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ABSTRAKT

Nedilnou soucasti stravy kazdého jedince v potravinach jsou aminokyseliny. ReSersni ba-
kalarska prace popisuje aminokyseliny a jejich stanoveni po hydrolyze proteinii. Zabyva se
stanovenim aminokyselin titra¢nimi, spektrofotometrickymi, elektromigracnimi a piede-
v§im chromatografickymi metodami, kdy se nejvice vyuziva metoda iontové vyménné
chromatografie. Dalsi ¢ast bakalafské prace se zabyva faktory, které ovliviiuji hydrolyzu

proteinti. Mezi né patii hydrolyzac¢ni ¢inidla, reakéni doba, teplota, ptisady a pH.

Kli¢ova slova: aminokyseliny, hydrolyza, chromatografie

ABSTRACT

One of the most important parts of every individual's daily diet are amino acids. This ba-
chelor thesis describes amino acids and their identification after protein hydrolysis. It deals
with identification of amino acids through variety of methods including titration,
spectrophotometry, electromigration and particularly chromatography, in which the ion
exchange chromatography is most frequently used. The next section of the thesis then deals
with factors affecting protein hydrolysis. These include hydrolysants, reaction times, tem-

perature, additives and pH.

Keywords: amino acid, hydrolysis, chromatography
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UvVOD

Aminokyseliny v potravinach je mozné nalézt jako volné nebo vazané na bilkoviny, pepti-
dy a nepeptidové latky. VEtsi mnozstvi volnych aminokyselin se vyskytuje v potravinach,
pfi jejichz vyrobé, popt. skladovani, dochézi k proteolyze. Napt. u syrit nebo vin. Volné
aminokyseliny se vyskytuji v s6jovém hydrolyzatu, ktery se pouziva jako s6jova omacka

nebo polévkové koteni [1, 2].

Stanoveni sloZzeni aminokyselin v bilkovinach je pomérné slozity analyticky proces, ktery
se sklada ze dvou krokii. Prvnim krokem je hydrolyza proteinu pro uvolnéni aminokyseli-

novych zbytkli a druhym krokem je jejich analyza a kvantifikace [3].

Hydrolyza proteint je provadéna tfemi zplsoby a to kysele, alkalicky a enzymaticky. Ky-
sela hydrolyza je provadéna nejéastéji s 6 mol.I"" HCI pii 110 °C po dobu 18 — 24 hodin ve
vakuu. Jelikoz je tryptofan velmi citlivy, nelze stanovit kyselou hydrolyzou. Proto je sta-

novovan alkalickou hydrolyzou pii 110 °C 18 hodin [1, 3, 4].

Aminokyseliny se stanovuji celou fadou metod, naptiklad titraénimi metodami, spektrofo-
tometrickymi metodami, elektromigraénimi metodami a chromatografickymi metodami.
Pro aminokyseliny se nejvice vyuziva metoda iontoménicova. Podstatou iontoménicové
chromatografie je separace iontli. Stacionarni fazi je méni¢ iontd. Mobilni fazi je zfedény

roztok kyselin a zasad [5].

Faktory, které ovliviyji priibéh hydrolyzy, jsou dilezitym znakem stanoveni vSech amino-
kyselin v potravinach a krmivech. K nejdilezitéjSim faktorm, které ovliviiuji hydrolyzu
proteind, se fadi reakéni doba, teplota, koncentrace ¢inidla, pH a ptisady [1].

Zamé&fenim této prace je blizsi ptibliZzeni faktorii, které maji za nasledek zjisténi aminoky-
selin v pribéhu hydrolyzy, kdy n€které aminokyseliny se projevi po kratké dobé& plisobeni

hydrolyzy, zatimco jiné aminokyseliny pottebuji pro kvantitativni stanoveni delsi Cas.
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1 HYDROLYZA PROTEINU

Cilem kazdé hydrolyzy je kvantitativni rozstépeni proteinii na jednotlivé aminokyseliny.
Ptesnost vysledné analyzy aminokyselin zavisi na Gspésném provedeni hydrolyzy. Na ana-
lyzu, ktera je pozadovana, je dilezity vybér vhodné metody hydrolyzy, kdy se ve vétsing
ptipadl voli kompromis mezi riiznymi metodami hydrolyzy. Faktory, které mohou mit vliv
na proces hydrolyzy, jsou teplota, ¢as, hydrolyzacni ¢inidlo a dalsi piisady (naptiklad feno-
lové kyseliny, thioglykolové kyseliny, indol, tryptamin). Spravna kombinace téchto faktort
ovliviiyje stanoveni citlivych aminokyselinovych zbytkii. Avsak doposud nebyla nalezena
zadna metoda hydrolyzy, kterd by uplné€ a kvantitativné uvolnila v§echny aminokyseliny
z proteinu. Hydrolyzu proteinil je mozné uskutecnit tfemi zpiisoby, a to v kyselém, nebo

alkalickém prostfedi a enzymaticky [1, 3, 6].

1.1 Aminokyseliny

V pfirodé€ nalezneme vice nez 700 aminokyselin, ov§em pouhych 20 aminokyselin se vy-
skytuje ve vSech bilkovinach. V potravinach je nalezneme v podobé¢ stavebnich latek bil-
kovin a peptidl v tzv. vazané form¢ nebo jako volné latky. I kdyz se volné aminokyseliny
nachazeji v malém mnozstvi (asi 1 %), nalezneme je zejména pii vyrobé¢, poptipad¢ skla-
dovani potravin. Napiiklad u syrti, vin a v so6jovych omackach. Vazané aminokyseliny
v bilkovinach se nazyvaji kodované a jsou to substituované karboxylové kyseliny
(-COOH) salespoit jednou primarni aminoskupinou (-NH;), kdy se jedna o
a-aminokyseliny (obecny vzorec viz Obr. 1). Jedinou vyjimku tvoii prolin, ktery obsahuje
sekundarni aminoskupinu, a tak je vlastn€ a-iminokyselinou, 1 kdyZ se béZné€ zatazuje mezi
aminokyseliny. Univerzélnost genetického kddu je zajisténa u vSech forem Zivota na zemi
zéasluhou bilkovin. Na zemi se mohou vyskytovat jesté tzv. specifické bilkoviny, které¢ mo-
hou obsahovat metylované, formulované, acetylové a jiné derivaty téchto 20 aminokyselin

[7, 8].

|
HoN — TJQ — COOH
H

Obrézek 1 — Obecny vzorec a-aminokyselin. R oznacuje postranni fetézec aminokyselin [9]
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Moznosti ¢lenéni aminokyselin je vicero. Napiiklad je 1ze rozdélit na hydrofobni aminoky-
seliny (valin, leucin, isoleucin, metionin, fenylalanin, tyrozin, prolin); ob¢as se k nim fadi i
glycin, alanin, tryptofan, i kdyz jsou to spiSe aminokyseliny amfifilni — obojetné, které
tvofi pfechod mezi hydrofobni a hydrofilni skupinou aminokyselin, a hydrofilni aminoky-
seliny (serin, threonin, cystein, kyselina asparagova, kyselina glutamova, asparagin, gluta-
min, lyzin, arginin, histidin). Hydrofilni aminokyseliny ¢lenime dale na neutralni (fadi se
sem vétsina aminokyselin), kyselé (asparagova kyselina a glutamova kyselina) a bazické
(arginin, histidin a lyzin). Tim nejrozsifenéjSim ovSem zustava Clenéni dle struktury po-

stranniho fetézce a v ném pritomnych funkénich skupin:

e alifatické aminokyseliny s nesubstituovanym postrannim fetézcem — glycin, alanin,

valin, leucin, isoleucin
e alifatické hydroxyaminokyseliny — serin, threonin
o alifatické sirné aminokyseliny — cystein, metionin

e aminokyseliny s karboxylovou skupinou v postrannim fetézci — kyselina asparago-

va, kyselina glutamova

e aminokyseliny, které jsou amidy asparagové kyseliny a glutamové kyseliny — aspa-

ragin, glutamin

e aminokyseliny s bazickymi funkénimi skupinami v postrannim fetézci — lyzin,

arginin, histidin

e aminokyseliny s aromatickym a heterocyklickym postrannim fetézcem — fenylala-

nin, tyrozin, tryptofan
e aminokyselina, u které se funk¢ni skupina ucastni cyklu — prolin

Aminokyseliny jsou pro lidskou vyZivu nedilnou soucésti. Ze zakladnich aminokyselin je
esencialni piiblizn€ polovina. Nékteré si clovék neumi sdm syntetizovat a tak je nutné, aby
je ziskaval v potrave. Takové aminokyseliny oznacujeme za esencidlni (valin, leucin, iso-
leucin, threonin, metionin, lyzin, fenylalanin, tryptofan). Ne¢které neesencidlni aminokyse-
liny se mohou stat esencialnimi, a to velmi ¢asto u malych déti, kdyz je organizmus nedo-
kaze v dostatecném mnozZstvi syntetizovat. Nazyvaji se poloesencidlni (arginin, histidin).
Ve stravé se vétSinou v dostatecném mnozstvi esencialni aminokyseliny vyskytuji. Ty

aminokyseliny, které se vyskytuji relativné nejméné, vzato na denni spotiebu, oznacujeme
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jako limitujici. Tyto aminokyseliny nesmi byt neesencidlni, takové, které si umi organi-
zmus syntetizovat, proto se jimi nékdy obohacuji potraviny a krmiva zvifat. Obecné vSak
plati, ze zivocisné bilkoviny maji vyssi vyzivovou hodnotu, nez rostlinné bilkoviny [7, 10,

11].

1.2 Kysela hydrolyza

Kysela hydrolyza je nejbéznéjsi metoda hydrolyzy. Vhodnost vyuziti této metody je zpu-
sobena pouzitim ¢inidla, které miize byt pouzito jak v kapalné fazi, tak ve fazi plynné.
Analyza je provadéna s malym mnozstvim substratu, kdy nedostatek substratu je kritickym

faktorem, pokud jsou k dispozici pouze omezena mnozstvi bilkovinnych vzorki [3].

Pro kyselou hydrolyzu se mnohdy vyuZiva koncentrovana 6 mol.I"' kyselina chlorovodiko-
véa (HCI). Pouzitim koncentrované 6 mol.I"" kyseliny chlorovodikové je vzorek ve vakuu
vystaven teploté¢ 110 °C po dobu 18 — 24 hodin, kdy nejbéznéji se vyuziva 24 hodinovy
interval. Aplikovany byly i jiné kyseliny pro stanoveni aminokyselin, a to naptiklad kon-
centrovana 3 mol.I"" p-toluensulfonové kyselina, sulfonova kyselina a metansulfonova ky-
selina. Vyhoda pii aplikovani jinych kyselin, napfiklad kyseliny metansulfonové
v porovnani s HCI je, Ze kromé ostatnich zbytkli umoziiuje stanovit tryptofan a metionin-
sulfoxid. Metoda hydrolyzy, ktera by dokazala stanovit vSechny aminokyseliny, véetné
tryptofanu a cysteinu zahrnuje zpiisob alkylace kyselinou jodoctovou a naslednou hydroly-
zu derivatii 4 mol.I"! metansulfonovou kyselinou pti 115 °C po dobu 22 hodin v ptitomnos-
ti 0,02% tryptaminu. Tento zptisob vSak zahrnuje fadu krokti a je neprakticky pro sériové
analyzy. Jind studie uvadi, Ze ziskané aminokyseliny po hydrolyze 4 mol.I" metansulfono-
vou kyselinou, jsou v porovnani stejné s témi aminokyselinami, které byly ziskany po hyd-

rolyze 6 mol.I" HCI [3, 4].

Variabilita ve snadnosti St€peni peptidové vazby a rtiznorodost stability aminokyselin
v kyselém prostiedi mize vyznamné ovlivnit kone¢ny odhad sloZzeni aminokyselin ve
vzorku. Peptidové vazby hlavné mezi aminokyselinami isoleucin-isoleucin, valin-valin,
isoleucin-valin se obtizn¢ hydrolyzuji. V takovém pfipad¢, aby se ziskal maximalni vynos
téchto aminokyselin, trvd hydrolyza podstatné delSi dobu nez 24 hodin. Podle [3] se tyto
vazby $tépi asi jen z 50 — 70 % pii 110 °C po dobu 24 hodin. Kvantitativni §t€peni vyzadu-
je dobu ptsobeni hydrolyzy 92 — 120 hodin, ktera mize mit za nasledek vétsi ztraty citli-

vych aminokyselin uvedenych dale [1, 3, 6,].
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Delsi doba ptisobeni dle [12] nez vyuzivanych 24 hodin ma pozitivni vliv na valin, glycin,
isoleucin a leucin. U labilnich aminokyselin (serin, threonin) dochéazi vlivem kyselé hydro-
lyzy ke ztratdm okolo 5 — 10 %. Pfi procesu kyselé hydrolyzy jsou ¢astecné zni€eny sirné
aminokyseliny (cystein a metionin) a histidin. Proto je navazany cystein a metionin hydro-
lyzovan az po oxidaci (smes 30% peroxidu vodiku a 98% kyseliny mravenc¢i v poméru 1:9
obj./obj.). Stanovuje se jako kyselina cysteova a metionin sulfon. Urcit nelze tryptofan,
ktery je zcela rozlozen. ZjiSténa je urcita ztrata u tyrozinu, a to kvuli jeho citlivosti na ne-
Cistoty. Aminokyseliny asparagin a glutamin jsou ptsobenim kyseliny chlorovodikové

zménény na kyselinu asparagovou a kyselinu glutamovou [1, 13].

Pro obtizné¢ stanovitelné aminokyseliny se vyuzivaji tzv. ochranna d¢inidla, kterd se
k analyzovanému roztoku vzorku ptidavaji pfed hydrolyzou a to naptiklad dle [6] fenolové
kyseliny (pro tyrozin), redukéni ¢inidla, kterymi je dodekanthiol nebo thioglykolova kyse-
lina urené pro metionin a tryptofan, dale merkaptoethanol, indol nebo tryptamin. Takto

hydrolyzovany vzorek je pfipraven k urceni obsahu aminokyselin [3, 14].

Béhem kyselé¢ hydrolyzy probihaji soucasné procesy vytézku a rozkladu aminokyselin.
Standartni doba hydrolyzy 20 — 24 hodin nevede v né€kterych ptipadech k pfesnému odha-

du obsahu aminokyselin [1].

1.3 Alkalicka hydrolyza

Alkalicka hydrolyza slouzi pfevazné ke stanoveni tryptofanu, ktery je stabilni, jelikoz pii
kyselé hydrolyze je rozlozen ptsobici kyselinou chlorovodikovou. V dasledku alkalické
hydrolyzy miize byt zaznamenana ztrata tryptofanu pfitomného v potravinach jesté pred
zahajenim analyzy o 5 — 10 %. V ramci studie byl tryptofan stanoven po hydrolyze
4,2 mol.I"" NaOH s primérnym vytézkem 85 %. Alkalickou hydrolyzu je také mozné sta-
novit s anebo bez ptidavku 1% thiodiglykolu pii teploté 110 °C po dobu 18 hodin. Zaroven
se alkalicka hydrolyza vyuziva 1 v ptipad¢ kdy analyzovany vzorek obsahuje vy$si mnoz-
stvi sacharidl. Alkalicka hydrolyza se provadi nej€astéji s hydroxidem sodnym (NaOH),
hydroxidem draselnym (KOH), hydroxidem litnym (LiOH) a méné casto s hydroxidem
barnatym (Ba(OH),). Hydrolyza s KOH byla aplikovana pro kvantifikaci fosforylovaného
a sulfatového tyrozinu. Nevyhoda této metody spoc¢iva v uplném nebo caste¢ném rozkladu
nékterych aminokyselin, zejména serinu, threoninu, argininu a cysteinu. U ostatnich ami-
nokyselin dochéazi k racemizaci a mize tim byt ovlivnén i kone¢ny vysledek hydrolyzy. Pii

alkalické hydrolyze se peptidové vazby odstépi v zavislosti na pouzité zasadé, vznikaji
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peptidy s nizkou molekulovou hmotnosti a draselné nebo sodné soli volnych aminokyselin

3, 15].

1.4 Enzymaticka hydrolyza

Stanoveni aminokyselin enzymatickou hydrolyzou se vyuziva jen ziidka. RozsifenéjSimu
pouzivani zabranuje relativni specifi¢nost proteaz, ¢imz mohou byt ovlivnény konecné
vysledky analyzy, zvlasté v piipadé malého mnozstvi vzorku. Proto byla enzymaticka hyd-
rolyza s proteolytickymi enzymy, jako je trypsin, chymotrypsin, karboxypeptidaza, papain,
termolyzin a prondza, pouzita pro analyzu specifickych aminokyselinovych sekvenci a
jednoduchych aminokyselin. Pouzitim enzymatické hydrolyzy byl obsah tryptofanu analy-
zovan v nutri¢nich produktech na bazi s6ji a mléka enzymatickym (pronazovym) Stépenim
proteinu k uvolnéni tryptofanu. Tryptofan byl ndsledné analyzovan izokratickou kapalino-
vou chromatografii s reverzni fazi s detekci fluorescence. Enzymatické $tépeni bylo ukon-
¢eno za méné nez 6 hodin a provedeno za chemicky mirnych podminek a to pii pH 8,5 a

teplotou 50 °C. Tyto mirné podminky tryptofan nerozptylily [3, 16].

Vyhodou enzymatické hydrolyzy je kvantifikace asparaginu, glutaminu a dal$ich citlivych
zbytkl, které jsou zniCeny pii chemickém Stépeni. Jsou to takové citlivé zbytky, které ne-
sou modifikaci postranniho fetézce. Pro kompletni Stépeni je nutnd inkubace s nckolika

enzymy a reakce obvykle trva déle. Proto se tato metoda nevyuZziva pro sériové analyzy
[3].

Vyzkousen byl systém imobilizovanych proteaz a tiplné hydrolyzy bylo dosazeno b&hem
18 — 24 hodin. Spojenim dvou metod hydrolyz vyvinul [17] techniku zahrnujici ¢astecné
chemické §t&peni pomoci 6 mol.I"" HCI pii teploté 80 — 90 °C po dobu 15 minut a nasledné
enzymatické digesce prondzou pii teploté 50 °C po dobu 12 — 16 hodin. Vyuziti tohoto

zpusobu hydrolyz je velmi sloZzité a zdlouhavé [3].
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2  STANOVENI AMINOKYSELINOVEHO SLOZENI

Aminokyseliny ve vzorcich potravin mizeme stanovit mnoha metodami. Nedilnou soucasti
stanoveni aminokyselin je jejich prvotni uvolnéni z proteinu, kterého Ize docilit pomoci
kyselé, alkalické nebo enzymatické hydrolyzy. Nésledné se ve vzorcich zjistuje obsah jed-

notlivych aminokyselin.

2.1 Titra¢ni metody

Titrace je béznou laboratorni metodou kvantitativni chemické analyzy. Pouziva se pro sta-
noveni nezndmé koncentrace identifikovaného analytu. Spravné prob&hnuti stechiometric-
ké reakce mezi analytem a pfidadvanym titracnim cinidlem je zajiSténo méfenim objemu
titracniho ¢inidla o zndmé koncentraci. Po probéhnuti chemické reakce je dosazeno tzv.
bodu ekvivalence. Bod ekvivalence je urCovan vizualné, kdy je do roztoku pridan indika-
tor, naptiklad fenolftalein, tashiro a dalsi, nebo se vyuziva fyzikélné-chemickych metod [5,

18].

2.1.1 Formolova titrace podle Serensena

Ke stanoveni aminokyselin 1ze pouZit formolovou titraci podle Serensena. Aminokyseliny
reaguji s formaldehydem a pfitom je uvoltiovan jeden H' iont z aminoskupiny, ktery je
potenciometricky titrovan roztokem hydroxidu sodného (NaOH) na indikator fenolftalein
nebo thymolftalein. Pocet uvolnénych karboxylovych skupin je ekvivalentni poctu amino-
kyselin vazanych na formaldehyd. Titra¢ni vysledek umoznuje stanovit mnozstvi aminoky-
selin ve vzorku. Ne vSechny aminokyseliny lze takto stanovit. Sekundarni aminoskupina
histidinu nereaguje, stejné skupiny prolinu a hydroxyprolinu reaguji asi ze 75 %. Zadné
reakci nepodléha terciarni dusik a guanidinové skupiny. V laboratorni praxi je tento rychly
a jednoduchy postup vyuzivan jako dopliikova technika pii enzymatickém traveni bilkovin

zmasa [19, 20].

2.2 Spektrofotometrické metody

Spektrofotometrické metody jsou kvantitativnimi metodami analytické chemie. Kazda
chemicka sloucenina absorbuje, pfenasi nebo odrazi svétlo pies urcity rozsah vinové délky.
Pomoci absorpce viditelného svétla je stanovovana napt. koncentrace urcité chemické 1at-
ky, kdy intenzita barvy je pfimo imérna koncentraci ptitomné latky. Tato metoda je pova-

zovana za instrumentalni techniku, kterd vyuziva meéteni absorpce elektromagnetického
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zateni v ultrafialové (UV, 185 — 400 nm), viditelné (VIS, 400 — 700 nm) a infraervené
oblasti (IR, 700 — 15000 nm) [21, 22, 23].

Spektrofotometr je piistroj, ktery se obecné sklada ze dvou zatizeni, spektrometru a foto-
metru. Spektrometr je zafizeni, které vytvaii, rozptyluje a méii svétlo. Fotometr méfi in-
tenzitu svétla. Spektrofotometr tedy méti mnozstvi fotonl (intenzita svétla) absorbovaného
po prichodu roztokem vzorku. Spektrofotometr méfi intenzitu svétla dané vinové délky,
ktera proSla méfenym vzorkem, ptip. které bylo métenou latkou pohlceno. Pomoci spektro-
fotometru je stanovovéana koncentrace znamého vzorku, ktera je vypoctena podle vztahu

Lambert-Beerova zakona [23].

2.2.1 Stanoveni aminokyselin reakci s ninhydrinem

K analyze a charakterizaci aminokyselin, peptidl a proteinll jsou vyuzivany ninhydrinové
reakce. Ninhydrin oxidativné dekarboxyluje a-aminokyseliny na CO,, NHj3 a aldehyd, kte-
1y je o jeden uhlik krat$i nez ptivodni aminokyselina. Redukovany ninhydrin, tzv. hydrin-
dantin, potom reaguje s uvolnénym amoniakem a vznikd tmavé modry az fialovy komplex,
tzv. Ruhemanova violet (RV), smax. absorpci pii vlnové délce 570 nm.
Prolin a 4-hydroxyprolin vytvafeji s ninhydrinem zluté zbarveni pii vinové délce
440 nm. Ninhydrinové reakce probihd pouze za tepla. Reakci rusi nadbytek amonnych ion-

ta [24, 25, 26].
Studie, které byly provedeny, vedly ke zjisténi dvou faktort, které ovlivituji vznik RV:
a) Pomald reakce
Nékteré aminokyseliny reaguji s ninhydrinem podstatné pomaleji neZ jiné, takze
nizky vytézek v jednom reakénim Case muze byt nékdy zplisoben pouze netiplnou
reakci. AvSak pokud neni rychlost reakce pfili§ mald, zmétfeni barevného vynosu
ukéze, zda bylo dosazeno maxima.
b) Nepfimétend rovnovaha

Ninhydrinové reakce se sklada z nékolika krokt, pfi kterych mize byt aminokyse-
lina odklonéna od tvorby RV. Dekarboxylace (ztrata CO;) a soucasna tvorba alde-
hydu jsou nevratnymi kroky, takZe jakakoli rovnovaha pted poslednim nezvratnym

krokem (tvorba aldehydu) mize vést ke zpomaleni rychlosti reakce [27].

Ninhydrin je také Siroce pouzivan ke sledovani uvoliiovani volnych aminoskupin béhem

dozravani syrt [28].
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Obrazek 2 — Mechanismus reakce a-aminokyselin a aminy s ninhydrinem hydra-

tem za vzniku Ruhemanovy violeti [27]

2.2.2 Stanoveni aminokyselin kyselinou 2,4,6-trinitrobenzensulfonovou

Kyselina 2,4,6-trinitrobenzensulfonova (TNBS) reaguje pouze s primarnimi aminoskupi-
nami aminokyselin, peptidl a proteini za mirn¢ alkalickych podminek pti pH 8 — 9. Tato
reakce vede k tvorbé zlutého chromoforu, ktery maximalné absorbuje svétlo pii 420 nm.
Pti reakci vznika Meisenheimertiv komplex, ktery je meziproduktem celkové reakce. Re-

akce je ukoncena snizenim pH [20, 25, 29].

Stanoveni aminokyselin lze provést nasledujicim zptisobem. Smichd se 1,0 ml roztoku
vzorku, ktery ma byt analyzovén, o koncentraci 0,01 — 0,87 umol.ml'l, dale 1,0 ml 4%

hydrogenuhli¢itanu sodného a 1,0 ml 0,1% TNBS. Pfipravena smés latek je uchovavéna ve
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tmé pfi teploté 40 °C po dobu 2 hodin. Hustota byla zmétena pti 340 nm po okyseleni de-

finovanym mnozstvim HCI [20].

Bylo zjisténo, ze a- a g-aminoskupiny se podileji na reakci druhého fadu. Skupina -SH
cysteinu reaguje s TNBS a naopak amoniak komplex s TNBS netvoii. Reakce TNBS
s volnymi aminoskupinami mirné¢ zpomaluje skupina -OH a mocovina, na druhou stranu
jeji vysoka koncentrace eliminuje rozdily v kinetické reaktivité aminoskupin riiznych dru-
ht proteint. Pii analytickém postupu je dulezité¢ udrzovat konstantni teplotu, pH a reakcni
dobu. Rizné modifikace této metody byly zaméfeny na degradaci proteini v mase a syrech

[20, 28].

V mnoha potravinaiskych vyrobcich bylo zjisténo, ze vysledky ziskané metodou TNBS
koreluji s vysledky ziskanymi technikou podle Kjeldahla. Hlavni vyhodou metody TNBS

je jeji vysoka specificnost a nizka citlivost vici interferujicim latkam [20].

2.3 Elektromigracni metody

Principem separace je migrace iontll v kapalné fazi ve stejnosmérném elektrickém poli. Na
iont pusobi elektrostaticka sila a proti ni brzdna sila (odpor prostiedi). K separaci dochazi

na zaklad¢é rizné pohyblivosti iontl, coz se vyuziva dvéma zpusoby:

e pii konstantni intenzité elektrického pole (£ = konst.) na zakladné rozdilné rychlos-

ti migrace — elektroforéza,

e pii konstantni rychlosti iontd, které se dosahne riznou hodnotou £ pro rizné ionty

— izotachoforéza [5].

Jednotlivé techniky se 1isi jak principem, tak instrumentalnim provedenim, pouZitim pra-

covniho elektrolytu apod. [30].

2.3.1 Elektroforéza

Aminokyseliny jsou podle elektroforetického déleni rozdélovany na zakladé velikosti na-
boje ptislusné aminokyseliny, ktery odpovidé jejimu disociaénimu stupni v pouzitém tlu-

mivém roztoku [31].

Ve velmi kyselém tlumici je u délenych aminokyselin potla¢ena disociace karboxylovych
skupin, proto se vSechny aminokyseliny jako kationty pohybuji ke katod¢. Naopak v alka-
lickém tlumici je potlacena disociace aminoskupin, a proto se délené¢ aminokyseliny pohy-

buji jako anionty k anod€. V neutralnim prostfedi bazické aminokyseliny (lyzin, histidin,
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arginin) poputuji jako kationty ke katod¢ a naopak kyselé¢ aminokyseliny (kyselina gluta-
mova, kyselina asparagovad) kviili vyslednému zapornému naboji (disociace vétSiho poctu
karboxylovych skupin oproti aminoskupinam) poputuji k anod¢é. Aminokyseliny lze stano-
vovat elektroforeticky v jejich kationtové formé v kyselém prostiedi kolem pH 2 nebo jako
anionty kolem pH 9. Aminokyseliny se nasledné detekuji na usuSeném elektroforeogramu

pomoci ninhydrinu [31, 32].

2.3.1.1 Kapilarni elektroforéza

Prednosti kapilarni elektroforézy (CE) je pfedev§im vysoka separa¢ni uc¢innost, maly ob-
jem vzorku potiebny k analyze, nizka spotfeba roztoki pufri/elektrolytd, velmi nizké pro-
vozni a potfizovaci naklady, ekologicky provoz, Siroka variabilita pouzitelnosti a separac-
nich moédu (v roztoku, v gelu, ve stacionarni fazi, aj.) a predevS§im vysoké rychlost analyzy.
Zejména vysoka rychlost analyzy s automatizaci umoziuje provadét analyzy velkych sou-

borti vzorkt a tim splnit pozadavky, které si vyzaduje soucasny vyzkum [32, 33].

CE je velmi uzitecna metoda pii analyze aminokyselin. Pouziva se pro analyzu vzorkl

potravin, zejména pii korelaci chuti a sledovani fermenta¢nich metabolitd [34].

Kapilarni zoénova elektroforéza (CZE) nebo elektroforéza volného roztoku je nejcastéji
pouzivanym modelem CE pro analyzu aminokyselin, a to pfedevs§im proto, Ze se provadi v
kapilafe naplnéné roztokem elektrolytu zvoleného pH a iontové sily. Separace je zalozena
hlavné na rozdilech velikosti rozpoustédla a ndboje (pomér naboje k hmotnosti) pti daném
pH. Aminokyseliny, které maji byt detekovany CE, obvykle vyzaduji derivatizaci za vzni-

ku detekovatelnych chromofori nebo fluoroforti, kromée aromatickych aminokyselin [35].

Pro analyzu CE aminokyselin v potravinaiskych produktech bylo pouZito jiz nékolik pted-
kolonovych derivatiza¢nich €inidel. Fluorescein-isothiokyanat (PITC) byl pouzit k vyrobé
derivath fluoresceinu thiokarbomatu biogennich aminli a aminokyselin ve viné.
o-ftalaldehyd (OPA) byl pouzit k derivatizaci aminokyselin v rostlinnych matricich. Dan-
sylchloridové derivaty aminokyselin z hydrolyzovanych ptfirodnich a umélych ploutvi byly
stanoveny a kvantifikovany za pouziti CE s UV detekci, kdy tyrozin byl citlivym ukazate-
lem pravosti. Dal$imi €inidly jsou naftalen dikarboxaldehyd (NP) a 9-fluorenylmetyl-
chlorformiat (FMOC-CI). Nicméné tato derivatizacni Cinidla maji urcité nevyhody, kdy
¢inidlo OPA nereaguje se sekundarnimi aminokyselinami, a nékteré¢ z OPA derivati ami-
nokyselin jsou nestabilni. NP nereaguje pouze s primdrnimi aminokyselinami

v pritomnosti toxickych sloucenin, jako je napt. kyanid sodny [36, 37, 38].
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Ve studii [39] byly oddélovany aminokyseliny ve vzorcich krmiv za pouziti CE, kdy byly
vzorky derivatizovany s 1,2-naftochinon-4-sulfonatem a detekovany pti 230 nm. Vysledky
pro krmné vzorky se shodn¢ shodovaly s vysledky, které byly ziskany kationtovou vymeé-
nou chromatografii s derivatizaci ninhydrinem postkolonové. Dal$im reakénim Cinidlem je
naftalen-2-3-dikarboxaldehyd (NDA), ktery reaguje s primdrnimi aminy v pfitomnosti

kyanidu [38].

Autor Dong et.al. pouzil metodu CE s elektrochemickou detekci NDA derivati aminokyse-
lin v pivu pii pH 9,48. Z 20 derivatizovanych aminokyselin bylo ve standardnim roztoku
oddéleno pouze 10 a mozno detekovat a kvantifikovat ve vzorcich piva bylo 7 (arginin,
tryptofan, fenylalanin, tyrosin, valin, alanin, glycin)

[38].

Ve studii [34] pouzili rychlou CE metodu (<17 min) s hmotnostni spektrometrii, kdy byla
pouzita kapilara taveného oxidu kiemiéitého, 1 mol.l" elektrolyt kyseliny mravendi a
5 mmol.I" octan amonny v 50% metanolu s vodou (v/v). Cilem bylo stanovit 19 volnych
ptirozené se vyskytujicich aminokyselin v sjové omacce. Ptiprava vzorki byla minimalni
a metoda ukdzala pouZitelnost pro analyzu aminokyselin v potravinach a hydrolyzovanych

bilkovinach.

CE s UV-VIS detektorem je obecné¢ velmi vyuzivana. Jelikoz vétSina z aminokyselin ne-

disponuje chromoforem [13, 38].

Vhodné ¢inidlo pro stanoveni primarnich a sekundarnich aminokyselin ptfed derivatizaci
je 4-chlor-7-nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazol (NBD-Cl), jehoZ vyhodou jsou nizké naklady,
vyuziti pro fluorescencni znaceni aminokyselin, UV detekci a v neposledni fade vytvaii
nizky pocet vedlejSich produktd. Kapilarni elektroforéza s UV-detekci byla pouzita pro
stanoveni Sesti aminokyselin, kterymi jsou alanin, asparagin, glutamin, prolin, serin a valin

[38].

2.4 Chromatografické metody

Chromatografie jsou fyzikalné-chemické separani metody, pii kterych jsou odd€lovany
(separovany) slozky obsazené ve vzorku. Vzorek se vnasi mezi dvé vzajemné nemisitelné
faze, z nichz jedna se oznacuje jako staciondrni faze (nepohyblivd) a druha se nazyva mo-

bilni faze (pohybliva). Pro mobilni fazi se vyuziva plynu nebo kapaliny, nacez u stacionar-
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ni faze zalezi na typu chromatografie a mize mit napf. podobu Céstic, tuhé faze, tenké

vrstvy kapaliny na pevnych ¢ésticich apod. [40, 41, 42].

Ptipraveny vzorek se vklada na zacatek staciondrni faze, ktery je pomoci mobilni faze pies
stacionarni fazi unasen. Staciondrni faze mize nékteré slozky vzorku zachycovat a tim jsou
tyto slozky zadrzovany. Vice se zdrzi slozky, které jsou ke stacionarni fazi vazany silnéji.

Vystupem metody chromatografie je chromatogram [40, 41].

Chromatografickych metod je velké mnozstvi, a proto jsou rozdélovany do n€kolika sku-
pin. Zde jsou uvedeny jen ty typy chromatografie, kterymi se bude bakaladiska prace dale

zabyvat. Vzhledem ke své riznorodosti se déli podle n¢kolika hledisek:
e Podle skupenstvi mobilni faze
o Kapalinové chromatografie (Liquid Chromatography — LC)
o Plynova chromatografie (Gas Chromatography — GC)
e Podle uspotadani stacionarni faze
o Tenkovrstevna chromatografie (Thin Layer Chromatography — TLC)
e Podle povahy dé&je, ktery prevlada pti separaci
o lontové-vyménna chromatografie (Ion-exchange Chromatography — IEC)
[40]
2.4.1 Tenkovrstevna a papirova chromatografie

Papirova chromatografie byla postupné vytlacena chromatografii na tenké vrstvé, protoze
je rychlejsi, ma SirSi mozZnosti detekce a lepsi rozliSovaci schopnost. Dnes se papirova
chromatografie pouZziva jako jednoduchd a levna metoda ke kontrole nepfili§ sloZitych

smesi [43].
2.4.1.1 Déleni aminokyselin chromatografii na tenké vrstvé silikagelu

Chromatografie na tenké vrstve je metodou adsorp¢ni.

Chromatografie na tenké vrstvé Casto vyuziva Ctyfi nejbéznéjsi staciondrni faze, kterymi
jsou silikagel, celul6za, impregnované adsorbenty a iontoménice. Zde se zamétime pouze
na pouziti silikagelu jako stacionarni faze. Pii pouZiti silikagelu se vyuziva dvou nebo tii

slozkové smési rozpoustédel (aceton, metanol, voda, kyselina octova a kyselina mravenci,
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nékdy s ptidavkem amoniaku nebo pyridinu). Nejvyuzivangj§im ¢inidlem pro kvalitativni a

kvantitativni detekci aminokyselin je ninhydrin [44].

Chromatografie na silikagelu je uskute¢fiovana v provedeni na tenké vrstvé na hlinikové
folii zvané Silufol (20 x 20 cm). Na desku se silikagelovou vrstvou se nanesou asi 2 cm od
dolniho okraje standardy aminokyselin a vzorky. NanaSeni je provadéno opakované jem-
nou kapildrou. Skvrna by neméla byt vétsi nez 3 — 5 mm. Pfipravend deska se vlozi do vy-
vijeci nddoby se zvolenou smési rozpoustédel. Vyvijeni je ukonceno tehdy, az smés roz-
poustédel (mobilni faze) dosdhne od horniho okraje asi 2 cm. Folie je vyjmuta, vysuSena
na vzduchu a nésledné posttikana aerosolem ninhydrinového ¢inidla. Deska je zahtata
v susarn¢ na 110 °C po dobu 10 minut, a potom vypocitdna hodnota Ry (viz. Obr. 2) [31,

43].
Rr=Vss/ Vcs

Obrazek 3 — Retardac¢ni faktor: pomér vzdalenosti [45]

kde: Vgs — vzdalenost stiedu skvrny od startu, Vs — vzdalenost ¢ela od startu [45]

2.4.1.2 Déleni aminokyselin papirovou chromatografii

Principem papirové chromatografie pfi rozdélovani aminokyselin vzorku je rozdé&lovaci

chromatografie [31].

Pro analyzu aminokyselin papirovou chromatografii se pouziva papir Whatman, na ktery
se vyznaci 3 cm od okraje rovnobéZna ¢ara s kratsi stranou papiru. Na tuto ¢aru se vyznaci
znacky se zkratkami pouzitych aminokyselin a nasledné je na znacky nanesen kazdy roztok
aminokyseliny, a to vZdy novou kapilarou. Roztok je nanaSen ve formé skvrn o priméru
asi 5 mm. Chromatogram je zavéSen do chromatografické skiin€ a lehce ponotfen do roz-
poustédlové smési. Ukonceni vyvijeni je pfi dosdhnuti mobilni faze asi 2 cm od okraje
papiru. Na chromatogramu je oznaceno celo rozpoustédla, potom je vysuSen a detekovan
roztokem ninhydrinu v alkoholu. Zbarveni se projevi pii zahtati v susarn¢€ na 90 °C po do-
bu 10 minut. Fialové skvrny ukazuji na ostatni aminokyseliny, pouze prolin a hydroxypro-
lin se projevi zlutymi skvrnami. Pro kazdou skvrnu je vyhodnocen R, ten je porovnan se

standardy a nakonec jsou ur¢eny aminokyseliny ve vzorku [31, 43].
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2.4.2 Plynova chromatografie

Principem plynové separace je separace plynt nebo latek v plynném stavu. Mobilni fazi je
inertni plyn (dusik, helium). Staciondrni faze mtze byt pevna nebo kapalna latka zakotvena

na pevném nosici [46].

Aminokyseliny nelze chromatografovat ptimo, protoze jsou siln¢ polarni a tim i malo té-
kavé [38]. Proto se nejdiive pievadi na vhodny derivat, ktery je dostate¢né t€kavy, stabilni
a neinteraguje s nosi¢em. Produkce nékolika riznych esterti aminokyselin byla pouzita pro
profilovani a kvantifikaci aminokyselin v potravinaiskych produktech pomoci GC. Kromé
hydrolyzy potravinovych proteinti je obvykle nutné pted derivatizaci (esterifikace) amino-
kyselin pro analyzu GC vyzadovat pomérné¢ podrobné a ¢asové narocné vycisténi véetné

kationtové vyménné chromatografie [47].

Autor HuSek pouzil ethylchlorformiét s pyridinovym katalyzatorem pro rychlou derivati-
zaci 17 aminokyselin na jejich N(O,S)-ethoxykarbonylethylestery. S vyjimkou argininu
byly derivaty aminokyselin oddéleny za pouhych 6 minut pomoci GC s plamenovym ioni-

zacnim detektorem (GC-FID) [47].

2.4.3 Kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie (LC) sreverzni fazi pouziva ptredkolonové derivatizace po
hydrolyze pro analyzu aminokyselin. Tyto metody jsou jednodussi, rychlejsi, disponuji
vetsi citlivosti a jsou pouzity levnéjsi systéemy LC, které pracuji pii vysSich tlacich ve

srovnani s nékterymi analyzatory aminokyselin na bazi iontové vymény [48].

Byly vyvinuty rizné analytické metody pro stanoveni aminokyselin v potravinach. AvSak
nejvice rozsifenou technikou je vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC). HPLC
metody casto potiebuji post- nebo predkolonovou derivatizaci za ucelem zvyseni citlivosti
fotometrické detekce nebo chromatografického déleni. Stanoveni aminokyselin bylo pro-
vedeno pomoci iontoméni¢ové chromatografie s naslednou postkolonovou derivatizaci s
ninhydrinem a UV detektory. Pfedkolonova derivatiza¢ni ¢inidla maji specifické nevyhody
a to nizkou citlivost, dlouhou dobu derivatizace, nizkou stabilitu, reakéni omezeni nebo

sekundarni aminové skupiny a zésahy do stanoveni aminokyselin [48, 49].

2.4.3.1 Iontové vyménnda chromatografie

Hlavni podstatou IEC je separace iontil. Stacionarni fazi v IEC je méni¢ iontd. Céstice tvo-

i pevnou stacionarni fazi, které maji na povrchu ionizované funkéni skupiny kyselé nebo
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, i s - - + , . . .
zasadité povahy, naptiklad SO5°, COO’, NHj ', které elektrostaticky interaguji s ionty obsa-
Zzenymi v mobilni fazi a s ionty separovaného vzorku. Separace je zaloZzena na iontové vy-
méné mezi ionty mobilni faze vazanymi na ionizované funk¢ni skupiny a stacionarni faze

tzv. protiionty a ionty vzorku [5, 40].

Mobilni fazi je ziedény roztok kyseliny nebo zasady nebo roztok pufru. Elu¢ni silu mobilni
faze urcuji hodnoty iontové sily a pH. Eluce se déje fadou pufrt o rostouci hodnoté pH (3,3

—10,5) [50].
Iontomeénice se déli na:

e Katexy — jsou staciondrni fazi pouzivané pro analyzu kationtl a obsahuji sulfonové
skupiny -SO;'H" (silné katexy) nebo karboxylové skupiny -COOH" (slabé katexy).

e Anexy — vyuzivaji se pro analyzu aniontd a na povrchu maji kvartérni amoniové
béze -CH,N"(CH3);0H’ (silné anexy) nebo priméarni nebo sekundarni amoniové

ionty (slabé anexy) [5, 46].

Iontové vyménna chromatografie je tedy rozd€lena na chromatografii s vyménou kationtd,
ve které se kladné€ nabité ionty vazou negativné na nabitou pryskyfici a na chromatografii s
vymeénou aniontli, kdy jsou vazebné ionty negativni a imobilizovana funkéni skupina je
pozitivni. Jakmile jsou rozpusténé latky vazany, kolona se promyje, aby se dosahlo rovno-
vazného stavu ve vychozim pufru, ktery by mél mit nizkou iontovou silu. Navazané mole-
kuly se eluuji za pouziti druhého pufru, ktery naopak stabilné zvySuje iontovou silu elu¢ni-

ho roztoku [51].

Ionexova pryskyfice je na bazi derivati polystyrenu a polyakrylamidu. Snadno ji lze pfi-
pravit v pozadovaném tvaru, velikosti, porozité a chemickém sloZeni. K vyhoddm prysky-
fice patfi, Ze je mozZné je pfipravit s riznymi funkénimi skupinami a jsou pouzitelné v Siro-
kém rozsahu pH a do 100 °C [52]

Chromatografie iontoménicii s detekei ninhydrinem po koloné je jednou z nejvice vyuzi-
vanych metod pouZzivanych pro kvantitativni analyzu aminokyselin. Separace aminokyse-
lin na iontoméni¢ové kolon¢ se uskutecniuje kombinaci zmén pH a iontové (kationtové)
pevnosti. Ke zvyseni oddélitelnosti se pouziva teplotni gradient. U¢inngjii je kationtova
vymeénna chromatografie (CEC) za ptitomnosti pufrovaciho systému a postkolonové deri-

vatizace s ninhydrinem. Detekce je provadéna UV absorbanci. Takto se dosahne separace

aminokyselin podle barvy. Aminokyseliny, které obsahuji primarni aminy kromé iminoky-
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selin poskytuji fialovou barvu a vykazuji absorpci pti 570 nm. Iminokyseliny, kterymi je
prolin a hydroxyprolin vykazuji zlutou barvu pfi maximalni absorpci 440 nm. Pro zrychle-

ni reakce se vyuziva teploty mezi 125 — 135 °C [13, 47].

Automaticky analyzator aminokyselin je specialni kompaktni kapalinovy chromatograf pro
analyzu aminokyselin a biogennich aminli na ionexové kolon¢ s postkolonovou derivatiza-
ci ninhydrinem. Automaticky analyzator aminokyselin pracuje soucasn¢ s pouzitim dvou
kolon. Vétsi kolona se vyuziva na oddéleni kyselych a neutrdlnich aminokyselin eluova-
nych 0,2 mol.I"' citronanem sodnym nejprve pii pH 3,25 (kyselé aminokyseliny) a nasled-
né pii pH 4,24 (neutrdlni aminokyseliny). Mensi kolona slouzi k oddéleni bazickych ami-

nokyselin, eluuje se 0,35 mol.I"' citronanem sodnym pii pH 5,28 [20, 53].

Moore a Stein vyvinuli automatizovany systém pro analyzu aminokyselin zaloZeny na kla-
sick¢ IEC. Konstantni objemy proti mirnému protitlaku jsou dodavany dvéma cCerpadly.
Jedno Cerpadlo vytlaci pufrované eluenty pres katexovou kolonu a druhé ¢erpadlo ptidava
ninhydrin k toku oddé€lenych aminokyselin vystupujici z kolony. Ninhydrin ptisobi jako

postkolonové derivatizacni ¢inidlo, které dekarboxyluje a deaminuje aminokyseliny [47].

Dal$im ¢inidlem, které je pouzivano jako postkolonové je €inidlo fluoreskamin. Fluores-
kamin reaguje pfi alkalickém pH a teploté mistnosti s primdrnimi aminy za vzniku vysoce
fluorescencnich derivati. Ob¢ tato ¢inidla se pridavaji kontinualné do postkolonového od-
toku aminokyselin oddé€lenych kationtové vyménou chromatografii. Fluoreskamin vyzadu-

je dva oddélené roztoky a dvé Cerpadla pro reakcni pufr a ¢inidlo [47].

Jako jiz bylo zminéno u metody CE, jako dalsi postkolonové ¢inidlo je vyuzivano OPA,
které¢ rychle reaguje s aminokyselinami v pfitomnosti thiolového reduk¢niho ¢inidla za
vzniku isoindold substituovanych thio-2-alkylem, které jsou vysoce fluoreskujici. OPA
kombinuje reakéni draselny pufr nebo boritan sodny s pH 9 — 11. OPA slab¢ reaguje
s cystinem, lyzinem a hydroxylyzinem. Glycin a derivaty lyzinu jsou uvadény jako nesta-

bilni [47].

Postkolonova derivatizace je vyuzivangj$i nez predkolonova derivatizace s naslednou LC
separaci s reverznimi fazemi. Navzdory vysoké specifi¢nosti ninhydrinu, fluoreskaminu a
OPA miuze byt problematicky amoniak, ktery se vyskytuje béhem chromatografické sepa-
race. Doba trvani piiblizn€ 60 minut je delsi, ovSem citlivost je niZsi, zvIasté pii pouziti
iontoménic¢ové chromatografie a postkolonové derivatizace ve srovnani s LC a piedkolo-

novou derivatizaci [47].
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3 FAKTORY OVLIVNUJICI HYDROLYZU PROTEINU

Uvolnit aminokyseliny z proteinti pomoci hydrolyzy je velmi slozity proces, jelikoz pfi
hydrolyze dochazi u nékterych aminokyselin k destrukci. Nejvice vyuzivana je kyseld hyd-
rolyza, pomoci které je mozné urcit vétsi pocet aminokyselin, kromé sirnych aminokyselin
(metionin a cystein) a tryptofanu. Uvolnéni aminokyselin je ovlivnéno urCitymi faktory,

mezi které patii:
e reakéni doba, po kterou jsou aminokyseliny vystaveny hydrolyze,
e teplota, pfi které jsou aminokyseliny hydrolyzovany,
e pH,
e koncentrace hydrolyza¢niho ¢inidla,
e slozky potravin, naptiklad sacharidy a tuky

e piisady, kter¢ jsou pfidavany z ditvodu kvalitativniho stanoveni [1, 3].

3.1 Hydrolyzaéni ¢inidlo

Velmi vyuzivanym hydrolyzaénim &inidlem je HCI, vyuZivana koncentrace 6 mol.I"". Jeho
prednosti je pouziti jak v kapalné tak plynné fazi. Po hydrolyze 1ze HCI odpafit. Stanoveni
tryptofanu timto ¢inidlem je prakticky nemozné, jelikoz je zcela zniCen. Obtizné stanovi-
telny je 1 cystein a tyrozin, ktery je citlivy na stopy necistot v hydrolyza¢nim ¢inidle. Serin
a threonin jsou ¢aste¢né hydrolyzovany se ztratami asi 5 — 10 %. Ostatni aminokyseliny l1ze

stanovit bez vétsich ztrat pfi hydrolyze [3, 12].

Vyhoda dal$iho hydrolyza¢niho ¢inidla metansulfonové kyseliny (MSA) spociva ve stano-
veni nestabilniho tryptofanu a metionin sulfoxidu (oxidac¢ni produkt metioninu). Ostatni
aminokyselinové zbytky lze stanovit. MoZna nevyhoda tohoto hydrolyza¢niho ¢inidla je,
ze neni tékavy, takZze nemlize byt odpaien po hydrolyze. Pro chromatografickou analyzu je

tieba jej zfedit (obvykle Ctyfikrat) a pH je upraveno na hodnotu okolo 2,3 [3].

Pouzitim 3 mol.I"" p-toluensulfonové kyseliny byl stanoven metionin sulfoxid v proteinu a
potravinach. Pomoci tohoto ¢inidla byl metionin a metionin sulfon kvantitativné ziskan.

Metionin sulfoxid byl ¢astecné preménén na metionin [3].

K bazickym ¢inidlim pro stanoveni aminokyselin je fazen NaOH, KOH a méné€ vyuZivany

Ba(OH),. Hydrolyza pomoci téchto ¢inidel se vyuziva predevSim pro stanoveni citlivého
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tryptofanu, ktery je za bazickych podminek stabilni a pti HCI je zni¢en. Hlavni nevyhodou
této metody je nestanoveni urcitych aminokyselin, mezi které se fadi arginin, cystein, serin

a threonin. U zbytku aminokyselin dochazi k racemizaci [3].

Ve studii [54] byl prokazéan jednoduchy a zaroven rychly postup pro stanoveni tryptofanu.
Tryptofan byl stanovovan ve smési krmiva pro hospodaiska zvitata. Hydrolyza zahrnovala
stanoveni dalSich aminokyselin a to tyrozinu, fenylalaninu. Vyzkum probihal v roztoku
NaOH pfi teploté 100 °C po dobu 4 hodin. Bylo zjisténo, Ze aminokyseliny tyrozin a feny-
lalanin byly ¢aste¢né zniceny béhem hydrolyzy. Vytéznost tryptofanu byla velmi vysoké a

to 98,6 — 100 %. I ptesto, Ze byla hydrolyza snizena na 4 hodiny [54].

Enzymova hydrolyza pro §tépeni aminokyselin z rybich proteinti vyuziva enzymy z rost-
linnych zdroju, jako je papain nebo ZivociSného plivodu a to pepsin, chymotrypsin a try-
psin. Vnitfnosti jesetera jsou bohaté na proteiny, které mohou byt pouzity jako krmivo pro
zvitata. Ve vnitfnostech jesetera bylo zjiSténo, ze fenylalanin je nejvice limitujici aminoky-
selinou, zatim co ostatni aminokyseliny (s vyjimkou threoninu a histidinu) jsou pfitomny

v dostatecném mnozstvi [55].

3.2 Reakeni doba

Utinek doby hydrolyzy pro stanoveni aminokyselin v potravinach a krmivech je déileZitym
faktorem. JelikoZ pravé doba, po kterou je vzorek vystaven v kombinaci s teplotou, ovliv-
fluje stanoveni aminokyselin. Nékteré aminokyseliny mohou byt stanoveny za méné nez 24
hodin. U jinych aminokyselin je nutné prodlouzit pribéh hydrolyzy 1 nad 120 hodin. Urcité
aminokyseliny, které jsou citlivé, nemusi byt pti hydrolyze stanoveny, jelikoz jsou degra-

dovany pied dosazenim stanovené doby hydrolyzy (serin, threonin, tyrozin) [6, 12].

Burika a kol. [1] vyuzivali pro stanoveni aminokyselin kasein a modelové tavené syry
s riznym obsahem tuku (30, 45 a 60 % w/w). Kasein a tavené syry byly podrobeny dobé&
hydrolyzy 1 — 144 hodin s postupnym odebiranim vzorkl po 1, 3, 6, 9, 12, 18, 24, 48, 72,
96, 120 a 144 hodinach. Teplota byla stanovena na 110 °C. Ztraty pii hydrolyze u vSech
stupiii tucnosti tavenych syrt byly vyssi nez u kaseinu pro aminokyseliny alanin, valin,
isoleucin, leucin a fenylalanin. Ztraty pti hydrolyze u kaseinu byly vyssi pro glutamovou
kyselinu, serin a prolin. Obsah tuku ve stanovovanych vzorcich nemé¢l vliv na ztraty ami-
nokyselin. V zavislosti na dobé hydrolyzy bylo zjisténo, Ze aminokyseliny se nejvice uvol-

novaly v priméru od 10 — 20 hodin. Citlivé aminokyseliny jako je threonin, serin, tyrozin
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byly degradovany za méné nez 20 hodin hydrolyzy. Naopak aminokyseliny leucin a iso-

leucin mély zaznamenén rust i pti hydrolyze, ktera trvala 144 hodin [1].

Ve studii [56] byly stanovovany aminokyseliny v Sesti riznych s6jovych vyrobcich. Bylo
zjisténo ovlivnéni koncentrace aminokyselin dobou hydrolyzy. U vSech vzorka bylo pozo-
rovano od 0 — 6 hodin velky nartist koncentraci aminokyselin. Hydrolyza od 6 — 72 hodin
se u koncentraci aminokyselin projevila zvySenim, snizenim a nékterd koncentrace byla
relativné konstantni. Maximalni koncentrace u valinu a isoleucinu byla zaznamenana u
¢asu vyssi nez 24 hodin, pro vSechny vzorky s6ji, s vyjimkou isoleucinu u jednoho vzorku.
V prubéhu Casu byla pozorovana zvysujici se koncentrace aminokyselin (kyselina gluta-
mova, glycin, histidin, alanin, arginin, prolin, leucin, fenylalanin a lyzin) u vétSiny vzorkd.
Koncentrace serinu byla maximalizovana pfi niz8i dobé hydrolyzy nez 24 hodin. U kyseli-
ny asparagové, threoninu a tyrozinu byl zaznamendn rust, nasledné zlstala koncentrace
konstantni od 6 — 16 az do 24 hodin, a potom byly tyto aminokyseliny degradovany. De-
gradovany po 24 hodinach v jednom z analyzovanych vzorka byly také kyseliny glutamo-

va, histidin, valin, isoleucin, leucin, fenylalanin a lyzin.

V porovnani s ostatnimi studiemi bylo prokazano, Ze valin a isoleucin se uvoliuji pii
kyselé hydrolyze pomalu. Naopak serin a threonin jsou neustale degradovany pied do-

vrSenim 24 hodinové hydrolyzy [1, 12, 57].

3.3 Teplota

Obvykle je pouzivéana teplota pii 110 — 120 °C pro vétSinu uskuteciovanych hydrolyz.
Studie [58] se zabyvala pouzitim vysokych teplot (> 110 °C) a zaroven proplachnutim hyd-
rolyzacnich lahvicek inertnim plynem pro zkraceni doby hydrolyzy, predevsim za icelem
zjisténi nékterych labilnich aminokyselin a dalSich stabilnich aminokyselin, kterymi jsou
isouleucin, leucin a valin. Vys§i vytézky pii zvySené teploté a zkraceni Casu byly zazna-
menany u serinu a threoninu. Vytézky aminokyselin pii zvySené teploté a kratSi dob¢ spa-
daji do konstantniho rozmezi 98 — 102 % teoretickych hodnot kazdé aminokyseliny
s vyjimkou valinu, isoleucinu, threoninu, serinu a tyrozinu. Vyraznou vlastnosti hydrofob-
nich aminokyselin jako je isoleucin a valin je, Ze dochazi k jejich zpétné aktivaci z pouze
53 a 81 % pfi zahtfivani na 160 °C po dobu 45 minut. U leucinu, prolinu a fenylalaninu
bylo témét 100%. Jelikoz je isoleucin velmi odolny viici kyselé hydrolyze, byla provedena
studie ¢asového pribehu pii riznych teplotach. Byl ziskan vytézek 97 % pii teploté 160 °C
po dobu 4 hodin. Obecné plati, ze zvySeni teploty a zkraceni doby hydrolyzy poskytuje
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vysledky podobné nebo lepsi nez v porovnani s vyuzivanou teplotou 110 °C po dobu 24
hodin, zejména pokud jde o pfesny odhad oxidovatelnych a labilnich aminokyselin (serin,
threonin a tryptofan) a aminokyselin obsahujicich siru (metionin

a cystein) [58].

3.4 Dalsi prisady

Jsou to tzv. ochranna ¢inidla, ktera jsou piidavana do roztoku vzorku za ucelem snizeni
ztrat raznych aminokyselinovych zbytkii béhem hydrolyzy. Vyuziva se fenol, azid sodny,
kyselina thioglykolova, merkaptoetanol, indol, tryptamin. Kyselina thioglykolova byla
vyuzita pfi stanoveni tryptofanu [3, 59].

3.5 Faktor pH

Hodnota pH pufru je dilezita pro oddéleni aminokyselinovych zbytki. Snadno jsou oddé-
lovany sodnymi pufrovacimi systémy. K dosazeni uspokojivé separace jsou vhodné Ctyfi
nebo pét sodnych pufrd. Litny pufr je vhodny pro pouziti, pokud je tfeba soucasn¢ oddélit
kyselinu asparagovou, asparagin, kyselinu glumatovou a glutamin. Litny systém je vice
citlivy na zmény nez systém sodiku. Nékdy se do pufru ptidava thiodiglykol, aby se zabra-
nilo oxidaci metioninu. Kyselé pufry mohou pohlcovat amoniak, proto je vhodné pridavat

HCI do pufru co nejpozdéji [60].

Cystin je velmi citlivy na pH, teplotu a koncentraci iontd s protikladnym nabojem pufru.
Oddéleni mezi threoninem a serinem je mozné sniZzenim teploty, zaroven je oddélovana 1
kyselina glutamova. Optimalni teplota pro separaci kyseliny asparagové, kyseliny gluta-
moveé, asparaginu, glutaminu, hydroxyprolinu, threoninu a serinu je 37 — 38 °C
s pufrovacim systémem sodiku nebo litiem. Kyselina glutamova je obzvlasté citlivd na

malé zméeny teploty [60].

Pro stanoveni aminokyselin v hydrolyzatu proteinu jsou vyuzivany pfedevsim pufry citro-
nanu sodného. Potfebnymi chemikaliemi pro pufr citronanu sodného jsou: kyselina citro-
nova, dihydrat citratu sodného, chlorid sodny, kyselina borita, azid sodny, hydroxid sodny
a thiodiglykol. Pro fedéni vzorki a standardii na pozadovanou koncentraci se vyuziva fedi-
ci pufr 0,2 mol.1.”" sodiku o pH 2,2. Regeneraénim roztokem je 0,2 mol.I"" hydroxid sodny.
Prvni pufr o pH 2,95 eluuje tyto aminokyseliny — kyseliny asparagova, kyselina glutamo-
va, alanin, cystin, glycin, serin, threonin. Tento pufr je také vhodny pro stanoveni kyseliny

cysteové a metioninsulfonu [1, 60].
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Druhy sodny pufr o pH 3,5 eluuje valin

Tteti sodny pufr o pH 4,25 eluuje aminokyseliny, kterymi jsou metionin, leucin a isoleu-

cin. Tyto aminokyseliny jsou velmi dobfe od sebe oddélovany [60].

3.6 Stanoveni aminokyselin v zavislosti na ¢ase

Stanovovani obsahu aminokyselin v proteinu z potravin nejprve zahrnuje uvolnéni amino-
kyselin z dané¢ho proteinu pomoci hydrolyz. Mezi obvykle vyuzivané hydrolyzy se fadi
kysela hydrolyza, kdy je protein vystaven 6M HCI pti 110 °C po dobu 24 hodin. Avsak, ne
vSechny aminokyseliny jsou stabilni za hydrolytickych podminek a peptidové vazby, které
zahrnuji hydrofobni zbytky, jsou obtizné¢ Stépitelné mnohdy i za extrémnich podminek

hydrolyzy [6, 57].

Vyuzivany ¢as hydrolyzy (24 hodin) je kompromisem, aby se minimalizovala degradace
labilnich aminokyselin pii kyselé hydrolyze. OvSem tento jediny interval hydrolyzy vede
k nepiesnym odhadiim aminokyselinového slozeni proteinu vlivem tcinku ¢asu hydrolyzy

na Stépeni peptidové vazby a samotné degradace aminokyselin [57].

Doséhnout vys$si pfesnosti analyzy pii stanovovani aminokyselinového slozeni potravin 1ze
tim, ze pfi hydrolyze je sledovano vice hydrolyza¢nich ¢ast. Ve studii [12] byla pouzita
maximalni koncentrace aminokyselin ziskanych z vicendsobnych casii hydrolyzy pro vy-
pocet aminokyselinového sloZeni. Tento pfistup je vS8ak omezen, jelikoz labilni aminokyse-
liny vzhledem ke kyselindm mohou zacit degradovat jesté pfed uvolnénim vSech aminoky-
selin, ¢imZ jsou tyto aminokyseliny podhodnoceny. Alternativnim pfistupem je stanovova-
ni aminokyselinového sloZeni proteinu za pouZiti nelinearni extrapolace nejmensSich ctver-
cl k nulové dob¢ dat o sloZeni aminokyselin z fady intervalli hydrolyzy. Timto mize byt

pfedpovézen plivodni obsah aminokyselin v proteinu [12].

V modelu, ktery byl navrzen, je feSena teorie analyzy oddélovani se tiemi rozdilnymi sta-
vy. Stav A pfedstavuje mnozstvi aminokyseliny v proteinu ve vazané form¢. V okamziku,
kdy jsou aminokyseliny odstépeny od proteinu, jsou presunuty do stavu B, ve kterém je
mozné detekce aminokyselin. Aminokyseliny, které jsou pfevadény na neidentifikovatelné
slouceniny nebo se degraduji béhem kyselé hydrolyzy, piechazi do stavu C, ve kterém jiz
nejsou identifikovatelné. MnoZstvi aminokyselin, detekovanych ve stavu B v Case ¢, jsou

stanoveny pted zac¢atkem hydrolyzy (¢ = 0). Tento pfechod mezi aminokyselinami (stavy),
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kdy se jedna o zavislost obsahu volnych aminokyselin na dobé hydrolyzy, 1ze popsat vzta-

hem:
B(t) = 20 (et — e7) + ¢, (1)
kde:
B(#) vyjadfuje obsah volnych aminokyselin (g.kg™) v &ase # (h),
Ay je obsah aminokyselin v proteinu pied hydrolyzou (g.kg™),

h je pomér, ve kterém jsou vazané aminokyseliny hydrolyzovany do volné a méfitelné

formy,
[ je pomér, ve kterém jsou aminokyseliny degradovany,
¢ je nahodna slozka [14, 61].

Odhady veli¢in 4y, h a [ pro urcity protein mohou byt odvozovany za pouziti nelinearni
regrese nejmensich ¢tverct, fady hodnot B(¢) naméfenych pfi rozdilnych dobach hydrolyzy
s omezujici podminkou 49> 0, 7 > 0 a / > 0. Vyuziva se Marquardt-Levenburg metoda.
K vytvoteni regresni kiivky jsou vyuzivany rizné hydrolyzacni Casy, naptiklad ve studii
[1] byly vyuzity ¢asy 0, 1, 3, 6, 9, 12, 18, 24, 48, 72, 96, 120 a 144 hodin. Regresni kiivka
je tvofena dvéma veli¢inami, a to pro hodnotu x — doba hydrolyzy, a pro hodnotu y — obsah
aminokyselin ve vzorku v g.kg™'. Spravnost navrzenych modeld je hodnocena pomoci ko-

rela¢niho koeficientu (») [14, 61].

Metoda je vyuzivdna ke stanovovani aminokyselinového sloZzeni ptecisténého proteinu,
lidského mléka, susené¢ho odstfedéného mléka nebo syrovatky, coz poukazuje na vhodnost

pro riizné proteiny a smési proteind [57].

Variabilita v usnadnéni $tépeni peptidové vazby a stabilita v kyselém prostfedi mlize vy-
znamné ovlivnit kone¢ny odhad sloZeni aminokyselin v proteinu. Napiiklad aminokyseliny
valin, isoleucin a leucin se obtiZzné€ hydrolyzuji a ziskdni maximalniho vytéZzku mize vyza-
dovat pro n&které proteiny podstatné delsi dobu hydrolyzy, nez 24 hodin. Udaje o slozeni
téchto aminokyselin mohou byt odvozené z nékolika intervalll hydrolyzy a néasledné extra-
polovany do nekone¢ného ¢asu. Kompenzace degradace aminokyselin mize byt provedena
odhadem extrapolaci obsahu aminokyselin v ¢ase nula za ptedpokladu kinetiky prvniho
fadu. Extrapolaci na ¢asovou nulu nebo pouzitim maximalniho bodu na kiivce casové hyd-

rolyzy lze odvodit standardni korekéni faktory pro upravu naslednych 24 hodinovych hyd-
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rolyz. Existuji dva aspekty pted pouzitim linedrn€é odvozenych korekénich faktort. Odpo-
véd’ bilkovin na dobu hydrolyzy je nelinearni a li$i se mezi typy bilkovin, potravin a jinych
latek. Za dalsi, procesy hydrolyzy (vytézku) a degradace (rozpadu) aminokyselin probihaji
soucasn¢. Proto zadny bod na kiivce ziskany méfenim obsahu aminokyselin v riznych
intervalech hydrolyzy neni skute¢nou mirou vytézku aminokyselin. Zejména tam, kde do-
chdzi k vyznamnym ztratdm aminokyselin, jsou extrapolace piimo z bodl na regresni kiiv-
ce predurceny k podcenéni. Vytézek labilnich aminokyselin je ovlivnén kyselou hydroly-

zou, tyto aminokyseliny jsou mnohdy degradovany jesté pied zacatkem méteni [6, 14].

Podhodnocovanim a nadhodnocovanim obsahu aminokyselin se zabyval Rutherfurd a kol.
[57] ve své studii. Interval hydrolyzy byl stanoven na 24 hodin a druhym sledovanym byly
vzorky vystaveny vicenasobné dob¢ hydrolyzy (0 az 168 hodin).

Pro kojenecké kozi mléko uréené do 6 mésicti véku byly podhodnocovany jedinym 24 ho-
dinovym intervalem tyto aminokyseliny: tryptofan, threonin, alanin, kyselina asparagova,

serin.

Pro kojenecké kozi mléko urcené od 12 mésicli obohacené o minerdly a vitaminy byly

podhodnocovany tryptofan, tyrozin, threonin a kyselina asparagova.
Pro plnotuc¢né kozi mléko pak tryptofan, prolin, kyselina asparagova a isoleucin.

Naopak nadhodnocovén byl napiiklad metionin, ktery byl po oxidaci kyselinou peroxido-
vou a nasledné kyselou hydrolyzou stanovovan jako metioninsulfon, a to u vSech vzork
koziho mléka. Nadhodnocen byl také cystein, po oxidaci kyselina cysteova, u kojeneckého

koziho mléka pro déti do 6 mésici [57].

Hydrolyza¢ni Casy jsou libovolné, ovSem vysoky narlist koncentrace aminokyselin je za-
znamenavan od 0 do 6 hodin. Po této dobé se koncentrace aminokyselin snizi, zvysi nebo
zUstane relativné konstantni. Vysoky nariist je zaznamenéavan ptedevsim u labilnich ami-
nokyselin, kterymi je serin, threonin a tyrozin. Tyto aminokyseliny jsou zaroven vétSinou
velmi rychle degradovany. Koncentrace aminokyselin je zvySovéna i u glycinu, alaninu a
kyseliny glutamové. Naopak mezi rezistentnéjs$i aminokyseliny vii¢i kyselé hydrolyze patii
napiiklad isoleucin, lyzin, leucin, valin, tryptofan a oxidovany metionin sulfon. U téchto
aminokyselin je zaznamendvan velmi pomaly nérlst uvolfiovani z proteinu. Jednd se o
dobu mezi 10 — 20 hodinou hydrolyzy. Nasledné¢ po dobu hydrolyzy ziistavaji relativné

konstantni nebo se s ¢asem hydrolyzy snizuji, nékteré 1 zvySuji (naptiklad valin). Zalezi
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vzdy na daném proteinu, ze kterého jsou aminokyseliny uvolnovany (viz. Obr. 4, 5, 6, 7, 8,

9) [1, 14, 56, 57].
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Obrazek 4 — Hydrolyzacni kiivka threoninu [1] Obrazek 5 — Hydrolyzacni kiivka serinu [1]
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Obrazek 6 — Hydrolyzacni kiivka glutamové kyseliny [1] Obréazek 7 — Hydrolyzacni kiivka alaninu [1]
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Obrazek 8 — Hydrolyzacni kiivka valinu [57] Obrazek 9 — Hydrolyzac¢ni kiivka tryptofanu [57]
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Ovlivnéni hydrolyzy mtze byt zpisobeno dal$imi slozkami potravin, mezi které lze zaradit
tuky a sacharidy. Zjisténi ve studii [1] o obsahu aminokyselin pfed hydrolyzou u analyzo-
vanych vzorkl kravského kaseinu a tavenych syrti s 30 % w/w TVS, 45 % w/w TVS a
60 % w/w TVS bylo, Ze hodnoty klesaji v zavislosti na obsahu hrubych bilkovin. Obsah
tuku v tavenych syrech mé vliv na hydrolyzu. S rostoucim obsahem tuku se ve vzorcich
zvySovaly hodnoty ztrat pro serin, threonin, tyrozin, arginin, kyselinu asparagovou, kyseli-
nu glutamovou, prolin, fenylalanin. Tavené syry s 45 % w/w TVS a 60 % w/w TVS vyka-
zovaly vyS$$i hodnoty ztrat ve vztahu ke vzorkim s 30 % w/w TVS tak 1 ke kravskému
kaseinu. U dalsich aminokyselin, kterymi jsou glycin, alanin, valin, isoleucin, leucin a ly-
zin nebyly hodnoty ztrat ovlivnény obsahem tuku ve vzorcich. Divodem vyssich hodnot
ztrat u vzorkl s vy$§im obsahem tuku mohou byt reakce sekundarnich produktii oxidace

lipidli s proteiny, resp. s volnymi aminokyselinami [1, 61].

Vliv sacharidii na hydrolyzu byl popsén ve studii [57], kde vyuzili tfi rizna kozi mléka,
a to kojenecké kozi mléko pro déti do 6 mésicti s obsahem sacharida 56,8 %, kozi mléko
obohacené o minerdly a vitaminy pro déti od 12 mésic s obsahem sacharidii
48,4 % a kozi plnotucné mléko s obsahem 35,5 % sacharidi. Nebylo prokazano, Ze by sa-
charidy ve vzorcich mély zasadni vliv na ztraty aminokyselin béhem hydrolyzy. I ptesto
byla nejvétsi ztrata u vSech vzorkl opét zaznamenana u serinu, nasledné threoninu, trypto-
fanu, cysteinu (ktery byl po oxidaci kyselinou peroxidovou a néasledné kyselou hydrolyzou
stanoven jako kyselina cysteovd) a nasledné u kyseliny asparagové. Intervaly hydrolyzy

byly stanoveny od 2 do 168 hodin [57].
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ZAVER

Stanoveni aminokyselin v potravinach je diilezit¢ z hlediska nutri¢niho. Hydrolyza je za-
sadnim krokem pro uvolnéni aminokyselin z proteinu. Jsou popsany tii typy hydrolyzy a to
kysela, alkalicka a enzymatick4. Pomoci kyselé hydrolyzy jsou stanovovany témét vSechny
znamé aminokyseliny. Pro stanoveni tryptofanu je nejvhodnéjsi alkalickd hydrolyza, kterd
jej ur¢i pomoci hydroxidu sodného, piipadné hydroxidu barnat¢ho a méné hydroxidu
lithného. Dale je alkalickad hydrolyza vhodna i pro stanoveni vzorku, ktery obsahuje vyssi

mnozstvi sacharidu.

Po hydrolyze jsou aminokyseliny analyzovany a kvantifikovany pomoci separacnich me-
tod. Mezi separacnimi metodami je hojné vyuzivédna i kapalinové chromatografie. Amino-
kyseliny jsou nejvice stanovovany pomoci iontoménicové chromatografie, ktera vyuziva
postkolonové derivatizace, oproti HPLC, kterd vyuziva piedkolonovou derivatizaci.
V posledni dobé¢ se zacina hojné vyuzivat na stanoveni aminokyselin kapilarni elektroforé-

za.

K zakladnim znakim uspésné hydrolyzy patii stanovovana aminokyselina. Dal§im dilezi-
tym faktorem je hydrolyzac¢ni €inidlo, které ovliviiuje stanoveni aminokyselin. Je vyuziva-
no vice ¢inidel, naptiklad kyselina chlorovodikova, metansulfonova kyselina, pro stanove-

ni tryptofanu hydroxid sodny a hydroxid draselny.

Dulezitym faktorem, ktery ovlivituje hydrolyzu, je reakéni doba v kombinaci s teplotou, po
kterou je stanovovana. Pfi nizSich teplotach se aminokyseliny uvoliluji pomaleji, zatimco
se stoupajici teplotou se aminokyseliny uvoliuji rychleji. Pfikladem je valin a isoleucin,
které se bézné€ uvoliuji az 140 hodin, ale se zvySujici se teplotou mohou byt tyto aminoky-
seliny uvolnény rychleji. DalSimi faktory, které ovlivituji hydrolyzy, jsou i slozky potravin,
mezi které¢ fadime obsah tuku a sacharidi. Hydrolyzu je mozné ovlivnit pfisadami, které

zabezpecuji stanoveni cysteinu.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

CE

CEC

CZE

GC

HPLC

IEC

LC

NP

OPA

PITC

RV

TLC

TNBS

Kapilarni elektroforéza.

Kationtové vyménna chromatografie.
Kapilarni zonova elektroforéza.
Plynova chromatografie.
Vysokoucinna kapalinova chromatografie.
Iontoveé vyménna chromatografie.
Kapalinova chromatografie.

Naftalen dikarboxaldehyd.
o-ftalaldehyd.

Fenylisokyanat.

Ruhemanova violet’.

Tenkovrstevna chromatografie.

2,4,6-trinitrobenzensulfonova kyselina.

UV-VIS Ultrafialovo-viditelna spektroskopie
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