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UCINOK CHLOROVACIEHO PROCESU NA AMINOKYSELINY A PROTEINY

@
OXYDACIA A CHLORACIA AMINOKYSELIN A PROTEINOV

I. STANKOVICG, J. VASATKO

Oddelenie glycidov a biochémie Chemického ustavu Slovenskej akadémie vied
v Bratislave

Vo vyrobnom procese satura¢nej V—K kriedy doélezitou operaciou je chlo-
ricia saturaéného kalu (J. Vasatko, V. Krizan [1], J. Vasatko [2, 3]). Ide
o chloraciu anorganickych aj organickych latok. Z anorganickych latok je to
predovSetkym CaCO; a iné mineralne soli, z organickych latok najméi bielko-
viny a pektiny. Zistilo sa, Ze pri chlérovacom procese vznikaji Géinkom chléru
-na bielkoviny, resp. ich rozkladné produkty pritomné v saturaénom kale aj
latky s obsahom aktivneho chléru (J. Vasatko, II. Stankovié [4]). Vykonali
sme aj biologicky test na zistenie insekticidneho déinku chlérovaného aj ne-
chlérovaného saturaéného kalu. Ukéazalo sa, Ze chlérovany saturadny lkal
s obsahom aktivneho chléru ma vaési insekticidny téinok ako nechlérovany
kal, event. ako chlérovany kal, pri ktorom doslo k strate aktivneho chléru.

Chlordciou aminokyselin sa systematickejSie zaoberal uz K. Langheld
[5, 6]. Vyskusal posobenie alkalického roztoku NaOCI na aminokyseliny a zistil,
ze dochadza k ich dezaminacii a dekarboxyléecii:

R .CH.COOH 4+ NaOCl ——)R.CH.COOH—-—>R.CH+COZ—|—HCI

| | 1
NH, NHCI NH

R.CH — R.CHO + NH;
H H,0
NH

Ako medziprodukt teda vznikaju chléraminy, ktoré su vSak nestile a roz-
kladaji sa za vzniku prislu§ného aldehydu. Vytvoreny aldehyd K. Langheld
v jednotlivych pripadoch izoloval. Reakcia prebiehala za mélového pomeru
aminokyselin k NaOCI 1 : 1.

Roku 1922 N. Engfeld [7] vyskusal pdésobenie alkalického roztoku NaOCl
na rdézne organické latky, medzi nimi aj na aminokyseliny a bielkoviny. Pri
svojich pokusoch meral mnozstvo. NaOCl spotrebované na rozklad spomina-
nych latok. Nepouzil vSak dostatoény prebytok NaOCl, takze v mnohych pri-
padoch na oxydaciu sa spotrebovalo skoro celé mnozstvo NaOCL

Otdzkou vzniku chléraminov vznikajticich ako medziprodukt pri pésobeni
chléru na z-aminokyseliny sa zapodieval N. Wright [8, 9]. Pri pouziti glyko-
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kolu, alaninu a cystinu, ako aj ich zmesi zistil, Ze pé6vodné mnozstvo chléru
pridané do roztoku v pritomnosti stiipajicej koncentracie aminokyselin rychle
ubtda. Ubytok chléru stanovil, podobne ako N. Engfeld [7], z rozdielu jodo-
metrického stanovenia povodne pridaného mnozstva NaOCl a NaOCl v pri-
tomnosti aminokyselin. Po dosiahnuti uréitej koncentracie aminokyselin (pri-
blizne /3 koncentracie chléru) mnozstvo chléru v8ak ndhle — po dosiahnuti
uréitého bodu zavislého od pH — zadalo stiipat. Autor predpokladal, Ze sti-
panie je zapri¢inené tvorbou chléraminov, ktoré majui chlér viazany vo forme
aktivnej, ddvajucej pozitivny vysledok pri jodometrickom stanoveni.

Rozklad glycinu pésobenim NaOCl opisuje M. Norman [10]. Zistil, Ze na
oxydaciu glycin spotrebuje 4,5 mélov. Optimum pH pri oxydacii je 7—9.

Otdzkou dekarboxylacie a odstiepenia dusika sa experimentalne zaoberali
H. Herken a J. Schunk [11]. Zistili manometricky, Ze vadsina nimi vysktsa-
nych aminokyselin uvoliiuje 1 mél CO,. Glyein, kyselina aspardgova, arginin,
tyrozin a tryptofan uvolnili 2 mély CO,. K odstiepeniu dusika nedochadzalo
jedine v pripade argininu a tryptofanu. Svoje pokusy vykonali pri pH 6,3, .
takze k unikaniu odstiepeného NHj; nemohlo doéjst.

M. J. Taras [12] r. 1953 meral mnozstvo chléru spotrebované jednotlivymi
aminokyselinami a niektorymi inymi dusikatymi latkami po 1 hodine a po
24 hod. pdsobenia chlérovej vody. Sledoval dalej jednak zniZenie mnozstva
celkového dusika, ku ktorému pri pésobeni chlérovej vody dochadzalo, a jed-
nak aminodusika. Zistil, Ze v mnohych pripadoch pouzitych aminokyselin
doslo k skoro dplnému zniZeniu aminodusika, kym celkovy dusik ostaval viac
alebo menej v pripade pouzitych latok v roztoku.

Ako sme uz uviedli (K. Langheld [5, 6]), pri posobeni alkalického roztoku
NaOCl na x-aminokyseliny dochadza k ich dezaminacii. Uvolneny NH; reaguje
dalej s NaOCl pri mélovom pomere NHz k NaOCl 1 : 1 za vzniku monochlér-
aminu (F. Raschig [13]):

NH; + NaOCl = NH,CI + NaOH
Pri prebytku NaOCI dochadza k uvolneniu dusika:
2NH; + 3 NaOCl = N, 4+ 3 H,0 4+ 3 Na(Cl

C. F. Cross, E.J. BevanaJ. F. Briggs [14] eSte r. 1908 zistili, Ze bielko-
viny s schopné viazat uréité mnozstvo chléru vo forme aktivnej.

Teériu viizby chléru v proteinoch podal H. D. Dakin [15]. Vyskusal aj
baktericidne pésobenie niektorych chléraminov na roéznych mikréboch.
Pozdejsie N. Engfeldt [7] vyskaSal — podobne ako s aminokyselinami —
posobenie alkalického roztoku NaOCl na niektoré bielkoviny metédou nim uz
uvedenou. Podobne aj N. Wright [8, 9] aplikoval svoj metodicky postup
zistovania chléraminov glycinu, alaninu a cystinu na bielkoviny a dosiahol
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podobné vysledky ako s aminokyselinami. M. J. Taras [12] zistil, Ze posobe-
nim chlérovej vody na bielkoviny uvoliiuje sa len mensie mnoZstvo tak celko-
vého dusika, ako aj aminodusika.

Otazkou odstiepenia CO, a N, pdsobenim alkalického chlérnanu na dipeptidy,
tripeptidy a bielkoviny sa zaoberalo niekolko autorov (H. Herken, J. Schunk
[11], K. Gehrmann, H. Remmer [16], K. Bartmann, K. Gehrmann,
H. Remmer [17], J. Schormiiller, H. Ballschmieter [18]. Z tychto po-
kusov vyplyva, Ze mnozZstvo odstiepeného dusika a CO, zavisi od pH, od éasu
pdsobenia na substrat a od pomeru mnozstva NaOCl k substratu.

Podobne ako NaOCI reaguje v mnohych pripadoch aj chléramin-T. N. O.
Engfeldt [19] zistil, Ze a-aminokyseliny poskytuji pdésobenim chléraminu-T
prislusné aldehydy. Tak isto dochadza aj k ich dezaminacii a dekarboxylacii,
ako aj k dezamindcii dipeptidov (P. P. Cohen [20], P. Cristol, C. Benezech,
J. Llory, P. Cristol [21]).

V naSej praci sme vyskusSali za podmienok uvedenych v experimentalnej
tasti posobenie chlérovej vody a NaOCl na aminokyseliny, vajeény albumin
a y-globulin. Pri pokusoch s aminokyselinami sme vyskuSali aj pri posobeni
NaOCl podiel oxydaény a chloraény. Tato praca je doplnkom k vysledkom
mnohych inych autorov, ktori sa zaoberali podobnou problematikou. Najvic-
§iu pozornost sme venovali oxydaénému a chloraénému podsobeniu NaOCI pri
pH 8 az 10, pretoZe toto rozmedzie je vyznacené v pripade chloricie saturac-
ného kalu. V dalSej naSej praci sa zameriame na uréovanie niektorych medzi-
produktov vznikajicich v priebehu oxydécie a chloracie opisanych amino-
kyselin a bielkovin.

Experimentalna &ast
Chlordcia aminokyselin sa vykonala:

1. chlérovou vodou pri teplote 40 °C za a) 3 hodiny, b) 6 hodin,

2. chlérnanom sodnym:

a) pri pH 8,0, pri 20 °C za 5 hodin pdsobenia. Stanovila sa celkovéd spotreba NaOCl
a podiel chloraény;

b) pri pH 9,0, pri 20 °C za 24 hodin pésobenia. Stanovila sa celkové spotreba NaOCl:.

c) pri pH 9,3. Pokusy sme vykonali:

a) pri 40 °C za 3 a 6 hodin pdsobenia. Stanovili sme celkovu spotrebu NaOCl;

B) pri 60 °C za 24 hodin poOsobenia. Stanovili sme celkovit spotrebu NaOCI a podiol
chlora¢ny; ' A

d) pri pH 10,0 za laboratérnej teploty za 24 hodin pésobenia. Stanovila sa celkovid
spotreba NaOCl a podiel chloradny;

e) pri pH 13,0 (prostredie 0,1 N-NaOH) za 24 hodin pdsobenia. Pokusy sa vykonali:

a) pri 20 °C;

B) pri 60 °C. Stanovili sme celkovu spotrebu NaOCI.

Vysledky jednotlivych pokusov st uvedené v tab. 1—7.
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Tabulka 1
Oxydacia aminokyselin chlérovou vodou
T = 40°C
Mnozstvo z 7 Spotreba kyselin
0,01 mol. | Mnoistvo 0,1 N o }E)l' : )k i y
. . < pomer kyseliny | ¢Rlornejv exviva
Aminokyseliny roztoku | roztoku kyseliny e : lentoch
- 3 . s chlérnej k ami-
aminokyselin| chlérnej v ml o
ml nokyselinam
v I 3 hod. 6 hod.
Glyein 2.5 5 20:1 1,8 2,0
Alanin 2,5 5 20:1 3,6 4,0
Kyselina o-amino-
maslové 2,5 5 20:1 3,8 4,2
Norleucin 2,5 | 5 20:1 4,0 4,5
ITzoleucin 2,5 ' 5 20:1 4,0 4.5
Serin 2,5 . 5 20:1 3,9 4,5
Treonin 2,5 5 20:1 3,9 4,1
Cystein 2,5 5 20:1 10,6 11,5
Cystin 2,5 5 20:1 17,5 18,1
Metionin 2,5 5 20:1 8,4 8,8
Kyselina aspard-
gové 2,5 5 20:1 9,0 9,5
Kyselina gluta-
minova 2,5 5 20:1 3,6 3,8
Ornitin 2,5 5 20:1 3,5 4,8
Lyzin 2,5 5 20:1 4,3 4,7
Arginin 2,5 5 20:1 4,3 5,0
Fenylalanin 2,5 5 20:1 4,8 5,3
Tyrozin 2.5 5 ’ 20:1 16,0 16,5
Histidin 2,5 5 20: 1 13,1 14,7
Tryptofan 2,5 10 40 : 1 14,2 19,9
Prolin 2,5 b} 20:1 2,4 2,8
Hydroxyprolin 2,5 b 20:1 2,2 2,6
i |
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Tabulka 2
Po6sobenie NaOCI na aminokyseliny pri pH 8,0
T = 20°C
Mnozstvo Mnozstvo | Ekvivalent- Pomer
0,01 mol. ; Celkové spo- | Spotreba
0,1 Nroz-| ny pomer . spotreby
R roztoku treba NaOCl | chléru A
Aminokyseliny % toku NaOCl : s chléru k cel-

amino- - v ekvivalen- | v ekviva- .

kyselin i Bamin: |y op po 5hod.| lentoch kovej spo-

v ml v ml kyselindm : trebe NaOCl
Glycin 1 2 20:1 10,0 0,6 0,06
Alanin 1 2 20:1 3,5 0,7 0,20
Kyselina
o-aminomaslova 1 2 20:1 2,9 0,7 0,24
Norleucin 1 2 20:1 3,0 0,8 0,27
Izoleucin 1 2 20:1 3,7 1,0 0,27
Serin 1 2 20:1 8,2 1,2 0,15
Treonin 1 2 20:1 10,8 2,1 0,19
Cystein 1 2 20:1 11,0 2,2 0,20
Cystin 1 4 40:1 21,7 4,2 0,19
Metionin 1 2 20:1 9,5 2,0 0,21
Kyselina
asparagova 1 2 20:1 9,7 4,6 0,47
Kyselina
glutaminové 1 2 20:1 5,3 1,7 0,32
Ornitin 1 2 20:1 10,9 1,3 0,12
Lyzin 1 2 20:1 7,7 1,6 0,21
Arginin 1 4 40:1 11,7 1,5 0,12
Fenylalanin 1 2 20:1 5,9 0,6 0,10
Tyrozin 1 4 40:1 19,9 4,5 0,23
Histidin 1 4 40:1 18,9 3,8 0,18
Tryptofan 1 4 40: 1 23,5 4,1 0,17
Prolin 1 2 20:1 5,2 1,4 0,26
Hydroxyprolin 1 2 20:1 11,0 3,8 0,35
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Tabulka 3

Poésobenie NaOCI na aminokyseliny pri pH 9,0
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T = 20°C
. ' 0.0mhoB8tV0 | Mnostvo 0,1 N g‘r‘r’;‘;&ﬁ’gg Spotreba NaOCI
Aminokyseliny 1;oku amino- roztoku NaOCl k amino- v ekvivalentoch
kyselin v ml LEL kyselindm po % hods

Glycin 1 2 20:1 10,1
Alanin 1 2 20:1 5,6
Kyselina o-amino-

maslova 1 2 20:1 5,1
Norleucin 1 2 20:1 4,5
Izoleucin 1 2 20:1 4,5
Serin 1 2 20:1 7,8
Treonin 1 2 20:1 13,7
Cystein 1 2 20:1 11,9
Cystin 1 4 40:1 23,1
Metionin 1 4 40:1 10,7
Kyselina asparégové 1 2 20:1 10,9
Kyselina glutaminové 1 2 20:1 5,3
Ornitin 1 2 20:1 12,2
Lyzin 1 2 20:1 9,9
Arginin 1 4 40:1 16,7
Fenylalanin 1 2 20:1 6,1
Tyrozin 1 4 40:1 23,2
Histidin 1 4 40:1 20,4
Tryptofan 1 4 40:1 26,7
Prolin 1 2 20:1 12,5
Hydroxyprolin 1 2 20:1 14,6
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Tabulka 4

Posobenie NaOCI na aminokyseliny
pH =93, T = 40°C

Mnozstvo

Spotreba NaOCl

0,01 mol. | Mnozstvo 0,1 N Ekvival(Tantny v ekvivalentoch
Aminokyseliny .roztokul roztoku NaQOCl lgoamigljgg-l
aminokyselin v ml Liadin
v ml 3hod. | 6hod.
Glycin 2,5 5 20:1 9,8 11,0
Alanin 2,5 5 20:1 6,5 6,7
Kyselina a-amino- )
maslova 2,5 5 20:1 6,9 7,0
Norleucin 2,5 5 20:1 6,5 6,7
Izoleucin 2.5 5 20:1 6,6 6,7
Serin 2,5 5 20:1 7,4 7,6
Treonin 2,5 5 20:1 10,5 10,4
Cystein 2,5 5 20:1 12,7 13,0
Cystin 2,5 10 40:1 28,0 28,6
Metionin 2,5 5 20:1 11,9 12,3
Kyselina gluta-
minové 2,5 5 20:1 5,0 5,1
Kyselina asparagovg 2,5 5 20:1 9,8 10,1
Ornitin 2,5 7,5 30:1 14,3 14,3
Lyzin 2,5 7,5 30:1 11,4 12,0
Arginin 25 5 30:1 16,7 17,4
Fenylalanin 2,5 5 20:1 7,6 8,1
Tyrozin 2.5 7.5 30:1 19,6 19,0
Histidin 2,5 7,5 30:1 19,8 20,1
Tryptoféan 2,5 10 40:1 26,4 27,9
Prolin 2,5 5 20:1 12,2 12,6
Hydroxyprolin 2,5 5 20:1 13,7 13,9
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Tabulka 5

Posobenie NaOCI na aminokyseliny
pH =93, T = 60°C
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’ Mnoizstvo . .
1 0,01 mol. %?OLSWO EleV&lent— Celkovéa spo- | Spotreba Pt
’ ,] Nroz-| ny pomer . 2 spotreby
. . ‘ roztoku treba NaOCl | chléru ¢
Aminokyseliny - toku NaOCl : .| chloru k.cel-
k amino- v . v ekvivalen- | v ekviva- .
e NaOCl k amino- toch po 24 h. | lentoch kovej spo-
yse® | vml | kyselinm po 2. e | trebe NaOCI

i
Glycin | 1 4 40:1 11,1 0,2 0,02
Alanin S 4 40:1 6,5 1,5 0,23
Kyselina ‘
z-aminomaslova 1 4 40:1 6,8 2,0 0,29
Norleucin 1 4 40:1 6,5 0,9 0,14
Izoleucin 1 4 40:1 6,5 0,0 0,00 .
Serin 1 4 40:1 8,6 1,6 0,19
Treonin 1 4 40:1 16,3 3,8 0,24
Cystein 1 4 40:1 15,3 1,9 0,13
Cystin 1 4 40:1 30,7 3,4 0,11
Metionin 1 4 40:1 15,3 1,5 .0,10
Kyselina )
asparagova 1 4 40:1 18,1 1,0 -0,06
Kyselina
glutaminovéa 1 4 40:1 5,5 0,8 0,14
Ornitin 1 4 40:1 18,9 0,5 0,03
Lyzin 1 4 40: 1 16,0 0,3 0,02
Arginin 1 -4 40:1 249 1,0 0,04
Fenylalanin 1 1 40: 1 15,8 0,5 0,03 .
Tyrozin 1 4 40:1 32,7 2,4 0,07
Histidin 1 4 40:1 24,3 1,6 0,07
Tryptofan 1 4 40:1 33,8 4,3 0,13
Prolin 1 4 40:1 17,2 1,1 0,06 .

| Hydroxyprolin 1 4 40:1 19,7 44 0,23
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Tabulka 6

Poésobenie NaOCl na aminokyseliny
pH = 10,0, T = 20°C

. Hydroxyprolin

1(\){,!(;(1)?;5;:3;'1? lzi,lllcgitg;? Elll{;;’:'::;‘t' Celkové spo- Spot}-eba, spl;(;)tx:':yel:y
Aminoyatiny | o200 | iy | "NaO0 | teba NaOCH | chlern | ohlru el
kz’rs:rgn v tal leyueli ér;1 toch po 24 h. | lentoch | trebe NaOCl
Glyein 1 2 20:1 10,1 0,6 0,06
: Alanin 1 2 20:1 7,0 2,3 0,33
. Kyselina
_o-aminomaslové 1 2 20:1 5,6 1,4 0,25
t Norleucin 1 2 20:1 4,5 0,4 0,09
Izoleucin 1 2 20:1 4,5 0,4 0,09
Serin 1 2 20:1 7,8 1,1 0,14
. Treonin 1 2 20:1 14,7 5,0 0,34
' Cystein’ 1 2 20:1 12,9 2,7 0,21
Cystin 1 4 40:1 24,1 5,5 0,23
'. Metionin 1 4 40:1 11,2 2,4 0,21
" Kyselina
* aspardgova 1 2 20:1 10,9 4,3 0,39
Kyselina
glutaminové 1 2 20:1 5,3 0,6 0,11
Ornitin 1 2 20:1 12,4 2,4 0,19
Lyzin 1 2 20:1 10,2 3,2 0,31
_Arginin 1 4 40:1 *19,9 3,8 0,19
- Fenylalanin 1 2 20:1 6,2 0,8 0,13
Tyrozin 1 4 40:1 24,1 3,9 0,16
Histidin 1 4 40:1 22,2 5,0 0,23
. Tryptofén 1 4 40:1 27,5 4,9 0,18
Prolin 1 2 20:1 12,4 2,0 0,16
1 2 20:1 14,1 4,1 0,29




Utinok chlérovania na aminokyseliny a proteiny (I)

Tabulka 7

Poésobenie NaOCl na aminokyseliny
pH = 13, T = 20°C a 60 °C
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Mnoistvo Ekvivalentny Spotreba NaOCl
0,01 mol. Mnozstvo 0,1 N y v ekvivalentoch
. . pomer NaOCl
Aminokyseliny roztoku roztoku NaOCl .
- : k aminokyse-
aminokyselin v ml 5
lindm
v ml 20 °C 60 °C

Glycin 1 4 40:1 3,3 4,0
Alanin 1 4 40:1 2,2 3,5
Kyselina o-amino-
maslové 1 4 40:1 5,7 7,7
Norleucin 1 4 40:1 5,7 7,2
Izoleucin 1 4 40:1 5,9 8,7 "
Serin 1 4 40:1 2,3 3,3
Treonin 1 4 40:1 2,2 4,9
Cystein 1 4 40:1 10,0 10,2
Cystin 1 4 40:1 18,3 23,9
Metionin 1 4 40:1 10,0 10,0
Kyselina aspara-
gové 1 4 40:1 6,3 7,3
Kyselina gluta-
minovéa 1 4 40:1 5,8 8,8
Ornitin 1 4 40:1 6,8 13,2
Tyl 1 4 40:1 6,6 | 12,1
Arginin 1 4 40:1 11,3 19,6
Fenylalanin 1 4 ©40:1 5,6 10,2
Tyrozin 1 4 40:1 6,9 19,4
Histidin 1 4 40:1 9,7 14,4
Tryptofan 1 4 40:1 19,0 27,7
Prolin 1 4 40:1 7,0 10,7
Hydroxyprolin 1 4 40:1 10,1 14,1
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1. Stanovenie celkovej spotreby chlorovej vody a chlérnanu sodného
potrebného na rozklad aminokyselin

Princip

Celkové spotreba chlérovej vody a NaOCl na rozklad aminokyselin sa stanovila
z rozdielu pévodne pridaného mnoZstva a mnoZstva stanoveného po poOsobeni na
aminokyseliny. Stanovenie sa vykonalo jodometrickou titraciou, pridanim znameho
mno¥stva KJ, po okysleni vzoriek H,S804, titraciou vylt¢eného jédu 0,1 N roztokom
NazSZO;;.

Pracovny postup

K 30 ml Robinsonovho tlmivého roztoku o uvedenom rozsahu pH sa pridalo 1 ml
0,01 mol. roztoku aminokyseliny a 2 ml, resp. 4 ml (oznagené v jednotlivych pripadoch
v tabulkdch 1—7) 0,1 N roztoku chlérovej vody, resp. roztoku NaOCl. Vzorky sa dalej
nechali inkubovat pri teplotéch a za doby uvedené v tych istych tabulkdch. Ku kazdému
spdsobu spracovania vzoriek sa pripravili kontrolné pokusy bez obsahu aminokyselin.
Titracia nespotrebovanej chlérovej vody, resp. NaOCl sa vyvkonala jodometricky po pri-
dani'5 ml 0,1 ¥ roztoku KJ a po okysleni 1 ml kone. H»>S0; titraciou 0,1 x-NasS,0s3.
Rozdiel medzi spotrebou chlérovej vody, resp. NaOCl pri kontrolnych pokusoch bez
obsahu aminokyselin a medzi nezreagovanym mnoZstvom chlérovej vody, resp. NaOCl
sa bral ako celkové spotreba na rozklad jednotlivych aminokyselin.

Pozndmky

Titracia nezreagovaného NaOCl 0,1 N-Na2S,03 sa vykonala pomaly, pretoZze jod uvol-
neny z KJ sa v malom prebytku KJ tazsie rozpusta.

Inkubécia aminokyselin pri pdsobeni chlérovej vody sa vykonala vo vzduchotesne
uzavretych bankéach, aby nedoslo k unikaniu chléru. Nenasli sme rozdiel pri jodometric-
kom stanoveni nezreagovaného NaOCl v bankdch uzavretyeh a odkrytych.

2. Stanovenie podielu chlordcie aminokyselin
Princtp
Celkovy priebeh chloracie organickych zluéenin, teda aj aminokyselin méZeme znézor-
nit takto:
RH + NaOCl = RCl + NaOH

V tomto pripade dochéadza teda k vizbe organickej latky s chlérom. Chlér viazany na
organick zlideninu s AgNO3 nereaguje. Oproti tomu chlér v NaOCI pri jodometrickom
stanoveni po pridani KJ prejde podla rovnice

Cl0O— 4+ 2J— 4+ 2H* = J, + H.0 + ClI—

na chlorid reagujaci s AgNOgs. Z rozdielu chloridov kontrolného pokusu bez aminokyselin
a chloridov pritomnych po chlordcii aminokyselin zistime chlér viazany v organickych
latkach. Z pomeru tbytku chloridov k celkovému ubytku NaOCI potrebného na rozklad
aminokyselin je dany podiel chloricie jednotlivych aminokyselin.

Pri jodometrickom stanoveni, pri titrdcii uvolnencho jédu z KJ s NayS;03 vSak jod
prejde podla rovnice

S205—— 4+ 4Jg2 + 100H— = 2804+ 8J— + 5 H.,O

na jodid reagujuci aj s AgNOg. Pri potenciometricke] titracii teda chloridy sa stanovuji
vedla jodidov. '



445

Utinok chlérovania na aminokyseliny a proteiny (I)

Pracovny postup

Najprv sa vykonalo jodometrické stanovenie nezreagovaného NaOCl spdsobom
opisanym pri stanoveni celkovej spotreby chlérovej vody a NaOCI potrebny-ch na rozklad
aminokyselin. Pritom titrdcia vylideného jodu z KJ sa vykonala 0,1 x roztokom Na»S203
presne do ekvivalentného bodu. Stanovenie chloridov vedla jodidov sa vykonalo s tymi
istymi vzorkami argentometricky potenciometrickou titriciou za pouZitia kalomelovej
a striebornej elektrédy.

Poznamky

Pri chloracii organickych ldtok vznikaja aj chlérované produkty, pri ktorych viazany
chlér moZno jodometricky stanovit, napr. chloridy mastnych kyselin. Tieto v8ak pri
chlorédcii aminokyselin za uvedenych podmienok nevznikaj, pretoZe na ich vznik je
potrebné chloracia v bezvodom prostredi.

Pretitrovanie vzoriek roztokom NasS»03 nie je pripustné, pretoZe dvojmocnd sira
reaguje s AgNOg3, ¢o mé za néasledok vadSiu spotrebu AgNO;3.

3. Chldrovanie vajeéného albuminu a y-globulinu s NaOCl

Chlérovanie sa vykonalo v zavislosti:
1. od rézneho pomeru pridaného alkalického chlérnanu k proteinu (tab. 8);

2. od ¢asu poésobenia NaOCl (tab. 9);
3. od teploty (tab. 10);
4. od pH (tab. 11).
Tabulka &
Pésobenie NaOCI na bielkoviny
pH =93, T = 40°C
Mnozstvo | Doba péso- Spotreba NaOCl v mg pri pomere
Druh . : k proteinu
mg benia min. ,
2:1 | 5:1 | 10:1 | 20:1
Vajeény albumin 2 40 1,60 2,07 2,46. 3,24
y-Globulin 2 40 1,56 l 2,46 2,79 3,61
Tabulka 9 Tabulka 10
Posobenie NaOCI na bielkoviny Posobenie NaOCI na bielkoviny
pH =93, T = 40°C pH = 9,3, T = 95°C
Reakéné
Mnoizstvo |MnoZstvo | Spotreba Sna
y-globu- NaOCl §3001 d(’ba‘. Mnozstvo |MnoZstvo Reakénd Spotreba
v hodi- gisbn- doba | "Na0CI
linu mg mg mg 1 y-globu NaOCl hodi Na
néch linu mg mg v hodis mg
néch
2 40 3,5 3
2 40 5,03 6
2 40 5,21 9 2 40 2 6,81
9 40 5,62 13 2 40 4 8,49
2 40 6,22 27 2 40 6 8,56
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Tabulka 11

Poésobenie NaOCIl na bielkoviny
pH = 9,3 a 13,0

N Mnozstvo o Spotreba NaOCl
Mnozstvo = Doba pbso-
Drsh v mg I\‘I’aﬁgl P benia v hod. vme
20 °C 60 °C
Vajeény albumin 2 40 9,3 24 4,98 5,74
Vajeény albumin 2 40 13,0 24 4,24 4,32
y-Globulin 2 40 9,3 24 5,28 7,62
y-Globulin 2 40 13,0 24 4,16 3,80
Princip

Princip vykonania pokusu je podobny ako v pripade aminokyselin.

Pracovny postup

K 30 ml Robinsonovho tlmivého roztoku o pH 9,4 sa pridalo 2 ml 0,1 9-ného roz-
toku vajeéného albuminu a y-globulinu a stipajice mnozstvo 0,1 9%-ného roztoku NaOCl
(uvedené v tab. 8). Ku kaZdému spésobu spracovania vzoriek sa pripravili kontrolné
pokusy bez obsahu aminokyselin. Vzorky sa inkubovali za dobu a pri teplote uvedenej
v tab. 8—11. Nezreagované mnoZstvo NaQCl sa stanovilo jodometricky, titrdciou jédu
vylaéeného z KJ 0,1 N roztokom NagS,03. Rozdiel medzi mnoZstvom NaOCl pri kontrol-
nych pokusoch a medzi nezreagovanym mnozZstvom NaOCl sa bral ako celkové spotreba
na rozklad bielkovin.

Pozndmky

Vykonali sme aj pokus na stanovenie podielu chloricie spomenutych bielkovin.
Aplikécia metodiky uvedenej pri stanoveni podielu chlordcie aminokyselin vSak nedala
spolahlivé vysledky pre neporovnatelné paralelné skusky a v niektorych pripadoch pre
vySSiu spotrebu AgNOj3 v pripade pridania bielkovin v porovnani s kontrolnym poku-
som bez pridania bielkovin. Kvalitativne vSak moZno posudit, Ze chlorécia substrdtu
je ovela mensia neZ jeho oxydécia.

Jednotlivé pouZité aminokyseliny, ako aj suSeny vajeény albumin dodala Lachema.
y-Globulin poskytol Onkologicky ustav v Bratislave.

0,1 N roztok NaOC] sa pripravil zavedenim chléru z bomby do 0,2 N roztoku NaOH
za chladenia Tadovym kupelom. PoZadovany faktor sa kontroloval jodometrickym
stanovenim, t. j. titrdciou jédu vyluéeného z KJ 0,1 N roztoku NaeS203.

Aminokyseliny nerozpustné vo vode sa rozpustili v 0,01 ¥ roztoku NaOH; podobne
sa rozpustil aj vajeény albumin a y-globulin. Pracovalo sa vZdy s Cerstvo pripravenymi
roztokmi.

Diskusia

Zo zistenych experimentalnych vysledkov uvedenych v tabulkach vyplyva,
ze oxydécia, resp. chlordcia aminokyselin a bielkovin zavisi od pH, teploty
a dasu pésobenia NaOClI, resp. chlérovej vody; v pripade chloricie bielkovin
zavisi aj od pomeru mnozstva NaOCl k proteinu.

Usudzujeme, Ze pH ma vplyv jednak na zadiatoénd fizu oxydacie amino-
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kyselin, t. j. na vznik aldehydu za od&tiepenia CO, a NHj, jednak na dalSiu
rychlost oxydacie, resp. chloracie. Pri pH v kyslej oblasti, ako to napr. vy-
plyva z porovnania vysledkov uvedenych v tab. 1 s vysledkami uvedenymi
v tab. 2—17, rozklad aminokyselin sa v jednotlivych pripadoch viac alebo
menej znizuje.

V kyslom prostredi dochadza vSak aj k substiticii vodikov v aminoskupine
chlérom, ako to dokazuji pokusy M. J. Tarasa [22], dalej P. M. Litvinenka
a V. S. Rozovského [23] s niektorymi dusikatymi latkami s obsahom amino-
skupiny. Spominani autori nenasli volny aktivny chlér po pridani tychto latok
do roztoku chlérovej vody. Chlér v8ak bol viazany nadalej vo forme aktivnej,
teda ako chléramin, ddvajici pozitivny vysledok pri jodometrickom stanoveni.
Podobne N. Ch. Wright [9] eSte r. 1936 zistil pri pdsobeni chléru na glycin
a cystin, Ze v kyslom prostredi vznikaji chléraminy, kym v zasaditom pro-
stredi dochadza k oxydacii, teda k dekarboxylacii a k dezaminaecii.

Z tychto vysledkov citovanych autorov vyplyva, Ze stabilita chléraminov
pri nizkom pH je ovela vysSia ako pri vysokom pH. Potvrdzuji to aj pokusy,
pri ktorych sa stanovil volny aktivny chlér sibezne s celkovym aktivnym
chlérom pri pésobeni chlérovej vody na aminokyseliny, pri réznom pomere
chlérovej vody k aminokyselinam a za réznu dobu pésobenia chlérovej vody
na aminokyseliny (Stankovié [24]). Vo vSetkych pripadoch pouzitych amino-
kyselin mnozstvo celkového aktivneho chléru bolo vyssie ako mnoistvo vol-
ného aktivneho chléru, ¢o potvrdzuje vadésiu stabilitu chléraminov v kyslom
prostredi.

Predsa v8ak k oxydacii aminokyselin na aldehyd za dekarboxylacie a deza-
mindcie dochadza aj v kyslom prostredi, éo vyplyva z mélovej spotreby
chlérovej vody pri aminokyselindich uvedenych v tab. 1, najméi pri jedno-
duchych alifatickych aminokyselinich. Pri tychto aminokyselinich je totiZ
tazko predstavit si iny priebeh oxydacie ako vznik aldehydu. Pravda, pri
dalsich aminokyselindch priebeh ostatnych reakeii v kyslom prostredi moze
byt nezavisly od dekarboxylicie a dezaminacie.

Nizsia spotreba chlérovej vody na oxydaciu aminokyselin vyplyva dalej aj
zo vzniku chloridu aménneho z odstiepeného NHj:

R.CH.COOH
| HCI
NH,

R .CHO + NH,Cl + CO, + HCI,

ktory ako to zistil C. W. Crane, J. Forrest, O. Stephenson a W. A.
Waters [25], je vodi chlordcii v kyslom prostredi odolnejsi. NH; teda v tomto
pripade sa pomalsie oxyduje dalej na dusik, z doho vyplyva zniZend spotreba
oxydaéného &inidla.
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V silne alkalickom prostredi pri pH 13 (tab. 7) celkova spotreba NaOCl
na rozklad aminokyselin je znovu niz8ia. Vyplyva to zo skutoénosti,
Ze v silnejSom alkalickom prostredi dochadza k unikaniu odstiepeného NHj
z roztoku, ktory sa nestaéi pritomnym NaOCl oxydovat na dusik. Okrem toho
musime v8ak poéitat aj s inym priebehom niektorych reakeii, resp. so spomale-
nim niektorych reakecii prebiehajtcich za optimalneho pH. VyrieSenie otazky
odakdavame od dalsieho vyskumu v tomto smere.

Vplyv teploty na celkovy rozklad aminokyselin je jednoznaény: spotreba
NaOCl sa zvySuje, t. j. rozklad aminokyselin je hlbs&i. Chloriciu v§ak vo vidSine
pripadov zvySujuca teplota nepodporuje, ako to vyplyva z porovnania chlo-
raéného podielu jednotlivych aminokyselin uvedenych v tab. 2, 5 a 6. Usudzu-
jeme, Ze to suvisi s dalSou oxydaciou chlérovanych medziproduktov za
sticéasného uvolnenia chléru z organickej vizby.

V praci pokratujeme za tidelom overenia niektorych predpokladov medzi-
produktov a koneénych produktov vytvorenych za podmienok rozkladu
opisanych aminokyselin a bielkovin.

Sahrn

Vyskt$ali sme posobenie chlérovej vody na aminokyseliny a pdsobenie
chlérnanu sodného na aminokyseliny a bielkoviny. Sledoval sa vplyv pH,
teploty a &asu ich posobenia na a,m‘inokyseliny. Pri pokusoch s bielkovinami
bol vyskuSany aj vplyv pomeru mnozstva NaOCl k proteinu na ich rozklad.
Dalej bol vyskdSany za réznych podmienok oxydaény a chloradny podiel
poésobenia NaOCl na aminokyseliny. V pokusoch pokraéujeme.

JIENCTBUE XJIOPUPVYIOIIETO ITPOITECCA HA AMIHOKNMCIIOTHI
1 ITPOTEUHBLI (I)
OKMCJEHIE 1T XJIOPUPOBAHUE AMUHORUCJIOT I1 IPOTENMHOB

JI. CTAHROBHY, 1. BAIIATRO

OTj1e:1 TIMIMAOB U OMoXUMUM XHMUYECKOTO MHCTUTYTA
CroBankoli akajgemun HayKk B Bparuciase

BriBogsr

B paGore Onliio HcciefoBaHO AeiicTBMe XJIOPHOH BOALI HA AMMHOKMCJIOTHL M jieilcTBHe
XJIOPHOBATHCTOKIICJIOTO HATpPHMs HA aMMHOKHCJIOTHL M Genku. HaGmomanocs Brmsnue pH,
TEMMEPATY phl M BpeMeHH HX HeHCTBUs HA aMHHOKHCJIOTH. IIpm omeitax ¢ Oenxamm ObLIO
ueceJ0BaHO TAKKe BIMAHNe oTHomeHHs1 KoinyecTBa NaOCl K IpoTeMHY Ha MX Pa3yIoKeHHe.
Haznee 6pima ucciregoBaHa cryneHp geicTsus NaOCl ma aMMHOKMCJIOTH IPH PA3HLIX YCJI0-
BUsIX. ABTODEI NTPOJOJIKAIOT B CBOMX MCCJIEJOBAHAAX Jajiee.

IMoctynuio B pegakmmio 22. 10. 1959 r.
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WIRKUNG DES CHLORIERUNGSPROZESSES AUF AMINOSAUREN
UND PROTEINE (I)
OXYDATION UND CHLORIERUNG VON AMINOSAUREN
UND PROTEINEN

L. STANKOVIC, J. VASATKO

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

Zusammenfassung

Die Autoren untersuchten die Einwirkung von Chlorwasser auf Aminosduren und die
Einwirkung von Natriumhypochlorit auf Aminoséuren und Eiweissstoffe. Es wurde der
Einfluss des pH, der Temperatur und der Dauer der Einwirkung dieser Chlorierungs-
mittel auf Aminosiuren untersucht. Bei den Versuchen mit Eiweissstoffen wurde auch
der Einfluss des Verhialtnisses der NaOCl-Menge zum Protein auf deren Zersetzung unter-
sucht. Weiter wurde der oxydative und chlorierende Anteil der Einwirkung von NaOCl
auf Aminosduren unter verschiedenartigen Bedingungen untersucht. Diese Versuche
werden fortgesetzt.

In die Redaktion eingelangt den 22. 10. 1959
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