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ODSTEPOVANI AMONIAKU PRI STEPENI BILKOVIN POMOCI
KYSELINY SOLNE A URCENI HLOUBKY STEPENI

VLADIMIR MARECEK
Vyzkumny tstav pro oleje a tuky v Praze

Ve srovnani s urc¢ovanim rychlosti pfechodu dusiku primarnich aminosku-
pin nebo pfechodu veskerého dusiku do roztoku nebylo odstépovani amoniaku
pii hydrolytickém $tépeni bilkovin vénovdno mnoho pozornosti. Dnes se
v8eobecné m4 za to, Ze amoniak je vazan v bilkovinné molekule jako amid
dikarbonovych aminokyselin [1] a Ze po dlouhodobé hydrolyse ¢asteéné také
pochdzi z deaminaénich reakei aminokyselin [2]. V fadé hydrolys rtznych
bilkovin a jejich koncentratit bylo zjisténo, Ze amoniak se odStépuje velmi
rychle, a Ze jednotlivé bilkoviny davaji za riznych reakénich podminek témér
stejné az mirng stoupajici mnozstvi amoniaku, které vSak u raznych bilkovin
je rizné. Dale byl stanoven pomér amoniakového dusiku k dusiku obou dikar-
bonovych aminokyselin a bylo shledédno, Ze jsou podstatné rozdily v poméru
obou hodnot u jednotlivych bilkovin, Koneéné byl kriticky zhodnocen sou-
dasny vzorec, uréujici hloubku §tépeni, a navrzen vzorec vhodnéjsi.

Experimentalni éast

VSechny hydrolysy byly provedeny ve sklenéné barice opatiené chladnikem a zahfivané
na vodni nebo olejové ldzni, &i bez chladide v autokldvu. Do bailky se nejprve odvézila
kyselina solné a voda v mnoi#stvi, které pfevySovalo teoretické (pomér 1 HCl 1 N)
0 20—50 9,. Jednotlivé bilkovinné koncentraty obsahuji: kasein 13,65 9% N, lepek 14,46 9%,

Tabulka 1
trvani o N prim. . ;
reakéni podminky hydrolysy N vsskery aminoskupin L am(\),makovy
v hod. g veg g
95 °C, 20 9, pfe- 4 4,03 1,576 0,302
bytek, 20 9% kon- 8 4,08 1,888 0,313
centrace HCI 12 41 2.712 0.33
24 4,11 2,712 0,33
110 °C, 20 9, pte- 4 4,17 1,974 0,417
bytek, 20 %, kon- 8 4,12 2,364 0,430
danitmacg HL 12 4,1 2,49 0,440
24 4,11 2,53 0,441
36 4,3 2,23 0,470
1,8 atm, 20 9, 4 4,31 2,65 0,440
prebytek, 20 %, 8 4,35 2,86 0,453
koncentrace H(1 12 4,43 2,90 0.51
24 4,47 2,67 0,53
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N, sojové bilkovina 13,15 9, N, suSené kvasnice 7,31 9, N, keratin 15,21 9%, N; po uply-
nuti uvedené reakéni doby byl hydrolysat zbaven filtraci huminovych zbytkt a vpraven
do odmérné batiky na 300 ml. Jednotliva uréeni byla provedena podle [3]. Nalezené hod-
noty se vztahuji na 100 ml hydrolysatu.

Amoniakovy dusik tvofi 11,5 % veSkerého dusiku (0,51 : 4,42). Za predpokladu
16 9, N v bilkoviné (= 100 %) je obsah dusiku dikarbonovych aminokyselin (v 16 ug
veSkerého N je 24 ug kyseliny glutamové s 2,28 ug N, a 8,5 ug kyseliny asparagové

Tab. 2. Lepek

trvani T N prim. . i
reakéni podminky hydrolysy L v\(;/skery aminoskupin = ami)fmakm Y
v hod. g vg g
95 °C, 20 9, preby- 4 3,78 1,104 0,86
tek, 20 9, koncen- S 3,78 1,495 0,86
trace HCI 12 3,9 1,851 0,9
24 4,0 1,925 0,9
110 °C, 20 9} pie- 4 4,14 1,885 0,97
bytek, 20 % kon- 8 4,3 2,185 0,969
eenbrace HL 12 4,37 2,513 0,985
24 4,40 2,734 1,002
48 4,47 2,665 1,05
90 4,52 2,591 1,07
1,8 atm, 50 9; pie- 4 4,56 2,7% 1,03
bytek, 20 %, koncen- ) 4,63 2,76 1,02
trace HCI 12 4,73 2,86 1,03
24 4,60 2,68 1,01
Tab. 3. Susené kvasnice
trvéani Yl et N prim. e
reakéni podminky hydrolysy N v:slxery aminoskupin B am%malxovy
v hod. g veg g
95 °C, 20 9, preby- 4 2,1 0,923 0,142
tek, 20 % koncen- 8 2,15 1,113 0,147
trace HCl 12 2,2 1,204 0,147
24 2,22 1,224 0,158
110 °C, 20 9, pre- 4 2,17 1.244 0,161
bytek, 20 % kon- 8 2,20 1,274 0,183
centrace HCI 12 2,26 1,41 0,196
24 2,29 1,45 0,20
1,8 atm, 20 9, pre- 4 2,20 1,520 0,213
bytek, 20 % kon- 8 2,23 1,520 0,234
centrace HCl 12 2,26 1,546 0,246
24 2,30 1,60 0,260
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s 0,89 ug N) 3,17 ug &ili 19,8 9, veSkerého dusiku. Pomér dusiku dikarbonovych amino-
kyselin k dusiku amonjakovému u kaseinu je jako 100 : 57.

Amoniakovy dusik tvoii zde 21,8 9% veSkerého dusiku. Obsah kyseliny glutamové
v 16 ug veSkerého dusiku bilkoviny je 35 ug a kyseliny asparagové 4,5 ug. Pomér dusiku
dikarbonovych aminokyselin k dusiku amoniakovému je jako 100 : 91.

Tab. 4. Keratin (50 g)

trvani S T N prim. T I
reakéni podminky hydrolysy N \551\01') aminoskupin L mn(\),makovy
v hod. g veg g
95 °C, 20 9, pre- 4 2,6 1,255 0,213
bytelk, 20 % kon- 8 2,71 1,508 0,216
aarssan HCl 12 2,74 1,960 0,230
24 2,99 2,061 0,249
110 °C, 20 9, pfe- 12 3,01 2,429 0,260
bytek, 20 9% kon-
centrace HCl
1,8 atm, 20 9, pie- 12 3,02 2,50 0,275
bytek, 20 9%, kon-
centrace HCl

Tab. 5. Kasein

T
éas v min. N mmoniakowy| N \:eékery amli\mr))srl?:l);.)in

v mg v mg v me

i=

0 — — —

15 4,47 178,0 5,47

60 14,0 214,0 11,3

120 14,8 248,0 14,7

180 17,9 258,0 45,2

240 18,6 268,0 54,1

300 18,6 269,5 75,6

360 18,8 269,5 96,0

420 18,7 270,0 99,2

540 18,6 269,7 115,1

660 18,7 269,8 130,1

840 18,6 270,3 133,1

1440 18,7 270,4 146,8

Amoniakovy dusik tvoii 11,3 9%, veSkerého dusiku. Dusik dikarbonovych aminokyselin
(18 ug kyseliny glutamové a 5 ug kyseliny asparagové) tvoii 10,9 %, veSkerého dusiku.
Pomér obou hodnot je jako 100 104.

Amoniakovy dusik tvofi 9 9, veSkerého dusiku. Dusik dikarbonovych aminokyselin
(19 ug kyseliny glutamové a 10,5 ug kyseliny asparagové) tvoti 17,8 9 veskerého dusiku.
Pomér obou hodnot je jako 100 : 50,5.
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Pro uréeni rychlosti pfechodu dusiku amoniakového, dusiku veSkerého a dusiku pri-
mérnich aminoskupin bylo sledovéno §tépeni 50 g bilkoviny v 500 ml 20 9, HCI pii
95 °C. Odebirané vzorky v mnozstvi 20 ml byly dfive uvedenym postupem analysovény.
Chromatograficky byl soucasné proveden diikaz o nepfitomnosti amida dikarbonovych
aminokyselin po uplynuti !/, reakéni doby.

Tab. 6. Sojovéa bilkovine

o« . N amoniakovy N veskery N prim. .
¢as v min. v mg y v mg y amlr\lfoill{;pln
15 4,64 179,0 7,82
30 5,61 185,0 8,92
60 8,70 — —
120 23,0 245,0 37,9
180 23,7 257,0 64,8
240 24,1 260,1 80,4
300 26,3 260,1 128,2
360 56,2 260,2 139,5
480 26,3 260,3 148,2
600 26,3 260,2 158,1
i 720 27,1 260,7 169,8
| 840 27,0 261,0 177,5
Tab. 7. Lepek
v . N amoniakovy | N veskery N pEim,
éas v min. . aminoskupin
v mg v mg v mg
15 6,7 146,1 4,55
60 33,4 221,3 11,37
120 49,6 228,1 36,4
180 50,9 232,1 63,7
240 50,8 233,6 82,1
300 50,5 234,1 100,1
360 50,4 235,0 111,1
480 50,9 235,1 124,1
600 51,0 235,4 127,5
720 51,5 236,0 138,9
840 51,4 236,1 141,1

Koneénd byl kriticky zhodnocen vzorec pro uréeni hloubky St8peni, ktery ve sv8tové
literatufe se pravidelné udéva:
N amino X 100
N veskery
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JestliZe pouZijeme tohoto vzorce v piipads uplné hydrolysy lepku a kaseinu, nalezneme
tyto hodnoty: lepek m# max. N amino = 76,29 (100 — N amoniakovy); kasein
potom 88,5 9%,.

76,2 X 100 88,5 x 100
—2= T = 76,2! ————— = 88,5!
100 83 100 8
Ackoliv obé suroviny jsou zcela odbourané, vykazuji (éiscing) rozdilné hloubky Sté-
peni. Amoniak je toti% také produktem hydrolysy, ale ve vzorci vyjadfen nen{. Bude proto
bilkovina s v&t&im mno¥stvim amoniaku vykazovat vidy niZsi &isla Stépeni neZ bilkoving
na amoniak chuds$i. Tento nedostatek 1ze obejit zavedenim amonialkové hednoty do vzor-

ce. Spravny vzorec zni:

(N amino + N amoniakovy) X 100 — N amino x 100
N veskery ’ N veskery — N amoniakovy "

Podle tohoto vzorce oba uvedené ptipady poskytnou hodnoty shodné, t. j. 100.

Souhrn

Z vysledki je patrno, Ze neexistuje pfimy vztah mezi mnozstvim dikarbo-
novych aminokyselin a mnozstvim amoniaku, a Ze tedy predpoklad Osbor-
nuv a spolupracovnikt neni spravny. Pomér obou hodnot je jiny u Zivodis-
nych (pfiblizng 100 50) a jiny u rostlinnych bilkovin (p¥iblizné 100 : 100).
Zjev vylozené souvisi s jinou stavbou bilkovinné molekuly obou druhtu bil-
kovin. V rostlinnych bilkovinich je kazd4d volna (nevdzand peptidicky) kar-
boxylova skupina dikarbonovych aminokyselin ve formé& amidu, v Zivodis-
nych bilkovindch jen polovina téchto skupin. Neni vylouceno, Ze pomér ve
skutednosti je nepatrné odlisny, jezto neni tplné zdruky, Ze zvolené hodnoty
dusiku amoniakového (maximalni) naleZeji jen dusiku amoniakovému (a ni-
koliv i z deaminadénich reakeci). P¥i odbourdni bilkovin pomoci HCl je nej-
rychlej§i reakei pfechod veskerého dusiku do roztoku, tésné nasledovan pfe-
chodem dusiku amoniakového, a nejpomalejsi reakei je pfechod dusiku pri-
marnich aminoskupin. Po dosaZzeni maximalni hodnoty dusiku amoniakového
v roztoku stoupaji jesté 3—4 krat hodnoty dusiku primarnich. aminoskupin.
Vzhledem k tomu, Ze mezi prvnimi aminokyselinami prevlada ze 40—80 9,
kyselina glutamovd a kyselina asparagova, [4], nelze zatim rozhodnout, zda
uvolnény amoniak pochézi z vétsich stépnych celki, éi jen z uvolnéné kyseliny
glutamové a asparagové. Pro spravné uréeni hloubky stépeni byl na zakladé
ziskanych vysledkt navrzen novy vzorec, ktery davéa porovnatelné vysledky
u riznych bilkovin.
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OTIIEIJIEHME AMMWAKA IIPY PABJIOKEHNMM BEJKOBBIX
BEIIECTB JEUCTBMEM COJIAHOM KMCJOTHL M OIIPEIEJEHUE
CTEIIEHUM PA3JIOXKEHUA

BJIAIVIMUP MAPEYEK
ViccnenoBaTenbCKuMit MHCTUTYT Macesl M XKMpoB B Ilpare

BrIBOABI

PesysibTaThl NMOKa3bIBAlOT, YTO HE CYILECTBYeT MPSMOJ 3aBMCUMOCTM MEXIY KOJIU-
YEeCTBOM JMKapOOHOBBIX aMIHOKMCIOT ¥ KOJMYECTBOM aMMMakKa a [I09TOMY IIPeAIo-
Jgoxkeame Oc6opHa M COTPYOHUMKOB He ABIAeTca 0600CHOBaHHBLIM., OTHOLLIEHME
cboux 3HaAYEHMIT ABNAETCA PA3AMYHLIM M OGEJKOBBIX BELECTB JKMBOTHOIO IIPOMCXOXK-
neama (npudamsurenbHo 100 :50) u y OeNKOBBIX BeLUECTB IIPOMCXOKIAEHUS paCTU-
TenbHOro (npubanusmrenbHo 100 : 100). OnmucanHoe ABJIEHME HAXOAUTCA B 3aBUCUMOCTH
OT CTPOEHMA MOJIEKYJ y 00ouX BMUIOB GEJIKOBBIX BeIeCTB. B PaCTUTENBLHBLIX GEIKOBLIX
EBelllecTBax KaxpaaAa cBobomHasA (He CBA3aHHAs NENTUAMYECKON (opMoit) KapbGOKCUIIb-
HaA rpynna aykapboHOBBIX aMHHOKMCIOT HaXOAMTCA B (bOopMe amMuaa, B GeJKOBbIX
PEILIECTBAX XMMMBOTHOIO IIPOMCXOKAEHMA TOJBKO IIOJOBMHA 9THUX rpynn. He wnckio-
4eHA BO3MOZKHOCTB, YWTO OTHOLLEHME B JEMCTBUTEJBHOCTM OTJIMYAeTCA He3HA4YMTeJbHO,
IIOTOMYy YTO HeNb3A BIOJIHE TapaHTMUPOBATL TO, 4YTO M3OpaHHas (popMa aMMMAYHOro
a30Ta (MakCMMalibHad) COOTBETCTBYET TOJBLKO 2MMMAyHOMY a30Ty (M HM B KOEM ciaydae
U "3 JI%aMMMaYHBIX peakuui). IIpu orilensieHuM OEJKOBBIX BELIECTB IIPM IIOMOLIN
HC! mauObicTperiieil peaknyeil ABIAETCA Peaklysa IIepexXoja BCero a3oTa E PacTBOP,
3a Hell cleAyeT IepexOJ aMMMadHOTO a30Ta M CaMoli MeAJIEHHO) peakKimeil ABJIAeTCH
nepexox a30Ta INPMMapHbIX aMyHOTpymn. ITo HOCTMZKEHMM MaKCHMMAalbHbIX 3HA4YeHMII
aMMMAYHOrO a30Ta B PacTBOpe, yBEJIMYMBaeTCsA elle B 3—4 pa3a 3HadeHMe NPUMMaPHBIX
avupcrpynn. HecMOTps Ha TO, YTO MEXKAY NEPBbIMM aMMHOKMCIOTaMyu npeobmanaer
B KoamnuecTBe 40—80 % riroTaMMHOBASA KMCJIOTA M KMCJIOTa acrnaparuHoBasd [4] Henb3sa
IIOKa 4YTO peluuTb, YTO OCBOOOMKMAEHHBII aMMMaK ITOXOIMT C OOJNBIIMX pPacllelJIeHHLIX
LIeJIBIX €AVHWL, WM 2Ke TOJBKO M3 OCBOOOXKAEHHBIX aCIaparuHOBOI M TIIIOTaMUHOBOM
KHMCJGT. JIJIA NMPaBMIBLHOTO ONpeNesIeHUs CTeleHM PacHIellIeHMs, Ha OCHOBAHMM IIOJy-
YeHHbIX pPe3yJIbTaTOB, OBbIJIIO MPENJIOKEHO HOBOE YPaBHEHME, KOTOpPOE NaeT CpPaBHM-
TeNbHbIE DPEe3yJbTaTbl y Pa3iMYHBIX OGEIKOBBIX BEILECTB.

IToctymmio B pemakuuio 9. IV, 1955

ABSPALTUNG VON AMMONIAK BEI DER EIWEISSPALTUNG
MITTELS SALZSAURE UND BESTIMMUNG DER INTENSITAT
DER SPALTUNG

VLADIMIR MARECEK
Forschungsinstitut fiir Ole und Fette in Prag

Zazaymmenfassung

Aus den erzielten Ergebnissen geht hervor, dass zwischen der Menge der Monoamino-
dicarbonsduren und der Ammoniakmenge keine direkte Beziehung besteht und dass
demnach die von Osborn u. Mitarb. ausgssprochene Voraussetzung nicht richtig ist.
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Das Verhiiltnis beider Werte ist ein anderes bei tierischen (anndhernd 100 50) und ein
anderes bei pflanzlichen Eiweissarten (anndhernd 100 100). Diese Erscheinung hiingt
offenbar mit dem anderen Aufbau des Eiweissmolekiils beider Eiweissarten zusammen.
In pflanzlichen Eiweissarten tritt jede freie (ungebundene peptidische) Carboxylgruppe
der Monoamino-dicarbonsduren in der Form des Amids auf, dagegen in den tierischen
Eiweissarten nur die Hilfte dieser Gruppen. Es ist nicht ausgeschlossen, dass dieses Ver-
haltnis in Wirklichkeit ein nur unbedeutend abweichendes ist, es besteht jedoch keine
vollige Gewihr dafiir, dass die gewihlten Werte des Ammoniakstickstoffs (maximal) nur
dem Ammoniakstickstoff zugeh“rig sind (und auf keinen Fall auch aus den Desaminie-
rungsreaktionen entstammen). Beim Abbau des Eiweiss mittels HCI ist die rascheste
Reaktion der Ubergang des Gesamtstickstoffs in Lésung und dieser Reaktion folgt knapp
darnach der Ubergang des Ammoniakstickstoffs, wogegen die langsamste Reaktion der
Ubergang des Stickstoffs der primiren Aminogruppen ist. Nach Erreichung des Maxi-
malwertes des Ammoniakstickstoffs in der Losung steigen noch 3—4 mal die Werte des
Stickstoffs der priméren Aminogruppen an. Mit Riicksicht darauf, dass unter den ersten
Aminosiduren zu 40—80 9 Glutamin- und Asparaginsiure vorherrschen [4], bleibt es
bisher noch unentschieden, ob das freigewordene Ammoniak aus den grosseren Spalt-
stiicken oder nur aus der freigewordenen Glutamin- und Asparaginsiure entstammt. Far
eine richtige Bestimmung der Intensitdt der Spaltung wurde auf der Grundlage der
erzielten Ergebnisse eine neue Formel vorgeschlagen, welche bei verschiedenen Eiweissar-
ten vergleichbare Ergebnisse bietet.

In die Redaktion eingelangt den 9. IV. 1955
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