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Metody stanoveni aminodusiku v pivovarské laboratefi

Hodnoty ziskané analyzou aminokyselin na analyza-
toru jsou pomérné exaktni. Pro zna¢né niroky na vyba-
veni laboratofi, kvalifikovanou obsluhu i vzhledem k po-
meérné vysoké cené analyz nemd v3ak tato metoda v na-
Sich podnikovych a zédvodovych laboratofich $ir$i uplat-
néni, Je proto zapotfebi najit metodu stanoveni amino-
dusikn, kterd by byla jednoduchéd, rychld a kterd by da-
vala pracovnik@im laboratofi orienta&ni hodnotu k roz-
liSeni vysoké, nizké ¢&i stfedni hladiny aminodusiku
v mladindch a pivech.

VyzkouSeli jsme proto v naSem oddéleni nékolik me-
tod, pFichazejicich v Gvahu:

1. stanoveni aminodusiku metodou s TNBS [l.c.9].

Princip: kyselina 2,4,6-trinitrobenzensulfonovd reaguje
s aminodusikem za vzniku barvy, kterd v kyselém rozto-
ku ma absorpéni maxima p¥i 340 nm a 403 nm,

2. stanoveni aminodusiku reakci s ninhydrinovym &i-
nidlem [1.c.11].

Princip: ninhydrin reaguje s aminodusikem za vzniku
modré slou¢eniny s jednoduchym absorp&nim maximem
pfi 570 nm, které tvofi zdklad stanoveni,

3. stanoveni aminodusiku titraéni metodou [l. c. 12].

Princip: metoda je zaloZena na schopnosti aminokyse-
lin a rdznych peptidd tvofit komplexni rozpustné slou-
c¢eniny s médi, stanovitelné jodometricky,

4. stanoveni aminodusiku s médnatym ¢&inidlem podle
Brennera a spol. [l. c. 8].

Princip: metoda je zaloZena na kvantitativnim pfevodu
Cu z nerozpustného fosforefnanu médnatého do alkalic-
ké suspenze na rozpustné komplexy Cu a aminokyselin.

Pomérné rychlé kolorimetrické postupy pouZivané pro
stanoveni aminodusiku jsou reakce s ninhydrinem a
TNBS kyselinou. PFi obou téchto metoddch jsou kromé
aminoskupin aminokyselin méfeny i koncové aminosku-
piny postranniho Fetézce, pritomné v peptidech a pro-
teinech. Zatimco vétSina volnych aminokyselin p¥i re-
akci s TNBS nebo ninhydrinem jsou si kvantitativnhé po-
dobné, peptidy a ostatni sloueniny obsahujici dusik se

co do miry jejich reakci znacné liSi.

Tabulka 2. Popis reakce aminokyselin s TNBS-kyselinou
a ninhydrinovym déinidlem

Slougenina

TNBS-reakce
méfeno pfi 340 nm

Ninhydrinova reakce
méfeno pfi 570 nm

ala, arg, asp. glu, his,
ile, leu, met, phe, ser,
thr, trp, tyr, val
lysin

ammonium
prolin

e-aminodusik lysinu
v peptidech a pro-
teinech

koncova skupina
e-aminodusiku v pep-
tidech a proteinech

vSechny reaguji
barevna intenzita
kolisa od 80—i03 %

barevna intenzita
176 % (g-, Z- NHj)

nereaguje
nereaguje

reakce je podcbna
reakci e-NH, ve
volném lysinu

taz reakce jako -
aminodusiku ve vol-
nych aminokyseli-
néach

viechny reaguiil
barevna intenzita ko-
lisa od 91—1n4 %
barevna intenzita
108 % (pFevladaji
®-NH,)

barevna intenzita
98 %

barevna intenzita 4 %
(asi 30 % pFi 440 nm)
barevna intenzita

65—75 %, ale 7—10 %
v koncovém N lysinu

barevna intenzita
kolisd a je niZsi nez
100 %; nékteré pepti-
dy se pfi reakci
s ninhydrinem hydro-
lyzuji a uvolnéné
aminokyseliny zvy3u-
ji barevnou intenzitu
na vice nez 100 %
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Tabulka 3. Porovndni hodnot aminodusiku sianoveného riiznymi metodami
5 Plivodni DosaZitelné Vypodet 5 : . - Sy cesr
Oznaceni 2 ey ey =R TNBS Ninhydrinova Titracni Brenner
stupiicvitost prokvaseni analyzaior 3 =

vzorku 1% ] (%] [mg/1006 ml] [mg/1000 m1] [mg/1000 m1] [mg/1060 m1]  [mg/1020 ml]
Mladina 1 9,68 81,61 114,37 152,50 176,25 208,84 270,00
Mladina 2 9,67 78,90 109,00 146,25 150,00 198,75 215,00
Mladina 3 9,76 81,15 121,25 163,12 165,00 218,55 250,0C
Mladina 4 10,02 82,73 144,45 191,25 196,15 246,74 270,00
Pivo A 9,26 67,00 82,50 108,13 120,43 110,00
Pivo B 10,00 - 90,00 112,50 128,75 116,02 113,00
Pivo C 9,65 - : 65,60 68,11 70,50 93,00

Reakce nékterych sloZek mladiny a piva, obsahujici
dusik, s TNBS-kyselinou a ninhydrinem, popisuje tabulka
2 [1. c. 10]. Barevna intenzita byla vyjadfena na zéakladé
leucinu = 100 %.

Ze ziskanych vysledkG vyplyvad, Ze hodnoty ziskané
analyzou piva s TNBS-kyselinou a ninhydrinem se sho-
duji, zatimco u mladiny ddva ninhydrinova reakce hod-
notu asi o 17 % vy$si. Pri¢ina je patrné v reakci NHj;
a prolinu mladiny s ninhydrinem, zatimco v pivé je toto
zvySeni. neutralizovano vétSi reaktivitou aminoskupin
peptidd s TNBS. Ze srovnani obou metod vyplyva, Ze
ninhydrinovd metoda je vyhodné&jsi rychlosti provedeni
a krat$i reak¢éni dobou. Naproti tomu se musi ninhydri-
nové ¢inidlo pripravovat a skladovat mnohem pecliveji,
nez TNBS-¢inidlo.

Velmi jednoduché stanoveni aminodusiku poskytuje ti-
traéni metoda. Vyhodou této metody je, Ze neni zapotre-
bi specidlni zarizeni, jako napf. kolorimetr, nebo spek-
tralni fotometr, potfebny pro drive diskutovana stano-
veni. Z vlastniho principu stanoveni a zvlasté zplsobu
vyhodnoceni vysledku je nutno predpokladat znacné ne-
pi'esnosti, a proto se musi tato metoda povaZovat pouze
za orientacni. Zna¢ny vliv na vysledky této metody ma
skutecnost, Ze vS8echny aminckyseliny neposkytuji dobre
rozpustné komplexni slou€eniny s médi. Napriklad cystin,
methionin, tryptopfan a leucin tvofi Spatné rozpustne
slouteniny, které ve smeési s ostatnimi aminokyselinami
se dostatecné rozpoustéji. VZdy je vSak mozZné, Ze stupei
jejich rozpustnosti bude zaviset na celkovém sloZeni ana-
lyzovanych vzorki.

Metoda stanoveni aminodusiku podle Brennera a spol.
je zaloZena na obdobném principu jako titraéni a v po-
rovnani s ostatnimi metodami drive diskutovanymi je ¢a-
sové podstatné narocnéjSi. Na vysledky stanoveni mad
vliv stari fosfatové suspenze i jejl priprava. ProtoZe tyto
faktory mohou ménit vysledky aZ o 10 %, doporucuje
se pri kaZdém stanoveni souCasné analyzovat standardni
roztok. Také u této metody ne vSechny aminokyseliny
davaji dobfe rozpustné komplexni slou€eniny s médi, a
proto se musi predpokladat, Ze vysledky stanoveni budou
zavislé na celkovém sloZeni analyzovanych vzorkd.

V tabulce 3 je porovnani hodnot aminodusiku, ktere
jsme ziskali analyzou vzorkd mladin a piv z riznych pi-
vovari metodami diskutovanymi v této praci. Hodnoty
aminodusiku zji§téné vypoltem z analyzy jednotlivych
aminokyselin na analyzatoru jsou nejniz8i. Neni zapoli-
tan aminodusik kyseliny aminomaselné, kterd se vysky-
tuje v pivovarskych roztocich. Rozdil mezi mnoZstvim
aminodusiku zjisténého vypoftem a metndami TNBS a
ninhydrinovou je mj. oviivnhén obsahem peptidi a poly-
peptidi v analyzovaném vzorku, jejichZ koncové amino-
skupiny reaguji s uvedenymi ¢inidly.

Z prehledu vysledki vyplyva, Ze relativni hodnoty ami-
nodusiku jsou u riznych metod srovnatelné, ale absolut-
ni hodnoty se znac¢né 1iSi. NejniZ$i hodnoty dava metoda
s kyselinou TNBS, déle ninhydrinovd metoda a nejvy3ssi
metody zaloZené na tvorbé rozpustnych sloudenin s mé-
di. ProtoZe hodnoty celkového aminodusiku, které se zis-

kaji pri vypoétech aminokyselin na analyzdtoru, jsou
podstatné niZsi, neZ hodnoty ziskané analyzou s kyseli-
nou TNBS, zda se, Ze hodnoty ziskané metodou s kyse-
linou TNBS odpovidaji nejlépe skuteénym hodnotdm ami-
nodusiku. Naopak metody, zaloZené na tvorb& komplex-
nich slou€enin s médi, davaji vys$s$i vysledky, na které
maji znaény vliv latky mladin a piv, jako jsou peptidy,
které pri tomto stanoveni reaguji obdobné jako amino-
kyseliny.

Obsah aminodusiku v mladiné informuje predbéZné
sladka, jaky miaZe ocCekdvat pribéh hlavniho kvaSeni a
stupeni prokvaSeni vyrab&ného piva. Pfedpoklada se, Ze
ma-li kvaSeni probihat norm4lné, musi mladina obsahovat
14 mg aminodusiku na 1 % extraktu.

Z tabulky 3 vyplyvéa, Ze absolutni hodnoty aminodusi-
ku pri rtznych stanovenich jsou odlisné, ale Ze existuje
relace mezi dosaZitelnym prokvaSenim mladiny a hodno-
tou aminodusiku stanovenou jednotlivymi metodami.

Souhrn

V praci ce diskutuji rGzné metocdy pro stanoveni ami-
nokyselin a aminodusiku v pivovarskych laboratofich.
Autorky se zabyvaly tdpravou vzorkd pro analyzu amino-
kyselin na automatickém analyzdtoru a vyhodnotily vysi
ztrat, které vznikaji pfi dpravé vzorkd sladin, mladin a
piv lyofilizaci, izolaci aminokyselin na sloupcich Dowe-
xu 50-X4 a pro oddéleni vysokomolekuldrnich dusikatych
latek vysrdaZenim Kkyselinou trichloroctovou. Zjistily, Ze
nejmens$i ztraty aminokyselin v porovndni k plvodnimu
vzorku bez upravy jsou pfi pouhém zahuS$téni vzorku
lyofilizaci. Pro vlastni funkci a chod analyzatoru zvlaste
pii zpracovani vzorku s bohatym obsahem vysokomole-
kularnich latek jako jsou sladiny a mladiny je vhodna
izolace aminokyselin na Dowexu 50-X4 za pfedpokladu,
Ze vznikaji ztraty bazickych aminokyselin.

Dale se hodnotily rizné metody jednoduchého stanove-
ni aminodusiku, které se mohou uplatnit v béZnych pro-
voznich laboratofich pivovari.

Skutené hodnoté aminodusiku nejvice odpovidaji vy-
sledky ziskané metodou s TNBS, které se pribliZuji niz-
kym hodnotdm aminodusiku vypoétenym z aminogrami
pri analyze na automatickém analyzatoru.

Vidy se zjistila relace mezi hodnotou aminodusiku a
stupném prokvaSeni mladiny. Maji-li se vSak porovnavat
hodnoty u vzorka rtizného sloZeni a plivodu, musi se po-
uZit jednotna metoda.
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