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Kyselina mlé&na, vyrobend kvasnym zpiisobem,
obsahuje velké mnoZstvi doprovodnych latek, kte-
ré snizuji jeji jakost.

V piedloZené praci jsme se zaméFili na kvalita-
tivni prikaz volnych aminokyselin, jako pfipad-
ného precursoru sekundarné vznikajicich barviv &
jedné z pricin pachuti a nepfijemné viiné kyseliny
mlécneé.

Zdrojem aminokyselin pfechazejicich do vyrob-
ku je jednak melasa, z niZ se pflipravuje zapara
a jednak dopliikova Zivina — sladovy kvét. Ciferri,
Gechele, Mariani a Torraca (2) dokéazali chromato-
graficky, Ze v melase jsou pfitomny tyto amino-
kyseliny:

Nizev mg/l g | Nazev mg/l g
|

alanin 5,64 lysin 0,52
kyselina glutamova 4,99 serin 0,46
tyrosin 4,73 arginin ,26
isoleucin 3,19 methionin 0,21
leucin 2,79 threonin 0,17
kyselina asparagovi 1,91 kyselina y-aminomiéselnd 0,16
valin 1,79 fenylalanin 0,11
glycin 1,14

Z tabulky ie patrné, Ze v melase je nejvice ala-
ninu, kyseliny glutamové, tyrosinu, isoleucinu a
leucinu. Z pozd&jsi prace Mariani, Ciferri a Tor-
raca (3, 4) viak vyplynulo, Ze pivodni zjisténé
mnoZstvi kyseliny r-aminoméselné neodpovida sku-
teénosti a melasa ji obsahuje 2,8 mg/1 g.

Stanovenim aminoKyselin v naSich melasach se
zabyval Vavruch (5). Dokéazal, Ze v Fepné melase
jsou tyto aminokyseliny a jejich amidy, v pofadi
klesajici koncentrace: kyselina glutamovd, Kyse-
lina r-aminomaéaselnd, glycin, glutamin, valin, serin,
kyselina asparagova, alanin, leucin, isoleucin, aspa-
ragin [dokazan jen v n&kterych vzorcich), tyrosin
(jen v malém mnoZstvi), arginin, fenylalanin a
lysin.

Sladovy kvét, pouZivany jako dopliilkova Zivina,
je dalsim zdrojem aminokyselin. Obsahuje v su$iné
priblizné 24,4 % dusikatych latek, 10 % vody,
2 9% tuku, 42,2 % bezdusikatych latek, 14,2 % celu-
losy a 7,2 % popela. Z rozboru je vidét, Ze slado-
vého kvétu se ma pfiddvat co nejméng, aby se za-
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branilo vnéaseni balastnich latek, které by pozdé&ji
znesnadiiovaly rafinaci surové kyseliny mlééné.
Pokud jde o kvalitativni a kvantitativni obsah
aminokyselin volnych i vazanych ve sladovém
kvétu, jsou poznatky velmi kusé. Je pravdépodobné,
Ze kvalitativn& bude jejich obsah v podstaté stejny
jako ve sladu. Pro orientaci uvadime vysledky,
které vykazuji Ljungdahl a Sandegren (6) a dale
Harris (7), podle nichZ byly v pivni mladiné zjiSté-
ny tyto volné aminokyseliny: kyselina r-aminoma-
selnd, arginin, asparagin, kyselina asparagova,
cystin, kyselina glutamova, prolin, serin, threonin,
tryptophan a valin. ProtoZe se v3ak sladovy kvét
pfiddva pouze v malém mnoZstvi, je hlavnim zdro-
jem aminokyselin v kyseling mlétné melasa.

U néas se kyselina mlécna isoluje a rafinuje bud
krystalizaci mlétnanu vapenatého, nebo extrakci
kyseliny mlé&né z jejich vodnych roztokil organic-
kymi rozpoudtédly. Zamé&fili jsme se proto na tyto
dva rafina&ni postupy a porovnali jejich aCinnost
z hlediska odstrafiovani aminokyselin, pFitomnych
ve vychozi technické kyseliné mléZné.

Vzorky kyseliny mlé¢né bylo nutno pied vlasi-
nim stanovenim aminokyselin vhodné upravit. K to-
muto ufelu jsme pouZili modifikované metody ka-
pilarni analysy. Metodu poprvé pouZil Goppels
Roder (8), aviak pro praktické vyuZiti pfi lumi-
niscentnich analysach ji propracovali Neugebauer
(9), Danckwortt a Pfau (8).

DosaZeni souméfitelnych vysledkil zavisi na téchto

podminkéch:

1. Na pouzivani spravnych druhf {filtraéniho papiru.
Vhodné papiry pro luminiscenni analysu jsou napi.
Schleicher a Schiill &is. 604, 598, 602;
na velikosti prouzku filtra¢niho papiru
na tvaru prouZku papiru
na mnoZstvi analysované kapaliny
na teploté
na relativni vlhkosti vzduchu

Danckwortt a Eisenbrand (10) doporucuji tentn
postup:

CXUPS RN

ProuZky filtraéniho papiru 25 X 2 cm se ponofi do
5 ml zkoumané tekutiny, ktera je v nddobce 5 cm vy-
soké a 2,5 cm Siroké. ProuZky se zavési tak, aby se
dotykaly svym spodnim okrajem dna nédoby. Po 24 h se
prouzky vyjmou a vysu3i na vzduchu. Teplota ma byt
udrZovdna v rozmezi 18—20°C pfi relativni vihkosti
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vzduchu 70—7504. Aby se dos&hlo uvedenych podmi-
nek, doporuéuje se analysu provadét v uzavienych skii-
nich.

Rapp (11) a Rojahn (12) pouZivaji na kapilarni
analysu papirovych prouZkiti del3ich neZ 50 cm.
Aby se papir nevysuSoval, provddé&ji analysu
v uzavienych sklen&nych valcich s atmosiérou na-
sycenou vodnimi parami. PFi tomto zpfisobu se
ziskd dokonalej$i rozdéleni zon jednotlivych latek
v analysované kKapaliné.

Pdrkdnyi (13, 14) pouZival k rozboru potravindf-
skych barviv Ctvercové kapildrni analysy. Papir
Whatman ¢&is. 4, ze kterého vystfihl Ctverec o stra-
né 7—12 cm, ponofil jednim rohem asi 2 mm hlu-
boko do analysovaného roztoku. PFi vzlindni vzor-
ku dochdzi k &dstednému rozdéleni smési pfitom-
ny¥ch barviv.

V dosud uvedenych piipadech bylo kapilarni
analysy pouZito k isolaci a pfimé identifikaci po-
vét§in& barviv. Pro tento ifel metoda plné vyho-
vuje. Papirovd chromatografie, pouZivana k stej-
nému dcelu, je vzhledem k dob& potfebné na vyvi-
jeni chromatogramu zdlouhava.

My jsme této metody pouZili pouze k fpravé
vzorkdl, tzn. k isolaci pfftomnych aminokyselin a
ne k jejich identifikaci. Ufelem tipravy bylo jednak
nahromadit aminokyseliny v potifebném mnoZstvi
pro chromatografické stanoveni, jednak &astecné
z nich odstranit doprovodné balastni latky a pfie-
bytek kyseliny mlé&né. K nahromadovani amino-
kyselin se oby¢ejn& v laboratorni praxi pouZiva
1onexil. Prace je vSak zdlouhava a obtiZn4, zejmé
na pfi sériovych analyséch.

Experimentalni £ast a vysledky

Ve vzorcich kyseliny mlé&né byla stanovena cel-
kova acidita, celkovy dusik, popel a volné amino-
kyseliny. Acidita byla stanovena alkaliacidimet-

Obr. 1. Chromatogram aminokyselin — technickd ki-
selina mléénd A (vievo)
1 lencin, 2 — valin, 3 — 0, 4 — vzorek kyseliny mlééné, 5 — tyrosin,

© — prolin, 7 — alanin, 8 — vzorek kyseliny mléfné, 9 — kyselirta glutamovi,
10 — glycin, 11 — kyselina asparagovi

Obr. 2. Chromatogram aminokyselin — potravindfsicd
kyselina mléénd B {vpravo)
1 —leucin, 2 — valin, 3 -— kyselina y-aminomdselnd, 4 - vzorek kyseliny

mlééné. 5 — tyrosin, 6 — prolin, 7 — alanin, 8 — vzorek kyseliny mlééné,
9 — kyselina glutamové, 10 — glyein, 11 — kyselina asparagovi

ricky, dusik metodou Kjeldahlovou, popel védZkové
po vy¥ihani pfi 550°C, volné aminokyseliny me-
todou chromatografickou.

K déleni aminokyselin bylo pouZito jednoroz-
mérné sestupné chromatografie na papife. Jako
rozpoustédla bylo pouZito smési n-butanolu — ky-
seliny octové — vody v poméru 4:1:5. Ke sta-
noveni se nejlépe osvedfil papir Whatman ¢&fis. 1.
Detekce byla provddéna postfikem 0,1 % rozio-
kem ninhydrinu v acetonu, vyvoldvaci doba 10
min. pfi 100°C. ProtoZe jsme pracovali jednoroz-
mérnou chromatografii, pouZili jsme metody opa-
kovaného vyvijeni ({tyfnésobné). Jednotlivé ami-
nokyseliny analysovanych vzorkil kyseliny mlééné
byly identifikovdny bud srovnanim s paralelng
nanesenymi standardy nebo tim, Ze byl sledovédn
vzriist intensity skvrn aminokyselin, obsaZenych
v kyseling: mlé¢né, po pfidani uréitého mnoZstvi
aminokyseliny.

Uprava vzorku kyseliny mlééné metodou
kapilarni analysy

Princip na$i metody je tento: Obdélnik z chro-
matografického papiru Whatman ¢&is. 1 o rozméru
25 X 20 cm, se volné zavési tak, Ze spodnim okra-
jem del8i strany dosahuje na dno chromatografic-
kého Zldbku s analysovanym roztokem. Doba vzli-
nani je 24 h. Potom se papiry vyjmou, vysu$i v su-
garnd pfi 105 °%C (doba suSeni 4 min). Z vysu3enych
papirii se odstfihne tzky prouZek a zona nahro-
madénych aminokyselin se uréi jednak jeji fluo-
rescenci pod UV svétlem, jednak detekci roztokem
ninhydrinu a op&tovnym vysuSenfm v suSarné pfi
105 °C. Bylo zjifténo, Ze smés aminokyselin se na-
chézi v ¢ele nasdtého pédsu analysovaného vzorku
kyseliny mlééné. Proto se £elo odstfihne a ziskany
prouZek papiru — 8itky asi 5 mm — se vylouZi
vodou. Vodny roztok se zahusti ve vakuu a analy-
suje popsanou metodou papirové chromatografie.

Pfi analyse kyseliny mlééné, obsahujici velkée
mnoZstvi doprovodnych latek, je nutné cely iso-
laéni postup opakovat, aby se doséhlo dokonalej-
8§iho oddéleni balastnich ldtek, znesnadiiujicich
chromatografické dé&leni aminokyselin.

P¥i pomérné vysoké viskosité analysovanych °

vzorkd dochédzi ke Spatnému vzlinani a tim takeé
ke stiZenému oddélovani zon jednotlivych latek.
Tento nedostatek jsme se snaZili odstranit tim, Ze
jsme pracovali v atmosféfe siln& nasycené vodni-
mi parami. Dé&leni se zlep3$i jen ¢&&dstednd. Proto
jsme vzorky fedili destilovanou vodou v poméru
1:5, CimZ se sniZi hustota i viskosita a vrstva,
obsahujici aminokyseliny, se snadné&ji odd&li od
kyseliny mlééné a ostatnich doprovodnych latek.
V souhlase s citovanou literaturou jsme rovnéZ
zjistili, Ze je nutné udrZovat urlity pomér mezi
plochou papiru, pouZitého k analyse a mnoZstvim
analysovaného vzorku, protoZe pii velkém piebyt-
ku vzorku se vzlinani zastavi dfive, neZ je spotfe-
bovdna veSkerd zasoba ve Zlabku. Papir je preti-
Zen a nedochdzi k #adoucimu oddé&leni. Pro nade
ucely se osvédtilo pouZivat 25 ml roztoku kyseliny
mlécneé, zfedé&né vodou v poméru 1:5 mna uvede-
nou plochu chromatografického papiru.

Stanoveni amingkyselin v jednotlivich vzorcich
kyseliny mlééné
K pokustum byly pouZity tyto vzorky kyseliny:
a) technickd kyselina mléctnéd ze zavodu A,

R it
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b) potravindfskd kyselina mléfna ze zdvodu B
(rok vyroby 1956),

c) potravindfska kyselina mlécénd ze zavodu C,

d) potravindfskd kyselina mlécéna, ziskana ex-
trakci technické kyseliny ze zdavodu A ethylace-
tatem.

sloZeni kyselin je uvedeno v tab. 1 a na pFiloZe-
nych chromatogramech {obr. 1,2, 3 a4).

Tabulka 1
SloZeni vzorkid kyseliny mlééné
. . idit dusik opel ‘
Vzorek kyseliny mlé&né ;:1‘,;‘: %u‘;h- ,,‘,: \?:h. | zabarveni
|
technickd A 46,40 1 1,2600 | 6,403 I tmavé hnédé
pntra\‘inﬁ!kﬁ B 47,81 0,0523 | 0,010 nazloutlé
pntravinﬁski C 50,21 0,0277 | 0,1478 | nazloutlé
extrahovand ethylacetitem 57,83 | 0,2880 | 0,068 tmavé hnédé
Souhrn

1. Byla vypracovdna novd metoda na isolaci
aminokyselin, pFitomnych v rtznych druzich ky-
seliny mlé&né.

2. Chromatograficky byly prokdzany tyto amino-
kyseliny:

V technické kyseliné mlééné ze zdvodu A —
kyselina asparagovd, glycin, Kyselina glutamova,
alanin, tyrosin, kyselina r-aminoméselnd, valin,
fenylalanin, leucin. Tfi skvrny na chromatogra-
mech nebyly identifikovany. Jde pravdépodobné
o lysin, threonin a kone&n& latku, projevujici po
detekci Zlutou skvrnu.

V potravindrské kyseliné mlééné ze zdvodu B —
glycin, kyselina glutamovd, alanin, kyselina r-ami-
nomaéselnd, leucin. Dvé& skvrny neidentifikovany.
V jednom piipadé& jde opét o Zlutou skvrnu.

V potravindiské kyseliné mlétné ze zdvodu C —
kyselina asparagovd, kyselina glutamovd, alanin,
kyselina r-aminomad&selna.

V potravindrské kyseliné mlééné, ziskané ex-
trakci technické kyseliny ze zdvodu A ethylace-
tdtem — Kkyselina asparagovd, glycin, kyselina
glutamovd, alanin, kyselina y-aminomdéselnd, leu-
cin. Dvé skvrny neidentifikovadny, v jednom pfi-
padé jde rovnéZ o Zlutou skvrnu.

3. Zastoupeni jednotlivfch aminokyselin v po-
travinarské kyseliné mlécné, extrahované ethyl-
etherem (vzorek ze zdvodu B) a ethylacetatem, je
aZ na kyselinu asparagovou stejné. Podle intensity
lze usuzovat, Ze i z hlediska kvantitativniho je
jejich obsah pfibliZn& stejny. Ve vzorcich je nej-

ONPEOEJIEHHME CBOBOJIHLIX
AMHHOKHCJIOT B TEXHHUECKOH

H PAGHHHPOBAHHOW Eo

npeannoJiarath JIHCHH,
LIeCTBO NPOABJAAKOLLEECHA MHeaTbhIM

Obr. 3. Chromatogram aminokyselin — potravindrskd
kyselina mléénd C (vlevo)
Legenda je shodna s obr. 2
Obr. 4. Chromatogram aminokyselin — potravindfskd

kyselina mlé¢nd, ziskand extrakci technické kyseliny A
ethylacetdtem (vpravo)

Legenda je shodnd s obr. 2

vice kyseliny glutamové a alaninu. Ostatni amino-
kyseliny jsou ve stopéch.

4. V potravinafské kyseliné mlécné, vyrobené
rekrystalizadnim zplisobem [(kyselina ze zavodu
C), nebyla prokdzédna pfitomnost glycinu a leucinu.
Podle intensity skvrn se da usuzovat na vE&tSi pro-
cento alaninu neZ u kyseliny, rafinované extrakci
organickymi rozpoustédly.
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TPeOHHH H Be-
nsaT-

J0Ta, aJaHHH, y-aMHHOMACJfHAs KHC-
qota, JeduuH. sa naTHa He ObLIH
onpenedeHsl. B oaHoM caydyae MATHO

MOJOYHLIX KHMCJ/IOTAX

|. Buit  pa3paGotaH HOBHIi MeTOX
AJ8  H30JUHH  aMHHOKHCJIOT [pHCYT-
CTBYIOUIHX B PasHbIX BHAAX MOJOYHON
KHCJIOTHI,

2. Xpomatorpaduueckn 6uan  onpe-
Jeflennl  cJedylOUIHe — AMHHOKHCJOTBI:
B texunueckoit Mmosounoil KHCOOTE
C 3aBoma A: acnaparMHOBas KHC0TA,
TJMIHH, TAYyTaMHHOBas Kucjora, aja-
HEH, THPOCHH, KHCJAO0TAa y-aMHHOMAacad-
Hasi, BaJaWH, (GeHuaaJaHHH, JeHLHH.
Tpu natwa wa xpomatorpammax me
yaanocs  uaentHdHuHpoBaTh. MoxHO

B numesofi MoJsoYHOil KHCJIOTe € 3a-
Boga D Oulan  onpededenu: TJIHIMH,
FJIyTAMHHOBASI KHCJIOTA, aJaHHH, y-aMH-
HOMacasHas Kucaota, Jefiuun.  Jlsa
naTHA He OBUIH HAEHTHOHIIPOBAHBI.
Oano u3 nated OBl KeaToe.

B numeBoil Moso4HOH KHCJAOTe € 3a-
pona B Owiiin: acnaparHHoBsasi KHCJ07a,
rJyTaMHHOBAs KHCJOTA, ajJaHiH, y-aMH-
HOMa®nsiHas KHCJIO0TA.

B numesoil MOJOYHOH KHCJOTe MOJY-
YeHHOH NyTeM SKCTPAKUHH TeXHHYeCKoi
KHCJOTBI € 3aBoja A 3THIaleTaToM
ObiH OOHApyMKeHBl:  acnaparHioBas
KHCJ0TA4, TJHLHH, JTyTaMHHOBas KHC-

OBLIO KeaTOe.

3. Honu oTaeMbHBIX  AMHHOKHCJIOT
B [HIIEBOHl MOJOYHOH KHCJOTe BBIIKC-
TparHpoBaHHOI 3THJI0BBIM 3 HpOM
(npoba ¢ 3aBona bB) wmam sTHIAUeTa-
TOM OBbIJH, 3@ HCKJIKYEeHHeM acrnaparH-
HOBOH KHCAOTH, OaHHakoele. Cyas no
HHTEHCHBHOCTII OKPACKH MOXHO Tnpel-
fosarath, 41O U HX KOJHYeCcTBeHHas
nponopuus NpHOIH3HTEJbHO O[HHAKO-
Ba. B npofax Haxoautca GoJblue BCETO
FJIYTaMIHOBOI KHCJIOTEL 11 ananiHa. Bee
npoyne aAMHHOKHCJAOTH [MPHCYTCTBYIOT
JAHWbL B (opMe CJe10B.

4. B nuuweBoit MOJ0YHOH KHcJoOTe
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NOJTYYeHHOA TyTeM TIepPeKPHCTANIH3a-
uHH  (KHCAOTa ¢ 3aBoga B) He 6oiin
ofHapyxeHbl IVIMUMH M Jefinun, Cyns
10 HMHTEHCHBHOCTH OKDPACKH  TsITeH,
MOMKHO TNpellNoJoraT IOBHIIEHHOE CO-
AepmaHue aJaHHHA [0 CPABHEHHIO
¢ KHCAOTOH padQHHUPOBAHHOH MHyTeM
IKCTPArHPOBAHHA OPraHHYeCKHMH pac-
TBOPHTEASIMH,

DETERMINATION OF FREE AMINO
ACIDS IN INDUSTRIAL AND
REFINED LACTIC ACIDS

1. A new method has been deve-
loped for isolation of amino acids
present in various grades of lactic
acid.

2. Chromatographic analyses dis-
closed the following amino acids:

In industrial lactic acid manu-
factured by works A: aspartic acid,
glycine, glutamic acid, alanin, tyro-
sine, y-aminobutyric acid, valine, phe-
nylalanin, leucine. Three stains on
chromatogramms were not identified.
Most likely they can be attributed
to lysine, threonine and a substance
giving after detection yellow stain.

In edible lactic acid manufactured
by work B: glycine, glutamic acid,
alanin, y-aminobutyric acid, leucine.
Two stains were not identified. One
stain was yellow.

In edible lactic acid supplied by
work C: aspartic acid, glutamic acid,
alanin, y-aminobutyric acid.

In edible lactic acid manufactured
by extracting from industrial lactic
acid supplied by work A: aspartic
acid, glycine, glutamic acid, alanin,
r-aminobutyric acid, leucine. Two
stains of which one was yellow were
not identified.

3. Proportion of individual amino

acids present in edible lactic acid
(sample from works B) extracted
by ethylether and ethylacetate is on
all chromatogramms — except aspar-
tic acid - practically identical.
Judging from the intensity of colours,
it can be expected that the amounts
of individual amino acids is approxi-
mately the same. The greatest part
of substances in all samples is
represented by glutamic acid and
alanin. The rest of amino acids is
present in traces only,

4. Neither glycine, nor leucine
were found in edible lactic acid
manufactured b¥y recrystallization

(sample from works C). The intensity
of stains permits to expect higher
percentage of alanin than in lactic
acid refined by extraction process
in which organic solvents are used.

NACHWEIS FREIER AMINOSAUREN
IN TECHNISCHER UND
RAFFINIERTER MILCHSAURE

1. Es wurde eine Methode zur Iso-
lation der in verschiedenen Milch-
sdurearten enthaltenen Aminosduren
ausgearbeitet.

2. Chromatographisch wurden fol-
gende Aminosduren nachgewiesen:

In der technischen Milchsdure aus
dem Betriebe A: Asparaginsdure, Gly-
cin, Glutaminsdure, Alanin, Tyrosin,
y-Aminobuttersdure, Valin, Phenylala-
nin, Leucin. Drei Flecken auf den
Chromatogrammen konnten nicht
identifiziert werden. Es handelt sich
wahrscheinlich um Lysin, Threonin
und eine weitere Substanz, welche
nach der Detektion einen gelben
Flecken gibt.

In der Milchsdure zu Nahrungs-
zwecken aus dem Betrieb B: Glycin,

Glutaminséure, Alanin, y-Aminobutter-
sdure, Leucin. Zwei Flecken nicht
identifiziert. In einem Fall handelt
es sich wieder um einen gelben
Fleck.

In der Milchsure zu Nahrungs-
zwecken aus dem Betrieb C: Aspa-
raginsdure, Glutaminsidure, Alanin,
y-Aminobutterséure.

In der Milchsdure zu Nahrungs-
zwecken, welche aus der technischen
Saure (Betrieb A) mittels Ethylace-

tat-Extraktion gewonnen wurde:
Asparaginsdure, Glycin, Glutamin-
sdure, Alanin, y-Aminobuttersiure,
Leucin. Zwel Flecken blieben uni-
dentifiziert. In einem Fall handelt
es sich wieder um einen gelben

Fleck.

3. Die Verwertung der -einzelnen
Aminosduren in der Milchsdure zu
Nahrunsgszwecken, welche mittels
Ethyldther (Muster aus dem Betrieb
B) und Ethylacetat extrahiert wurde,
ist mit Ausnahme der Asparaginsdure
identisch. Nach der Intensitit kann
vorausgesetzt werden, dass auch vom
quantitativen Standpunkt der Gehalt
an Aminosduren ungefdhr gleich ist.
Mit Ausnahme der Glutaminsdure und
des Alanins, welche in den Proben
in grisseren Quanten vorkommen,
sind die Aminosduren nur in Spuren
enthalten.

4. In der Milchsdure zu Nahrungs-
zwecken, welche nach dem Rekri-
stallisationsverfahren hergestellt wur-
de (S#ure aus dem Betrieb C), wurde
Glycin und Leucin nicht nachgewie-
sen. Nach der Intensitit der Flecken
konnte auf einen hdheren Prozent-
gehalt an Alanin geschlossen wer-
den als bei der S#ure, welche durch
Extraktion mit organischen Lisungs-
mitteln raffiniert wurde.




