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WPLYW KATIONOW NA PRZEBIEG HYDROLIZY BIALKA
ROZCIENCZONYM KWASEM SOLNYM
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Wydzielenie aminokwasu =z surowca naturalnego sklada sie
. 2z dwoch gidédwnych etapdw: hydrolizy i oddzielenia od balastu obec=-
nych w hydrolizacie zwiazkéw. Do celdéw analitycznych bgadZ prepa-
ratywnych zwykle hydrolize¢ przeprowadza sie¢ gotujgc bialko przez
24 godziny w 6 N HCl. Tak prowadzony proces hydrolizy jest do$¢
kosztowny z uwagi na zuzycie kwasu, jak i z powodu duzej energo-
chtonnos$ci. Z tego wzgledu gidwnie etap hydrolizy powoduje, ze
tylko pewne aminokwasy i tylko w stosunkowo niewielkich ilosciach
‘otrzymuje si¢ przez wydzielenie z surowcdéw naturalnych.

Z drugiej strony, rozmaite odpady bialkowe mozna by wykorzys-
taé dla produkcji cennych z zywieniowego punktu widzenia amino-
kwasdéw, gdyby istniala dostatecznie efektywna i tania metody hy-
drolizy bialka do aminokwaséw. Prébowano znalezé taka metode sto-
sujac rézne czynniki hydrolizujgce i roézne warunki prowadzenia
reakcji, ale stosunkowo malo badano wpiyw kationéw na reakcje¢ hy-
drolizy. Bamann i wsp. [1,'2] stwierdzili, 2ze w pewnych warunkach
przyspieszaja hydrolize jony Ceh+ i Ce3+ oraz jony La3+. W bada-
. niach Lieben [h] hydroliza bialka przebiegala szybciej w obecnos$-
ci TiClB, SnCl2 i SnClu. W niniejszej pracy badano wpiyw obecnos~
ci réznych kationéw jedno-, dwu- i tréjwartos$ciowych na szybkosé
hydrolizy bialka rozciericzonym kwasem solnym pod katem ewentual-

nego wylonienia kationow przyspieszajgcych reakcje.
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CZESC DOSWIADCZALNA

Chemikalia
Bufor octanowy 4 M o pH 5,5 - Mikrotechna NP, Praha.
Chlorek cynawy SnClz' 2H20 cz.d.a. =« POCh, Gliwice.
Chlorki metali: KC1, NaCl, CdCl, - 2,5H,0, CoCl, ' 6H,0,
CuCl, - 2H,0, FeCl, ' 4H,0, MnCl, - 4H,0, NiCl,- 6H,0, 2nCl

2 2 2

Cr013° 6H20, FeCl3 bezw. -~ wszystkie cz.d.a. POCh, Gliwice;

LiCl bezw. cz.d.a. = Lachema, CSRS.

2’

TiCl3 cz. - uzywano 25% roztwédr wodny, Koch-Light Laborato-
ries Ltd, Colnbrook, Bucks, Anglia.

Izopropanol cz.d.a. - POCh, Gliwice. Dla przygotowania mieszaniny
rozcienczajgcej mieszano z woda w stosunku 1:1.

Kazeina - Light Soluble Casein, British Drug Houses, Anglia.
Do badania przebiegu hydrolizy odwazano po 250 mg kazeiny i
rozpuszczano w 500 ml odpowiedniego roztworu hydrolizujgcego.

2-Metoksyetanol do analizatora aminokwasé4w - Mikrotechna NP, Pra-
ha.

Ninhydryna cz.d.a. - POCh, Gliwice.

Roztwory hydrolizujgce byity to: 0,1 N roztwér HCl oraz 0,1 M roz-
twory wyszczegblnionych powyzej chlorkéw w 0,1 N HCl. Przygo-
towano je rozpuszczajac odpowiednia nawazke soli w 0,1 N HCl.
Tylko w przypadku FeCl3 i ’l‘iCl3 postepowano inaczej. Najpierw
przygotowano okolo 10% wodne roztwory tych soli w wodzie.
Przez oznaczenie chlorkéw metodg Volharda [5] ustalono steze-
nie odpowiedniego kationu w przygotowanych roztworach. Nastep=
nie obliczona odpowiednig objetoéé roztworu stezonego umiesz-
czano w kolbie miarowej, dodawano.réwna objetosé 0,2 N HClL i
uzupelniano do wymaganej objgtoé$ci dodatkiem 0,1 N HCl. W ten
sposdb wszystkie roztwory hydrolizujace, zawierajgce kation
byly 0,1 M wzgledem testowanego kationu i 0,1 N wzgledem IICl.

Roztwory HCl1l 0,1 1lub 0,2 N przygotowano z odwazek analitycznych,
POCh, Gliwice.

METODY

Hydrolize¢ prowadzono w dwuszyjnych kolbach okrgaglodennych go-
tujagc pod chlodnicg zwrotng przez 10 godzin roztwoér 125 mg kazei-
ny w 250 ml odpowiedniego roztworu hydrolizujgcego. Szybko$¢ prze-
biegu reakcji w danym roztworze hydrolizujgcym $ledzono obserwu=
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Jac narastanie warto$éci absorbancji wybarwionych z ninhydryng pré-
bek mieszaniny reagujgcej. Prébki pobierano w momencie zawrzenia,
a nastepnie co godzine. Ostatnig prébke pobierano po 10 godzinach
hydrolizy. Przy hydrolizie samym 0,1 N roztworem HCl z pobranych
prébek odpipetowywano do probéwek po 0,5 ml, dodawano po 1,5 ml
0,1 N HCl, a nastepnie dodano po 1 ml odczynnika ninhydrynowego i
wybarwiono. Tak samo postepowano przy hydrolizie kazeiny w 0,1 M
roztworach KC1, LiCl, NaCl i Mn012 w O,1 N HCl. Pozostate katio=-
ny, ktérych wplyw badano, przeszkadzaly [3] w reakcji wybarwiania
z ninhydryns i nalezaio je przed wybarwieniem usung¢ z prdébek hy-
drolizatu. W tym celu odpowiednis objeto$é prdébki hydrolizatu za-
dawano roztworem NaOH o znanym stezeniu, mieszano i sgczono. Wol-
ny od kationu przesgcz poddawano wybarwieniu z ninhydryng. Steze-
nie roztworu NaOH i jego objetos$é, jak réwniez objetosé alkalizo-
wanej prébki byly tak dobrane, aby nie przekraczajgc objetosci
2 ml bra¢ do wybarwienia ilo$¢ wolnego od kationu przesgczu odpo-
wliada jgcg 0,5 ml prébki hydrolizatu. Przykiadowo: przy badaniu
przebiegu hydrolizy w roztworze zawierajgcym kadm (0,1 M CdCl2
w 0,1 N HC1) do 3 ml prébki hydrolizatu dodano 3 ml 0,3 N NaOH,
a do wybarwiania brano 1 ml przesgczu. Do 2 ml uzupeiniano dodat-
kiem wody (1 ml) i wybarwiano jak poprzednio. W ten sposéb wybar-
wiano zawsze ilo$¢ odpowiadajgcg 0,5 ml roztworu hydrolizowanego,
zawierajgcego 0,5 mg kazeiny w 1 ml. VW miarg postepu reakcji hy-
drolizy zwieksza si¢ zawarto$¢ zdolnych do reagowania z ninhydry-
na wolnych grup aminowych w mieszaninie reakcyjnej. Wigkszym za-
wartosciom wolnych grup aminowych odpowiadajg wyzsze wartosci ab-
sorbancji i w ten sposdéb szybko$é narastania wartosci absorbancji
moze stuzyé jako wskazZnik szybkos$ci reakcji.

Kazdy roztwér hydrolizujgcy wyprobowano gotujgc réwnolegle
dwie identyczne mieszaniny reagujace. Z kazdej pobranej prébki
hydrolizatu przygotowywano po trzy roéwnolegle wybarwienia. Przy
wycigganiu $redniej odrzucano warto$ci mocno odbiegajgce od po-
zostalych.

Wybarwianie prowadzono wedlug Spackmana, Steina i Moore’'a z
odeczynnikiem ninhydrynowym zalecanym do stosowania w automatycz-
nych analizatorach aminokwasow [7] o nastepujagcm skladzie: ninhy-
dryny - 20 g, SnCl, - 2H,0 - 400 mg, 2-metoksyetanolu - 750 ml,
buforu octanowego 4 M o pH 5,5 = 250 ml. Uzywano zawsze Swiezo

przygotowanego odczynnika. Do 2 ml wybarwianych roztwréw w pro-
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béwkach dodawano 1 ml odczynnika i po lagodnym wymieszaniu pro-
béwki nakrywano kapturkami z folii aluminiowej i wstawiano do
wrzgcej lazni wodnej na 20 minut. Po zakonczonej reakcji probéwki
studzono i dodawano po 5, 10 lub 15 wl wieszaniny rozcieiiczajg=-
cej. Zawartos$c¢ probdwek intensywnie mieszano i mierzono wartosci
absorbancji przy 570 nm wobec analogicznie wybarwionej i rozcien-

czonej slepej préby (2 ml O,1 N HCl zamiast proébki hydrolizatu).

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Wartosci absorbancji uzyskane dla tej samej prébki hydroliza-
tu w niektérych przypadkach wykazywaly spory rozrzut. 2Z tego
wzgledu szybkosé hydrolizy
oceniano przez graf iczne
A / przedstawienie przebiegu na-
~ // rastania wartosci absorbancji
1.5k / w zaleznosci od czasu trwae-
— / nia reakcji. Pozwalalo to na
B /[; wyeliminowanie przypadkowych

/ wartos$ci absorbancji, odbie-
n / ‘ gajgcych od przebiegu zalez-
18- / no$ci. Narastanie wartos$ci ab-
sorbanc ji wybarwianej =z nin-
hydryng mieszaniny reakcyjnej
w zaleznoéci od czasu gotowa-
nia kazeiny w obecnos$ci chlor-
kéw jednowarto$Sciowych metali
przedstawiono na rysunku 1.

Narastanie warto$ci absorban-

cji przy hydrolizie w obec-

no$ci chlorkéw metali dwuwar-

h 'toéciowych przedstawiono na

rysunku 2, a na rysunku 3 w
Rys. 1. Przebieg hydrolizy kazei-
ny 0,1 N roztworem HCl w obecno$~
ci: 1 - 0,1 M KC1, 2 - 0,1 M NaCl, tréjwartosdciowych.
3 - bez kationéw metali, U4 -
0,1 M LiCl; na osi rzednych ab-
sorbancja (A). Po wybarwieniu roz- rastania wartoséci absorbancji
cieniczano dodatkiem 10 ml miesza-

niny rozcieniczajace]

obecnosci chlorkdow metalil

Poréwnanie przebiegu na-

przy hydrolizie samym 0,1 N
HCl1L i przy hydrolizie 0,1 N
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Rys. 2. Przebieg hydrolizy ka- Rys. 3. Przebieg hydrolizy ka=-
zeiny 0,1 N roztworem HClL w zeiny 0,1 N roztworem HC1l {1 -~
obecnosci 1 - 0,1 M MnCl,, 2 - bez kationéw metali, w obec-

bez kationéw metali, 3 - O,1 M npaex: £ ~ 0,1 M CrCl3’ 3 -

CuCl,, L - 0,1 M FeCl,, 5 - 0,1 M FeCJ.B, b -« 0,1 M ’1‘1013 na

0,1 M CdC12,5 - 0,1 M 2nCl1,, 7- ;si rigdnych absorgancja (A).
, . o wybarwieniu rozcienczano do-

2t M NiCl2’ 8 - 0,1 M COClZ’ datkiem 15 ml mieszaniny roz-

na osi rzednych absorbanc ja cienczajacej

(A); 2 wyjatkiem roztworu hydro-

lizujgcego, zawiera jgcego miedz,

po wybarwieniu rozciernczano do-

datkiem 15 ml mieszaniny roz-

ciednczajacej. W przypadku mie-

dzi rozcieiiczano dodatkiem 5 ml

* i k* (rys. 1) wskazuje, ze jony Li® obe-

HC1l w obecnoéci Li+, Na
cne w mieszaninie reakcyjnej w stosowanych warunkach sg wobec hy-
drolizy obojetne. Jony Na* nieznacznie przyspieszaja przyrost ware
tosci absorbancji w miare trwania reakcji, co moze $wiadczyé o
niewielkim przyspieszeniu hydrolizy w obecnosci Na®. Natomiast
w obecnoéci Jjondw x* wartosci absorbancji narastajg znacznie
szybciej. Po 10 godzinach hydrolizy warto$é¢ absorbancji w obecno-
$ci jonéw KXK' jest ponad dwukrotnie wyzsza w pordéwnaniu =z analo-
giczng wartoécig w przypadku hydrolizy samym O,1 N HC1.

Sposréd przebadanych dwuwartos$ciowych jonéw metali (rys. 2)
niewielkie przyspieszenie narastania wartosci absorbancji wystg-
puje w obecnos$ci jonow Mn2+. Obecnos$é kationow Zn2+, Cd2+, 002+

Niz+ i Cu2+ powoduje zahamowanie tempa narastania tych wartoéci.

?
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Najsilniejsze zahamowanie wystepuje w obecno$ci jonédw Cu2+. Obec-~
nosé jondéw Fea* pozostaje praktycznie bez wpiywu.

TréjwartosSciowe kationy: Cr3+, Fes* i Tid* (rys. 3) wplywajq
na przebieg narastania wartosSci absorbancji takze w zréznicowany
sposéb. Jony Fe3+ praktycznie sg bez wplywu. Jony Cr3+ w poczgt-
kowym okresie pozostajg bez wplywu, a poczgwszy od 5 godziny
zmnie jszajg tempo narastania wartosci absorbancji. Znacznie szyb-
sze narastanie obserwuje si¢ natomiast w obecnosci jonéw T13+.
Po 10 godzinach gotowania wartos¢ absorbancji po wybarwieniu =z
ninhydryng jest okoio dwukrotnie wyzsza dla roztworu O,1 M TiCl

3
w 0,1 N HCiI niz dla roztworu samego 0,1 N HCl.

DYSKUSJA

Biorgc za odniesienie przebieg narastania wartosci absorban-
cji przy gotowaniu kazeiny z 0,1 N HCl mozna stwierdzidé¢, ze KCl1,
NacCl, MnCl2 i T1013 przyspieszajg reakcje¢ hydrolizy. Przy czym,
w roztworach zawierajgcych NaCl i MnCl2 to przyspieszenie reakcji
jest nieznaczne. Natomiast w roztworach zawierajgcych KC1 1 ’I‘iCl3
mozna przyjaé, ze reakcja przebiega okoio dwukrotnie szybciej niz
w roztworze 0,1 N HCl. W przypadkach pozostalych przebadanych ka-
tiondéw przebiegi narastania wartosci absorbancji ukladajg sie
bgdZz to w poblizu przebiegu dla 0,1 N HCl i mozna wnioskowa¢l, ze
w tych przypadkach obecne w roztworze sole sg wobec hydrolizy
oboj¢tne, bgdi tez przebiegajg ponizej krzywej przebiegu dla 0,1
N HCl. Ten ostatni fakt mozna interpretowac dwojako. Moze to byé
wynikiem hamowania reakcji hydrolizy, ale moze takze by¢ wynikiem
destrukcji uwalnianych aminokwaséw. Jesli 'w trakcie destrukcji
zachodzg procesy dezaminacji bgdz dekarboksylacji aminokwaséw wte=-
dy uwolniony amoniak jak i powstale aminy reaguja z ninhydryng 2z
wytworzeniem mnie jszych ilosci barwnych produktéw [6, 8].

Z punktu widzenia celu pracy istotny jest fakt szybszego prze-
2 i TiClB,
nie w obecnosci KCl i TiClB. Przyspieszenie reakcji spowodowane
jest zapewne obccnoscig kationu. Jony chlorkowe sg wobec hydroli-
zy oboj¢tne - co wynika z faktu, ze tylko niektére chlorki metali

biegu hydrolizy w obecnosci KCl, NaCl, »nCl a szczegdl-

reakcj¢ t¢ przyspieszajg. Gdyby bowiem reakcje przyspieszaly Jjo-
ny chlorkowe - wtedy we wszystkich przebadanych roztworach hydro=-
lizujacych, zawierajgcych chlorki metali, reakcja biegitaby szyb-
ciej niz w 0,1 N IlICl.
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Wiekszg szybkos¢é hydrolizy wigzahd peptydowych w obecnoéci nie-
ktérych kationéw obserwowano juz wczesniej. Bamann, Rother i Trap-
mann [ﬁ, 2] stwierdzili, 2e jony Ce4+ i Ce3+ katalizuja rozbija-
nie wigzail peptydowych w temperaturze 37°C w buforze NHQOH—NH401.
W tym samym Srodowisku aktywno$¢ katalityczng wykazujg jony LaJ*
w temperaturze 70°C. Wedilug Lieben [h] hydroliza zachodzi szybe-

ciej w obecnosci TiCl SnCl, i SnCl,. Tak wiec katalityczny

31

wplyw jondéw T13+ zostal w niniejszej pracy potwierdzony. Wplywu
2+

Sn

ecotowania w 0,1 N HCl cyna wytrgca si¢ z roztworu -~ tym samym

w niniejszej pracy nie badano z uwagi na fakt, ze w trakcie

ewentualny wplyw na szybko$¢é hydrolizy bylby spowodowany nie jo-
nem Sn2+.

Przebadano w niniejszej pracy w sumie 13 kationéw. Sposrdd
nich dwa (K+ i T13+ w stezeniu réwnym 0,1 M) znacznie przyspie=-
sza ja reakcje hydrolizy kazeiny w 0,1 N roztworze liCl. Przyspie-
szenie jest na tyle duze, ze przyspieszajgcy wplyw tych kationbw
warto poddaé¢ dalszym badaniom pod kgtem ewentualnego praktycznego

wykorzystania tego efektu.
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BIASHIE KAT/AOHOB HA TVIPOJZ3 BEJI{A B PA3BABIEHHOW
CONIHON KWUCJOTE

Peswwue

lccneroBany BIMSHME MOHO-, OM~ ¥ TPUBAJIEHTHHX KATHOHOB Ha
CKOpOCTH T'MApOAM3a Kaszeusa B pacTBope 0,1 n CONAHOA KMACIOTH. Jinst
neclenoBaRuA pacTsop 0,1 n XJOpUZa I3HHOTO KATHOHA 00pascaTHBALY
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pacTtBopoM 0,1 n consHo#t KUCAOTH., TaxuM OoGpasoM OHJIX NMONYyUeHH pa-
CTBODPH XJIODMAOB KazMusi, xpoda (III), koGanrTa, mezu, xenesa (II),
xene3a (III), MarsuMa, Maprasua, HanHH HUKeNdA, KaJaud, TUHAHA
(ITI) w umMHKA. KaseuH mozBepranu Bapxe B 3THX pacTBopax ¥ B Cy1 n,
np¥ WX NMOCTOAHHOM NPUTOKe., B Havyale BapKu, & 3aTeM uYepe3 KaAXRAMX
60 MUHYT OTOMpanM OOPa3UH KUNAUMX cMeceli. [loclnenunii o6passtt OHN
oToOpaH 4yepe3 10 vacoB., B ciyyae HEOOXOAMMOCTM KATUOHN YZAANANN K3
0o0pa3noB ruapoan3arTa, a TMNOJNYyYEHHHE PACTBOPH OKPAMMBAAM HUHTUADU-
HOM. B xaxmoM crnyvyae OOBEM OKpalleHHOro pacTBopa oTsevan 0,5 Mn
ruzponusara. llocne pa30aBieHus U3MEpANY BEJAUUMEH MNOIIOTUTENBHON
CNOCOCHOCTV ¥ TNPEACTaBASNM MUX HA YEPTEXe 10 OTHOWUEeHUKW K BpEMEHU
BapKM. B CpaBHeHUM CO CKOpPOCTBK Ir'mzapoausa B pacTsope 0,1 n cong-
HOff KMCJIOTH 3Ta peakuus YCKOPAJach TONBKO MNPV HANUYUM UOHOB Map-
rasna, HaTpus, kamma ¥ TMTaHa (IIT). B cayvae MOHOB MapraHua u
HaTpUA 3TO YCKOpPEHWe CHJO HEe3HAUUTENBHHM, TOTZA KaK Np¥  HaJIuuuu
MOHOB Kanus ¥ TuTaHa (TI1) CKOpPOCTH I'MIpPONU3a yABOANACH.,

J. Krysciak, A. Solecka

EFFECT OF CATIONS ON THE PROTEIN HYDROLYSIS IN DILUTED
HYDROCHL.ORIC ACID

Summary

The effect of mono-, di- and trivalent cations on the rate
of casein hydrolysis on 0.1 N solution of hydrochloric acid was
investigated. For investigations 0.1 N solution of chloride of the
given cation was prepared in 0.1 N solution of hydrochloric acid.
In such away solutions of cadmium, chromic (III), cobaltous, cupr-
ic, ferric, ferrous, lithium, manganous, sodium, nickelous, potas-
sium, titanium (IXII) and zinc chloride were obtained. In the~

se solutions and in 0.1 N HCl casein (0.5 mg/ml) was boiled under
reflux. Samples of the boiling mixtures were taken at the begin-

ning and after every 60 minutes of boiling. The last sample was
taken after ten hours. In case of need the cations were removed
from samples of hydrolysate and the solutions obtained were co=
loured with ninhydrin. In each case, the volume of solution cor-
responding with 0.5 ml of the hydrolysate was coloured. After di-
lution absorbancy values were measured and plotted against the
boiling time. In comparison with the rate of hydrolysis in 0.1 N
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solution of hydrochloric acid this reaction was accelerated on-
ly in presence of manganous, sodium, jpotassium and titanium (III)
jons. In case of nianganous and sodium ions this acceleration was
negligible, whereas in presence of potassium and titanium (III)
ions the rate of hydrolysis was doubled.



