CHEMICKE ZVESTI XII, 7 — Bratislava 1958 445

PRISPEVOK K SPOSOBU HYDROLYTICKEHO STIEPENIA BIELKOVINY
PERIA

I. VELIKY. A. KOSSACZKA

Katedra technickej mikrobioldgie a biochémie Slovenskej vysokej §koly technicke;j
v Bratislave

Hydrolyzaty bielkovin maji vyznam ako terapeutikd a dietetikd, ako zdroj
¢istych aminokyselin a i. Pripravuji sa z rozlitnych druhov bielkovin, a to
enzymatickou alebo chemickou hydrolyzou.

NajobvyklejSou vychodiskovou surovinou je kazein, ktory sa obyéajne po-
drobuje enzymatickému §tiepeniu. Hydrolyzat bielkoviny ziskany tymto sp6-
sobom mé uréité prednosti po stranke zastipenia niektorych aminokyselin,
najmé pokial ide o ich formu. Bielkovina peria (typu keratinu), Stiepenie.
ktorej sa sledovalo, je v8ak odolnd voé hydrolytickému téinku enzymov,
preto ju nemozno $tiepit rovnakym spésobom ako kazein.

Pri chemickom spo6sobe Stiepenia bielkoviny dochadza k urditym kvalita-
tiviym a kvantitativiym zmendm v obsahu aminokyselin, ktoré sa vSak daji
zniZit na najmensiu mieru zistenim optimalnych podmienok procesu. Vyhoda
chemickej hydrolyzy v porovnani s enzymatickou hydrolyzou spodiva v tom,
ze optimalne podmienky mozno lahSie presne dodrziavat, takze reprodukova-
telnost procesu a stalost kvality vyrobku je zaruéena.

Hydrolyzou keratinu peria a sledovanim obsahu aminokyselin v hydrolyza-
toch sa zaoberali C. G ra h a m a spolupracovnici [1], ktori uréili kvantitativne
zastipenie aminokyselin v keratine peria. Hydrolyzu keratinu iného p6évodu
uskutoénili E. J. Cohn a J.T.KEdsall [8], W. T. Astbury [9]
a ini. Cielom ich prace bolo zistit najmé kvalitativny a kvantitativny obsah
aminokyselin v uvedenych druhoch keratinu. Vysledky tychto, ako aj ostat-
nych autorov sa vSak rozchadzaja.

Ulohou nagej prace bolo vyuzit hydrolyzaty bielkoviny peria. Preto sme sa
zamerali na sledovanie podmienok hydrolyzy.

Experimentalna &ast

Podstata price spoéivala v overovani rychlosti a spésobu Stiepenia bielkoviny peria pri
pouziti kyselin a alkalii za normélneho tlaku pri bode varu roztoku pod spétnym chla-
di¢om. .

Pre pokusy hydrolytického Stiepenia sa pouZilo nedriapané slepadie perie. Z tejto suro-
viny sa odoberali priemerné vzorky na niektoré zdkladné analyzy:

[

o
vlhkost 10,20
popol 1,66
tuk 2,14

sira 1,78
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dusik celkovy 12,37
dusik na suSinu 13,77
proteiny celkové 77.30

proteiny na suSinu 86,00

Hydrolyza uvedenej suroviny sa vykonala pésobenim mineralnych kyselin, zmesi
minerédlnych a organickych kyselin, ako aj alkalii. Kysl4 i alkalick4 hydrolyza sa uskutod-
nila za tychto podmienok:

Na navazok peria sa pridalo desatnasobné mnoZstvo mineralnej kyseliny (6 x-HCl alebo
8 N-H,S0,). Pre alkalicku hydrolyzu sa pouZila suspenzia hydroxydu barnatého v pomere
100 g Ba(OH),.8 H,0 v 600 ml vody. Orientaéne sa vykonala hydrolyza za pouZitia zmesi
kyseliny solnej a kyseliny mravéej, ako aj alkalickd hydrolyza, pri ktorej sa pouZil
hydroxyd vépenaty o réznych koncentracidch. ‘

Hydrolyzovalo sa pri bode varu pod spatnym chladiéom za normélneho tlaku. Doba
hydrolyzy bola 73 hodin. V psiebehu hydrolyzy sa rychlost Stiepenia bielkoviny kontrolo-
vala stanovenim mnoZstva aminodusika formolovou titrdciou. Vzorky sa odoberali
v hodinovych intervaloch. Vysledky Stiepenia bielkoviny hydrolyzou kyselinou solnou,
kyselinou sirovou a hydroxydom barnatym znézorinuje obr. 1. Na osi poradnic stt uvedené

ml. NaOH
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Obr. 1. Grafické znazornenie priebehu hydrolyzy keratinu peria podla formolovej titricie.
I. kysla hydrolyza 6 x-HCI, II. kysld hydrolyza 8 N-H,SO,, III. alkalickd hydrolyza
Ba(OH),.

mnoZstva 0,05 N-NaOH spotrebovaného na 20 ml neutralnej vzorky, pripravene] zriede-
nim 2 ml hydrolyzatu v 50 ml destilovanej vody. Na osi tsediek je doba hydrolyzy.
Prv4 vzorka sa odoberala hned na zagiatku hydrolyzy.

Z grafického zndzornenia priebehu sledovanych hydrolyz vidiet znaény rozdiel medzi
alkalickou a kyslou hydrolyzou. Naproti tomu rozdiel medzi sledovanymi kyslymi sp6-
sobmi hydrolyzy kyselinou solnou a kyselinou sirovou je za uvedenych podmienok takmer
nepatrny. Znaény rozdiel medzi alkalickou a kyslou hydrolyzou ¢o do mnozstva amino-
dusika sa zd6évodnuje deStrukénym wéinkom hydroxydu barnatého na bielkovinu peria
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a jej Stiepne produkty — peptidy a aminokyseliny. Podokny priebeh sa pozoroval aj pri
dalsich alkalickych hydrolyzach.

V tab. 1 st uvedené mnozZstvd aminodusika vyjadrené v percentdch na pdévodny
navaZok peria, stanovené v hydrolyzatoch v uréitych éasovych intervaloch. Tab. 2 udéava

Tabulka 1

? % N—NH,
Hod.
HCl H,80, Ba(OH),
|
5 10,08 8,82 2,2
10 10,52 10,14 4,47
20 10,65 10,52 5,04
40 10,71 10,71 5,36
75 10,71 10,71 5,67
Tabulka 2
% N—NH,
Hod.
HCl H,S0, Ba(OH),
5 94,08 82,35 20,54
10 98,22 94,66 41,70
20 99,45 98,22 47,06
40 100,00 100,00 50,10
75 100,00 100,00 52,94
|

mnoZstvo aminodusika v percentdch na mnoZstvo aminodusika na konci hydrolyzy
za pouZitia kyseliny solnej. Z tabuliek vidiet, Ze mnoZstvo aminodusika pri kyslej hydro-
lyze je takmer dvojndsobné vzhladom na mnoZstvo aminodusika v alkalickych hydro-
lyzach.

Stéasne sa uskutoériovala hydrolyza peria za tych istych podmienok bez odoberania
vzoriek. V ziskanych hydrolyzétoch sa stanovil obsah celkového dusika a aminodusika.
Zistené hodnoty st uvedené v tab. 3. Aj z tychto hodnét vidiet, Ze pri alkalickej hydrolyze

Tabulka 3
. % celkového | 9% celkového | % N—NH, % N—NH, |
Y y N na navazok | N na susinu I na navazok na suSinu i
i HCl 12 13,37 11,14 12,4 .
H,S0, 11,56 12,87 10,25 11,41 |
Ba(OH), 8,05 8,964 | 6,613 7,364 |
1
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dochédza k najvaésiemu odburaniu dusikatych latok. Zistilo sa, Ze v alkalickom hydro-
lyzate ostava iba 65,9 % dusika z pévodného mnozstva dusika v peri a len 53,47 9,
vo forme aminodusika. Pri kyslej hydrolyze za pouzitia kyseliny solnej ostaya z celkového
dusfka peria 97,03 %, a aminodusika 90,05 9%, . Pri pouZiti kyseliny sirovej ostane z celko-
vého mnoistva dusika 93,5 %, a aminodusika 82,9 %, . Porovnanie obsahu dusika a amino-
dusika v prislu$nom hydrolyzate s pdvodnym obsahom dusika v peri ukazuje, Ze straty
na dusiku pri kyslych hydrolyzach si malé.

V ziskanych hydrolyzatoch sa sledoval obsah aminokyselin kvalitativne a orientaére
i kvantitativne pomocou chromatografie na papieri. Pri chromatografickom stanoveni
sa ako rozpuStadlo pouZila jednak zmes butanol—kyselina octovd—voda v pomere
4 :1:5, jednak zmes fenol—voda v pomere 4 : 1. Pracovalo sa na chromatografickom
papieri Whatman 4. Aminokyseliny sa detegovali postriekanim roztokom ninhydrinu

v etanole (obr. 2).
(N

BUTANOL - KYSELINA OCTOVA - VODA

VOOA~TON34

Obr. 2. Dvojrozmerny chromatogram kyslého hydrolyzatu keratinu peria.

Aminokyseliny: 1. kyselina asparagova, 2. ?, 3. cystein, 4. cystin, 4. ?, 6. kyselina gluta-
mov4, 7. serin, 8. glycin, 9. treonin, 10. histidin + lyzin, 1. alanin, 12. tyrozin, 13. arginin,
14. valin + metionin, 15. leucin + dzoleucin, 16. prolin, 17. fenylalanin.

Chromatograficky sa zistili tieto aminokyseliny: kyselina asparagové, kyselina gluta-
mov4d, cystin, cystein, metionin, serin, glycin, treonin, histidin, lyzin, alanin, tyrozin.
arginin, valin, leucin, {zoleucin, prolin, fenylalanin, tryptofdan a dve neidentifikované.
na ninhydrin reagujuce §kvrny, pravdepodobne vapenaté soli niektorych z pritomnych
aminokyselin.

Ako vidiet, spésob hydrolyzy bielkoviny peria mé znaény vplyv na kvalitu hydrolyzatu
a teda i na jeho biologickd hodnotu vzhladom na rozliéné mo#nosti pouZitia.

Sthrn

Sledoval sa spdsob hydrolytického S$tiepenia bielkoviny slepaéieho peria
pbsobenim mineralnych kyselin a hydroxydov. Zistili sa niektoré nevyhody
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alkalickej hydrolyzy v porovnani s kyslou hydrolyzou, ktoré spo¢ivaji najmi
v deStrukénom téinku hydroxydov na bielkoviny, pozorovanom zo zniZenia
mnozstva aminodusika v priebehu hydrolyzy. Nepriaznivy priebeh alkalickej
hydrolyzy sa prejavil aj v kvalitativnom a kvantitativhom zasttipeni amino-
kyselin vo vyslednom produkte.

V ziskanych hydrolyzitoch sa chromatograficky zistilo 19 aminokyselin
a dve ninhydrinom detegované, avsak neidentifikované skvrny.

3AMETRA R CITOCOBY I'MIPOJNTHYECKROIO
PACIHIEIICIEHVS BEJTROB ITEPbLS

I BEJMRKH, A. ROIWALIKA

Rade;ipa Texnuuec koii Murpodnozornu n Suoxumun CIoBAIKOI BLi¢IUICH TEXHUUEC KOK KO
B LpaTtncnase

BuiBon

IeesiejioBad ¢110¢00 IHAPOAMTUUECKOrO pacHielliicHusl 0€:1KOB Ky pPHHOI'O Nephs JeHCTBUEM
MHHCPAJIBLHBIX KHCIIOT ¥ Iestoueii. Ompe;ie;ieHHbI HEKOTOPble HeBLIT0IbI IIeJI0YHOT0 THAPOIN3a
B CPABHCHHHM ¢ KHCIBIM T'MjIPOIM30M, COCTOAINME OCOOGHHO B pa3pyHINTE/ILHOM JICHCTBHH
OCHOBAHMH Ha OciKHM, HAO0JII0;aeMOT0O 13 IOHMKCHHS KOJMUECTBA AMMHOA30Ta B TCUYCHHMM
rujiposaa. HebiiarompusaTHeIl X0/[ IIE/I0YHOIO I'HJ(POJIM3a MPOSBHIICS TOME B KauecTBEH-
HOM M KO;IMYeCTBEHHOM COCTaBe AMHUHOKHUCJIOT B (JUHAJIBHOM IpPOjIYKTE.

B npuoOpereHHBLIX TI'MAPOJHM3AaTOX XpoMaTorpa@MuecKH ONpejedu10c¢h 19 aMUHOKMCIOT
H j(BE HMHI'HIPUHOM TpOsiBjIeHHBIE, HO He HJICHTH(UIMPOBAHHLIC MfTHA.

TMocTynuao B pegarumio 22, 2. 1957 r.

BEITRAG ZUR ART DER HYDROLYTISCHEN SPALTUNG
VON FEDEREIWEISS

I. VELIKY. A. KOSSACZKA

Lehrstuhl fiir technische Mikrobiologie und Biochemie an der Slovakischen Technischen
Hochschule in Bratislava

Zusammenfassung -

Die Autoren untersuchten die Art der hydrolytischen Spaltung von Hiihnerfederei-
weiss durch Einwirkung von Mineralséiuren und Hydroxyden. Es wurden einige Nachteile
der alkalischen Hydrolyse gegeniiber der sauren Hydrolyse festgestellt. welche namentlich
in einer destruktiven Wirkung von Hydroxyden auf Eiweissstoffe beruhen und die aus
der Erniedrigung der Menge des Aminostickstoffs beobachtet wurden. Der ungiinstige
Verlauf der alkalischen Hydrolyse kam auch im qualitativen und quantitativen Vorhan-
densein von Aminosduren im Endprodukt zum Ausdruck.

In den erhaltenen Hydrolysaten wurden chromatographisch 19 Aminoséduren und zwei
durch Ninhydrin sichtbargemachte, aber nicht identifizierte Flecke festgestellt.

In die Redaktion eingelangt den 22. 2. 1957
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