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Odstépovani a nasledujici isolace cystinu z hydrolysatu keratinu jsou silné
zavislé na reakénich podminkach hydrolysy. Z praci zabyvajicich se uréenim
a isolaci cystinu uvadime prace K. A. H. Mo6rnera, Embdena, Pattena,
Hesse a Sullivana a koneéné H. Buchtaly [2]. H. Buchtala zdokonalil
pivodni Mornertv postup isolace cystinu z hydrolysatu prodlouZenim reakéni
doby aZ na 150 hodin na vodni lazni; oba autofi pfedpokladaji, Ze pri Stépeni
se tvoli nejprve cystin, ktery se p¥i vyssich teplotach postupné rozklada. Sou-
casné se s cystinem odstépuje a vylucuje tyrosin.

Podle nasich vysledkt vyzaduji nazory obou autortt doplnéni. Uréili jsne
odstépeny cystin a tyrosin pri stépeni pomcei kyseliny solné a kromé toho jsme
sledovali praktickou isolaci jeho z hydrolysdtu. ZkousSeli jsme isolovany pre-
parat mikroskopicky a hledali Sestiboké desticky (L-cystin) a jehli¢ky (in-
aktivni forma cystinu) podle H. Buchtaly. Koneéné jsme sledovali i pohyb
siry, organicky vazané i siranové v hydrolysatu s postupujici reakéni dobou.

Experimentalni ¢ast

Jako suroviny jsme pouZili ¢isté rohoviny s 1,66 9, siry: teoreticky by bylo moZno zis-
kat maximéalné 6,24 9, cystinu ze 100 g bilkoviny. Hydrolysy byly provedeny ve sklenéné
barice se zpétnym chladnikem na vodni nebo olejové lazni, éi v autoklavu. Ziskany hydro-
lysat byl zfiltrovan a odebran vzorek k uréeni amoniaku a dusiku primarnich aminoskupin
podle D. D. van Slykea [3]. Soudasné byly naneseny ze ziedéného hydrolysitu vzorky
na chromatograficky papir, a to pro jednorozmérnou chromatografii (vyvijeno v butanol-
octové smési 5 krat podle B. Keila [4]) a pro dvourozmérnou chromatografii (fenol-buta-
noloctovéa smés). Odhad a uréeni cystinu a tyrosinu bylo provedeno pedle V. Maredka
[5]. Hydrolysity uréené k isolaci cystinu byly zpracovany tak, Ze po hydrolyse byl kysely
hydrolysat éasteéné odbarven 5 9, (védhové) karboraffinu za varu, zfiltrovdn a zneutra-
lisovdn sodou do pH. 5,9. Po 60 hodindch stédni byla sraZenina cdtilirovana, lehce promyta
vodou a filtrdt s promyvaci vodou doplnén na 1000 ml. V alikvotnim podilu byla stano-
vena sira siranovd obvyklym postupem, déle sira organicky vdzana. Ze sraZeniny byl
cystin isolovén timto postupem:

1. Znémym postupem podle E. Fischera tak, Ze se sraZenina (obsahujici tyrosin
a cystin) rozpusti v 10 9% -nim amoniaku za tepla a piida se kyselina octova, aZ se zatne
tvotit ssedlina. V pripadé vét§iho mnoZstvi tyrosinu vyluéuje se tyrosin dfive.

2. SraZenina se rozpusti v 10 9% -nim amoniaku a ziskany roztok se podrobi destilaci
ve vakuu aZ do doby, kdy zaéne vypadavat krystalicka latka.

3. SraZenina se rozpusti ve ziedéné kyseliné solné za tepla a po zchladnuti se reakéni



Tab. 1. 100 g keratinu (1,66 %, S), 200 g HCI; po hydrolyse upraven objem filtrdtu na 1000 ml

e | iranty | fopien | sesenina | SRS SRl USRI SR | sew | e
v hodinéch °C g g g g g g

1 1 118 — —_ 1,3779 0,1028 1,2751 1,275 —
2 2 118 5,86 0,4563 1,1379 0,089 1,0488 1,505 —
3 3 118 7,84 0,5440 1,0694 0,0905 0,9189 1,5230 —
4 4 118 7,18 0,8460 0,8478 0,1248 0,7225 1,5685 1,7

8 118 8,38 0,9490 0,8103 0,1316 0,6787 1,6327 1,97
6 11 118 9,75 1,0079 0,7664 0,132 0,6345 1,6327 2,5
7 16 118 10,14 0,8899 0,8994 0,1337 0,7651 1,6520 2,34
8 20 118 12,13 0,9099 0,8911 0,1536 0,7375 1,6474 2,07
9 24 118 8,18 0,7738 0,9021 0,1460 0,7561 1,5298 2,28
10 30 118 4,79 0,4948 1,0461 0,1281 0,9240 1,3482 0,8
11 40 118 5,32 0.4510 1,0189 0,1028 0,9159 1,3701 0,32
12 50 118 2,30 0,1565 1,4601 0,1097 1,3504 1,5069 0,07
13 25 95 8,62 0,8230 0,9528 0,0713 0,8815 1,7045 —
14 50 95 5,00 0,1543 1,5420 0,0726 1,4694 1,6228 —
15 100 95 5,85 0,1683 1,5392 0,0740 1,4652 1,6335 —
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smés otupi sodou na pH 3,5, naéeZ se piidd octan sodny. Je-li cystinu vice neZ tyrosinu,
vypadava drive cystin.

4. SraZenina se rozpusti v roztoku uhli¢itanu amonného za tepla a po zchlazeni se
okyseli kyselinou octovou. Tento postup je nejSetrrnéjsi, s nejmensimi ztrdtami. Z 10 g
puvodni sraZeniny se zisk& po dvojndsobné krystalisaci 2,8 g cystin

Uréeni siry: 1 g latky 0,264 g siry (destiky),
1 g latky Z siry (jehlicky).

Chromatograficky jsou oba preparaty ¢&isté aminokyseliny: desti¢ky jsou shodné
s cystinem, jehlicky ukazuji jednoduchou skvrnu — tyrosin. Vysledky ralezeré u hydro-
lys uréenych k isolaci cystinu jsou souhrnné uvedeny v tab. 1; tamtéZ je uveden tak’
pohyb siry.

Pro sledovéni mnoistvi od$tépeného eystinu a tyrosinu béhem hydrolysy byly prove-
deny tyto hydrolysy: Do sklenéné hatiky se vpravi 100 g keratinu a nésledujici mnoZstvi
kyseliny solné a vody:

100 g keratinu s 15,11 9, N odpovida 38,74 g HCI 100 %, ¢&ili 115,2 g HCl s 34,5 %
HCI predstavuje teoretické mnoZstvi kyseliny. 138,2 g HCI potom odpovidé 20 9% -nimu
piebytku HCI. Pro dosaZeni 20 9 -ni koncentrace HCl nutno piidat 100 ml vody.

Vysledky jednotlivych hydrolys podavé tab. 2.

Tabulka 2

obsah
trvani N primar- v Y% tyrosinu eystinu
reakéni podminky hydrolysy |nich amino-| veskerého v 10 ug N pri-
v hodinach skupin N marnich amino-
skupin
95 °C, 20 9%, piebytek 4 | 1255 41,8 4 14
20 9, koncentrace HCl 8 1,508 50,3 5 15,1
12 1,960 65,3 6 14
24 2,061 68,7 6 13,5
110 °C, 20 9, piebytek 4 1,920 64,0 6 13
20 9, koncentrace HCI 8 2,043 68,1 6 15,5
12 2,208 73,6 5 14
24 2,429 80,9 4,5 13
1,8 at. tlak, 20 9; pie- 4 2,304 76,8 3 11
bytek 8 2,145 71,5 3 10
20 94 koncentrace HCl 12 2.070 69.9 3 10
24 2,098 69,9 3 10
110 °C, 50 9, prebytek 4 1,88 62,7 4 13
20 9% koncentrace HCI 8 2,05 68,3 3 16
12 2,25 75,0 4 14
24 2,28 76,0 4 ‘14
1,8 at., teoretické
mnozstvi,
20 9, koncentrace HCI 48 1,96 65,3 4 9
1,8 at., 100 9, prebytek,
25 9, koncentrace HCl | 48 2,075 69,2 3 8
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Souhrn

Odstépovani cystinu a tyrosinu pfi hydrolyse keratinu pomoci kyseliny solné
bylo sledovano kvantitativné a zjisténo, Ze optimalni zastoupeni cystinu = roz-
toku je pfi kratsi reakéni dobé do 12 hodin, pii 20 9 koncentraci HCI a pii
110 °C reakéni teploty. Mirnéjsi podminky (nizsi teplota) a prodlouZend re-
akéni doba — jak doporuduje H. Buchtala — nejsou zastoupeni cystinu
v hydrolysatu p¥iznivé. Chromatograficky je sice i za t&chto podminek obsah
cystinu v reakéni smési dosti vysoky, ale vzhledem k niz$imu obsahu dusiku
priméarnich aminoskupin a vyS$imu obsahu latek rozkladnych jsou takové
podminky pro isolaci cystinu nevhodné. Uréity piebytek HCI v reakéni smési
je pro zastoupeni cystinu vyhodny. Vy&$i koncentrace nasadové kyseliny
(25 9% HCI) je nezadouci, nebot vyloZené podporuje destrukei cystinu. Také
isolované jehliky nejsou inaktivni formou cystinu, nebot neobsahuji siru
a chromatograficky jasné prozrazuji tyrosin. V provoznim méfitku se osvédcil
novy zputsob isolace cystinu ze spole¢né srazeniny cystinu a tyrosinu.

[MPOLECC THUAPOJIMTHUYECKOI'O PACHIEIIJIEHHMS BEJIKOB (IV)
BO3HWMKHOBEHME MW HU3O0JIdLUMWA LUMCTHHA TIPH THMAPOJIMTH-
YECKOM PACHIEIJIEHMKW KEPATHMHA COJISIHOM KHMCJIOTOM

B. MAPEYEK, A. TPYBHbIH

HccnepoBarensckiil HHCTHTYT Maces 1 »kupoB B Ilpare
ITpov3BOACTBO CYMOBLIX Mpenapartos, T. 3., Deiwie

BriBOmEI

Orwmenyente UHCTHHA H THPO3HHA NMPH THAPOJII3e KepPaTHHA NMPH MOMOIIH COJNSTHOH KHCJOTi
3KII0  HCCJIeOBAHO KOJMYECTBEHHO WM HaHJeHO, 4TO ONTHMAaJbHOE COHepIKaHHe LHCTHHA
B pacTBOpe GBIBAaeT MpH peaKuHH, KOTOpasi MPOXOAHT BO BpeMeHH Kopoue 12 yacos, npi 20 %
KOHUEHTPALMH COJNSIHOH KHCJIOTHI M NpH TemnepaType peakuuu 110°C. Bosee mupHbe ycio-
Bis  (MOHHXKEHHAas TeMnepaTypa) H TNpPOJO/KEHHOe BpeMsl peaKulH — Kak [pejaJjaract
' Byxtamna — He sBAsiloTCS GJAaronpHsATHRIMH B OTHOLIEHHH COAepPXAHHS LHCTHHA B TH-
nponuzatax. XpomaTorpaHueckoe HcclefOBaHHE MOKa3bIBaeT, YTO H NPH STHX YCJIOBHSAX COC-
AepxaHiie LIICTHHA B PeAKLIOHHOH CMECH SIBJSeTCs! BBLICOKHM, HO MpPHHHMAas BO BHHMaliHe
HH3Iee COjepXKaHHe a30Ta NMPHMApPHBLIX aMHHOTPYMNN H BhICLIee cojep)KaHHe NMPOAYKTOB paa-
TIOXKeHHs], TaKlle YCJAOBHA N/l M30JISIMHI LHCTHHA He SIBASIOTCA MOAXOASINMH. OnpenesieHHbid
136BITOK COJISIHOM KHCJIOTHl B DeaKUHOHHOH CMeCH [JIsi COepXKaHHsa LMCTHHA sBJAsIeTCs GJaro-
IpHATHBIM. Bhiclias KoHueHTpauns cosnstHOi KHCJOTH (25 %) siB/iseTcss HexesaTesbHOM, mo-
TOMY YTO CMOCOGCTBYeT AeCTPYKLHIO UHCTHHA. M3osupoBaHHBIe TaKHM 06pPasoM HIOJKH He
SBJISIOTCS HHAKTHBHOH ()OPMOH LIHCTHHA M NPH NOMOLUH XPOMAaTOrpadpHuecKHX HCCJef0BaHHI
ACHO YKa3blBAlOT Ha TPHCYTCTBHe THPO3HHa. B 3aBojckoM MacwiTaGe Hallesnl TpUMEHeHHe
HOBBI CMOCOG M30JSIUMH WHCTHHA H3 OGIIEro ocajiKa, COpefKAallero UHCTHH M THPO3HH.

IMocrynuno B pemakumio 19. III. 1955 r.
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VERLAUF DER HYDROLYTISCHEN EIWEISSPALTUNG (IV)
BILDUNG UND ISOLIERUNG VON CYSTIN BEI DER HYDROLY-
TISCHEN SPALTUNG VON KERATIN MITTELS SALZSAURE

V. MARECEK, A. TRUBNYJ

Forschungsinstitut fiir Ole und Fette in Prag
Erzeugung von Suppenfabrikaten, Nationalunternehmen in Bysice

Zusammenfassung

Es wurde die Abspaltung von Cystin und Tyrosin bei der Hydrolyse des Keratins
mittels Salzsidure quantitativ verfolgt und festgestellt, dass das optimale Auftreten
von Cystin in der Losung bei kiirzerer Reaktionszeit bis zu 12 Studen, bei 20 9, HCI-
Konzentration und bei einer Reaktionstemperatur von 110 °C gelegen ist. Missigere
Bedingungen (niedrigere Temperatur) und verléingerte Reaktionszeit — wie dies H.
Buchtala empfiehlt — sind dem Auftreten von Cystin im Hydrolysat nicht giinstig.
Chromatographisch ist zwar auch unter diesen Bedingungen der Cystingehalt im Reak-
tionsgemisch ziemlich hoch, aber mit Riicksicht auf den niedrigeren Stickstoffgehalt
der primédren Aminogruppen und den héheren Gehalt an Zersetzungsstoffen sind solche
Bedingungen fiir die Isolierung des Cystins ungeeignet. Ein bestimmter Uberschuss von
HCI im Reaktionsgemisch ist fiir das Auftreten von Cystin vorteilhaft. Eine héhere Kon-
zentration der Ansatzsdure (25 9, HCI) ist unerwiinscht, denn diese unterstiitzt erklarli-
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. Iin Betriehsmasstabe bewiihrte sich ein neues Verfahren zur Isolierung
von Cystin aus einer gemeinsamen Ausfillung von Cystin und Tyrosin.

In die Redaktion eingelangt den 19. III. 1955
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