 0,0001 g abge-
wogen. Die eine Probe (1 g) dient zur Bestimmung des
Trockengewichtes (siehe Abschnitt 5.2), aus der anderen
Probe (1 g) wird ein Hydrolysat (siehe Abschnitt 5.3)
hergestellt.

5.2 Bestimmung des Trockengewichtes

Die Analysenprobe von 1 g Gewicht wird in einem Wige-
glas bei (105 + 2) OC eine bestimmte Zeit lang getrocknet.
Danach verschlieBt man das Wigeglas, 1468t es im Exsikkator
abkiihlen und wigt es. Diese Arbeitsgiinge werden solange
wiederholt, bis Gewichtskonstanz erreicht ist 1). Die Analy-
senprobe wird darauf aus dem Wigeglas herausgenommen
und dessen Gewicht bestimmt. Auf diese Weise ergibt sich
das Trockengewicht der Analysenprobe. Mit ihm wird das
Trockengewicht der anderen Analysenprobe berechnet.

5.3 Hydrolyse

Die Hydrolyse kann wahlweise nach einer der angegebe-.
nen Methoden durchgefiihrt werden:

a) Man bringt die fiir die Hydrolyse vorgesehene gewoge-
ne Analysenprobe und 20 ml Salzsdure, 5,7 N, in einen
100-ml-Rundkolben, dem ein RiickfluBkiihler aufge-
setzt wird. Nach Eintauchen des Kolbens in einen mit
einem hoch siedenden Ol gefiillten Thermostaten er-
folgt bei 105 0C wihrend 4 Stunden die Hydrolyse.
Anstelle eines Thermostaten kann auch eine Heiz-
platte in Verbindung mit einer Asbestplatte verwendet
werden. Der Rundkolben wird durch das Loch der
Asbestplatte soweit hindurch gesteckt, da der Fliissig-
keitsspiegel noch oberhalb dieser Platte sichtbar ist;
der Kolbenboden darf die Heizplatte nicht beriihren.

b) Man bringt die fiir die Hydrolyse vorgesehene ge-
wogene Analysenprobe in ein dickwandiges Glasrohr
(MaBe sieche Abschnitt 3.1) und gibt mit einer Pipette
20 ml Salzsiure, 5,7 N, dazu. Nach Abschmelzen des
Bombenrohrchens im Gebldse wird es 24 Stunden bei
105 ©C im Wirmeschrank belassen. Wihrend dieser
Zeit muB das Rohrchen mehrmals griindlich geschiittelt
werden, bis im Hydrolysat kein Faser-Riickstand mehr
vorliegt.

Das nach a) oder b) erhaltene Hydrolysat wird durch

mehrmaliges Nachspiilen mit destilliertem Wasser direkt

in einen 250-ml-Rundkolben iiberfihrt, sofern die Probe
aus nicht carbonisierter Wolle besteht. Liegt dagegen
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carbonisierte Wolle 2) vor, spiilt man das Hydrolysat in
ein 250-ml-Becherglas und bringt die Losung zum Kochen.
Wihrend des Kochens fiigt man aus einer Pipette unter
Riihren mit einem Glasstab tropfenweise 1 ml Barium-
chlorid-Losung hinzu. Nach Erkalten der Losung und
Stehen iiber Nacht wird sie in einen 250-ml-Rundkolben
filtriert; das Filterpapier ist griindlich mit destilliertem
Wasser nachzuspiilen.

SchlieBlich wird die aus beiden Fiallen im Rundkolben

vorliegende Losung am Rotationsverdampfer bei 50 ©C
Badtemperatur bis zur siruposen Konsistenz eingeengt.
Um die restliche Salzsiure zu entfernen, wird der Sirup
3mal mit je 10 ml destilliertem Wasser versetzt und je-

weils am Rotationsverdampfer eingeengt. Der gesamte

Riickstand wird mit destilliertem Wasser in einen 5-mi-
MeBkolben iiberfiihrt, den man bis zum Eichstrich mit

Wasser auffullt.

5.4 Elektrophorese

Zur elektrophoretischen Trennung wird eine Niedervolt-
Apparatur verwendet. Hierzu ist jedes Stromversorgungs-
gerit mit ~ 300 Volt Ausgangsspannung geeignet. Die
Trennkammer soll Papierstreifen (Bogen) von mindestens
30 em Linge (= Elektrodenabstand) aufnehmen konnen.

Durch die Mitte des Papiers wird mit dem Bleistift eine
senkrechte Linie gezogen. Dann trigt man auf das trocke-
ne Papier mittels einer Prizisionspipette jeweils 0,01 ml
des zu untersuchenden Hydrolysates strichformig auf die
Bleistiftlinie von zwei Papierstreifen auf, dadurch wird
eine Doppelbestimmung moglich. Auf einen anderen
Papierstreifen bzw. auf einen anderen Teil der auf dem
Bogen markierten Linie wird 0,01 ml der Cysteinsaure-
Standardlosung aufgetragen. In jedem Falle ist darauf zu
achten, daB der Pipetteninhalt vollstandig, gleichmiBig
und jeweils 0,5 cm vom Papierrand entfernt aufgetragen
wird. Nach Einbringen der beiden Papierenden in die
ElektrodengefiBe saugt das Filterpapier den Puffer gleich-
miBig an. Die hierfiir erforderliche Zeit kann durch Be-
sprithen des Papiers mit Puffer verkiirzt werden.

Nun legt man an das pufferfeuchte Papier eine Spannung
von 5 bis 8 V/cm an (das sind je nach Papierlinge 200 bis
300 V). Nach 4 bis 5 Stunden ist die Elektrophorese be-
endet. Dann werden die Papierstreifen (Bogen) mit dem
anodischen Papierende nach oben in den Warmeschrank
gehiingt und 30 Minuten lang bei 70 OC getrocknet.

5.5 Farbentwicklung und Elution S
Die getrockneten Papierstreifen (Bogen) werden mit
Ninhydrin-Cadmium-Salzlésung (Zusammensetzung siehe
Abschnitt 3.2) angefeuchtet, die in geringer Menge den
Boden einer Glasschale bedeckt. Dabei soll das Papier die
Reagenzlosung lediglich aufsaugen und keinesfalls darin
gebadet werden. Nun werden die Papiere 30 Minuten bei
70 OC in den Wirmeschrank gehingt (anodisches Papier-
ende nach oben). Je nach angelegter Spannung und Dauer
der Elektrophorese ist die Cysteinsdure-Zone 5 bis 6 cm
vom Start in Richtung Anode gewandert. Die zwei
Cysteinsiure-Zonen aus dem Hydrolysat und eine aus der

1) Gewichtskonstanz ist erreicht, wenn sich bei erneutem
Trocknen wihrend mindestens 30 Minuten das Gewicht
der Analysenprobe um hochstens 0,0005 g dndert.

2) Die Abinderung der Arbeitsweise bei carbonisierten
Wollproben dient lediglich dazu, die restliche Schwefel-
siure als Bariumsulfat auszufillen. Wird die restliche
Schwefelsiure nicht entfernt, dann kann sich wiahrend
des Einengens Serinsulfat bilden. Serinsulfat hat den
gleichen elektrophoretischen Wanderungsweg wie
Cysteinsiure und fiihrt dadurch zu ungenauen Cystein-

Aure-Werten.
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