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Odštěpování a následující isolace cystinu z hydrolysátu keratinu jsou silně 
závislé na reakčních podmínkách hydrolysy. Z prací zabývajících se určením 
a isolací cystinu uvádíme práce K. A. H. M ö r n e r a , E m b d e n a , P a t t e n a , 
H e s s e a S u l l i v a n a a konečně H. B u c h t a l y [2]. H. Buchtala zdokonalil 
původní Mornerův postup isolace cystinu z hydrolysátu prodloužením reakční 
doby až na 150 hodin na vodní lázni; oba autoři předpokládají, že při štěpení 
se tvoří nejprve cystin, který se při vyšších teplotách postupně rozkládá. Sou
časně se s cystinem odštěpuje a vylučuje tyrosin. 

Podle našich výsledků vyžadují názory obou autorů doplnění. Určili jsme 
odštěpený cystin a tyrosin při štěpení pomocí kyseliny solné a kromě toho jsme 
sledovali praktickou isolaci jeho z hydrolysátu. Zkoušeli jsme isolovaný pre
parát mikroskopicky a hledali šestiboké destičky (L-cystin) a jehličky (in-
aktivní forma cystinu) podle H. Buchtaly. Konečně jsme sledovali i pohyb 
síry, organicky vázané i síranové v hydrolysátu s postupující reakční dobou. 

Experimentální část 

Jako suroviny jsme použili čisté rohoviny s 1,66 % síry: teoreticky by bylo možno zís
kat maximálně 6,24 % cystinu ze 100 g bílkoviny. Hydrolysy byJy provedeny ve skleněné 
baňce se zpětným chladníkem na vodní nebo olejové lázni, či v autoklávu. Získaný hydro-
lysát byl zfiltrován a odebrán vzorek к určení amoniaku a dusíku primárních aminoskupin 
podle D. D. v a n S l y k e a [3]. Současně byly naneseny ze zředěného hydrolysátu vzorky 
na chromatografický papír, a to pro jednorozměrnou chromatografii (vyvíjeno v butanol-
octové směsi 5 krát podle B. K e i l a [4]) a pro dvourozměrnou chromatografii (fenol-buta-
noloctová směs). Odhad a určení cystinu a tyrosinu bylo provedeno podle V. M a r e č k a 
[5]. Hydrolysáty určené к isolaci cystinu byly zpracovány tak, že po hyarolyse byl kyselý 
hydrolysát částečně odbarven 5 % (váhově) karboraffinu za varu, zfiltrován a zneutra-
lisován sodou do p H 5,9. Po 60 hodinách stání byla sraženina odfiltrována, lehce promyta 
vodou a filtrát s promývací vodou doplněn na 1000 ml. V alikvotním podílu byla stano
vena síra síranová obvyklým postupem, dále síra organicky vázaná. Ze sraženiny byl 
cystin isolován tímto postupem: 

1. Známým postupem podle E. F i s c h e r a tak, že se sraženina (obsahující tyrosin 
a cystin) rozpustí v 10 %-ním amoniaku za tepla a přidá se kyselina octová, až se začne 
tvořit ssedlina. V případě většího množství tyrosinu vylučuje se tyrosin dříve. 

2. Sraženina se rozpustí v 10 %-ním amoniaku a získaný roztok se podrobí destilací 
ve vakuu až do doby, kdy začne vypadávat krystalická látka. 

3. Sraženina se rozpustí ve zředěné kyselině solné za tepla a po zchladnutí se reakční 



T a b . 1. 100 g keratinu (1,66 % S), 200 g HCl; po hydrolyse upraven objem filtrátu na 1000 ml 
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směs otupí sodou na pH 3,5, načež se přidá octan sodný. Je-li cystinu více než tyrosinu, 
vypadává dříve cystin. 

4. Sraženina se rozpustí v roztoku uhličitanu amonného za tepla a po zchlazení se 
okyselí kyselinou octovou. Tento postup je nejšetrnější, s nejmenšími ztrátami. Z 10 g 
původní sraženiny se získá po dvojnásobné krystalisaci 2,8 g cystin 

Určení síry: 1 g látky 0,264 g síry (destičky), 
1 g látky 0 síry (jehličky). 

Chromatograficky jsou oba preparáty čisté aminokyseliny: destičky jsou shodné 
s cystinem, jehličky ukazují jednoduchou skvrnu — tyrosin. Výsledky nalezené u hydro-
lys určených к isolaci cystinu jsou souhrnně uvedeny v tab. 1; tamtéž je uveden t a k ' 
pohyb síry. 

Pro sledování množství odštěpeného cystinu a tyrosinu během hydrolysy byly prove
deny tyto hydrolysy: Do skleněné baňky se vpraví 100 g keratinu a následující množství 
kyseliny solné a vody: 

100 g keratinu s 15,11 % N odpovídá 38,74 g HCl 100 %, čili 115,2 g HCl s 34,5 % 
HCl představuje teoretické množství kyseliny. 138,2g HCl potom odpovídá 20%-nímu 
přebytku HCl. Pro dosažení 20 %-ní koncentrace HCl nutno přidat 100 ml vody. 

Výsledky jednotlivých hydrolys podává tab. 2. 
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Souhrn 

Odštěpování cystinu a tyrosinu při hydrolyse keratinu pomocí kyseliny solné 
bylo sledováno kvantitativně a zjištěno, že optimální zastoupení cystinu ^ roz
toku je při kratší reakční době do 12 hodin, při 20 % koncentraci HCl a při 
110°C reakční teploty. Mírnější podmínky (nižší teplota) a prodloužená re
akční doba — jak doporučuje H. B u c h t a l a — nejsou zastoupení cystinu 
v hydrolysátu příznivé. Chromatograficky je sice i za těchto podmínek obsah 
cystinu v reakční směsi dosti vysoký, ale vzhledem к nižšímu obsahu dusíku 
primárních aminoskupin a vyššímu obsahu lá.tek rozkladných jsou takové 
podmínky pro isolaci cystinu nevhodné. Určitý přebytek HCl v reakční směsi 
je pro zastoupení cystinu výhodný. Vyšší koncentrace násadové kyseliny 
(25 % HCl) je nežádoucí, neboť vyloženě podporuje destrukci cystinu. Také 
isolované jehličky nejsou inaktivní formou cystinu, neboť neobsahují síru 
a chromatograficky jasně prozrazují tyrosin. V provozním měřítku se osvědčil 
nový způsob isolace cystinu ze společné sraženiny cystinu a tyrosinu. 

ПРОЦЕСС ГИДРОЛИТИЧЕСКОГО РАСЩЕПЛЕНИЯ БЕЛКОВ (IV) 

ВОЗНИКНОВЕНИЕ И ИЗОЛЯЦИЯ ЦИСТИНА П Р И ГИДРОЛИТИ

ЧЕСКОМ РАСЩЕПЛЕНИИ КЕРАТИНА СОЛЯНОЙ КИСЛОТОЙ 
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Выводы 

Отщепление цистина и тирозина при гидролизе кератина при помощи соляной кислоты 
Зыло исследовано количественно и найдено, что оптимальное содержание цистинл 
в растворе бывает при реакции, которая проходит во времени короче 12 часов, при 20 % 
концентрации соляной кислоты и при температуре реакции 110°С. Более мирные усло
вия (пониженная температура) и продолженное время реакции — как предлагает 
Г Б у х т а л а — не являются благоприятными в отношении содержания цистина в ги-
дролизатах. Хроматографическое исследование показывает, что и при этих условиях со
держание цистина в реакционной смеси является высоким, но принимая во внимание 
низшее содержание азота примарных аминогрупп и высшее содержание продуктов раз
ложения, такие условия для изоляции цистина не являются подходящими. Определенный 
избыток соляной кислоты в реакционной смеси для содержания цистина является благо-
фиятным. Высшая концентрация соляной кислоты (25 %) является нежелательной, по

тому что способствует деструкцию цистина. Изолированные таким образом иголки не 
являются инактивной формой цистина и при помощи хроматографических исследований 
асно указывают на присутствие тирозина. В заводском масштабе нашел применение 
новый способ изоляции цистина из общего осадка, сореджащего цистин и тирозин. 

Поступило в редакцию 19. III. 1955 г. 
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VERLAUF DER HYDROLYTISCHEN EIWEISSPALTUNG (IV) 
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Zusammenfassung 

Es wurde die Abspaltung von Cystin und Tyrosin bei der Hydrolyse des Keratins 
mittels Salzsäure quantitativ verfolgt und festgestellt, dass das optimale Auftreten 
von Cystin in der Lösung bei kürzerer Reaktionszeit bis zu 12 Studen, bei 2 0 % HC1-
Konzentration und bei einer Reaktionstemperatur von 110 °C gelegen ist. Massigere 
Bedingungen (niedrigere Temperatur) und verlängerte Reaktionszeit •— wie dies R. 
В uch t a la empfiehlt — sind dem Auftreten von Cystin im Hydrolysat nicht günstig. 
Chromatograph i seh ist zwar auch unter diesen Bedingungen der Cystingehalt im Reak
tionsgemisch ziemlich hoch, aber mit Rücksicht auf den niedrigeren Stickstoffgehalt 
der primären Aminogruppen und den höheren Gehalt an Zersetzungsstoffen sind solche 
Bedingungen für die Isolierung des Cystins ungeeignet. Ein bestimmter Überschuss von 
HCl im Reaktionsgemisch ist für das Auftreten von Cystin vorteilhaft. Eine höhere Kon
zentration der Ansatzsäure (25 % HCl) ist unerwünscht, denn diese unterstützt erklärli
cherweise die Destruktion des Cystins. Auch isolierte Nadeln stellen nicht die inaktive 
Form des Cystins dar, denn sie enthalten kein Tyrosin, was auch chromatographisch 
erkennbar wird. Im Betriebsmasstabe bewährte sich ein neues Verfahren zur Isolierung 
von Cystin aus einer gemeinsamen Ausfällung von Cystin und Tyrosin. 

In die Redaktion eingelangt den 19. I I I . 1955 
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