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Rozvoj modernich analytickych metod a vyvoj
citlivé a Casto jiZ automaticky pracujici laboratorni
meérici techniky umoZiiuje sledovat a Fidit stale vice
faktori ovliviiujicich jakost vychozich sladafskych
a pivovarskych surovin, meziprodukti a tim i ho-
tového vyrobku. Tak jako misto velmi citlivé, avSak
zpravidla Casové naroc¢né papirové chromatografie
sacharidli, organickych kyselin, pryskyf¥ic chmele
[2, 3] nastoupila nejprve chromatografie na ten-
kych vrstvach [7] a pozdé&ji plynova chromatogra-
fie, tak i pro aminokyseliny byla kromé& téchto me-
tod [1, 6, 9, 14] vyvinuta i metodika déleni na
ionexovych kolonach [4, 11, 15], event. i s nasle-
dujici automatickou detekci a registraci, pop¥F. i sa-
mocinnym vypoctem analytickych hodnot. Pfedmé-
tem této prace je proto jednak struc¢né pojednéani
o chemickém charakteru a biochemickém vyznamu
jednotlivych aminokyselin, jednak o zplisobu jejich
stanoveni v rtiznych typech vzorkili automatickym
analyzatorem aminokyselin typu 6020, ktery je Cs.
vyrobkem.

Nékteré systémy Kklasifikace aminokyselin

V odborné literatufe je podrobné popsano neé-
kolik klasifika¢nich systémt, které se vzdjemné 1isi
sledovanym cilem. Z hlediska zaméreni expgrimen-
talni ¢asti této prédce povaZujeme za vhodné zminit
se zde o dvou z nich.

1. Holldorfiv a Forstertiv systém doplnény Mand-

lem a jeho spolupracovniky [10] d&li aminokyse-
liny do sedmi t¥id, které velmi pFehledné rozliSuji
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jejich chemickou strukturu (obr. 1). Tento systém
je také velmi vyhodny pro zhodnoceni biochemické-
ho vyznamu jednotlivych aminokyselin.

2. Karlson [5] naproti tomu vyuZivd ve svém kla-
sifikatnim systému odliSnosti acidobasickych vlast-
nosti jednotlivych aminokyselin. V tabulce 1 je uve-
den prehled ionizace skupin pfitomnych v amino-
kyselinach (a bilkovinéach).

Pro rozdéleni jednotlivych aminokysslin pcdle
jejich acidobazickych vlastnosti vychdzejme z toho-
to obecného vzorce aminokyselin:

0
It

C-0H
I

HN-C-H
R

a) Kysele reagujici aminokyseliny, které ve zbyt-
ku R obsahuji druhou karboxylovou skupinu: kyse-
lina glutamov4, kyselina asparagova.

b) ,,Neutralng“ reagujici aminokyseliny (s nepo-
larnim zbytkem R, nebo s neionizovanymi, av3ak
polarné plsobicimi skupinami, tj. —OH, —SH,
-—CO . NH; a nékterymi heterocykly): glycin, ala-
nin, valin, leucin, izoleucin, prolin, fenylalanin,
tyrosin, tryptofan, serin, threonin, methionin, cys-
tein, cystin; dale také amidy kysele reagujicich
aminokyselin, tj. asparagin a glutamin.
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Obr. 1. Jeden z pouZivanych klasifikaénich systémii aminokyselin [10].
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c) Bazické aminokyseliny, které ve zbytku R
obsahuji jeSté dalSi bazickou skupinu: lysin, arginin
a histidin.

Tento klasifikatni systém je pro nds z hlediska
zameéFeni této prace velmi instruktivni, nebot na je-
ho principu je zaloZena metodika automatického
analyzatoru aminokyselin.

Automatické analyzdtory aminokyselin (ddle jen
AAA) se v CSSR nejprve vyvijely a vyrabély ve Vy-
vojovych dilndch CSAV. Pozdé&ji pfrevzala vyrobu
Mikrotechna, n. p., Praha-Modrany. Nezdvisle na
téchto institucich vyvijeji a vyrdbéji obdobné AAA
ve vyvojovém pracovisti zdvodd Slovenského nérod-
niho povstani, Hlinikarefi, Ziar nad Hronom. Nami
pouZivany a zde charakterizovany pFistroj ,,Amino
Acid Analyzer“ typ 6020 je jest& vyrobkem Vyvojo-
vych dilen CSAV Praha.

Popis pouZitého automatického analyzatoru amino-
kyselin typu 6020

AAA typ 6020 (obr. 2 a 3) provadi zrychlené
chromatografické analyzy aminokyselin na ione-
xech upravenou metodou Speckmanna, Steina a
Moora [16]. PouZitym ionexem je silné basicky ka-
tex Amberlite IR 120, zrnéni 23 um. Rozdéleni béz-
nych smési 17 aminokyselin probihd vZdy na jedné
ze dvou tzv. velkych kolon s ionexovym sloupcem

8X525 mm a na tzv. malé koloné se sloupcem
7X45 mm pfi teploté 53 °C. Na velké koloné se
deli kyselé aminokyseliny (Asp, Thr, Ser, Glu, Pro)
a neutralni aminokyseliny (Gly, ‘Ala, Val, Met, Leu,
Ile, Tyr, Phe) citrat-sodnymi pufry o pH postupné
3,25, 4,25 a 5,28 (toto déleni aminokyselin je vlivem
pouZitych ionexi a pufri ponékud odliSné od dé-
leni podle Karlsona). Pufrem 5,28 se ndm navic
podaf¥ilo v oblasti neutrdlnich aminokyselin rozdé-
lit a stanovit i kyselinu y-aminoméselnou. Bazické
aminokyseliny (Lys, His, Arg) se rozdéluji na malé
koloné& citrat-sodnym pufrem o pH 5,28; tato ana-
lyza se zafFazuje automaticky pred zacatek analyzy
na velké koloné&, takZe celkovd doba trvani jedné
analyzy vzorku je 120 aZ 140 min. Eluaty z ione-
xovych kolon se automaticky misi s 2 % roztokem
ninhydrinu, s nimZ protékaji kapilarnim reaktorem
k vyvolani barevné reakce (obr. 2 a 4); intenzita
zbarveni reak¢éni smeési se automaticky méFi ve
dvoukyvetovém priitokovém fotometru pfi vinovych
délkdch 570 nm a 440 nm a graficky se registruje.
Bodovy zdznam extinkce umoZiiuje snadny a rychly
vypocCet ploch registracnich vrcholt (peakii) jed-
notlivych aminokyselin, z nichZ se podle kalibrac-
niho chromatogramu a Fedéni pocitd vlastni obsah
aminokyselin ve vzorku, vyjadfovany obvykle v mg
aminokyselin ve 100 ml vzorku. Pfesnost stanoveni

Skupina Vyskyt Ioniza&ni rovnovdha
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a glutamovd
+
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nokyselindch a
bilkovindeh [13].
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aminokyselin pomoci AAA typu 6020 udavaji vyrob-
ci =3 %.

Obecné Ize na AAA typu 6020 provadét dva typy
analyz pfi dvou funkéné pozméné&nych pracovnich
reZimech:

1. typ pFedstavuji analyzy smési béZnych amino-
kyselin a hydrolyzata bilkovin a peptidd; doba ana-
1yzy pFi pouZiti citrdt-sodnych pufrt a teploty 53 “C
je jiZ zminénych 120 aZ 140 min,
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Obr. 2. Funkéni schéma AAA typu 6020
1 — Zasobni nadoby na citrat-sodné pufry, 2 — Zasobni nadoba
na ninhydrinové ¢inidlo, 3 — Cerpadla, 4 — DavkovaC vzorki,
5 — Chromatografické kolony, 6 — SmeéSovaC eluatu a ninhydri-
nového ¢inidla, 7 — Reak¢ni lazeini, 8 — Prutokovy fotometr,

9 — Automaticky bodovy zapisovac

2. typem jsou analyzy sloZitéjSich materidld —
pfirozenych smeési aminokyselin, napf¥. v télnich
tekutindch a rostlinnych extraktech po odbilkovani
bez hydrolyzy; v tomto pfipadé se doba trvani ana-
1yzy prodluZuje nejméné na 240 min, pracuje se pri

P
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Obr. 4. Chemismus barevné reakce ninhydrinu s amino-
kyselinami podle Karlsona (5).

pozmeénéném pracovnim reZimu a za pouZiti citrat-
sodnych nebo citrat-lithiovych pufrii. Celkovy po-
hled na AAA typu 6020 je zFejmy z obr. 3.

2 /! 4
L y C

Obr. 3. Celkovy pohled na Celni stranu AAA typu 6020
1 — zasobniky chemikalii, 2 — panel kolon s kolonami a déavko-
vacti, 3 — kontrolni manometry, 4 — zapisovaé, 5 — ustfedni pro-
gramdator, 6 — aripoty, 7 — ovladaci tlaCitka Cerpadel, 8 — priito-
komér 9 — prostor fotometru

Separace aminokyselin ze vzorkii k analyze na
AAA 6020

Pfirodni material je velmi rozmanity a proto pfi
analyze obsahu jeho aminokyselin je nutné prihliZet
ke sloZeni a vlastnostem zpracovavaného materidlu,
jemuZ se musi cela pracovni metodika pFizplisobit.
Pivovarské suroviny, meziprodukty a vyrobky lze
analyzovat jak na celkovy obsah aminokyselin, tak
na obsah volnych forem aminokyselin.

Pro stanoveni obsahu aminokyselin plati zhruba
tyto hlavni zdsady: pritomnost sacharidi a lipida
stanoveni aminokyselin neruSi; prirodni materidly,
ale i jejich hydrolyzaty obsahuji Casto ninhydrin-
pozitivni latky, které bud interferuji s nékterymi
aminokyselinami, anebo vytvafeji nové, samostatné

vrcholy na eluénim grafu.
Tyto sloZky je pak tfeba

40 pfed vlastni analyzou na
HC/ + NH AAA typu 6020 ze vzorku od-
] 3 délit vysrdZenim, extrakci
R nebo aminokyseliny ze vzor-

ku separovat ionexy.

K izolaci volnych forem
0 aminokyselin z vodnych
eluati sladu, ze sladiny,

mladiny a piva a také z ky-
selych hydrolyzati zakalo-
tvornych substanci extraktu
piva se ndm velmi dobfe
osvédcila metodika vypraco-
vand Thompsonem, Gerin-
gem a Morrisem [17], pa-
vodné pro separaci aminoky-
selin z rostlinnych materidli
ionexy. Princip metody zale-
Zi v samostatné vazbé bazic-
kych aminokyselin na jed-
nom a kyselych a neutral-
nich aminokyselin na dru-
hém ze dvou sloupcti ionexu
Dowex X-50, z nichZ prvni

0
ninhydrin
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se upravi do amoniakalniho a druhy do vodikového
cyklu [12].

Vzorek sladiny, mladiny a piva urCeny k analyze
se Fedi a upravuje na pH =7,0 £ 0,1 a vede pfes
vy$e uvedené dvé ionexové kolony k zachyceni
aminokyselin, jeZ se pak z ionexii vymyvaji zfedé-
nym amoniakem a deionizovanou vodou. Takto zis-
kané eluaty dvou frakci aminokyselin se potom
jednotlivé zahusti v rota¢ni vakuové odparce, z to-
ho frakce bazickych aminokyselin pfi teploté 50 °C
a frakce kyselych a neutradlnich aminokyselin pfi
teplot& 20 °C do tuhé konzistence. Odparek amino-
kyselin se pro analyzu na AAA 6020 rozpousti v ta-
kovém mnoZstvi citrat-sodného pufru pH=2,2, aby
pri objemu davkovaci kapilary 200 ¢l se na ionexo-
vou kolonu AAA davkovalo zhruba 10 aZ 100 n-moli
jednotlivych aminokyselin.

Tato izolace aminokyselin velmi dobre vyhovuje
poZadavkim kladenym na dpravu vzorku pifed ana-
19zou na AAA 6020, nebot poskytuje izolat prosty
vSech intenferujicich a ninhydrinpozitivnich sloZek,
které by vlastni kvantitativni stanoveni mohly ru-
%it. RovnéZ reprodukovatelnost analyz pfi pouZiti
tohoto zplisobu izolace je vyhovujici.

Vypotet koncentrace jednotlivich aminokyselin ve
vzorku

Poloha jednotlivych vrcholl na elu¢nim chroma-
togramu, tj. vzdalenost maxima vrcholu od poCatku
analyzy, je charakteristickou vlastnosti kaZdé ami-
nokyseliny za konstantniho pracovniho reZimu a
podle této polohy -a srovndvaciho Kkalibracniho
chromatogramu se jednotlivé aminokyseliny iden-
tifikuji. Koncentrace kaZdé aminokyseliny je na
elucnim chromatogramu urcena plochou vrcholu
{vyska X §ifka v poloviné vysky) a po vydéleni plo-
chy odpovidajici konstantou se ziskd obsah urcité
aminokyseliny vyjadfeny v umolech; ten se podle
fedéni prepocditd na obsah vyjadifeny v mg amino-
kyseliny ve 100 ml ptivodniho vzorku.

Priklad vypoéiu koncentrace
kyselin

jednetlivyeh amino-

Udaje spole¢né pro vSechny analyzy:

a) k izolaci aminokyselin v pivu (nebo mladinég)
se pouZivalo 5 ml vytfepaného vzorku,

b) po zfedéni a upravé pH vzorku nésledovala
izolace na dvou sloupcich Dowexu X-50,

c) eluaty z téchto sloupcti zahrnujici frakci ky-
seiych a neutrdlnich aminokyselin a bazickych
aminokyselin byly jednotlivé odpafeny do sucha,

d) odparky byly pfevedeny do roztoku zred&nim
2 ml vody; 1 ml tohoto roztoku byl pak pouZit na
papirovou chromatografii, 1 ml dale zfedén 2 ml
pufru o pH=22,

e) z tohoto podilu se pak odebiralo. 200 pl pro
vlastni stanoveni na AAA 6020.

Pro vypocet koncentrace jednotlivych aminokyselin
plati obecny vztah:

H.W

koncentrace aminokyseliny (#mol] = X

kde: H je Cistd vyska vrcholu (tj. hodnota vySky
vrcholu — blankova linie) vyjadfena
v jednotkéch extinkce;

W — Sifka vrcholu v polovi¢ni vySce vrcholu
vyjadiena pocltem bodld registracniho
zapisu;

K — Kkalibra¢ni konstanta prislusné amino-
kyseliny.

Priklad vypoctu koncentrace valinu v mladém pivu:

& ml pévodnito piva — izolace aminokyselin —— odparek basickych
aminokyselin
i—»odnarek kyselych
a neutralnich —=—
ominokyselin
1 ml na papirovou chromatografii
=+ 2ml 07X 107+ oml pufru pH= 22— odbér 200 p1
na kvantitofivai
stanoveni’

na AAA 6020

Pro vypocet koncentrace aminokyselin plati:
mg aminokyseliny /100 ml piva =
= gmol . MV .10-%.5.3.2.20 = umol . MV . 0,6

Kf'ul = 80)75
Wy, = 245
H,, = 041
MV,, = 117,15
H.W 0,41.24,5
= = 16,532 .10~% umol
K 60,76

Koncentrace valinu v mg/100 ml piva =
= 16,532.10-2.117,15.0,6 = 11,62

Stanoveni stfedni relativni chyby AAA 6020 a me-
todiky izolace aminokyselin

Pripravili jsme standardni smeés aminokyselin
znameého kvantitativniho sloZeni, kterou jsme ne-
chali projit stejnym cyklem operaci jako kazZdy ii-
ny analyzovany vzorek mladiny nebo piva; tzn., Ze
ze standardni smési byly aminokyseliny nejdfive
., vyizolovany“ na sloupcich Dowexu X-50, vyeluova-
ny a eludty zahu3tdny; po rozpuSténi odparkl
v pufru pH = 2,2 se v nich stanovil obsah amino-
kyselin pomoci AAA 6020. Standardni smés pfred-
stavovala dosud v3echny nami zjiSténé aminokyse-
liny piva — tj. Ala, Asp, Glu, Gly, His, Ile, Leu, Met,
Phe, Pro, Ser, Try, Val, Tyr, Arg, Lys, Thr, kyselinu
yr-aminomadselnou, a to v mnoZstvi v pivé obvykle
piitomnych. V téZe smési jsme paralelné stanovili
obsah aminokyselin bez pfedchozi ionexoveé izolace
a frakcionace na Dowexu pfimo méfenim na AAA
6020.

Stiedni relativni chyba pFistroje AAA 6020 se pro
Lys, His, Arg, Thr, Gly, Ala, Val, Asp a kyselinu
--aminomaselnou pohybovala v rozmezi 2—4 %,
u Leu, Tyr, Pro, Ser pouze 1—2 % a u Glu a Phe
¢inila 4 a¥ 5 %. Vyrazng&jsi nepfesnost se projevila
u Met a Ile. JiZ v prospektu k AAA 6020 je vSak pro
Met uvadéna polovi¢ni pFesnost stanoveni vzhle-
dem k ostatnim aminokyselinam.
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Po zjiSténi obsahu aminokyselin p¥i pFimém sta-
noveni na AAA 6020 a celkové stfedni relativni chy-
by metody bylo moZno vyéislit i stfedni relativni
chybu pfi izolaci aminokyselin na Dowexech pred-
chéazejici jejich méfreni na AAA 6020. Tato stFedni
relativni chyba ionexové izolace aminokyselin do-
sédhla u Ser hodnoty 0,3 %, u Ala 04 %, u Gly
1,4 %, u Glu 1,7 %, u Asp 1,8 %, u Lys 1,0 %, u His
1,2 % a u Arg 0,9 %. U zbylych aminokyselin se
pohybovala v mezich 3 aZ 4 %. Jde tedy o praktic-
ky kvantitativni a velmi dobfe reprodukovatelnou
metodiku ionexové izolace aminokyselin.

Pro vypocet stfedni relativni chyby byly pouZity
vztahy uvedené v [8 a 10].

Pfiklad praktického uplatnéni AAA 6020 a nami
doporuéené metodiky ionexové izolace aminokyse-
lin z analyzovanych substrati

Prvnim pfikladem je analyza obsahu volné formy
aminokyselin ve svétlém sladu. Aminokyseliny se
extrahovaly nédsobnou extrakci jemné sladové drti
vodou p¥i teploté 6 * 1 °C. Ze spojenych extraktd
se aminokyseliny izolovaly popsanou ionexovou
metodikou. Ziskané vysledky jsou uvedeny v fab. 2.

Druhym pfikladem je stanoveni zbytkovych ami-
nokyselin v 10° svétlém pivu po 15 dnech kva3eni
pri teploté 6 £ 1 °C. Aminokyseliny se z piva izo-
lovaly vySe doporufenou metodikou. Cast izolatu
frakce kyselych a neutrdlnich aminokyselin a ¢ast
izolatu frakce bazickych aminokyselin se v kvali-
tativnim smyslu samostatné paralelné& analyzovala
jednak papirovou chromatografii (obr. 6 a 7],
jednak kvalitativné i kvantitativné v AAA 6020
(0br. 5). Srovnanim obr. 6 a 7 na jedné a obr. 5 na
druhé stran€ se ziskd objektivni obraz o citlivosti
kaZdé z obou metod. Hodnoty obsahu jednotlivych

aminokyselin v analyzovaném pivé jsou uvedeny
v tab. 2.

Obr. 6. Srovndvaci papirovy chromatogram ionexové
frakce kysele a neutrdlné reagujicich aminoky-
selin zakva3ené 10° svétlé mladiny v 5., 10. a 15.
dnu kvaSeni pii teploté 6 + 1°C.

Popis: 1, 2, 3 — standardy aminokyselin; S 1%, S 157, S 15/// —

vzorky z 5., 10. a 15. dne kvaSeni.

Pouzity chromatograficky papir Whatman €. 1, promyvaci soustava

n-butanol : kyselina octova (ledovd) : voda =4:1:5 (obj.), pro-

myvani chromatogrami sestupnym zpusobem, detekce 0,25% roz-

tokem ninhydrinu v acetonu, stabilizace zbarveni Cu/NO3/, a plyn-

nym NH; (bliZze viz citace 12).

Obr. 5. Chromatogram ionexové frakce bazickijch (édst A) a ionexové frakce smési kyselgch a neutralnich amino-
kyselin [éast B) 10° svétlého mladého piva z 15. dne kvadeni pri teploté 6+ 1°C ziskany z automatického

analyzdtoru aminokyselin typu 6020.

Popis: E — extinkce ninhydrinového zbarveni jednotlivych am‘mqkyselin, o r‘:gs postupujici eluce aminokyselin z ionexov§ch
kolon AAA 6020, jejich zbarvovani a grafické registrace jednotlivych aminokyselin.
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Tabulka 2. Priklad analyzy obsahu aminokyselin ovére-
nou metodikou ionexové izolace a automatic-
kého analyzdtoru aminokyselin ve tiech riz-
nych typech vzorki

§ Kysely
Vodny vyluh | Mladé 10°sver, _DnYdrelyzdt
svétlého . pivo z 15. dne ] e:; ]r?" e
sladu { kvaseni g o
L latek 12
lzyl:;lrilga , ’ svétlého piva
Koncentrace aminokyselin
mg/100 g mg/g
suf. sladu | we/190ml sug. hyfirol.
|
Lys 12,52 6,85 17,23
His stopy stopy stopy
Arg 24,22 10,20 8,51
Asp 14,01 4,01 23,15
Thr 5,35 1,47 7,93
Ser | 25,09 2,57 7,19
Glu 22,40 4,52 34,85
Pro ‘ 50,19 25,08 11,91
Gly 4,98 3,17 10,17
Ala 16,56 15,87 16,49
Val 26,13 11,62 21,90
Met ! stopy stopy 1,35
Ile 7,24 6,33 13,62
Leu 16,00 10,02 33,46
Tyr 11,68 7,60 5,28
Phe 15,33 11,23 18,82
»-Amk 5,91 10,93 0,55
Try* stopy | stopy stopy
NH,** — — | —
Celk. AK*** 257,61 131,01 232,41
j s
Celkovy a-amino N 22,05 10,60 24,12
: 1
Celkovy a-amino N i e
s bt ol } 299 1513 25.64
Celkovy Nv AK 36,04 18,25 29.33

*) Pouzita pracovni metoda neni vhodnd na kvantitativni vyhod-
nocovani obsahu Try; AAA je takto pouze schopen zachytit
jeho pritomnost na chromatogramu ve formé& zapisu stopo-
vého mnozZstvi.

**) NH; se béZné na AAA 6020 kvantitativné nevyhodnocuje.

***) Aminokyseliny

TFetim pfikladem je stanoveni aminokyselin v ky-
selém hydrolyzatu varem koagulovatelnych latek
extraktu 12° svétlého piva Staropramen. RovnéZ
zde jsme pouZili vySe popsané metodiky izolace
aminokyselin. Ziskané vysledky jsou uvedeny
v tab. 2.

Toto jsou podle mechanické a fyzikdlné chemic-
ké odliSnosti vzorka tFi typické analyzy aminoky-
selin pfi praktickém pouZiti AAA 6020. Ve sladafr-
ském a pivovarském vyzkumu je moZnosti meto-
dicky vyhodného a ekonomicky efektniho pouZiti
AAA 6020 a jemu podobnych typt mnoho, rovnéz
tak v jinych odvétvich primyslu fermentgcnich vy-
rob a potravinéafstvi viibec.

Souhrn

V predloZené préaci je technicky a funkéné cha-
rakterizovan automaticky analyzdtor aminokyselin
Cs. vyroby typ 6020 a ovéfena jeho pFesnost stano-

ionexové

Obr. 7. Srovndvaci
frakce bazickjch aminokyselin zakvasené 10°
svétlé mladiny v 5., 10. a 15. dnu kvaSeni pri
teploté 6 * 1°C. ;

Vyznam symbolu a podminky chromatografie stejné jako u obr. 6.

papirovy chromatogram

ve1i jednotlivych ze 17 aminokyselin standardni
smeési. V riznych typech vzorki je pouZita a dopo-
ruCena metodika ionexové izolace a frakcionace
volnych forem aminokyselin ze t¥i typové odlis-
nych vzorkd, tj. ze sladu, dale ze sladiny, mladiny
a piva a kone¢né z kyselych hydrolyzati poten-
cidlnich zékalotvornych komponent extraktu pi-
va, a ovérena jejich presnost. PouZitim této meto-
diky se dosahuje u uvedeného analyzatoru vysoké
reprodukovatelnosti analytickych hodnot.
Lektoroval Doc. Ing. |. Davidek, DrSc.
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