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ABSTRAKT

Bakal&ska prace se zabyva stanovenim volnych aminokyselastlinnych a Zivéisnych
materialech. V praci je popsana charakteristikanakyselin a bilkovin, vyznam stanoveni
volnych aminokyselin v potravinach a metody stambwelnych aminokyselin detné né-
kterych extraknich proces. Na zav¥r této prace je navrzena vhodna metoda jejich stano

veni na Ustavu potravitgkého inzenyrstvi Univerzity Toméa3e Bati ve Zlin

Kli¢ova slova: volné aminokyseliny, chromatografie raany

ABSTRACT

The bachelor thesis deals with determination o fienino acids in plant and animal sam-
ples. The present study describes the charactsristiamino acids and proteins, the mean-
ing of determination of free amino acids in foodldahe methods of their assessment in-
cluding some extraction processes. In conclusieretis suggested the appropriate method
of their determination at Department of Food Engrimegy at Tomas Bata University in
Zlin.

Keywords: free amino acids, chromatography, food
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UvoD

V dnesni dob si stale vice wdomujeme, Zeffkladna Zivotosprava a spravny vy-
bér potravin jsou podepsany na stavu naseho zdrawio Be snazime vyrébtakové vy-
robky, které budou vyhovovat stasné poptavce na trhu, co séetgenzorickych vliastnos-
ti nebo obsahu titych nutricnich slozek. Z tohotoiyodu jsou stanovovany volné amino-

kyselin u potravin, které jsou jimi #iznych hledisek ovliiovany.

Volné aminokyseliny jsou zkoumanyiiochemickych, fermentaich a hydroly-
zanich procesech a svoji roli maji zastoupenou inzeeckych vlastnostech. Volné ami-

nokyseliny jsou zkoumany ihem skladovani potravin.

Tato bakalésk& prace, zabyvajici se vyznamem a stanoveninyclolaminokyse-
lin, je rozd&tlena do 4 kapitol, v nichZ v prvni je nastia stréna charakteristika aminoky-
selin a bilkovin, ve druhéasti se snaZzime vyznantoypopsat smysl stanoveni volnych
aminokyselin, veitti kapitole jsou rozebrany moznosti stanoveni ywainaminokyselin a
n¢které extrakni procesy a v posledni kapitola jgnevana moznostem stanoveni, které
jsou aplikovatelné v podminkach Ustavu potrakského inzenyrstvi Fakulty technologic-

ké Univerzity Tomase Bati ve ZKEn
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CiL PRACE:

Cilem této bakai&ké prace bylo charakterizovat tlohu aminokyseliilloovin ve vy-
Zivé ¢loveka se zamenim na stanoveni volnych aminokyselin jako marketenzity fer-
ment&nich nebo hydrolyzmich proces. V praci je uvedenighled analytickych metod
uréenych pro stanoveni obsahu volnych aminokyseliogs@ny extraéni procesy. Na za-
vér je doporgen vhodny postup aplikovatelny v podminkach Ustaetavindského inze-

nyrstvi Fakulty technologické Univerzity Tomase iBat Zlirg.
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1 CHARAKTERISTIKA AMINOKYSELIN

1.1 Struktura, nazvoslovi, rozdleni

Aminokyseliny jsou zakladnimi stavebnimi jednotkammoha slotenin. Tyto sta-
vebni jednotky jsou navzajem spojeny tzv. peptidovazbou ( —CO-NH-), diky niz jsou
vytvareny peptidy a proteiny neboli bilkoviny. Tvorba pdpvé vazby, ktera vznika mezi
a-aminoskupinou jedné aminokyselinyagkarboxylem aminokyseliny druhé, v podstat

e

znamena odstr&ni jedné molekuly vody a gaimezi nejdilezitejSi reakce aminokyselin.

Dosud bylo v pirod identifikovano kolem 700 aminokyselin, mezileZité pati
skupina 21 Le-aminokyselin, tzv. kédovanych kyselin (kddovanétpr Ze jejich syntéza
je fizena genetickym kodem), které jsou stavebnimigédmi jiz zmirgnych bilkovin.

Struktura Le-aminokyselin: aminokyseliny obsahuji jak aminoskup tak kyselou
karboxylovou skupinu, které jsou ®bavazany ke stejnému atomu uhliku, stg@ko H a
R-substituent. Diky tomu je uhlik nazvan chiralrémato tetraedrova orienta¢ti raz-

nych skupin umakuje aminokyselinam optickou aktivitu.

H

I
R— C,— COOH

I
NH,

Obr. 1. Strukturovany vzorec aminokyseliny

Dé¢leni aminokyselin podle struktury postrannfiezce (R-substituent):
1) alifatické aminokyseliny: glycin, alanin, valilgucin, isoleucin

2) alifatické hydroxyaminokyseliny: serin, threonin

3) alifatické sirné aminokyseliny: cystein, methion

4) aminokyseliny s karboxylovou skupinou v postiamietizci: kyselina asparagova, ky-

selina glutamova

5) a jejich monoamidy: asparagin, glutamin
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6) aminokyseliny s bazickymi fugkimi skupinami v postrannirtetézci: lysin, arginin,
histidin
7) aminokyseliny s aromatickym a heterocyklickymsipannim rettzcem: fenylalanin,

tryptofan, tyrosin

8) cyklicka aminokyselina: prolin

D¢leni aminokyselin podle esenciality:

1) esencialni: valin, leucin, isoleucin, threonirethionin, lysin, fenylalanin, tryptofan
2) poloesencidlni: arginin, histidin (prétdesencialni)

3) neesencialni: vSechny ostatni aminokyseliny,ékigou dostupné, dovek si je dokaze

syntetizovat.

Pro rekteré Ziva@ichy jsou esencialni i dalSi aminokyseliny, hidpstidin pro mys, histidin

a arginin pro potkana a praguestidin, arginin, glycin a kyselina glutamova pae. [3]

ESENCIALNI aminokyseliny neumi lidsky organismusnsstizovat v takovém
mnozstvi, které by bylo dostgjici pro fist ditte nebo v dosfjosti pro udrZzeni dobrého
zdravotniho stavu a proto je musime ziskat potrgvdailkovinach). B jejich nedostatku
v potrav vznikaji vazné poruchy latkovégmeny (poruchaistu, ubyvani na hmotnosti) a

genetické choroby (fenylketonurie a syndrom javetavsirupu). [1]

LIMITUJICI aminokyseliny jsou obsazeny v bilkovifde nejmensim mnozstvi a
uréuji jeji biologickou hodnoty nag. lysin u vegetariain (v rostlinnych bilkovinach je ho

malo).

Aminokyseliny se vyskytuji v organismech v neioniané forn¢ v podol& vniti-
nich soli. V3echny aminokyseliny maji nejraélvé slabé kyselé furtai skupiny, R-NH"
a R-COOH, které jsou u aminokyselin twach proteiny vazané nauhlikovém atomu.
Tyto skupiny spolu s dalSimi slalkyselymi funkénimi skupinami (OH, SH, guanidinové)

jsou mimoto ukujici pro celkovy naboj aminokyseliny, ktery sénhs pH. [1]

V zavislosti na pH je jejichidezZitou vlastnosti bipolarni charakter molekuly ¢mo
hou se chovat jako kyseliny nebo zasady), a psio aminokyselinyazeny mezi amfoly-
ty (neboli amfoterni latky), jejichz celkovy nabgiji daném pH zavisi na hodnotach pH

jejich funkénich skupin. V isoelektrickém bédl je pH, @i kterém nema aminokyseliny



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 11

Zzadny vysledny naboj a tudiz se v elektrickém ptdjnosnirného proudu nepohybuje.[1]

Pokud je vysledny naboj nulovy, je amfolyt ve féramfiontu.[ 2]

Aminokyseliny kron¢ své hlavni tlohy, stavebnich jednotek bilkovinjirfest dal-
Si vyznamné metabolické funkce v Zivych objektetsou pedevsim vychozimi latkami
pro syntézu mnohych biologicky aktivnich latek hietiinného charakteru, napvznik
nékterych vitamiri, zvlase tzv. B-komplexu, vznilkéetnych rostlinnych barviv (n&pfla-
vonoidy), vznik alkaloid apod. [4] Podileji se spolu se svymi derivaty n@aohych roz-
manitych intracelularnich procesech, jako jsou aeyyrenos, regulace bgéného fistu a
biosyntéza porfyrif, purini, pyrimidind a maoviny. V podok nizkomolekularnich pepti-
di maji L-aminokyseliny dalSi vyznamnou ulohu jakarhony a jsou satastmi polypep-

tidovych antibiotik, produkovanych mikroorganisnii/

1.2 Charakteristika bilkovin, struktura a rozd éleni
BILKOVINY

Bilkoviny neboli proteiny jsou vysokomolekularnitkg, tzv. biopolymery, které
vznikly procesem proteosyntézy. Jsou zbudovange pak 100 az ¢kolika tisic aminoky-
selin, které jsou pospojovany peptidovou vazbownirpeptidovych vazeb se na uteai
vySSich struktur protetnpodileji jest jiné vazby, zejména disulfidové (-S-S-), esteravé

amidové.

Krome toho, Ze bilkoviny pét mezi zakladni chemické slozky Zivych Bunzna-
menaji také vyznamny zdroj dusiku a energie a zghtaké genos vitamif, kysliku a

oxidu uhliitého a dale strukturni, kinetické, katalytickégnalni role.
Existuji étyii Urovre struktury bilkovin:

1) primarni strukturgolypeptidovéhdetzce je uéena psadim (tzv. sekvence) aminoky-

selin a zahrnuje rowi polohu pipadnych disulfidovych vazeb. [1] Zastoupeni dapid
jednotlivych aminokyselin v peptidovéietzci neni ndahodné, ale jggsreé urceno gene-
ticky pro kazdou bilkovinu v organismu. Proto m&da bilkovina svou specifickou pri-

marni strukturu. [4]

2) sekundarni strukturja prostorové usgédani atom (konformace) v hlavnim polypepti-

dovémretézci. Konformace je dana sledem jednotlivych amirsaiyn z primarni struktury

a popisuje skladani polypeptidovyigtezci do motivi stabilizovanych mnoha vodikovymi
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vazbami jako jex-Sroubovice neb@-skladany list. Kombinace&thto motivi miZze potom

vytvaret supersekundarni motivy (rfap-a-p).

3) terciarni strukturaur¢uje celkovou konformaci polypeptidovéltettzce a prostorové

uspdadani postrannicketézci. Je vysledkem stabilizujicich interakci mezi pastrimi
fetézci Usek s tiznou sekundarni strukturouiiadem proteinu, u kterého je zcela znama

terciarni struktura, je myoglobin. [2]

4) kvartérni strukturge pfitomna pouze u bilkovin, které se skladaji ze dmebo vice

polypeptidovychietzci (oligomerni bilkoviny). Popisuje mista kontaktudalSi vztahy

téchto polypeptid nebo podjednotek.ikladem tetramerniho peptidu je hemoglobin.
D¢leni bilkovin podle biologické funkce:

1) strukturni- keratiny,kolageny, elastiny

2) katalytické- enzymy a hormony

3) transportni- hemoglobin

4 ) pohybové- aktin, myosin, aktomyozin

5) obranné- imunoglobuliny

6) zasobni- feritin

7) senzorické- rhodopsin

8) regul&ni-hormony (insulin,istovy hormon)

9) vyzivove-esencialni aminokyseliny, zdroj dusjRi

Podle stavu, v jakém se proteiny nachazeji v potéah, jsou rozliSovany na na-
tivni (zachovany biologické funkce), denaturovaibéz biologické funkce) a upravené

(chemicky modifikované, aditiva pro zvySeni bioldgs hodnoty). [2]

Podle struktury a sloZeni se bilkovingticha:

1) jednoduchéproteiny- obsahujici pouze vazané aminokyseliniglase na globularni a
fibrilarni

2) sloZenéproteiny neboli proteidy, obsahujici kréraminokyselin vazané také jiné sloz-

ky-fosfoproteiny, chromoproteiny, lipoproteiny, gbproteiny, nukleoproteiny a metalo-

proteiny.
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Denni spateba bilkovin by mila byt u¢lovéka 1-1,2 gram na 1 kilograrlésné hmotnos-
ti. Energeticka vytznost 1 gramu bilkovin je 17,2 kJ.
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2 VYZNAM STANOVENI VOLNYCH AMINOKYSELIN

Stanoveni volnych aminokyselin ma velkotleFitost z hlediska sledovani 2m &
uz u technologickych procesebo Bhem skladovaniady potravinékych vyrobki. Sloz-
ky chuti, které vznikaji visledku zmdn proteini, jsou dilezité pro potraviny jako nap
syr, vino, med nebo fermentované masné vyrobky.stdaoveni volnych aminokyselin

jsou pouzivanyirzné analytické metody.

Teodor Hodisan a kol.[5] zkoumali ve své studiznwgm stanoveni volnych aminoky-
selin v rostlinnych extraktech. V poslednim desétikosmetického a farmaceutického
pramyslu byly zn&né pouzivany rostlinné extrakty. K hledani bioakfomlatek z &chto
extrakti byly pouzity zakladni chromatografické metody,rétemou;ji lokalizaci rékte-
rych aktivnich slozek jako n&ptaniny, sacharidy, flavony, aminokyseliny atdk@aost-
linny extrakt byly pouZity k separaci, identifikagistanoveni volnych aminokyselin listové
vytézky z Ginkgo bilobaa Hedera helix.Touto praci, kde byly pouzity metody TLC (ten-
kovrstevna chromatografie), HPLC (vysokoina kapalinova chromatografie) a GC-MS
(plynova chromatografie ve spojeni s hmotnostnimkspmetrem), byl dokazan vyskyt
volnych aminokyselin asparagin, glutamin, arginkyselina glutamova, glycin, alanin,
prolin, tyrosin, isoleucin, leucin a fenylalanin Nstovéem vygzku Ginkgo biloba.

V extraktuHedera helixbyly objeveny volné aminokyseliny asparagin, giygrolin, tyro-

sin, valin, isoleucin, leucin, fenylalanin, metiona isoleucin. Jako nejtezitéjSi volna

aminokyselina byl ozrign prolin, ktery mawlezitou roli v syntéze a regeneraci pletiva.

Volné aminokyseliny jsou také zkoumany jako ukagafgoteolyzy Bhem zrani
syni. Ve studii Izco J. M. a kol.[19] bylo monitorovamoani francouzského syru nazyva-
ného Ossau-lraty. Tento trédi polormekky syr je vyroben z aiiho miéka (syrového nebo
pasterovaného). Ma smetanovou a #hisfechovou chtl Ovalny bochnik syru vazi 4-5
kg, ma minimalni obsah tuku v su&if0% (m/m) a susiny v syru 58% (m/m). Je vyrab
ve dvou francouzskych sousednich regionech v zagladryrenejich: Ossau v udoli Bearn
a Iraty v Pays Basque. Povrch bochniku pokrjiéo@ni kira Zluto-oranzové nebo Sedeé
barvy. Minimalni doba zrani je 90 @n6]

Biochemické procesy, probihajici vipghu zrani (jako jsou népglykolytické ne-
bo lipolytické reakce) a zejména proteolyza, mopodstatg prispét k vyvoji chuti, viné a

textury syru. Diky studii syru Ossau-Iraty bylosgno, Ze celkovy obsah volnych amino-
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kyselin se pohybuje od 200mg/100g susSiny v prvimi @& do 2200 mg/100g susiny po 120
dnech zrani. Hlavnimi volnymi aminokyselinami, I&ebyly stanovené metodou RP-
HPLC, byly kyselina glutamova, asparagin, glutanualin, leucin, fenylalanin a lysin.
Procenta volného prolinu, aminokyseliny souvise§ieisladkou chuti syru, byla snizena
Z 12% z prvniho dne na 3,3% po 120 dnech zranin $gr piitomen v koncentracich od 5-
33,1 mg/100 g susiny. Pasteraci mléka byla zvyseoeai volného serinu v syru;imz
muze byt vys¥tlen fakt, Ze pasterovani mlékagmbi na rozsah a charakteristiku kaseinové

proteolyzy Ehem zrani syru.

V posledni dob byl zpozorovan zriay zajem o vyrobu syru s redukovanym obsa-
hem tuku (nap nizkotwné syry), ovSem bez ztrat organoleptickych viagtnms/odnich
plnotuwinych vyrobki. Redukce tuku v mléku ma za nasledek vyznamnyrpgsuovnova-
ze 1iznych komponeiit v syru v porovnani s jeho plnétwym progjSkem a ma za ukol
nahrazovat ostatni slozky (rfawlhkost a proteiny). Ve studii Michaelidou A. alk18]
byl podroben analyze syr nazyvany Kefalogravieent®d tvrdy syr, vyrobeny z kravského
mléka nebo ze s#si owiho a koziho mléka, ma &le Zlutou barvu, pikantni cliua
mnoZstvi malych ok. Zraje 3d&sice a obsah tuktini 30,8% (m/m). [7] Z hlediskadinku
na proteolyzu v nizkotiném [9,5% (m/m)] a vysokotaé [49,6% (m/m)] vzorku syru Ke-
falograviera byly porovnany 2 konieri startovaci kultury (Alp DIP a Alp DIP D) a jogur
tova kultura V1 (ktera je termofilni kulturou skkjeti se zeStreptococcus salivariusub-
sp. thermophilus a Lactobacillus delbrueckisubsp.bulgaricus) s komegni jogurtovou
starterovou kulturou CH-1. Starterova kultura AlfPDe specialé definovana multidru-
hova kultura [(actococcus lactisubspactis, Lactococcus lactisubspcremoris Strepto-
coccus salivariusubspthermophilusLactobacillus helveticua Lactobacillus lacti¥ Alp
DIP D je specialni kultura obsahujici kulturu AlpFDa Lactococcus lactisubsp. biovar
diacetylactis CH-1 je obvykla jogurtova kultura pouzita jakonkimIni. Je kome&iné vyu-

Zita pro produkci plnottného syru Kefalograviera.

Pouzitim starterovych kultur by mohlo dojit ke zeg§ koncentrace peptica ami-
nokyselin, které fimo pispivaji k chuti, resp. mohouipobit jako prekurzory sloZzek chuti.
Tato studie se zabyva efektem vySertmwaanych kultur na proteolyzu v nizkéhém syru
Kefalograviera a tim i stanovenim volnych aminokiyseBylo zjiS€no, Ze je mozné vyro-
bit nizkotwny syr (45 g/1 kg tuku) se senzorickymi vlastnospiniotwtného syru (308 g/1
kg tuku). Vzorky syru byly analyzovany na obsahkalti, proteir, tuku, soli, pH a vol-
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nych aminokyselin. Volné aminokyseliny byly stanoyanetodou RP-HPLC. Volné ami-
nokyseliny jsou koncovym produktem proteolyzy uvol@ z peptié peptidazovou reakci.
Jsou nahromaay v pribéhu zrani a naslednsou metabolizovany v kolisavém rozsahu
pomoci enzym ze syrové mikroflory do slaenin nestalych anebo stélych, ktetépjvaji

k vyvoji chuti syru. Taktéz nekaseinové aminokyseglikyselinay-aminomaselna a ornitin)
byly nalezeny ve vSech syrech ve znatelném mnozaatimco vSechny syry sdilely stejné
hlavni a minoritni volné aminokyseliny, relativrorkcentrace kazdé aminokyseliny se liSila
mezi syry fizného std. Navzdory kulturdm pouZzitym pro vyrobu syru, dbsg
aminomaselné kyseliny a asparaginu byl zvys&msem zrani, zatimco obsah lysinu, tyro-
sinu a fenylalaninu byl snizen praymbdobré z divodu gremény téchto 3 aminokyselin na
metabolit. V souladu se studiemi o syru Kefalogeeavijako hlavni aminokyseliny byly
zastoupeny leucin, glutamin, valin, prolin a lyditeré spoléné s asparaginem, serinem a

fenylalaninem tvéi 60 % celkovych volnych aminokyselighem zrani.

Ve studii Mustaf A. a kol. [17] byly zkouméany ceheidprodukty z hlediska vyzna-
mu volnych aminokyselin.Pvyrobé cerealnich produlitjsou totiz volné aminokyseliny
povaZzovany zatdezZity substrat. Z hlediska senzorickéhspivaji k vyvoji chuti, viné¢ a
velkou nmerou se dastni Maillardovych reakci. Obsahy jednotlivych aokyselin jsou
serin, asparagin a kyselina asparagova. RozdrdesghovijSich obalovych vrstev obilky
se projevil bohatS§im na aminokyseliny nez progéstice obilky. V Zitnych vzorcich byl
obsazen vyssi obsah aminokyselin nez u pagai vzorki. Fermentaci je praégodobré
spotebovavan volny asparagin a kyselina asparagovauaugofiovany ostatni aminoky-
seliny. Kolisani obsahu aminokyselin by mohlo byswtleno metabolismem kvasnic ne-

bo drozdi.

Melisopalynologie je &da, ktera se zabyva rozborem pyh vytrusi rostlin
v neupraveném medu a diky ni lz€iukvéty, z nichZz byl med sesbiran.[13] Jinymi slovy
Ize ukit botanicky zdroj medu. Tato metoda ma ale z ditespohledu hrubé nedostatky a
z tohoto divodu jsou na ziskani profilu medu navrhovai@né procedury obeérzaloze-
né uzitim chromatografickych technikin®d aminokyselin v medu jefipisovan Zivais-
nym i rostlinnym zdrajm, akoli hlavnim zdrojem je pyl. Nozal M. J. a kol.[2koumali
ve své studii 74 vzotkmedu, jehoz zdroj maipod ve 4 rozdilnych botanickych skupi-

nach: eukalyptus (15 vzaik rozmaryn (28 vzork), pomeratové kwty (10 vzorki) a
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vies (21 vzork). Hlavni aminokyseliny nalezené ve vybranych vadrckwta (eukalypt,
rozmaryn a ies) byly prolin, fenylalanin, tyrosin, kyselina tdmovd a asparagova.
V kvétech pomerate byly nalezeny aminokyseliny prolin, asparagimyfalanin, kyselina

glutamova a lysin.

Chovem ryb je poskytovana moznost ziskani sezdezavislé nabidkyerstvych
ryb pro trh. JelikoZz skladovatelnastrstvych ryb je niz8i nez u mrazenych ryb, jerqiua
vyvinout metody pro udrzovani dobré postmortalralky ryb @i jejich cest na trh. Tento
problém se ve své studii snazil nastinit Duun Aa RRustad T. [15] za pouZiti ryby lososa
atlantického $almo sala). Poptavka p@erstvém lososovi se totiz rapilnvySuje na ukor
zmrazeného lososa. Porce filathovaného lososa atlantického byly zmrazefiytgplo-
tach-1,4C a -3,6C a v piibchu uskladini byly filety porovnavany s ledévmraZzenym
vzorkem lososa atlantického a byla zkoumana texutrata vody, katepsinova aktivita a
proteinova extrahovatelnost. Nejvyznafsim faktorem pro zvySeni trvanlivosti je teplota
produktu, jelikoZ ryby rychleji podléhaji zkdze neiaso. Stala teplota usklash je totiz
velmi dilezita na zabezgeni obsahu ledu v optimalni a konstantni GrokudiyZz ¢ast vody
vymrzne, koncentrace rozpasé latky v nezmrazeném roztoku se zvySuje atigenvést
ke zvySeni enzymaticke aktivity, denaturaci svatbvproteirs, strukturalnimu poskozeni
membran a zeéné¢ obsahu volnych aminokyselin. Cilem této studieobyySetit efekty
superchladiciho procesu pro #mé teploty (-1,2C a -3,6C) na kvalitativni parametry
lososa atlantického. Superzchlazentgsto pouzivano na popsani procesu, kde jsou potra-
vinérské produkty uchovany mezi bodem mrazu proileki az 2C pod nim.Pro mnoho
potravin&skych produki ma superzchlazeni za nésledek lepsi kvalitu, kdydgrovname
s obvyklym chlazenim. Teploty -£@ a -3,6C byly vybrany, aby byly studovany rozdily
ve vlastnostech suvalzagic¢inéné iznym obsahem vytieného ledu. Bylo zjigho, Ze v
ledovych nebo mrazenych refetefch filetach a po prvnich dvou tydnech superchiaze
ho uskladgni obsah volnych aminokyselin kolisal mezi 1,2 & rmg/g vihké hmotnosti.
Mezi dwma tydny a jednim gsicem byly hodnoty zvySeny na 2,4-2,5 mg/g vihkéotim
nosti pro superchlazené vzorky. Dikystu obsahu volnych aminokyselin je indikovana
exoproteolyticka aktivitadhem skladovani, cozime byt v disledku zvySené enzymatické

koncentrace, kdyz j¢ast vody zamrazena.

Kapr stibrny Hypophthalmichthys molitr)xse stal diky nizSim naklach, rychlé-

mu ristu, odolnosti & stresu a nemocim ekonomicky levnou sladkovodbouy V Cing
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se sladkovodni ryby prodavaji hlavipro cerstvou konzumaci. Jedinymi zpracovanymi
produkty jsou solené ryby a rybi otka. Tyto produkty vSak maji vysokou koncentraci
soli, a proto by nesty byt konzumovany ve velkém mnozstvi. Slibnyihspupem k vyvoiji
novych rybich produki které nebudou obsahovat tak velké mnozstvi kotipu bez rybi-
ho zapachu, ale zachovaiji si vSechny soirrybi vyhody, by bylo pouziti fermentace. Fer-
mentace ma pro lidskou speibu mnoho finosi: je to dostupnd metoda pro nemrazené
uchovani rybi svaloviny, zlepSuje organoleptickasthosti a jiz zniiované nutdni hod-
noty. Yongjin H. a kol.[16] se snazili ve své styzbrovnat fyzikalr-chemické, mikrobi-
ologické a senzorické charakteristiky vyrdbk kapra gibrného, které fermentovali roz-
licnymi kombinacemi bakterii mé@ého kvaseni (LAB, Lactic acid bacteriaSéaphylo-
coccus xylosusByly pripraveny 3 rybi vyrobky a ng&kovany £mito sngsnymi startero-
vymi kulturami: S-PXP I(actobacillus plantaruri5, Staphylococcus xylosu® aPedi-
ococcus pentosacedsT CC 33316 v poréru 1:1:1), S-PXCl(actobacillus plantaruni5,
Staphylococcus xylosi® alactococcus casesubspcasetl.001 v pondru 1:1:1) a S-
XCP (Staphylococcus xylosu® alactococcus casesubsp caseil.001 aPediococcus
pentosaceuATCC33316 v portru 1:1:1) a jeden kontrolni vzorek bez starterovigah
tur. Fermentace préhla po dobu 48 hodinipteplot 30°C.

Kdybychom porovnali fermentované rybi vyrobkyankrolnim vzorkem a vzorkem
pied fermentaci, byl by zji&b vysoky fist celkovych volnych aminokyselin ve fermento-
vaném vyrobku. Aminokyseliny jako je mapkyselina glutamovd, glycin, alanin, serin,
valin, leucin, treonin, kyselina asparagova, metimp tryptofan a arginin byly zvySeny
v porovnani s aminokyselinamiqn fermentaci. Vigdchozich pracich bylo zj&to, Ze
s vysSim vyskytem volnych aminokyselin byla lepButcfermentovanych produkt V
prabéhu fermentace svalkapra stibrného byly soli a ve vadrozpustné proteiny vy-
znamr degradovany a intenzita této degradace byla zaygervzorcich sijdanou mixo-
vanou kulturou. NZeme se proto domnivat, Z&danim volnych aminokyselin nebo zvy-
Senim uvatovani aminokyselin iize mit za nasledek zlepSeni celkové kvality ferment
vanych rybich produkt Diky smésnym startovacim kulturam bylo rychle snizeno pH,
inhibovan tist kontaminujicich mikroorganisipritomnych v syrovych materialech, potla-
¢ena akumulace celkového bazického dusiku a &agidepsi uné a jemrjSi textura ko-
necného produktu. Tyto vysledky nazngi vysoky potencial v pouzivani gsnych starto-

vacich kultur ve svalovinfermentovaného kaprai&kirného do budoucna.
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3 METODY STANOVENI VOLNYCH AMINOKYSELIN

Teodor Hodisan a kol.[5] zkoumali stanoveni vomyeninokyselin z rostlinnych ex-
trakta, kde byly pouzity 3 metody chromatografie: tenlstgvnou chromatografii (TLC),
vysokoinnou kapalinovou chromatografii (HPLC) a plynovdwomatografii ve spojeni
s hmotnostni spektrometrii (GC-MS). Nejprve byldnge extrahovat 0,5 g suché rostliny
v10 ml 1% (v/v) roztoku HCIl. Na odstram proteiri srdZzenim byl pouZit roztok
NasP(Ws5010)4. PO centrifugaci roztoku byla podstoupena iontey&néna. Byl pouzit
Amberlite IR-120 H, coZ je ionto#ni¢ piidany do iontového papiru vyrobeného
z celulosy. Ziskany roztok byl dale odea do sucha a zbytek byl znovu rozgnst 1 ml

vodného roztoku 30 % isopropanolu (v/v).

TLC je ¢asto pouzivana chromatograficka metoda pro separdentifikaci aminoky-
selin z rostlin. B pouziti metody TLC byla separace a identifikacénych aminokyselin
dosazena dvojitou eluci. Jako mobilni faze se Zdaveaks n-butanol-aceton-kyselina oc-
tova-voda (35:35:7:23 v/vivitacionarni faze je tvena tenkou tuhou vrstvou adsorbentu.
Jako adsorbent mohl byt pouzit silika gel, modifiany adsorbenty nebo polyamidy. By-
lo pouzito sprejovani filtkniho papiru vyrobeného z itsi celuldzy roztokem ninhydri-
nu vn-butanolu-acetonu v pa¥ru 1:1 (v/v). VysuSeni trvalo 10-15 minuiti peplot 105-
110°C. Fi kvalitativni analyze se vyhodnocuji hodnoty retamiah faktofi (R;), jeZ jsou
definovany vztahem Ra/b, kde b je vzdalenost &tdu skvrny separované latky od linie
startu aa je vzdalenost mezielem mobilni faze (tj. linii kam az dostoupila miobifaze
béhem preparace) a linii startu. Identifikace sepangeh komponent vzorku se provadi
porovnanim hodnot retartidich faktofi analyzovanych latek s hodnotami ®andard.
Odhad koncentrace slozek ve vzorku je mozno pravegiaklad porovnani intenzit zbar-
veni skvrn komponent vzorku a standarthdavkovanych ve zndmé koncentraci.[18] P
pouziti metody HPLC byly aminokyseliny, jak ze stardniho roztoku tak i rostlinného,
pienenény na fenolové derivaty. Jako mobilni faze byla Ztausngs 0,15 M octanu sod-
ného ( pH 6,5) s acetonitrilentipeplot 55°C a UV detekce i vinové délce 254 nm. iP
pouziti chromatografie GC-MS byly aminokyselinkepedeny do N-trifluoracetyh-butyl
estefi ke zvySeni jejich&avosti. Bylo zjis¢no, Ze asparagin a glutamin byly transformo-
vany do kyseliny asparagové a glutamové. Histidarginin bylo €Zké analyzovat plyno-

vou chromatografii.
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J. M. Izco a kol.[19] zkoumali stanoveni volnychiaakyselin v syru zné&gy Ossau-
Iraty pouzitim kapalinové chromatografie na reméfazi (RP-HPLC). Stacionérni faze je
nepolarni a mobilni faze je polarni. V naSefipact je to pufr tetraboritan sodny/kyselina
borita. Jako stacionarni faze nam poslouzil okt@ldéC,s). Na stanoveni dusikatych latek
rozpustnych v sulfosalycilové kysetitfSSAN) byla pouzita metoda s pouzitim trinitroben-
zensulfonoveé kyseliny (TNBS). TNBS jaildZité cinidlo ve spektrofotometrickém stano-
veni volnych aminokyselin, které reaguje-eminokyselinami, ale fize také reagovat s

nizkomolekularnimi hmotnostnimi peptidy

Pro stanoveni dusikatych latek rozpustnych v Ikyseulfosalicylové (SSAN) byl
navazen 1 g syru do 50 ml centrifugaci zkumavky sal kyseliny sulfosalicylové a na-
sledr byl pridan 1 ml vody. Po 18 hodinacti peplot 0°C byl vzorek zcentrifugovan po
dobu 15 minut. K il supernatantu byl fiddn 1 ml 1% dodecylsulfatu sodného (SDS).
Smss byla zatata na 7%C po dobu 15 minut. Po zchlazeni byly 2 ml pufruaieoritanu
sodného/borité kyseliny (pH 8,5) a 2 ml 1% roztdkimitrobenzensulfonové kyseliny
(TNBS) pidany do 250ul snesi. Vysledna sis byla protepana a uchovana ve dmii
teplot& 50°C po dobu 1 hodiny. Paigani 4 ml 0,1 N HCI a po 30 minutach byl&iena
spektrofotometricky absorbanc# plnové délce 340 nm ve spektrofotometrickém dietek
ru. Metoda TNBS byla dopotana jako vhodna metoda na odhad aminokyselin v syru
Vysledky analyzy frakce SSAN nasledovanou derieaiiZTNBS byly vysoce korelovany

se stanovenim celkovych volnych aminokyselin preveédmetodou RP-HPLC.

Pti stanoveni volnych aminokyselin ve vzorcich megilalve studii Nozal M. J. a
kol.[9] pouZzita plynova chromatografie (GC) s plam®nizani detekci (FID) nebo hmot-
nostni spektrometrickou detekci (GC-MS). Specifiokgroblémem v plynové chromato-
grafii je analyza malo¢kavych latek, jez je nutnof@d nadavkovanim do davkasepe-
vést nadkave derivaty. Uvedeny postup se nazyva derivagiz&inidlo reagujici se vzor-
kem pak derivatizmi ¢inidlo. Derivatiz&ni ¢inidlo musi s analytem reagovat rychle,
kvantitativre a s definovanou rychlosti, musi byt dostatestabilni i g zvySené tepldta
pokud vznikaji kroms tekavého derivatu dalSi produkty, jé&lezité, aby neruSily viastni

stanoveni. [12]

GC-FID a GC-MS metody dovoluji stanovit 20 volnyatminokyselin ve vzorku
medu ve velmi kratkémase: 8 minut GC-FID a 5 minut pro GC-MS. Jako nrdbidze

byl v plynové chromatografii pouzit dusik.
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Cilem studie Mustaf A. a kol.[17] na rozbor volnyaminokyselin v cerealnich
produktech bylo vyvinout extrgki metodu pro obilné produkty, ktera dava stahifriéz-
ky, které niizou bat okamz# pouzity v kroku SPE (extrakce pevnou fazi). Dabeopnat
plynovou chromatografii s biochromovou metodou edyse vySe a UsfBnosti analyzova-

telnosti volnych aminokyselin.

VSechny vzorky byly semleté za uziti ultracentrdugho mlynku. Fermentované
tésto a mtkky pSentny chléb byly ped mletim vysuSeny a vzorky byly zvazeny
v testovacich tubach. Vzorky byly podstoupeny athotiou extrakci, kdy byl fidan 50%
etanol (kwli predejiti rozpougini polysacharitl a dalSich viskdznich polymer vyhnuti

se tak gelovani Skrobu) a norvalin v poénu 14:1 v tomto piadi. Vzorky byly déle roz-

mixovany v rotanim mixéru v inkubatoruipteplots 5°C po dobu 20 minut. Po rozmixo
vani byly vzorky podrobeny centrifugaci po dobu 2@hut a 500ul supernatantu bylo
podrobeno extrakci pevnou fazi (SPE- Solid Phaseaétion). Byla pouzita plynova
chromatografie s plamenoionizdm detektorem FID. # GC bylo jako mobilni faze pou-

Zito helium.

Byla také provedena biochromova metoda. Je t@katyménna chromatografie,
ktera analyzuje volné aminokyseliny. Vzorek bylrakbvan pouzitim kyseliny sulfosa-
licylové s norleucinem jako internim standardemtoTanetoda obsahuje postkolonovou
derivatizaci aminokyselin s ninhydrinem, ktery pu&dje barevné derivaty aminokyselin,

které miZzou byt stanoveny spektrofotometrickiy yinovych délkach 570 a 440 nm.

Michaelidou A. a kol.[18] se ve své studii zabywefiektem srsnych starterovych
kultur na proteolyzu v nizkotmém syru Kefalograviera a stanoveni volnych amisekg
ve vyslednych produktech. Ve své praci pouzili keypeou chromatografii na reverzni
fazi (RP-HPLC).

Ve studii Ozcan S. a kol.[8] se pokouSeli vyvinantlytickou metodu pro jedno-
duché, rychlé a opakovatelné stanoveni 21 amintiky&gycin, alanin, valin, leucin, iso-
leucin, serin, threonin, cystein, methionin, kysalasparagova, kyselina glutamova, aspa-
ragin, glutamin, lysin, arginin, histidin, fenylaia, tyrosin, tryptofan, prolin a selenocys-
tein) v iznych potravinach za pouziti LC-MS (kapalinova chatografie/ hmotnostni
spektrometrie) a vyvinout jednoduchou extrakci avkyselin s pouzitim vodni faze bez

vymyvani.
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Byl pouzit obsah volnych aminokyselin z 22 polopekravin, jako jsou napkoje-
necké jidlo, chleba, suSenky, krekry, oplatky, @@l&aj, zelenina, ovoce atd. [8] V ex-
trakeni fazi byl vzorek aminokyselinyipraven rozpughim 25 mg kazdé aminokyseliny
ve 25 ml destilované vody. Po zhomogenizovani st vzorku uchovanatip-20°C
v nizkotlakové ethylenové lahvi. Jemny zaklad hoemigpvaného vzorku byl zvazen a do
vzorku bylo gidano 10 ml 0,2 mM kyseliny octové. Po zmixovanlalsmes centrifugova-
na acisty supernatant byl kvantitatigrpreveden do nadobky vyhybajici se vrchni olejove
vrstwé, pokud byla pitomna. Nasledovala MS detekce, kterda ma vyhodgskytovani
strukturovanych informacich o eluovanych slozk&ylo zjistno, Ze metoda je aplikova-
telnd na Sirokou paletu potraviniifrava vzorku a nasledna chromatografie zabrala&&mén

nez 25 minut.

Dunn A. S. a Rustad T. [15] zkoumali ve své stldalitu superzchlazenych va-
kuows balenych filet z lososa atlantického uchovanytihteplot -1,4C a -3,6C a stano-

veni volnych aminokyseliniptéchto teplotach.

Zhruba 4 g nasekaného rybiho svalu bylo homogeéaizow 80 ml zasobniku 1 (50 mM
KH,PQ4, 0,5% triton X-100, pH 7)ipteplot 4°C a pak centrifugovano. Supernatant byl
nalit pres skelnou vatu a objem byl dogindo 100 ml do zasobniku 1. Sediment byl pak
nadéle homogenizovan v 80 ml zasobniku 2 (50 mMR®, 0,5% triton X-100,0,6 M
KCI, pH 7) a znovu centrifugovan. Procedura bylavedena jednou pro kazdy vzorek
filety. MnoZstvi proteinu v extraktech bylo stanoweproteinovou zkouskou BioRad, za
uziti howziho séra albumin jako standardu. Byly provedemay&lyzy. Jako chromatogra-
ficka metoda byla pouZzita kapalinova chromatografieeverzni fazi (RP-HPLC). Celkové

mnoZstvi volnych aminokyselin bylo sfieno jako mg/g vihké hmotnosti.

Yongjin a kol.[16] ve své studii zkoumali stanoveminych aminokyselin ve fer-
mentovanych rybich vyrobcich z kapréilstneho Hypophthalmichthys molitr)x Pro toto

stanoveni pouzili kapalinovou chromatografii naarewi fazi (RP-HPLC).

Ve vocE rozpustné proteiny byly izolovany homogenizovariitng kousk rybiho
masa z fermentovaného produktu s 90 ml chlazendakesé vody a centrifugovanintip
zrychleni 5000 g po dobu 20 minutedkolonova derivatizace byla provedena pouzaim
ftalaldehydu (OPA). Byla provedena fluorimetrick&tekce. Identifikace ptka kvantifika-

ce byla provedena stanovenim rétd@nhcasi a obnoveni standardrolnych aminokyselin.
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4 MOZNOSTI STANOVENI VOLNYCH AMINOKYSELIN NA
USTAVU POTRAVINA RSKEHO INZENYRSTVIi UNIVERZITY
TOMASE BATI VE ZLIN E

Prvnim bodem stanoveni je extrakce vzorku, ktereuvSeobeahprovést kyselinou
trichloroctovou, kyselinou chloristou, kyselinoul@tovodikovou nebo ndp kyselinou
perchlorovou. KdyZz srovnameianost gchto extraknich cinidel: 5% trichloroctova kyse-
lina, 0,4 M kyselina perchlorova, 0,1 M kyselindatbvodikova, 1M kyselina chlorista a
5% kyselina chlorista; 0,1M kyselinu chlorovodikovae z hlediska nizkych paovacich

kultur a dobré &innosti doportit jako vhodné extraini ¢inidlo.

V dalSim kroku je vzorek centrifugovan na ddsivce, kde jsou odteny neistoty,
usazenina a extrakt. Pracovifg vybaveno odgtdivkou typu HERMLE 300K umaidijici
az 13500 ot/min. Vzorek je nasledmahu&n kvili zvySeni koncentrace vzorku na réna
vakuové odparce. Parigani pufru je vzorek viozen do analyzatoru amirsatiyn AAA
400, jenz je dostupny na Ustavu potravéké&ho inzenyrstvi. Tentoristroj pracuje na
principu stedotlaké kapalinové chromatografie s ionexovou tkolg ninhydrinovou deri-

vatizaci a spektrofotometrickou detekci.

Automaticky analyzator aminokyselin jecen pro stanoveni aminokyselin v hydroly-
zétech bilkovin, peptid pro stanoveni volnych aminokyselin ve fyziologick roztocich
a extraktech a pro stanoveni biogennich amidiky tomu nachazi analyzator upl&tin v
z&kladnim biochemickém vyzkumu bilkovin, vyzkumivy lidi a zviat, v 1ékdskeé dia-

gnostice, p kontrole I&€iv a potravin. [20]



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 24

ZAVER

V této bakaléské praci byla rozebrana problematika stanovemiyebl aminokyse-
lin pomoci analytickych metod a jejich vyznam veébrgnych rostlinnych a ziwisnych
vzorcich. Prace je dopina strénou charakteristikou aminokyselin a bilkovin. Pretay
potravindského inZenyrstvi Fakulty technologické UniverZitymase Bati ve Zli bylo
v posledni kapitole prace dopoamo pracovat sifstrojovym vybavenim Analyzétor ami-
nokyselin AAA 400.

Na zaklad odborné literatury, infornémich databazovych zdroja internetovych
stranek byl zpracovanighled analytickych metod a popsan vyznam stanoveimiych

aminokyselin.

Aby bylo dosazeno @veni vysledk a zavra této bakaléské prace, je vhodné se

problematikou volnych aminokyselignovat do budoucna v dalsi praci.



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 25

SEZNAM POUZITE LITERATURY

[1] MURRAY, ROBERT K.:Harperova biochemie4. vydani, Praha: H & H. 2002. 872 s.

[2] HOZA, I., KRAMAROVA, D.: Potravingska biochemie I1. vydani, Zlin: Univerzita
Tomé&Se Bati ve Zli# 2005. 168s.

[3] VODRAZKA, Z.: Biochemie 2. grepracované vydani Praha: Vysoka Skola chemicko-

technologicka, Fakulta potravirské a biochemické technologie. 1990. 217 s.

[4] SICHO, V., VODRAZKA, Z., KRALOVA, B.: Potravina'ska biochemie2. vydani,
Praha: SNTL. 1981. 360 s.

[5] HODISAN, T., CULEA, M., CIMPOIU, C., COT, A.Separation, identification and
quantitative determination of free amino acids frptant extracts Journal of Pharmaceu-
tical and Biomedical Analysis 18. 1998. s. 319-323.

[6] Cheese.conjonline][cit. 2008-07-27]. Dostupné z: < http:// www.cheesen >.
[7] Kefalograviera.[online][cit. 2008-07-13] Dostupné z:
< http://encyklopedie.seznam.cz/heslo/468893-kgfaliera >.

[8] OZCAN, S., SENYUVA, H., Z.: Improved and simplified liquid chromatogra-
phy/atmospheric pressure chemical ionization maestsometry method for the analysis
of undervatized free amino acids in various foabtsurnal of Chromatography, A, 1135
(2006), p. 179-185.

[9] NOZAL, M. J., BERNAL, J. L., TORIBIO, M. L., BGO, J. C., RUIZ, A.Rapid and
sensitive method for determining free amino acrdioney by gas chromatography with
flame ionization or mass spectrometric detectidournal of Chromatography A, 1047
(2004), p. 137-146.

[10] ZYKA, J. [et al.]: Analyticka irucka, dil prvni. 3. vydani, Praha: SNTL. 1979. 678 s.

[11] CHURACEK, J., JANDERA, P.tUUvod do vysokafinné kapalinové kolonové chroma-
tografie Praha: SNTL. 1984.

[12] OPEKAR, F. [et al.]:Zakladni analytick& firucka, 1. vydani, Praha: Karolinum.
2002. 201 s.

[13] Med.[online] [cit. 2008-05-17] Dostupné z:
<http://encyklopedie.seznam.cz/heslo/195247-med>.



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 26

[14] Coomassig[online][cit. 2008-08-18] Dostupné z:

<http://cs.wikipedia.org/wiki/Coomassie >

[15] DUUN, A., S., RUSTAD, T.Quality of superchilled vacuum packed Atlantic saim
(Salmo salar) fillets stored at -1,4 a -5 Food Chemistry 106. 2008, s. 122-131.

[16] YONGJIN, H., WENSHUI, X., CHANGRONG, GEffect of mixed starter cultures
fermentation on the characteristics of silver cagusagesWorld J Microbiol Biotechnol
23, 2007, p. 1021-1031.

[17] MUSTAFA, A., AMAN, P., ANDERSON, R., KAMAL-ELDN, A.: Analysis of free
amino acids in cereal produci$ood chemistryl05, 2007, p. 317-324

[18] MICHAELIDOU, A.,KATSIARI,M.,C.,VOUTSINAS,L., P, POLYCHRONIADOU,
A., ALICHANIDIS, E.,: Effect of multiple —species starters on peptidefilrand free
amino acids in low-fat Kefalograviera-type chedseod chemistry. 104, 2007, p.800-807.

[19] 1ZCO, I, J., TORRE, P., BARCINA, YRipening of Ossau-Iraty cheese: determina-
tion of free amino acids by RP-HPLC and total fameino acids by the TNBS methéw-
od Control 11, 2000, p. 7-11

[20] Analyzator aminokyselin AAA 400, Navod k obsluzeen@ickacast, IGNOS, s.r.o.,
Praha, 2002.



UTB ve Zling, Fakulta technologicka

27

SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK

FID

GC-MS

HPLC

LC/MS

OPA

PCA

RP-HPLC

SSA

SSAN

SDS

TFAA

TLC

TNBS

lonizaini plamenna detekce
Kapalinova chromatografie-hnmotnostni speketrie
Vysokowinna kapalinova chromatografie
Kapalinova chromatografie-hmotnostni spaktetrie
o-ftalaldehyd
Hlavni komponentni analyza

vysokotinna kapalinova chromatografie na reverzni fazi
Kyselina sulfosalicylova

Dusikaté latky rozpustné v kysélsulfosalicylove
Dodecylsulfat sodny
Trifluoroctovy anhydrin
Tenkovrstevna chromatografie

Kyselina 2,4, 6-trinitrobenzensulfonova
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SEZNAM OBRAZK U

Obr. 1. Strukturovany vzorec aminOKYSEIIY..........uuuriiiiiiiiiieieiieeee e 9



