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V ¢lanku je shrnut vyznam aminokyselin v pivovarstvi z hlediska
vhodné skladby dusikatych slozek extraktu mladiny a zajisténi opti-
malniho priibéhu kvaseni. Zdliraznén je aspekt podilu volnych ami-
nokyselin na tvorbé jak senzoricky vyznamnych metabolitd, tak latek
negativné ovliviujicich organolepticky profil piva v procesu jeho skla-
dovani. Je podana stru¢na charakteristika aminokyselin jako che-
mickych slouéenin. Pfehled metod stanoveni aminokyselin obsahuje
metody klasické, zalozené na spektrofotometrickém méreni, a mo-
derni, vyuzivajici HPLC, GC, GPC a HIC. Hlavni pozornost je zamé-
fena na metodu stanoveni volnych aminokyselin pomoci Waters
AccQeTag derivatizace a nasledného stanoveni téchto derivatl po je-
jich separaci na reverzni fazi pomoci fluorescenéni detekce. Metoda
byla aplikovana na stanoveni volnych aminokyselin v pivech. Jsou
uvedeny podminky separace aminokyselin a jejich kvantifikace je do-
kumentovana na analyzach redlnych vzork( piv typu svétly lezak.
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portance of amino acids in brewing industry and new methods
of their determination. Kvasny Prum. 51, 2005, No. 2, p. 47-51.

In the article, the importance of the amino acids in the brewing in-
dustry from the view of a suitable composition of nitrogenous com-
pounds of hopped wort extract and the ensurance of an optimal
course of fermentation is resumed. The aspect of the participation of
free amino acids in the production of both metabolites important from
the view of organoleptic properties and the compounds adversely af-
fecting the organoleptic profile of beer during storage is underlined.
In the article, a brief characteristic of amino acids as chemical com-
pounds is given. The overview of amino acids determination includes
conventional methods based on spectrophotometric measurements
as well as the latest methods, employing HPLC, GC, GPC and HIC.
Prime attention is paid to the method of free amino acids determi-
nation by means of Waters AccQeTag derivatization and subsequent
determination of these derivates after their isolation on reverse phase
by means of fluorescence detection. The method was applied for the
determination of free amino acids in beer. In the article, the conditi-
ons of amino acid isolation are given and their quantification is do-
cumented on the analysis of real samples of pale lager beer.
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In diesem Artikel wird die Bedeutung der Aminoséuren in der Brau-
industrie aus der Sicht des glinstigen Inhalts der stickstoffhaltigen
Komponenten im Wurzeextrakt und der Versicherung des optimalen
Gérverlaufs zusammengefasst. Es wird der Anteil der freien Amino-
sduren an der Bildung nicht nur der sensorisch bedeutenden Stoff-
wechselprodukte, sondern auch der Stoffe, die das anorganische
Profil des Biers wahrend der Lagerung negativ beeinflussen, her-
vorgehoben. Es wird eine kurze Charakteristik der Aminoséuren als
chemischer Verbindungen gegeben. Die Ubersicht der Bestim-
mungsmethoden der Aminos&uren beinhaltet sowohl die herkémm-
lichen, auf der spektrophotometrischen Messung begriindeten Met-
hoden, als auch die modernen Methoden, die HPLC, GC, GPC und
HIC nitzen. Die Hauptaufmerksamkeit wird auf die Bestimmung der
freien Aminosauren mit der Hilfe ,Waters AccQeTag-Derivatisation®
und die folgende Bestimmung der Derivate nach ihrer Separation an
der Reversierphase mittels der Fluoreszenzdetektion gerichtet. Die
Methode wurde bei der Bestimmung der freien Aminos&uren im Bier
angewendet. Es werden die Bedingungen der Trennung von Amino-
sauren angefihrt und ihre Menge wird mittels der Analysen der Bi-
erproben des hellen Lagerbiers belegt.

Yuxkosa, I'. — NodpTa, M. — Konoyxosa, U. — docTanek, I.:
3HavyeHne aMMHOKUCOT B MUBOBAPEHUN U HOBble METOAbI UX
onpegeneHus. Kvasny Prum. 51, 2005, Ho. 2, cTp. 47-51.

PaccmatpuBaloTcs 3HavyeHuMe aMMHOKUCNOT B MMBOBapeHuu
C TOYKM 3peHns NOAXOASALEero cofep>kaHns asoTUCTbIX BELeCTB
3KCTpaKTa cycna u obecrneyvyeHne ONTUMANbHOTO MPOXOXAEHUS
6poxxeHus. MogyepkrBaeTCcs acnekT AONN HECBA3AHHbIX aMUHO-
KMCMOT Ha 06pa3oBaHne Kak CEH30PUYECKM 3HAYMTENbHbIX MeTa-
60N1TOB, Tak U BeLEeCTB BUAIOWMX OTpULATENIbHO Ha OpraHo-
nenTuyecku npodunb NMBa B Mpouecce ero xpaHeHuns. flaetca
KpaTKada XapakTepuctmka aMUHOKWNCIOT KaK XUMUYeCKUx
coenHeHun. lepeveHb MeTOAOB oOnNpefeneHns amMHOKUCIOT
COAEPXUT KaK Krlaccu4eckme MeToAbl, OCHOBaHHbIE HA CMEeKTPo-
(hOTOMETPUHECKOM U3MEPEHNN, TaK U COBPEMEHHbIE MeETOAbl,
npumeHstowme HPLC, GC, GPC un HIC. OcHoBHOE BHMMaHue
yaenseTca metody onpefeneHns neTywmx BewecTs npu nomMoLy
aepusatunsauyum Waters AccQ-Tag v nocnegytouero onpegeneHus
3TUX AepUBATOB MOCIE UX CenapnpoBaHns Ha peBepcHoO chase npu
nomoLyy pryopecLeHTHOro aetekuposanms. Metog 6bin UCnosb-
30BaH AM1a OnpefenieHnss HecBsI3aHHbIX aMWHOKWUCIIOT B MUBax.
MpuvBOAATCA YCMOBUSI CENapupoBaHWs aMUHOKUCIIOT U UX
KBaHTUMUKALMS yKa3aHa Ha aHanusax pearnbHblx Npob nve Tuna
CBET/I0ro narepHoro nuea.

1 UvoD
1.1 Vyznam aminokyselin

Zakladem pro vyrobu dobrého piva jsou
kvalitni suroviny, a to pfedevsim sladovnicky
jeémen s vhodnym obsahem dusikatych 1a-
tek a aminokyselin. Aminokyseliny maji ne-
zastupitelny vyznam pfi kvaseni pro pomno-
zeni kvasinek a pro metabolismus nejen
dusikatych latek, ale i sacharidd, lipidd, sir-
nych slou€enin apod. [1]. Az do rozSifeni po-
znatkll o mechanismech tvorby komponent
staré chuti piva byly aminokyseliny povazo-
vany za bezproblémové latky sladarského
a pivovarského procesu a jejich vysoké mnoz-
stvi v mladiné za pfiznivy ukazatel. Nyni jsou
vzhledem k uasti v reakcich vedoucich

k tvorbé senzoricky nezadoucich sloucenin
ze skupiny tékavych aldehydl fazeny do sku-
piny tzv. kompromisnich slozek [2].

1.2 Klasifikace a charakteristika
aminokyselin

Aminokyseliny jsou slouceniny, v jejichz
molekule je pfitomna alespori jedna primarni
aminoskupina —NH, a souc¢asné jedna kar-
boxylova skupina —COOH. Podle vzdalenosti
aminoskupiny od karboxylové skupiny se
aminokyseliny rozdéluji na a- az e- (2—-6 ami-
nokyseliny). K aminokyselinam se fadi také
karboxylové kyseliny obsahujici v molekule
sekundarni aminoskupinu —NH-, ktera je
soucasti tfi- az Sesti¢lenného cyklu [3].

K oznacovani aminokyselin se uziva trivi-

alnich ndzva, odvozenych od jejich plvodu
nebo vlastnosti, ke zkracenému oznacovani
se pouziva tfipismennych symbold (nebo jed-
nopismennych u rozsahlejSich peptidovych
struktur).

Podle struktury a funkénich skupin v po-
strannim fetézci se déli na aminokyseliny ali-
fatické a nealifatické, aminokyseliny obsahu-
jici siru a heterocyklické aminokyseliny. Prvni
skupina zahrnuje monoamino-monokarboxy-
lové kyseliny (glycin, alanin, isoleucin, valin,
leucin), hydroxy-monoamino-monokarboxy-
lové kyseliny (serin, threonin), monoamino-di-
karboxylové kyseliny (kyselina asparagova
a glutamovd). K nealifatickym aminokyseli-
nam patfi aromatické aminokyseliny (fenyla-
lanin, tyrosin), monoamino-dikarboxylové
amidy (asparagin, glutamin) a diamino-mono-
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karboxylové kyseliny (arginin, lysin, hydroxy-
prolin, ornitin). Aminokyseliny obsahujici siru
predstavuji cystein, cystin, methionin a hete-
rocyklické aminokyseliny tryptofan, histidin,
prolin, hydroxyprolin. Podle acidobazickych
vlastnosti Ize aminokyseliny ¢lenit na kysele
a neutralné reagujici (kyselina asparagova
a glutamova, glycin, alanin, valin, leucin, iso-
leucin, prolin, fenylalanin, tyrosin, tryptofan,
serin, threonin, methionon, cystein a cystin)
a bazické kyseliny (lysin, arginin a histidin).

Podle polarity postranniho fetézce se déli
na nepolarni (hydrofobni), polarni (hydrofilni)
a obojetné (amfifilni). Z hlediska vyznamu ve
vyzivé ¢loveéka Ize aminokyseliny rozdélit na
esencialni, semiesencialni a neesencialni.
Z hlediska optické aktivity tvofi aminokyseliny
D- a L-izomery, v bilkovinach se vyskytuji jen
v L-konfiguraci. Podle organoleptickych viast-
nosti se rozliSuji na sladké, kyselé, hotké a in-
diferentni.

1.3 Vyskyt aminokyselin v pivovarskych
surovinach

Z&kladni pivovarskou surovinou je slado-
vnicky je€men. Vyznamnou ulohu v procesu
poskliznového dozravani jeémene maji ami-
nokyseliny a peptidy s SH-skupinou (gluta-
thion a cystein), které zajistuji indukci dycha-
ciho systému zrna a syntézu protein(,
enzymovych komplex( a novych tkani.

V procesu sladovani se plisobenim proteo-
lytickych enzymd endopeptidas a exopepti-
das zvySuje v zrnu hladina celkového amino-
dusiku a volnych aminokyselin. Stépeni
vysokomolekularnich dusikatych latek a zvy-
Sovani obsahu volnych aminokyselin pokra-
Cuje i pfi hvozdéni az do tzv. enzymové faze
suseni. Obsah bilkovin nelze zcela ovlivnit vy-
bérem odrudy, nebot vice nez 80 procent pro-
ménlivosti znaku je dano agroekologickymi
podminkami ro¢niku [4].

Béhem vystirky a rmutovani ve varné pre-
chazeji volné aminokyseliny ze sladu do roz-
toku a v omezené mife pokracuje jejich uvol-
fovani z vysokomolekularnich dusikatych
slouéenin aktivnimi proteolytickymi enzymy.

U chmele pfedstavuji dusikaté latky 15-20
procent susiny a zahrnuji proteiny, polypep-
tidy a aminokyseliny s pfevahou argininu. Ba-
zickym aminokyselinam je pfisuzovan nega-
tivni u€inek na pénivost piva a stabilitu pivni
pény [5]. Mladina obsahuje asi 5 procent du-
sikatych latek z celkového mnozstvi extraktu
a tento podil je slozen hlavné z bilkovin, pep-
tid{, amind, aminokyselin a v mensi mife z pu-
rin( a nékterych vitaminu [6].

1.3.1 Aminokyseliny v procesu kvaseni
a dokvasovani piva

Aminokyseliny tvofi pfiblizné 40-45 pro-
cent dusikatych slozek spotfebovanych kva-
sinkami béhem kvaseni [7]. Pivovarské kva-
sinky vyuzivaji aminokyseliny mladiny dvojim
zplUsobem: jednak tvofi tyto jednoduché du-
sikaté latky zdroj pro syntézu proteind, a tim
pro pomnozeni bunék, jednak jsou substra-
tem pro tvorbu vedlej$ich metabolitli kvaseni.
Z toho vyplyva nezastupitelny vyznam ami-
nokyselin spocivajici nejen v zajisténi rlstu
a pomnozeni kvasinek, ale v souvislosti s me-
tabolismem zakladnich slozek extraktu mla-
diny i v nasledné tvorbé ethanolu, esterd, vys-
Sich alkoholl, diacetylu, mastnych kyselin,
oxidu sifi¢itého a dal$ich latek, dulezitych pro
buket piva [8]. Mira utilizace aminokyselin pi-

vovarskymi kvasinkami ma vliv na mnozstvi
aminokyselin v hotovém pivu. Existuje cela
fada klasifikacnich systémi aminokyselin
podle ucasti na metabolismu, rychlosti a miry
absorpce pfi kvaseni [9, 10, 11].

1.3.2 Aminokyseliny a vliv na

senzorickou stabilitu piva

Aminokyseliny jsou povazovany za jedny
z prekurzor(l tékavych aldehydu, které se mo-
hou tvofit rovnéz z nenasycenych mastnych
kyselin, vyssich alkoholl a horkych kyselin.
Zakladni reakce tvorby aldehydl jako kom-
ponent staré chuti, na kterych se pfimo podili
aminokyseliny, jsou nasledujici [12]:

1. Maillardovy reakce pentos a hexos s ami-
nokyselinami, aminy a peptidy za vzniku
melanoidinl nebo derivatu furfuralu

2. Streckerova degradace aminokyselin na
aldehydy

3. Aldolové kondenzace a oxida¢ni degra-
dace aldehydu, kde aminokyseliny plsobi
jako bazické katalyzatory, reagujici pre-
chodné s aldehydy za vzniku imin0

4. Oxidace alkoholl pfedevsim nizkomoleku-
larnimi melanoidiny v radikalovych reak-
cich za Gcasti kysliku a kovovych iontl

5. Oxidace alkoholt kovovymi ionty a vzdus-
nym kyslikem za pfitomnosti vhodného re-
dukéniho Einidla (napf. aminokyselina cys-
tein)

6. Oxidace polyfenolt a kondenzace s ami-
nokyselinami.

PFi starnuti piva se zaroveri mohou vyssi
alkoholy i aminokyseliny opét oxidovat na al-
dehydy a udilet tak pivu typickou chut a vini
[13]. Nékteré aminokyseliny pravdépodobné
pfednostné podléhaji fotochemické oxidaci
(sirné aminokyseliny), dalSi se oxiduji jinou
aktivni formou kysliku [14].

Z dosavadnich studii vyplynulo, ze zmény
obsahu aminokyselin béhem pfirozeného
starnuti piva probihaji v rizném rozsahu, kdy
k vyraznéjSimu ubytku dochazi u aminokyse-
lin fenylalaninu, tyrosinu, leucinu, isoleucinu,
methioninu a glutaminu a v pivech s vy$Sim
obsahem volného kysliku [15].

2 PREHLED METOD STANOVENI
AMINOKYSELIN

K zékladnim metodam poskytujicim udaje
0 obsahu aminodusiku patfi metoda formo-
lové titrace a spektrofotometrické postupy —
metody vyuzivajici reakce s ninhydrinem
nebo s kyselinou 2,4,6-trinitrobenzensulfono-
vou (TNBS) [16]. Orienta¢ni stanoveni ob-
sahu a spektra aminokyselin umoznovaly se-
mikvantitativni klasické metody na principu
chromatografie papirové (PC) a tenkovrstvé
(TLC) [17, 18]. Chromatografické postupy vy-
uzivajici separace na ménicich iontt (IEC) ve
spojeni se zavedenim automatickych analy-
zator(l aminokyselin predstavuji relativné ry-
chlé a pfesné kvantitativni uréeni obsahu ami-
nokyselin v potravinafskych i pivovarskych
materidlech [19]. NapIn kolony — stacionarni
fazi — tvofi silné kysely katex, mobilni fazi je
kapalina a sloZzky smési — aminokyseliny — se
déli na principu rdzné afinity jednotlivych
iontd k ionexu. Gradientem tlumivych roztoku
se postupné jednotlivé aminokyseliny uvolfuji
a eluuji v okamziku, kdy je dosazeno hodnoty
pH, pfi kterém prechazi aminokyselina na
amfoterni formu. Zakladem detekce je spekt-
rofotometricka detekce po postkolonové re-
akci s ninhydrinem.

V 80. a 90. letech minulého stoleti dochazi
k rozvoji vysokoucinné kapalinové chromato-
grafie (HPLC) [20, 21], plynové chromato-
grafie (GC) [22] a gelové permeacni chroma-
tografie (GPC) [23], s variantami hydrofobné
interakéni chromatografie (HIC) [24] a chro-
matografie na reverzni fazi [25], a vSechny
tyto metody mohou byt pouzity pro stanoveni
aminokyselin. Nékdy se vyuZivaji i nékteré
metody s odliSnym principem [26, 27].

Mezi nejmodernéjsi varianty patfi napf. ka-
pilarni zénova elektroforéza s UV detekci [28],
chromatografie na reverzni fazi s fluorome-
trickou detekci derivatl aminokyselin [29], ka-
pilarni zonova elektroforéza s elektrochemic-
kou detekci [30] a s naslednou bezkontaktni
vodivostni detekci (contactless conductivity
detection) [31], iontovyménna chromatogra-
fie a elektroforéza s FT-IR [32, 33], plynova
chromatografie s chiralni stacionarni fazi ke
stanoveni enantiomerd aminokyselin [34], in-
situ fotometrické fluorimetrické stanoveni
aminokyseliny tyrosinu [35], isokratické sta-
noveni nederivatizovanych aminokyselin
s ampérometrickou detekci [36]. Dale sem
patii metoda ke stanoveni peptidli a amino-
kyselin s fluorescenénim cinidlem 2-(9-karb-
azol)-Et chloroformat (CEOC) pomoci HPLC
na reverzni fazi a hmotnostni spektrometrie
[37], novd HPLC metoda k simultannimu sta-
noveni aminokyselin a aminud jako o-ftaldial-
dehyd derivatl [38], stanoveni biogennich
amind metodou Heavy Atom Induced Phos-
phorescence (HAI-RTP) [39].

2.1 Stanoveni aminokyselin metodou
vysokoucinné kapalinové
chromatografie HPLC

Vice nez 75 procent v dnesni dobé prova-
dénych analyz HPLC je uskute¢riovano
v systémech s reverzni fazi (RP-HPLC), kde
stacionarni faze je nepolarni a mobilni faze
polarni rozpoustédlo. Jako stacionarnifaze se
pouziva upraveny silikagel s kovalentné na-
vazanymi alkylovymi fetézci riizné délky (nej-
Gastgji C1gHs; a CgHy7). Béznou mobilni fazi
je pfi stanoveni aminokyselin smés vody a s ni
misitelného méné polarniho rozpoustédia
jako je methanol, acetonitril nebo tetrahydro-
furan.

Aminokyseliny je nutno prevést pred vlast-
nim stanovenim na vhodny derivat, dostate¢né
stabilni a neintegrujici s nosi¢em. Velky pocet
riznych zplsobl derivatizace aminokyselin
Ize rozdélit na dva zakladni postupy [40]:

a) predkolonova derivatizace — derivatizace
pfed vlastni chromatografickou separaci.

Derivatiza¢ni ¢inidla:

o-ftaldialdehyd (OPA),

9-fluorenylmethoxykarbonylchlorid (FMOC),

fenylisothiokyanat (PITC),

dimethylamino-azobenzensulfonylchlorid

(dabsylchlorid DABS-CI),
1-dimethylaminonaftalen-5-sulfonylchlorid

(dansylchlorid DANS-CI),

AQC ¢inidlo a dalsi.

b) postkolonova derivatizace — derivatizace
aminokyselin az po separaci na koloné.

Derivatizaéni Cinidla:

indantrion hydrat (ninhydrin),

o-ftaldialdehyd (OPA).

Detekce probiha UV a fluorescenénimi de-
tektory, OPA jako derivatizaéni ¢inidlo neu-
moznuje stanoveni sekundarnich aminoky-
selin (prolin, hydroxyprolin) bez pfedchozi
Upravy vzorku.
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Na principu HPLC a predkolonové deriva-
tizace vyvinula fada firem systémy a cinidla
na stanoveni jednoduchych i komplexnich
proteinli za vzniku stalych derivatl aminoky-
selin, s moznosti jejich detekce PDA nebo UV
a fluorescenénimi detektory. V roce 1993
firma Waters vyvinula metodu AccQeTag,
ktera predstavuje jednoduchy a rychly deri-
vatiza¢ni postup zamérfeny na presné a vy-
soce citlivé stanoveni aminokyselin v kon-
centracich fadu pikomoll, s mezi detekce
fadu femtomoll. Waters Alliance chromato-
graficky systém pfi ni pracuje se separa¢nim
modulem 2695, fluorescenénim detektorem
a AccQeTag fluorescenénim Cinidlem, preva-
déjicim primarni a sekundarni aminokyseliny
na stabilni fluorescenéni derivaty [41, 42].

3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzita metodika stanoveni
aminokyselin

Waters Alliance HPLC systém

Podminky stanoveni aminokyselin:

Waters AccQeFluor Reagenéni €inidlo (6-ami-
noquinolyl-A-hydroxysuccinimidyl  karba-
mat)

Waters Amino Acid Hydrolysate Standard

Waters AccQeTag Amino Acid kolona Nova-
Pak C18, 4 um, (150x3,9 mm)

Temperace kolony: 37 °C

Waters Multi 2475 fluorescenéni detektor,
s excitaci 250 nm, emisi pfi 395 nm

Eluenty:

eluent A — boratovy pufr (vodny roztok)

B — acetonitril (Cistota HPLC grade)
C — Milli-Q voda (18 MQ)

Gradient:

[ﬁ?,s,] [r:|r. ‘,":ﬁ:ﬂ] %A|%B|%C
pocate¢ni 1,0 100 0 0
0,5 1,0 99 1 0

18 1,0 95 5 0

19 1,0 91 9 0
29,5 1,0 83| 17 0

33 1,0 0| 60 | 40

36 1,0 100 | O 0

51 1,0 100 0 0

Nastfik na kolonu: 5 ul vzorku (koncentrace
aminokyselin 5-200 pmol)
Vnitfni standard: kyselina o-aminomaselna
(AAbA)
Doba analyzy: 36 minut
Spektrum stanovitelnych aminokyselin: ky-
selina asparagova (Asp), serin (Ser), kyselina
glutamova (Glu), glycin (Gly), histidin (His),
arginin (Arg), threonin (Thr), alanin (Ala), pro-
lin (Pro), cystein (Cys), tyrosin (Tyr), valin
(Val), methionin (Met), lysin (Lys), isoleucin
(lle), leucin (Leu), fenylalanin (Phe).
AMQ - 6-Aminoquinolin — hydrolyzovany
prebytek AccQeFluor Einidla.

3.2 Analyzovany material

Vzorky lahvového, filtrovaného a pastero-
vaného piva typu svétly lezak, vyrobeného ve
vybranych pivovarech CR za danych surovi-
novych a technologickych podminek s Ces-
kymi kmeny pivovarskych kvasinek.
Znaceni vzorkl: pivo 1,2, 3,4 a5

Zakladni udaj: obsah alkoholu 5-5,5 % obj.

Predchozi uprava vzorkud: deproteinace, od-
pareni

Nasledna ptiprava vzork( pro HPLC: preve-
deni odparku do roztoku 20 mM HCI, pfi-
davek vnitfniho standardu, derivatizace
AccQeFluor Cinidlem

Kvantifikace vysledku: obsah volnych amino-
kyselin vyjadfen v mg/l po pfepoctu z pi-
komoll v 50 ul nastfiku.

4 VYSLEDKY A DISKUSE

Chromatogram standardni smési aminoky-
selin (obr. 1) potvrdil velmi dobré rozdéleni
jednotlivych eluénich péasd aminokyselin
Arg/Thr, Cys/Tyr, Val/Met a lle/Leu. U reéinych
vzorkl piv (obr. 2) byly eluéni pasy jednotli-
vych aminokyselin rovnéz zretelné rozlisené
a k urcitému zhorseni rozdéleni doslo jen ve
dvojici Arg/Thr. Obsah aminokyseliny cyste-
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inu byl na hranici kvantifikace; zlepSeni iden-
tifikace Ize dosahnout Upravou temperace ko-
lony a zvySenim gradientu mobilni faze z 1 na
2 %. Pocet opakovanych stanoveni kazdého
vzorku (n) byl &tyfi.

Hodnoceni analyzovanych vzorkii piv 1, 2,
3,4ab5:

Stanoveni obsahu jednotlivych a celkovych
aminokyselin (tab. 1) ukdzalo na charakteris-
tické rozdily piv, vyplyvajici z pouzitych suro-
vin, kvasni¢éného kmene a technologického
postupu.

Jednotliva piva se liSila v celkovém obsahu
volnych aminokyselin, ktery se pohyboval
v rozsahu 560 az 780 mg/l a byl nejvyssi
u vzorku 5, a to jak v celkové hodnoté, tak
v obsahu vétSiny stanovenych volnych ami-
nokyselin (kromé& aminokyseliny prolinu). To
ukazuje na pravdépodobné jiny pouzity slad
a odlisné vedeni procesu kvaseni a dokvaso-
vani.

Rozdily byly zjistény i v obsahu pfednostné
vyuzivanych aminokyselin — threoninu, se-
rinu, lysinu a leucinu a v obsahu aminokyse-
lin podilejicich se na reakcich starnuti piva —
fenylalaninu, tyrosinu, leucinu, isoleucinu
vyznacovalo pivo 1. Basarova [43] uvadi, ze
v procesu starnuti dochazi k zménam téchto
aminokyselin v rlizném rozsahu v zavislosti
na podminkach skladovani, dobé, teploté,
a zejmena obsahu rozpusténého kysliku.
Podle Savla [13] smés aminokyselin obsa-
Zend v pivu muZe byt oxidovana melanoidiny
za tvorby tékavych latek, zjistitelnych UV
spektrofotometrii a mechanismus starnuti
piva spociva v prooxidaénim pusobeni mela-
noidnich latek za postupné spotfeby antioxi-
dacnich slouéenin piva. Formou oxidace pe-
roxodisiranem draselnym prokazali autofi
citlivost k oxidaénim reakcim zejména u ami-
nokyseliny fenylalaninu a nékterych aroma-
tickych a heterocyklickych vy$Sich alkoholu.

Z poslednich praci vyplyva, Ze redukce al-
dehydd mladiny na pfislusné alkoholy je vy-
znamné ovlivnéna kmenem kvasinek a jejich
3-methylbutanal reduktasovou aktivitou [44].
Streckerovu degradaci aminokyselin a tvorbu
aldehydu a jeji rozsah studoval Vesely [45] na

souboru evropskych a americkych piv. Zjis-
tény rozdil ve stupni pfemény u aminokyse-
lin valinu, leucinu a zejména methioninu ved|
k zfetelné siranovo-kovové pfichuti u americ-
kych piv a zfetelné pfichuti po stafiné u ev-
ropskych piv.

Obsah bazickych aminokyselin negativné
ovliviiujicich pénivost piva — histidin, lysin, ar-
ginin — se zasadné nelisil, vy$$i hodnoty ze-
jména aminokyseliny argininu u piva 5 by
mohly byt pfedpokladem jeho snizené péni-
vosti. Negativni UCinek na pfilnavost pény
roste od lysinu k argininu, coz pravdépo-
dobné souvisi se zvysujicim se isoelektrickym
bodem téchto aminokyselin a interakci s iso-
o-horfkymi kyselinami [46].

Vzhledem k tomu, ze v pivech nebyl uréo-
van obsah diacetylu, nebylo mozné hodnotit
rozdily v obsahu aminokyselin valinu, leucinu
a isoleucinu (pfi jejichz biosyntéze v kvas-
niéné bunce vznika) v kontextu s intenzitou
jeho tvorby a redukce v prabéhu hlavniho kva-
Seni a dokvasovani.

Stanoveny obsah aminokyseliny prolinu
(kvasinkami neni utilizovana a je jednim ze
znak(l rozlusténi sladu) v rozsahu 140 az 240
mg/l s vy88imi hodnotami u vzorku 2 a 3 uka-
zal na pouziti odliSnych odrdd sladu, velikost
sypani nebo rlizny stupen surogace, charak-
teristické pro jednotlivé pivovary a pfislusné
technologické vyrobni postupy.

Enantioselektivni analyzy aminokyselin
[47] v pivovarskych surovinach a pivu prova-
déné v zahrani¢i metodou GC a HPLC v pivu,
je€meni a sladu uvadi celkovy obsah volnych
D a L aminokyselin v pivu 500 az 5000
mg/l (piva typu lambic a silna piva). Nejvice
zastoupenou aminokyselinou byl L-prolin.
Celkovy obsah pouze volnych D-aminokyse-
lin €inil v pivu 6,5 az 96,3 mg/l. Analyzované
Ceské svétlé lezaky svym obsahem celkovych
volnych aminokyselin L- forem 500 az 800
mg/I odpovidaji tedy zahrani¢nim ,silnym* pi-
vam.

Srovnavaci studie [47] zaméfené na vyzi-
vovou hodnotu piva u odlisnych zahrani¢nich
druh piv (standardni, super draft pivo, ledové
pivo a super Cerstvé pivo) se zabyvaly vzta-
hem hladin dusiku, aminodusiku a alkoholu
ve sladiné a pivu a vyzivovou hodnotou piva.

Tab. 1 Obsah volnych aminokyselin ve vzorcich piv 1,2, 3, 4a 5

AK Obsah aminokyselin [mg/I]
1 2 3 4 5
ASP 15,3 28,1 7,5 37,9 23,5
SER 11,5 16,6 9,7 29,2 19,6
GLU 17,3 29,2 10,4 35 26
GLY 25,3 26,2 21,8 31,2 34,7
HIS 27,3 27,4 26,1 17,7 27,7
ARG 41,9 47 42,5 46,5 65,3
THR 6,8 9 4,8 16,4 10,7
ALA 66,1 73,8 59 80,7 87,2
PRO 177,2 198,4 238,6 139,2 175,7
TYR 37,9 49,2 47,9 47,9 64,5
VAL 40,2 51,5 42,8 58,2 65,5
MET 4 7.9 4 12,6 11,5
LYS 22,4 27,2 12,9 12,6 37,7
ILE 13,7 21,5 12,7 28,4 25,8
LEU 18,1 33,9 18,9 48,1 50,7
PHE 31,8 46,2 36,5 54,4 57,2
celk. AK 556,8 693,1 596,1 696 783,3

Poznamka: vysledné hodnoty jsou pimérnou hodnotou ¢tyf méfeni

Autofi zjistili, ze obsah celkového dusiku
a aminodusiku byl nejvy$si u standardniho
piva, stejné tak jako jeho vyzivova hodnota.

5 ZAVER

Aminokyseliny jsou latky pfirozené se vy-
skytujici v pivovarskych meziproduktech
a produktech, s nezastupitelnym vyznamem
pfi tvorbé kvasni¢né biomasy a v metabolic-
kych drahach odbourani zakladnich extrakto-
vych slozek mladiny. Zaroven jsou to latky,
které ovliviuji senzoricky profil piva a jeho
stabilitu v procesu starnuti piva. Prezento-
vana metoda vysokoucinné kapalinové chro-
matografie (Waters Alliance HPLC systém)
s derivatizaci pomoci AccQeTag metody pred-
stavuje jednoduchou, rychlou a pfesnou me-
todu, s moznosti uplatnéni a aplikace i v ob-
lasti pivovarské vyroby a kontroly. Uvedené
rozbory péti druhu piv ukazaly na rozdily ve
spektru a zastoupeni aminokyselin, které mo-
hou vyznamnym zplGsobem ovlivnit senzo-
rické vlastnosti piva, jejich stabilitu, a jsou
charakteristické pro pouzité suroviny, apliko-
vany kmen kvasinek a pfislusny technolo-
gicky vyrobni postup.
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Organizatori:

Drinks Union, a. s.
Vyzkumny ustav pivovarsky a sladarsky, a. s.
Ustav kvasné chemie a bioinZenyrstvi VSCHT Praha

Odborny program bude zaméren zejména na problematiku
vyzkumu a technologie ¢eského piva a na legislativu
ve vztahu k Evropské unii.

Pfipravny vybor vyzyva zdjemce o prezentaci své prace,
aby zasilali nAméty na prednasky ¢i postery
(nazev a kratka anotace do 15 radkua) do 2. kvétna 2005
na adresu redakce ¢asopisu Kvasny priamysl
frantik @beerresearch.cz

Firmy, které maji zajem o svou prezentaci, mohou kontaktovat
Ing. Josefa Vejlupka na adresu Drinks Union, a. s.,
Drazdanska 80, 400 07 Usti nad Labem, tel. 472 703 320,
fax 475 503 045, e-mail josef.vejlupek @drinksunion.cz

Aktuélni informace budou zvefejiiovany na URL www.
beerresearch.cz a v néasledujicich cislech Kvasného pramyslu.
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