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STANOVENIE AKTIVNEHO CHLORU A JEHO STABILITA
V CHLOROVANOM VAJECNOM ALBUMINE

J. VASATKO, L. STANKOVI(

Oddelenie glycidov a biochémie Chemického ustavu Slovenskej akadémie vied v Bratislave

Cross, Bevan a Briggs [1] zistili uz r. 1908, Ze chlérovanim proteinu
viaZe sa urdité mnoZstvo chléru v aktivnej forme. Teériu vizby chléru v pro-
teinoch poddva Dakin [2], ktory vyskasal aj baktericidne podsobenie nie-
ktorych chléraminov na rozliénych mikréboch. O pdsobeni voIného chléru
alebo alkalického chlérnanu je v literatire uvedenych viac prac, v ktorych
sa sledovala celkovd oxydicia substraitu (Engfeldt [3], Salkowski [4],
Wright [5], Vandevelde [6—9], Lieben [10], Norman [11], Wright
[12]), dezamindcia a dekarboxyldcia (Gehrmann, Remmer [13], Bart-
mann, Gehrmann, Remmer [14], Schormiiller, Ballschmieter [15]).

V tejto praci opisujeme stanovenie aktivneho chléru a jeho stabilitu v chlé-
rovanom vajeénom albumine. Sledujeme preto i zavislost ubudania chléru
od ¢asu a od teploty, ako aj vplyv alkality na jeho stanovenie.

1. Experimentalna éast
1. Chldrovanie substrdtu

10 9 suspenzia vajeéného albuminu vo vode s obsahom substratu 100 g sa chlérovala
zavedenim chléru z bomby. Rychlost zavadzania chléru bola 2 bubliny za 1 sekundu.
Doba chlérovania bola 8 a 16 hodin.

Chlérovany substrat po 8 hodinovom chlérovani sa rozdelil:

a) na chlérovany substrat premyty, uloZzeny v otvorenej Petriho miske pri laboratérnej
teplote;

b) na chlérovany substrat premyty, vzduchotesne uzavrety v prachovnici za vlhkého
stavu pri laboratérnej teplote;

c¢) na chlérovany substrat nepremyty, uloZeny v otvorenej Petriho miske.

Chlérovany vajeény albumin sa po 16 hodinovom chlérovani premyl a uloZil v otvore-
nej Petriho miske pri 5 °C.

Substrat sa chléroval aZ nad hranicu bodu premeny.

Substrat chlérovany 8 hodin sa premyl hned po chlérovani, kym substrat chlérovany
16 hodin ostal eSte 10 dni za i¢elom dokonalejSieho chlérovania vzduchotesne uzavrety
v suspenzii, ktoré obsahovala dalej reagujici volny chlér. Po 10 diioch zostdvala v sus-
penzii uZ len priblizne jedna tretina celkového voIného chléru, teda dochédzalo este
k dalSiemu dodatoénému chlérovaniu substratu.

2. Stanovenie aktivneho chléru

100 mg substratu sa rozpustilo v 100 ml destilovanej vody zalkalizovanej pridavkom
200 mg tuhého KOH. Potom sa roztok okyslil pridanim 3 ml koncentrovanej kyseliny
solnej. Aktivny chlér sa stanovoval jodometricky titraciou vyladeného jédu 0,1 N
tiosiranom sodnym.
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Mnozstvo aktivneho chléru v preparéte sme sledovali niekolko mesiacov. Vysledky st
zhrnuté v tab. 1 a 2 a st zobrazené na diagrame 1.

Tabulka 1

Ubtdanie obsahu aktivneho chléru v chlérovanom vajeénom albumine
Doba chlérovania 8 hodin

Chlérovany vajeény Chlérovany vajeény Chlérovany vajeény
albumin premyty, albumin premyty, albumin nepremyty,
uloZeny v otvorenej uzavrety za vlhkého uloZeny v otvorenej
Petriho miske stavu Petriho miske
Doba MnoiZstvo Doba Mnozstvo Doba Mnozstvo
uloZenia aktivneho uloZenia | aktivneho uloZenia aktivneho
v drioch chléruv 9 v diioch | chléru v ¢, v drioch chléru v 9,
10 2,46 10 1,28 10 0,32
17 2,30 17 1,06 18 0.28
35 2,24 63 0,38 63 0.16
56 1,70 — — — —
78 1,33 — — — —
120 0,97 — — — e
150 0,91 — — —
198 0,68 198 0,00 198 0,00 |
|
Tabulka 2

Ubtudanie obsahu aktivneho chléru v chlérovanom vajeénom albumine
Doba chlérovania 16 hodin, doba dochlérovania v suspenzii 10 dni

Chlérovany vajeény albumin
premyty, uloZeny v Petriho miske
pri 5 °C
s Mnoizstvo
DOE?’ duvlgzialma aktivneho chléru
o v %
15 5,03
22 5,00
63 4,94 !
155 4,87

Zistili sme, Ze vo filtrate doch4ddza postupne ku strate aktivneho chléru: po 18 hodi-
néch ostédva uz len 75 %, po 43 hodindch 45 9, a po 12 diloch 22 9%, pdvodného aktivneho
chléru, pritomného v prvom podiele zachyteného filtratu. Ubtidanie aktivneho chléru
bolo pribli¥ne rovnaké v obidvoch pripadoch chlérovania substrétu za réznu dobu.
K unikaniu voIného chléru nemohlo déjst, lebo nédoba po uschovani filtratu bola vzdu-
chotesne uzavreté. Filtrdt po niekolkych diioch nadobudol tmavodervené aZ hnedé

zafarbenie.
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Diagram 1. Ubtdanie obsahu aktivneho chléru v chlérovanom vajeénom albumine.

na usecke: doba uskladnenia — podet dni
na poradnici: mnoZstvo aktivneho chléru v albumine v 9%,

a — mno#stvo aktivneho chléru v albumine chlérovanom 8 hodin, b — mnoZstvo aktiv-
neho chléru v albumine chlérovanom 16 hodin (doba dochlérovania 10 dni).

3. Stanovenie straty aktivneho chloru uéinkom zvysenej teploty

MnozZstvo aktivneho chléru v suchom chlérovanom albumine poklesne pri teplote
100 °C po dvoch hodinéch aZ na nulovi hodnotu. Strata aktivneho chléru po zahriati
na 60 °C je ovela mensia. V tab. 3 a na diagrame 2 uvddzame vysledky pokusov meranych
pri 60 °C.

Tabulka 3

Ubudanie obsahu aktivneho chléru vo vajeénom albumine chlérovanom pri 60 °C

. . Mnoizstvo
Dolzlahzoaéxill'igzﬁma aktivneho chléru
{ v Y
0 4,98
2 4,02
4 3,58
6 3,20
24 2,87
48 2,12
98 1,67

Na vysledky stanovenia aktivneho chléru mé vplyv aj doba, za ktoru sa chlérovany
albumin nachddza v roztoku hydroxydu draselného. V tab. 4 si uvedené vysledky straty
aktivneho chléru po rozpusteni substrétu chlérovaného vajeéného albuminu v alkalickom
roztoku.



820 J. Vagdtko, I. Stankovié

Diagram 2. Ubudanie obsahu aktivneho chléru vo vajeénom albumine chlérovanom pri
60 °C.
na useéke: doba zahriatia v hodinach
na poradnici: mnoZstvo aktivneho chléru v albumine v

Stanovenie mnoZstva aktivneho chléru je ovplyvnené aj koncentraciou pridaného
KOH. Zavislost mnoZstva aktivneho chléru po pridani 300, 600 a 900 mg tuhého KOH
je v tab. 5.

Tabulka 4

Ubudanie obsahu aktivneho chlérv v chlérovanom vajeénom albumine po jeho rozpusteni
v alkalickom prostredi

. MnozZstvo

Do‘ljzgggg;gflema aktivneho chléru !
' v % !
i
|
0 0,91 |
6 0,52 !

24 0,39

Tabulka 5

Ubudanie obsahu aktivneho chléru v chlérovanom vajeénom albumine pri réznej
koncentrécii roztoku KOH ako rozpustadla

MnoZstvo
mg KOH/100 ml aktivneho chléru
H,0 v 9
0
300 4,95
600 4,29
900 3,76
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II. Diskusia

Podla vysledkov uvedenych v experimentalnej ¢asti dochddza pri chlérovani
proteinu ku vzniku zli¢enin s obsahom aktivneho chléru. Usudzujeme, po-
dobne ako Dakin [2], Ze tento aktivny chlér je viazany na dusiku polypep-
tidickych retazcov:

cl
[—CONH—] —- [—CONCI—]

Mnoistvo aktivneho chléru, ako to vyplyva z vysledkov experimentalnej
dasti tejto prace, dasom ubdda. Substrdt v otvorenej Petriho miske straca
aktivny chlér ovela pomalsie nez substrat vzduchotesne uzavrety za vlhkého
stavu. V obidvoch pripadoch prebieha, pravda, dalSie chlérovanie substratu,
pri ktorom aktivny chlér viazany na polypeptidickych retazcoch dalej oxy-
duje, resp. chléruje jednotlivé skupiny aminokyselin pospajané polypeptidic-
kymi viazbami. AvSak v pripade vzduchotesne uzavretého vlhkého albuminu
podmienky dalSej oxydéacie, resp. chloricie si ovela viac podporované pritom-
nostou vody v substrite.

Mnozstvo aktivneho chléru v nepremytom chlérovanom vajeénom albumine
je podstatne mensie nez v premytom albumine. Pravdepodobne ide o dodatodni
dalSiu oxydéciu, resp. chlordciu &tiepnych produktov vytvorenych pri chld-
rovani, ktoré sa premyvanim neodstranili, ale ostali v nerozpustnom podiele.

Albumin chlérovany 16 hodin s menej intenzivnym dochlérovanim v suspen-
zii eSte pocas 10 dni po premyti straca aktivny chlér ovela pomalsie. Ide tu
o dokonalejsie chlérovanie celého substratu, ako aj 8tiepnych produktov.

Stiepne produkty albuminu st pri¢inou rychlejsej straty aktivneho chléru
aj vo filtrate.

Zahriatim vysuSeného chlérovaného albuminu na 100 °C dochadza k rychlej
strate aktivneho chléru. Tento jav vysvetlujeme chemickou zmenou stavu
substratu a zmenenymi podmienkami jeho oxydéicie, resp. chloracie pri tejto
teplote. Predpokladdme, Ze sa tu uréity podiel chléru zuéastiiuje na substi-
tuénej reakecii. Zmenené podmienky procesu chlérovania jestvuju aj pri zvy-
Sovani alkality v reakénom prostredi, ktoré podporuje oxydaciu, resp. chlo-
riciu substratu, takze dast aktivneho chléru sa straca.

Suhrn

Vykonali sme chloraciu vajeéného albuminu déinkom volného chléru vo
vodnom prostredi. Stanovili sme mnozstvo aktivneho chléru v chlérovanom,
premytom a vysuSenom substrate za réznu dobu po chloricii. Zistili sme, Ze
mnozstvo aktivneho chléru po niekolkych mesiacoch sa znizuje. Toto mnozstvo
sa zniZuje i zvySenim teploty, ako aj zvySenim alkality reakéného prostredia.
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ONPENEJEHIE AKTUBHOI'O XJIOPA I ET'O CTABMJIBHOCTII
B XJIOPMIPOBAHHOM SIMYHOM AJIbBYMUHE

. BAIIATRO, JI. CTAHKOBHMY

Oraesr ramijioB 1 ounoxumun XuMmuueckoro nuctutyTa Ciosankoii Arajiemun Hayk

BriBojint

Mpl IpOBC/II X:I0PUPOBAHIC ANYHOIO aNLOYMIHA JeHCTBUCM CBOGOIHOIO X:I0pA B BO[HOI
cpeyie. Jlajiee MBI ONpECIIMIIN KOJIMUECTBO AKTUBHOIO XJI0pA B X;IOPMPOBAHHOM, ITPOMBITOM
U BEICYTICHHOM CyOCTpaTe B TEYCHMU PA3HBIX IIPOMEKETKOB BPEMEHHM IT0CJIC X.IOPMPOBAHM.
Brisio o0napyseHo, uTO KOJIYCCTBO aKTMBHOI'O XJIOPA IIOCJIE HECKOJIBKHX MECSAIEB YMCHb-
LIAETC 5T HE3HAUNTENLHO. HONMYecTBO aKTHBHOI'O XJI0PA TAKIKE YMEHDLIIACTC 1 ITPH IMOBHIILEHHH
TEeMNEPATYPHI H ICTOUYHOCTH PEaKIMOBHOI Cpe;hl.

Moctynniao B pejarkumio 21. 5. 1959 r.

BESTIMMUNG DES AKTIVEN CHLORS UND DESSEN STABILITAT
IM CHLORIERTEN EIWEISSALBUMIN

J. VASATKO, L. STANKOVIC

Abteilung Glycide und Biochemie des Chemischen Instituts
an der Slowakischen Akademie der Wissenschaften in Bratislava

Zusammenfassung

Die Autoren fithrten die Chlorierung von Eiweissalbumin durch Einwirkung freien
Chlors im wissrigen Milieu durch. Sie bestimmten sodann die Menge aktiven Chlors im
chlorierten, ausgewaschenen und getrockneten Substrat in verschiedenen Zeitabstdnden
nach der Chlorierung. Dabei wurde festgestellt, dass sich die Menge aktiven Chlors nach
einer Dauer von einigen Monaten langsam verringert. Die Menge aktiven Chlors nimmt
ebenfalls durch Erhohung der Temperatur und weiterhin der Alkalitdt des Reaktions-
milieus ab.

In die Redaktion eingelangt den 21. 5. 1959
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