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Otrzymywanie i dezaminacja hydrolizatéw biatkowych

Wstep

W przemysle garbarskim powstaja duze ilo$ci odpadow skor tak su-
rowych jak i wygarbowanych [1]. W procesie garbowania wykorzystuje
si¢ doskonate wtasnosci garbujace soli chromu Cr’. Chrom w przelicze-
niu na metal stanowi okoto 4% wag. suchej masy wygarbowanej skory.
Odpady wygarbowanych chromowo skor nie ulegaja tatwo biodegrada-
cji, a przy ich spalaniu powstaje niebezpieczny o’ majacy wilasnosci
rakotworcze. Istnieja obecnie technologie zagospodarowania odpado-
wych skor z odzyskiem chromu, ale ich stosowanie jest niedochodowe
ze wzgledu na wysokie koszty. Jednym z produktow otrzymywanym
z odpadowych skor w czg$ci proponowanych rozwiazan technologicz-
nych jest roztwor hydrolizatu biatkowego. Nie ma dla takich roztworéw
duzego zastosowania i obecnie stalyby si¢ one nowym typem juz bez-
chromowego odpadu. Znalezienie zastosowania dla takich roztworéow
hydrolizatéw stworzytoby mozliwo$¢ praktycznego zagospodarowania
odpadow skor garbarskich.

Celem niniejszej pracy bylo okreslenie mozliwosci chemicznego
przetwarzania produktéw obecnych w hydrolizacie biatkowym na bar-
dziej warto$ciowe substancje, aby poprawi¢ ekonomik¢ zagospodaro-
wania wyjsciowego odpadu. Podstawowe typy aminokwasow buduja-
cych kolagen to: glicyna, prolina i hydroksyprolina [2—4]. Budowg ich
czasteczek przedstawiono narys. 1.
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Rys. 1. Gléwne aminokwasy budujace biatko kolagenu

Biatka kolagenowe zawieraja okoto 1/3 glicyny i sa potencjalnie ta-
nim zrodtem tego substratu po hydrolizie i po rozdzieleniu powstaja-
cych aminokwasow.

Otrzymywanie hydrolizatéw biatkowych

Kolagen bedacy gtownym sktadnikiem skor wraz z innymi biatkami
ulega stopniowej hydrolizie w $rodowisku alkalicznym a takze $rodo-
wisku w kwasowym. Proces hydrolizy biatek mozna realizowac takze
przy uzyciu enzyméw. W badaniach zdecydowano sig¢ na prowadzenie
hydrolizy alkalicznej. W jej trakcie powstaja bardziej jasne produkty
niz podczas hydrolizy kwasowe;j.

Probki odpadow skor garbowanych chromem pozyskane z podwar-
szawskiej garbarni traktowano wstgpnie 2,4% roztworem wodorotlenku
sodowego w temperaturze okoto 100°C przez 24 godziny. Nastgpnie
odsaczano wydzielony ciemnozielony osad Cr(OH);. W celu dokoncze-
nia hydrolizy do przesaczu dodawano jeszcze 40 g NaOH na wyjsciowe
100 g skor i kontynuowano reakcje hydrolizy przez kolejne 24 godziny
w temperaturze okoto 100°C.

Nastgpnie pobierano probke uzyskanego hydrolizatu i wykonywano
probe Piotrowskiego umozliwiajaca wykrycie obecnosci biatek i1 pep-
tydow. W probie tej uzywa sig roztworu Cu(OH), w NaOH. Wobec
biatek i peptyddw roztwor ten z niebieskiego barwi si¢ na fioletowo.
Uzyskiwano niebieskie roztwory $wiadczace o petnej hydrolizie biatek.
Silnie alkaliczne roztwory po hydrolizie zawieraty sole sodowe ami-
nokwasow. Rozwory te mialy jasnozotta barwg i specyficzny zapach.

Roztwory takie mozna poddawac rozdzielaniu na poszczegdlne ami-
nokwasy (np. chromatograficznie), ale w pracy nie podejmowano prob
ich rozdzielania. Rozdzielanie aminokwasow jest do§¢ ztozone i pra-
cochtonne, stad w praktyce przemystowej wiele z nich pozyskuje si¢
droga syntezy chemiczne;j.

Proces dezaminacji hydrolizatu

Ze wzgledu na trudno$¢ w rozdzielaniu aminokwaséw rozwazono
w pracy ich wstepna dezaminacj¢ w celu uzyskania produktow mozli-
wie pozbawionych azotu w czasteczkach. Spodziewano sig, ze produk-
ty po dezaminacji bedzie mozna tatwiej rozdzieli¢ klasycznymi techni-
kami.

Dezaminacj¢ wykonywano przy uzyciu reakcji Van Slyke’a [5]:

R-NH, + HNO, = R-OH + N,1 + H,0 (1)

Reakcja ta jest wykorzystywana w analizie organicznej i umozliwia
okreslenie iloSciowej zawarto$ci grup aminowych w probcee na podsta-
wie ilosci wydzielonego azotu. Reakcj¢ Van Slyke 'a na potrzeby proce-
su dezaminacji wykonywano w sposob opisany ponize;j.

Wodny roztwor 20,7 g NaNO, schtadzano w lodowce. Probke 250 g
roztworu hydrolizatu umieszczano w zlewce, a nastgpnie wstawiano
do naczynia z lodem umieszczonego na mieszadle magnetycznym. Do
hydrolizatu dodawano roztwor stezonego HCl w takiej ilosci, aby zneu-
tralizowa¢ nadmiar NaOH w hydrolizacie. Nastgpnie dodawano odmie-
rzong ilo§¢ kwasu fosforowego albo octowego w ilosci odpowiadajacej
stechiometrycznej reakcji z 20,7 g NaNO,. Do zakwaszonej i schtodzo-
nej probki hydrolizatu wkraplano zimny roztwor NaNO,.

Towarzyszyto temu intensywne wydzielanie pecherzykéw gazowe-
go azotu. Jednoczesnie obserwowano powstawanie brunatnych dymow
NO, powstajacego z utleniania NO tlenem z powietrza. Reakcje ubocz-
ne opisuja nastgpujace rownania:

3 HNO, — HNO, + NO 1 + H,0 @)

2NO + 0, — 2 NO, 3)

Po wprowadzeniu catej ilosci przygotowanego roztworu NaNO,
probke pozostawiano jeszcze na 1 godzing, a nastgpnie odstawiano do
oznaczenia zawartosci azotu. Co ciekawe, probki w takcie wprowadza-
nia roztworu NaNO, przybieraty zielona barwg, a z biegiem czasu pod-
czas przechowywania stawaly si¢ z6lte, a nastgpnie brazowe. Zmiany
barwy byly spowodowane zapewne powstawaniem i stopniowym roz-
ktadem réznych azotowych zwiazkéw barwnych.

Ocena stopnia dezaminacji probek

Zawarto$¢ azotu w probkach hydrolizatow wykonywano metoda
Kjeldahla. Metoda ta polega na wstgpnym zmineralizowaniu badanej
probki przy pomocy stezonego kwasu siarkowego z jednoczesnym
przejsciem catego azotu w probce w siarczan amonowy.

Mineralizacjg probek prowadzono gotujac przez 1,5 godziny badang
probke o objgtoscei 20 cm’ z dodatkiem 40 cm® stgzonego kwasu siar-
kowego pod chtodnica zwrotng wobec katalitycznej ilosci 0,6 g TiO,.
Dodatek TiO, przyspieszal proces mineralizacji.

Nastgpnie probke studzono i dodawano krople fenoloftaleiny
i umieszczano w kolbce stozkowej z mieszadtem magnetycznym w ze-
stawie pomiarowym pokazanym schematycznie na rys. 2. Przygotowy-
wano osobno roztwor 67 g NaOH w 150 cm’ wody i umieszczano go
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we wkraplaczu. Kolbg ze zmineralizowana probka taczono z chtodnica.
W odbieralniku umieszczano odwazona ilos¢ roztworu kwasu siarko-
wego. Odbieralnik taczono dalej z ptuczka, w ktdrej umieszczano do-
datkowa odmierzona ilo$¢ kwasu siarkowego. Po zmontowaniu catego
zestawu badawczego, wlewano do kolby z probka roztwor wodorotlen-
ku sodowego i rozpoczynano ogrzewanie.

Rys. 2. Schemat uktadu badawczego

W trakcie ogrzewania wywiazywat si¢ amoniak, ktory wraz z kon-
densujaca w chtodnicy woda dostawat si¢ do odbieralnika gdzie ulegat
neutralizacji:

2 NHy+ H,S0, — (NH,),SO, )

Pozostaty amoniak byt pochtaniany w ptuczce z roztworem kwasu.
Ten etap procedury byt trudny do wykonania ze wzgledu na wyrzu-
ty wrzacej cieczy w kolbie w wyniku gwaltownej desorpcji amoniaku
z roztworu badanej probki. W jednej z préb (nr 2 — Tab. 1) opary amo-
niaku najprawdopodobniej porwaty pewna ilo§¢ alkalicznego roztworu
z kolby do odbieralnika powodujac bardzo duzy btad pomiarowy.

Odpedzanie amoniaku prowadzono az do momentu, kiedy u wylotu
chlodnicy nie stwierdzano odczynu alkalicznego. Odczyn kondensatu
opuszczajacego chlodnicg okreslano papierkiem wskaznikowym rozia-
czajac chwilowo aparaturg. Ogrzewanie i odbieranie amoniaku trwato
okoto 4 godzin.

Ciecz zebrang w odbieralniku oraz roztwor kwasu z ptuczki taczono
i poddawano miareczkowaniu alkacymetrycznemu wobec fenoloftale-
iny w celu okreslenia ilo$ci zebranego amoniaku. Na podstawie ilosci
zebranego amoniaku obliczono ostatecznie zawarto$¢ azotu w wyjscio-
wej probee. Procedura wyznaczania zawarto$ci azotu objgto takze prob-
ki wyjsciowych hydrolizatéw. Poréwnanie zawarto$ci azotu w probkach
hydrolizatéw i w probkach po dezaminacji umozliwity oceng stopnia
dezaminacji probek hydrolizatow.

Wyniki badan

Wyniki oceny stopnia dezaminacji roztworéw hydrolizatow biatko-
wych otrzymanych ze skor odpadowych przedstawiono w tab. 1.

Tab.1. Zastawienie wynikow pomiaru zawartosci azotu w probkach i obliczonych
wartos$ci stopnia dezaminacji

Prébka Poczatkowa Zawaﬁoéé a;gtu Stppie{'l
zawarto$¢ azotu, [g] | po dezaminacji [g] dezaminacji, [%]

1 4,125 1,06 74,3
2 4,125 5,68 -

3 4,125 3,06 25,82
4 4,125 3,06 25,82
5 4,125 3,28 20,48
6 4,125 3,32 19,52

Podsumowanie i wnioski

Po wykonaniu petnej alkalicznej hydrolizy bialek kolagenowych ze
skor uzyskuje si¢ wodny roztwoér sodowych soli aminokwasow. Udato
si¢ uzyskac peing hydrolizg, co potwierdzily pozytywne wyniki proby
Piotrowskiego. Proces hydrolizy zachodzil wzglednie szybko, a zasto-
sowanie duzych ilosci wodorotlenku sodowego gwarantowato osiagnig-
cie pelnej hydrolizy biatek kolagenowych w przeciagu doby.

Wykonanie reakcji Van Slyke’a okazato sig¢ klopotliwe ze wzgledu
na konieczno$¢ stosowania niskich temperatur zapewniajacych wigksza
trwalos¢ i lepsza rozpuszczalnos¢ kwasu azotowego (I111) w wodzie. Po-
nadto w trakcie reakcji trudno jest zapobiec utlenianiu si¢ tlenku azotu
do dwutlenku. Zbyt gwaltowne dozowanie roztworu NaNO, prowadzi
do silnego pienienia si¢ mieszaniny reakcyjnej na skutek wydzielania
si¢ gazowego azotu oraz pianotworczego dziatania samych hydroliza-
tow. W zwiazku z tym nalezy roztwor ten dozowa¢ wolno. Diugiemu
utrzymywaniu si¢ piany sprzyjato wigksze stezenie roztworow, stad
lepiej jest stosowac roztwory o nieduzym stgzeniu. To jednak wyma-
ga kosztownej obrobki duzych iloéci cieczy na jednostkg¢ masy wyjs-
ciowych skor i podnosi koszt ewentualnego wydzielania produktow
reakcji.

Spowolnieniu catego procesu przeksztatcania hydrolizatow towarzy-
szyly tez niezbyt wysokie wydajnos$ci procesu dezaminacji za pomoca
reakcji van Slyke’a. W przypadku probki nr 2 mogto nastapi¢ porwanie
kropli mieszaniny reakcyjnej do absorbera amoniaku i znieksztatcenie
wynikow wykonywanych p6zniej miareczkowan.

Glowny skladnik kolagenu, jakim jest glicyna, w warunkach prowa-
dzonej dezaminacji miatby sig¢ przeksztalci¢ w kwas glikolowy wedtug
schematu:

H,N-CH,-COOH + HNO, —
— HO-CH,-COOH + N,1 +H,0 (5)

Kwas ten ma rézne zastosowanie m.in uzywa si¢ go w $rodkach do
pielggnacji skory ze wzgledu na jego silng zdolno$¢ do penetracji skory.
Jest takze surowcem wyjsciowym w réznych syntezach organicznych
oraz uzywa si¢ go w przemysle spozywczym, tekstylnym, w garbar-
stwie a takze wytwarza si¢ z niego biodegradowalny polimer — poli-
glikolid.

Problematyczne wydaje si¢ wydzielanie tego produktu z mieszaniny
reakcyjnej z racji jego niewielkiego st¢zenia w zwiazku ze stwierdzony-
mi niskimi stopniami dezaminacji, obecno$ci wraz z nim wielu réznych
zwiazkéw w mieszaninie poreakcyjnej i dodatkowo ze wzgledu na silng
wrazliwo$¢ kwasu glikolowego na podwyzszona temperaturg. Kwas ten
topi si¢ w 75°C i rozktada si¢ podczas proby destylacji. Rozdzielanie
produktoéw reakcji nie byto jednak przedmiotem prowadzonych obecnie
prac badawczych.

Dalsze badania nad dezaminacja hydrolizatow bialkowych powinny
przewidywa¢ mozliwos¢ uzycia wigkszej ilosci czynnika dezaminu-
jacego, zastosowanie tagodnych warunkéw procesu dezaminacji oraz
opracowanie bezpiecznej i skutecznej metody wydzielania kwasu gli-
kolowego np. droga ekstrakcji.

Dezaminacja hydrolizatdéw biatkowych otrzymywanych z odpado-
wych skor droga reakcji van Slyke’a mimo, ze wydaje si¢ prosta i za-
chgcajaca, nie jest ani latwa w aplikacji technologicznej, ani nie jest
zadowalajaco wydajna.
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