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Stanoveni aminokyselin plynovou chromatografif
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Aminokyseliny jsou dileZitou sloZkou extraktu pfi vy-
rob& piva, zejména pro kvasny proces, nebotf jsou zdro-
jem dusikatych litek pro kvasinky. Na jejich koncentra-
ci v mlading je v mnoha pfipadech zavisly i obsah se-
kundarnich metabolitd v pivé. Proto znalost kvalitativ-
niho a kvantitativniho zastoupeni aminokyselin umoZiiu-
je posoudit napf. vliv surogace na priib&h kvaSeni, ja-
kost svafovanych sladd, vhodnost pouZiti riiznjch Kme-
ni kvasinek apod.

Ke stanoveni aminokyselin se velmi &asto pouZiva
automaticky analyzdtor [1, 2], jeho vyhody se vSak mo-
hou uplatnit pouze pfi sériovych analg§zach. V opatném
pfipadé vyZaduje pfi delsich pfestdvkdch pomérné dlou-
hou dobu k uvedeni do provozu [pfiprava ninhydrino-
vého roztoku, kalibrace standardni smési aminokyselin].
Jiné chromatografické metody, kromé plynové chroma-
tografie, jsou méné presné a Casové narofné. Plynova
chromatografie poskytuje srovnatelnou nahradu za auto-
maticky analyzédtor, pfedeviim p#i zpracovani mensiho
pottu vzorkl. Metoda, kterou jsme aplikovali pFi Fe3eni
vyzkumnych dkold, vyhovuje nejen poZadovanou pres-
nosti stanoveni, nybrZ i Sasovou nendro&nosti.

Aminokyseliny nelze stanovit plynovou chromatografii
pfimo, protoZe nejsou dostateéné tdkavé, a proto se mu-
si nejdFive pfevést na vhodné derivaty. V odborné lite-
ratufe je popsdn velky pofet riiznych zpfisobli deriva-
tizace aminokyselin [napf. 3, 4, 5, 6, 7, 8]. Nejéast&ji po-
uZivanym postupem je esterifikace karboxylové skupiny
(prvni stupefl derivatizace] a acylace funké&ni skupiny
aminokyselin (druhy stupeil derivatizace). Krom# toho-
to postupu se vyuZivd napf. silylace alkylesteri, alkyla-
ce alkylesterdi, kondenzace alkylesterii s karbonylovymi
slouteninami, nebo jediné reakce aminoskupin'y'a karbo-
xylové skupiny s karbonylov§mi slouteninami za vzniku
heterocyklického derivatu. K posledné jmenované reakci
lze zatadit kondenzaci aminokyselin s 1,3-dichlor-1,1,3,3-
tetrafluoroacetonem, kterd poskytuje stabilni derivaty
s péticlennym kruhem [9]. Reakci s halogenovanym ace-
tonem prvné popsal Simmons a Wiley [10]. Cyklicky de-

rivat 2,2-bis-chlordifluoromethyl-4-subs.-1,3-oxazolidin-
-5-on vznikd témé&F u viech aminokyselin s vytdZkem
vEtsim nez 95 %. U histidinu, argininu a ndkterych dal-
Sich aminokyselin se musi je3t& heterocyklické derivaty
acylovat.

Pri sledovani moZnosti stanoveni aminokyselin plyno-
vou chromatografii jsme p¥ezkouseli nékolik derivati-
zatnich postupfi, nejlépe se nam osvédéila acylace
alkylesteri.

1. EXPERIMENTALNI CAST

Pri svgch pokusech jsme vychdzeli z derivatizacniho
postupu podle Mac Kenzieho a Tenaschuka [3, 11, 12].
Esterifikaci vznikaji isobutylestery a néaslednou acylaci
derivdaty  N-heptafluorobutyrylisobutylestery jednotli-
vych aminokyselin. Touto péivodni metodou nebyla zjis-
téna odezva na tryptofan a v nékterych pripadech i na
arginin. Z tohoto divodu se metoda modifikovala, aby
derivatizace obou jmenovanych kyselin byla dostate®n&
acinna.

Pfed stanovenim volnych aminokyselin v mlading,
v pivé nebo ve viné je nutné nejdfive odstranit ze vzor-
ku balastni latky (napf. sacharidy, bilkoviny, polyfeno-
ly, hoTké latky), kieré by ruSily derivatizaci a samotné
chromatografické déleni.

1.1 Priprava vzorku, i¥téni a derivatizace

Vzorek mladiny, piva nebo vina se nejdfive prefiltru-
je pres slabou vrstvu kiemeliny a z dokonale &irého
filtratu se odpipetuji bud 2 ml mladiny nebo 3 ml piva,
popiipadé 5 ml vina do malé kadinky. K tomuto vzorku
se pfidaji 2 ml pufru (5mg SnCl; se rozpusti ve 100 ml
50% kyseliny octové] a 0,3ml vnitfniho standardu (ky-
selina G-aminokapronovéd; navaZuje se 20mg do 50 ml
odmérné baiiky). Takto upravenym vzorkem se kvantita-
tivng pfevrstvi sloupek iontoménide.

K ciSténi aminokyselin se pouZije iontoménié Dowex
50 WX 8, 100/200 mesh, H+-cyklus (Fluka), ktery se na-
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Tab. 1. Relativni moldrni odezvy butylderivdtid aminoky-
selin jako funkce teploty a &asu pri esterifikaci

Tab, 3. Nékteré chromatografické udaje N-triflucracetyl-
isobutylderivdtii aminokyselin

Teplota 100 °C e, 5 s e = = N

Oznateni | — - Oznaéeni aminokyselin | Specificky | Relativni Re]atlwn‘l

aminokyselin | doba esterifikace (min) eluéni objem | eluéni molérn{
i 7 objem | objem

| 15 -, 30 ; 60 |
] .
Ala 0.65 0,63 ' 0,64 Ala 61,06 0,47 1,04
Gly \ 0,52 0,42 ! 0,51 Gly 63.80 0,49 0,92
Val 0.86 - 0,88 i 0,86 Val 70,71 0,55 0,65
Thr | 0,77 | 0,77 ; 0,77 Thr 72,51 0,56 0,47
Ser . 0,66 . 0,64 | 0,64 Ser 74,77 0,58 1,49
Leu 1,00 i 1,00 | 1.00 Leu 81,64 4 0,63 | 1,57
Ile [ 0,85 ' 0,99 1,02 Ile 8238 | 064 | 0,89
Pro 0.88 ' 0,88 0,85 py-NH,;-maselnd kyse- |
OH —Pro 0,92 0,91 0.90 lina 89,71 | 0,69 0.98
Met 0,65 | 0.64 | 0,62 Pro 91,59 | 0,71 0,94
Asp | 1,11 | 1,12 | 1,09 OH-Pro 96.37 | 0,74 0,85
Phe | 1,38 1,39 1.35 Met 101,82 | 0,79 0,74
Glu | 1.20 1.23 ' 1,22 Asp 106,14 0,82 1.14
Tyr | 1,14 1,20 ! 116 Phe | 10845 0,84 1,42
Lys l 1,04 1.05 i 1,02 Orn | 109.99 0,85 0.71
Arg 0.75 0,77 - 0,76 Glu 113,15 0,87 1.19
His 0,76 0,79 I 0,77 Tyr 114,42 | 0,88 0.49
Try 1,17 0.96 ' 0,90 Lys 115,30 0,89 0,79
Cys , 1,06 | 1.13 : 1.11 Arg 120,43 0,93 0,52
| His 123.35 0,95 1,28
Try 125,76 0,97 0,66
Tab. 2. Relativni moldrni odezvy isobutylderivdti amino- Cys 133,95 1,04 0,48
kyselin jako funkce teploty a &éasu pri esterifi-

kaci
Teplota 100 °C | Teplota 120 *C
Oznaéeni doba esterifikace doba esterifikace
aminokyselin (min) (min)
15[30|60 15 | 30 | 60
: : i
Ala 0,62 | 0,64 | 0,65 | 0,65 | 0,66 | 0,65
Gly 0,53 | 0,59 | 0,59 | 0,60 | 0,61 ‘0,61
Val 0,77 | 0,90 | 0,91 | 0,90 | 0,93 | 0,92
Thr 0,93 | 0,97 | 0,97 | 0,98 | 0,99 | 0,97
Ser 0,76 | 0,88 | 0,89 | 0,88 | 0,89 ! 0,88
Leu 1,00 | 1,00 | 1,00 | 1,00 | 1,00 | ,00
Ile 0,77 | 1,01 | 1,07 | 1,05 | 1,08 | 1,08
Pro 0,90 | 0,90 | 0,90 | 0,93 | 0,94 | 0,94
Met 0,94 | 0,89 | 0,90 | 0,90 | 0,90 | 0,88
Asp 1,12 [ 1,19 [ 1,09 | 1,81 | 1,19 | 1,19
Phe 1,41 | 1,36 | 1.36 | 1,37 | 1,38 | 1,38
Gl 1,22 | 1,23 | 1,23 | 1,26 | 1,26 | 1,26
Lys 0,87 | 1,12 | 1,12 | 1,13 | 1,13 | 1,11
Tyr 1,47 | 1,40 | 1,42 | 1,53 | 1,42 | 1,41
Arg 0,95 | 1,17 | 1,16 | 1,19 | 1,19 | 1,17
His 0,67 | 0,94 | 0,94 | 0,97 | 0,97 | 0,97
Cys 0,75 | 1,04 | 1,04 | 1,08 | 1,08 | 1,03
| L 1

vrstvi do stonku malé laboratorni ndlevky (& nalevky
4cm), uzavieného na konci skelnou vatou. Potom se
iontoménié pfevede do H+-cyklu pétindsobnym objemem
roztoku kyseliny chlorovodikové [e(HCl] = 6 mol/l]. Po
protefeni roztoku kyseliny chlorovodikové se sloupek
iontoménite promyva deionizovanou vodou (popfipadé
redestilovanou) aZ do zmizeni reakce na Cl’ ionty. Ko-
lonka iontoméniée musi byt stdle pfevrstvena deionizo-
vanou vodou [13, 14].

Zachycené aminokyseliny na iontoméniéi se mnejdfive
promyji 5ml redestilované vody, potom se vylouZi 3 ml
roztoku hydroxidu amonného [e [NH4OH] = 2mol/l] a
sloupek iontoménife se promyje 1 ml redestilované vo-
dy. Objem eludtu se zaznamend a k derivatizaci se od-
pipetuje 1 ml.

Vlastni derivatizace, kterd je rozdélena do dvou stup-
fifi, se provadi v malé zkumavce [objem asi 2,5ml) se
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Obr. 1. Vliv teploty pri acylaci a doby piisobeni na RMR
N-heptafluorobutyryl-isobutyl-argininu [12]

zabrusovym uzdvérem [NZ 14,5/23). Odpipetovand &dst
eludtu se nejdfive odpafi ve vakuové rotafni odparce
pFi teploté do 50°C a vyparek se potom azeotropicky
vysudi CHzCl; v proudu dusiku. K vysuSenému vzorku
se pridd 300l Z2-methylpropanoclu, ve kterém je roz-
pustén chlorovodik [e (HCl) = 3 mol/l]. Zkumavka se
dobfe uzavie zdbrusovou zdtkou a jeji spodni &&st
(pouze do vySe kapaliny ve zkumavce) se ponofi do
glycerolové lazng, kterd se udrZuje na teplot® v roz-
sahu 117 aZ 120°C. Za 5 minut se zkumavka z l4zng
vyjme, nékolikrat se s ni poklepe, aby se dokonale roz-
pustil vyparek, a znovu se ponofi do ldzns. Celkova do-
ba esterifikace trv4 pfesn& 15 minut [vEetn& promiché-
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ni po 5 minutdch). Po této dob& se zkumavka ochladi
a prebytek kapaliny se odpafi do sucha proudem dusi-
ku [prvni stupeii derivatizace). PFimou esterifikaci po-
psali prvné Rogch a Gehrke [15].

1.0 di-acy! .'-'I—‘r

mono-acy! Try
e T
=] Too 125
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Obr. 2. Vliv teploty pFi acylaci na tvorbu mono- a di-
-heptafluorobutyryl-isobutyltryptofanu [12]

Druhym stupném derivatizace je acylace isobutyl-
esterii aminokyselin. K odparku po esterifikaci se pFi-
da 80 ul acyla&niho ¢inidla TFAA [anhydrid kyseliny tri-
fluoroctové), zkumavka se dobfe uzavie a vloZi se stej-
nym zpilisobem jako pri esterifikaci do glycerolové
lazn& na 10 minut. Teplota v 1dzni se udrZuje v rozsa-
hu 148 aZ 151°C. Pri esterifikaci a acylaci je vhodné
chladit z&tku zkumavky, aby pary pod zdtkou konden-
zovaly a vracely se zpét do reakéni smési. Chlazeni zat-
ky se zajisti obalenim vatou namofenou v methanolu.
Po uplynuti uvedené doby se zkumavka ochladi na la-
boratorni teplotu a prebytek ¢inidla se odpafi proudem
dusiku. Vyparek se rozpusti v 15 ul ethylacetatu a ¢ast
tohoto roztoku (2—3 ul) se pouZije k néstfiku do ply-
nového chromatografu. Zaroveii se nastiffkne 1ul an-
hydridu kyseliny octové.

1.2 Priprava esterifika¥niho Zinidla

Esterifika®ni ¢inidlo se miG¥e uchovédvat v chladniice
pouze jeden tyden, potom se musi pfipravit ferstvé. Do
reakéni baiiky s postrannim tubusem, ve které je kon-
centrovand Kkyselina chlorovodikovd, se pfikapdvd kon-
centrovand kyselina sirovd a uvoln&ny HCI se jimad ve
vychlazeném bezvodém 2-methylpropanolu ([p.a.). Baii-
ka s 2-methylpropanclem je umist®na v ledové l4azni

Oys Gl e B | e e i e ]
Tir 0H# The
Ty Hes g
~
£
Arg S 6ty
N

ol

Obr. 3. Smés &istjch gqminokyselin
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(teplota —5 aZ —15°C). K ziskdni poZadované kKoncen-
trace chlorovodiku [e (HCl) = 3 mol/l] je nutné odms-
fit do reak&éni baiiky 15 ml koncentrované HCl a pfika-
pavat 10 ml koncentrované HZSO4 V jimaci baiice je
50 ml 2-methylpropanolu.

1.3 Podminky pfi chromatografickém déleni
Zakotvend faze SE 30 (3% smodéeni)

Nosit Chromosorb W, silan., 80/100 mesh
Kolony sklenéné, 2 m dlouhé, vnit¥ni
&7 3 mm
Nosny plyn N, priitok 24,5 ml/min
Pridavny plyn H;, pritok 26,3 ml/min
Vzduch pritok 257 ml/min
Detektor FID, t = 295°C
N4sttikova komiirka t = 265°C
Program 4°/min

Teplota kolon
Posun papiru

100 aZ 260°C
6,24 mm/min nebo 8,45 mm/min

Citlivost 10%/4

Néstiik 2 a3l

Pristroj Carlo Erba, Fractovap model GV
2. DISKUSE

K esterifikaci se nejfast®ji pouZivd butanol. Pokusy
provadéné s methanolem nebyly uspokojujici [16], pro-
toZe vzniklé estery jsou pomé&rn# tékavé a pfi daldim
zpracovani vzorku vznikaji ztréty. Butylestery jsou vy-
hodngjsi vzhledem k men3{ t8kavosti. ObtiZn&j¥i rozpust-
nost viech aminokyselin v butanolu, krom& prolinu a
cysteinu, je zpfisobena jejich polirnim charakterem.
V 2-methylpropanolu se aminokyseliny lépe rozpousté&ji
neZz v butanolu a také rozdéleni t&chto alkylesterfii pf¥i
chromatografii je lep3i. Aby tufinnost esterifikace byla
okolo 100 %, musi se pracovat pfi vy3si teplots. V fa-
bulce 1 jsou uvedeny hodnoty RMR (relativni moldrni
odezva) v zdvislosti doby trvdni esterifikace pfi dané
teploté (butylestery) a v fgb. 2 pro isobutylestery. Z uve-
den§ch hodnot je patrny rozdil mezi esterifikaci buta-
nolem a 2-methylpropanolem. U v&tSiny aminokyselin se
dosahuje maxima RMR jiZ za 15 minut, u isoleucinu za
tuto dobu je v3ak vytéZek esterifikace pouze okolo
80 %. Teprve prodlouZenim doby na 30 minut je este-
rifikace isoleucinu tém&F 100 %. Pri deldi ®sterifikaci
nastdvad vSak Casteény rozklad predeviim tryptofanu.
ZvySenim teploty na 110°C zv§si se i G&innost esterifi-
kace u isoleucinu na 91 % a pfi 120°C za stejnou dobu
{15 min) asi na 98 %. Z tabulky 2 vyplyva, Ze je vfhod-

start
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Obr. 4. Obsah aminokyselin v 10% mladiné

néjsi zvysit Castetné teplotu pFi esterifikaci, neZ pro-
dluzovat dobu piisobeni pfi niZ3i teploté.

DileZitym faktorem je také koncentrace HCl v pfi-
sludném alkoholu. P¥i naSich pokusech jsme pfezkouSe-
Ii vliv teploty, doby pisobeni a koncentraci HCl a zjisti-
H jsme, Ze pri niZSi koncentraci HCl neZ [e HCI
2mol/l] nebyvd u ndkterych aminokyselin (Val, Ile)
esterifikace dokonald. Naopak pfi vy33i koncentraci nez

Asp.
Fhe

Cys b
Ly

i

Popsanou metodou jsme rozdélili smés 21 aminokyse-
lin (obr. 3) a nékteré chromatografické tdaje jsou uve-
deny v fabulce 3 (pramér z péti zdznami). Vhodnost vy-
uZiti metody pro analfzu pivovarskych surovin, mezi-
produktii a hotovych vyrobki se ovéfila pfi provoznich
a vyzkumnych pokusech. Nekteré chromatografické za-
znamy obsahu aminokyselin v mladindch a pivech jsou
uvedeny na obrdzcich 4 a 5.
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Obr. 5. Obsah aminokyselin v 10% svétlém piné

[e (HCl) = 5mol/l] vznikaji ztraty. Pri teplotd 120°C
a dob& trvani esterifikace 15 minut zabrani se rozkla-
du tryptofanu.

Druhy stupeii derivatizace, acylace, probihd u v&tsi-
ny aminokyselin velmi rychle jiZ p¥i teploté 75°C. Do-
konald acylace argininu a tryptofanu vyZaduje zvySeni
teploty na 150°C. NedodrZenim tétc podminky (niZsi
teplota) je acylace argininu nedostate€na (obr. 1). Pri
niZ3i teploté jsou zaznamendny u tryptofanu dvé mensi
elué¢ni kfivky (mono-aryl Try a di-acyl Try). RMR di-
-acyl Try se zvy3uji se stoupajici teplotou pfi acylaci,
zatimco RMR mono-acyl Try se sniZuji (obr. 2). Pfi
150 °C klesd pfitomnost mono-acyl Try pod 3 %.

U histidinu mohou vznikat také urfité problémy zpi-
sobené obtiZnou acylaci imidazolového dusiku a pomér-
nou nestdlosti Nzacyl vazeb. Tyto obtiZe lze odstranit
dodatetnou acylaci histidinu pFimo v kolon& anhydri-
dem kyseliny octoveé.
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Sedové, H. - Kahler, M.: Stanoveni aminokyselin plyno-
vou chromatografii. Kvas., prim., 26, 1980, & 9, 5. 193
a¥ 197.

V prdci je podrobné popsdn postup &isténi a deriva-
tizace aminokyselin a jejich stanoveni plynovou chro-
matografif. Pivodni metoda podle Mac Kenzieho a Te-
naschuka byla modifikovdna pro uréeni obsahu amine-
kyselin v mladin&, pivé a ve vind. PouZitelnost uprave-
né metody se ovEfila analjzou smési ¢istych aminoky-
selin, riiznych typh mladin, piv a vin. V3echny analyzy
poskytly u paralelnich vzorkt reprodukovatelné vysled-
ky pii presnosti 3 %. Této metody se muZe pouZit pri
sledovani zmén koncentrace aminokyselin v prib&hu
vyroby piva, popfipadé k posouzeni kvality sladu.

Meposa, X. — Karaep, M.: Ipumenenne ra3osofi xpoma-
TOorpauu nis onpeneeHHs aMHHOKHCJIOT. KBac. mpyu. 26,
1980. Ne 9. crp. 193—197.

B cratbe noapoGHo onucaH MeTON OYHCTKH H JepHBa-
TH3AIHH AMHHOKHCIOT H HX ONpeleJeHHe C NOMOUIBI Xpo-
martorpapun. Meton, npeanomennniii Max Kansu u Tena-
HIYKO OBJI MOAMGHUHPOBAH H [13eT BO3MOKHOCTH Olpesiene-
HHA COACPIKAHHS AMHHOKHCIOT B cycae, muBe n nuse. [pu-
MEHHMOCTE METOJA H [0CTOBEPHOCTH MOJYYAeMBIX pe3yib-
TATOB NPOBEPsiiach MyTeM aHa/dH3ad CMeCH YHCTHIX aMHHO-
KHCJIOT, pA3HBIX COPTOB Cycaa, NHBA H BHHA. AHAJIH3b
MOKA3a0H BOCIPOH3BOAHMOCTb PE3YJbTATOB € OTKJIOHCHHS-
Mu He npesnimanmpmu 3 9. Meron Moxer 6HTh HCHOJb-
30BaH A7MA HaOJAKJAeHHT 3a H3MEHCHHAMH KOHIEHTPAIHH
AMHHOKHC/IOT B XO/le TPOHECCOB NHBOBAPeHHS, a TaKKe JId
OlieHKH KauecTsa CoJI0Aa.

Sedova, H. - Kahler, M.: Application of Gas Chromato-
graphy to Analyses of Amino Acids. Kvas. prim., 28,
1980, No. 9, pp. 193—1897.

The article deals in detail with the sequence of oper-
ations required for cleaning and derivatisation of
amino acids and their estimation by applying gas
chromatography methods. The Mac Kenzie-Tenashuka
method has been modified and permits now to determine
the amount of amino acids in wort, beer and wine. The
applicability and reliability of the method have been
verified through a series of analyses covering mixtures
of pure amino acids, various sorts of wort, beer and
wine. All analyses give reproducible results with devia-
tions not exceeding 3 %. The method can be used to
study changing concentrations of amineo acids in the
course of brewing processes or to evaluate the quality
of malt.

Sedova, H. - Kahler, M.: Bestimmung der Aminosiuren
mittels Gaschromatographie. Kvas. priim., 26, 1980, No. 9,
5. 193—197.

In der Arbeit wird ausfiihrlich das Verfahren zur
Reinigung und Derivatisation der Aminosduren und ihrer
chromatographischen Bestimmung beschrieben. Die ur-
spriingliche Methode nach Mac Kenzie und Tenaschuko
wurde fiir die Bestimmung der Aminosduren in Wiirze,
Bier und Wein modifiziert. Die Anwendbarkeit der modi-
fizierten Methode wurde durch Analysen der Gemische
reiner Aminosduren, verschiedener Typen von Wiirze,
Bier und Wein iiberpriift. Alle Analysen lieferten bei
paralellen Proben reproduzierbare Ergebnisse mit einer
Genauigkeit von 3 %. Die beschriebene Methode kann
bei der Verfolgung der Anderungen der Aminosiuren-
konzentration im Verlauf der Biererzeugung, bzw. zu
der Beurteilung der Malzqualitdt angewenden werden.



