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v ZloZenie aminokyselin v suSenej lucerne siatej

M. BACOVA, J. ZELINKA

Oddelenie bicchémie mikroorganizmov Biologického dstavu Slovenskej akadémie vied,
Bolerdz

Za pouzitia automatického analyzdtora sa stanovili aminokyseliny v hydro-
lyzovanych vzorkéach lucerny siatej. Najvyssie hodnoty pri stanoveni cystinu
a metioninu sa ziskali oxiddciou vzorky kyselinou peroxymravéou pred jej
hydrolyzou a najvyssie hodnoty pri stanoveni tyrozinu po hydrolyze kyseli-
nou jodovodikovou. ZloZenie aminokyselin lucerny siatej zdvisi od podmienok
vegetédcie.

Rozvoj krmovinarskeho priemyslu na vedeckom zaklade nie je myslitelny
bez znalosti obsahu aminokyselin v bielkovindch pouzivanych v kfmnych
zmesiach. Na stanovenie podkladov pre optimélne zloZenie bielkovinovej
dasti kfmnych koncentratov dnes uz nestadi znalost obsahu bielkovin (N X
X 6,25), ani tzv. ,stravitelnych bielkovin®, ale je nevyhnutné poznat exaktné
zlozenie aminokyselin tej-ktorej bielkovinovej zlozky. Len za takychto pod-
mienok je mozné vedecky pripravit efektivne kimne zmesi, pripadne ich
spravne dopitiat niektorymi esencidlnymi aminokyselinami.

Preto sme zadali so systematickym rozborom obsahu aminokyselin niekto-
rych bielkovinovych komponentov kimnych zmesi mikrobidlneho, rastlin-
ného i zivoéiSneho poévodu. KedZe ide o prace metodicky velmi néarodné,
nachddzame tychto tidajov v literatire pomerne maélo. Ucelent pracu o zlo-
Zeni aminokyselin v bielkovinich uverejnili R. J. Block a K. W. Weiss [1].
A E. Harpera H. J. H. De Muelenaere [2] sa zapodievaji nutriénou hod-
notou bielkovin obilnin z hladiska vyuzitelnosti aminokyselin. Védésina tida-
jov o zlozeni aminokyselin v bielkovinach je vSak zaloZend na starsich, znaéne
nepresnych metodikach.

Materidl a metdédy

Na analyzy sa pouzili dve vzorky umele susenej lucerny siatej zo Stdtneho majetku
v Bajéi. Vzorka 1 je lucerna z tretej kosby (28. 8. 1963), vzorka 2 je lucerna zo Stvrtej
kosby (15. 10. 1963). Vzorky sa pred hydrolyzou 6 hodin extrahovali éterom v Soxhleto-
vom pristroji, aby sa odstrénili tuky a pigmenty. Celkovy dusik sa stanovil Kjeldahlovou
metédou a susina vysusenim do kon$tantnej vahy pri 105 °C.

Po extrakeii sa vzorky hydrolyzovali predestilovanou 6 N kyselinou solnou p. a., a to
jednak na vodnom kupeli so spitnym chladi¢om po dobu 40 hodin, jednak v zatavenej
tiastotne evakuovanej ampulke v mnozstve 0,1 g preparétu po dobu 20 hodin v labora-
térnej susiarni pri 110 °C. Okrem toho sa vzorky hydrolyzovali zmesou 6 N kyseliny solnej
a 6 N kyseliny mravéej v pomere 1 1 v zatavenej ampulke za tych istych podmienok za
uéelom stanovenia cystinu [3]. Pri stanoveni metioninu sa podobne v zatavenej ampulke
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vzorky hydrolyzovali za pouzitia 80 ndsobného nadbytku kyseliny jodovodikovej [4].
V dalsich pokusoch sa pri stanoveni cystinu a metioninu vzorky pred hydrolyzou oxido-
vali kyselinou peroxymravéou podla S. Moora [5], ktoré sa podla tejto metodiky po
hydrolyze 6 N kyselinou solnou vhodnejsie stanovujii vo forme kyseliny cysteovej
a metioninsulfénu.

Ziskany hydrolyzdt sa odparil na vodnom kipeli do sucha, odparovanie sa opakovalo
po pridani destilovanej vody trikrédt a odparok sa cez noc nechal stét v exsikdtore nad
hydroxidom draselnym, aby sa zneutralizovali zvysky kyseliny. Potom sa hydrolyzdt
kvantitativne prelial do 10 ml odmernej banky a doplnil sa destilovanou vodou po znaé-
ku. Vlastné stanovenie aminokyselin sa robilo podla D. H. Spackmana, E. H. Steina
a S. Moora [6] na automatickom analyzédtore aminokyselin skonstruovanom vo Vyvojo-
vych dieliiach CSAV v Prahe. 2 ml vzorky z 10 ml odmernej banky sa riedili 1 1al:2
tlmivym roztokom o pH 2,2 a z takto pripraveného roztoku sa na kolénu nandsali 2 ml.

Pri pouziti nového ninhydrinového éinidla sa kolény naplnené Amberlitom IR-120
vzdy znovu kalibrovali. Aby sa zabezpeéila dostatoénd presnost véazenia, Standardné zmes
aminokyselin sa pripravila nasledujicim spésobom: Spoloéne sa navézilo 1250 umoélov
z kazdej aminokyseliny (Nutritional Biochemicals Corporation, Cleveland, Ohio) do
500 ml odmernej banky s pridavkom 5 ml predestilovanej koncentrovanej kyseliny chlo-
rovodikovej p. a. za i¢elom ich lepsieho rozpustenia. Z cystinu sa navézilo len 625 umolov.
Tento roztok, ktory obsahoval v kazdom ml 2,5 umélov kazdej aminokyseliny, slazil ako
zékladny kalibradny roztok a prechovaval sa v chladni¢ke. Pred kazdym nandSanim
na kolény sa zdkladny roztok zriedil v pomere 1 4 tlmivym roztokom o pH 2,2. Z takto
pripraveného roztoku sa na kolény nandsali 2 ml, ¢o je 1 umdl kazde] aminokyseliny
(v pripade cystinu 0,5 umoélu). Kazdd kalibrécia sa robila najmenej $tyrikrat. Po dosiahnu-
ti dostatodne zhodnych vysledkov (pripustnd chyba analyzy je +3 9, pri stanoveni
v rozsahu 0,1 —3 umélov kazdej aminokyseliny; ich priemerné hodnoty sa pouzivaju ako

Tabulka 1
Analyza lucerny siatej z tretej kosby, hydrolyzovanej na vodnom kipeli po dobu
40 hodin
(Hodnoty aminokyselin sa uddvaja v percentdch na susinu vzorky)
T Analyza Analyza .
Aminokyselina 1. bydselyey 5 Tiglveiizn Priemer
Lys 0,60 0,54 0,56
His 0,28 0,24 0,26
Arg 0,43 0,38 0,40
Asp 1,80 1,93 1,86
Thr 0,30 0,33 0,31
Ser 0,42 0,46 0,44
Glu 1,03 1,09 1,07
Pro 0,39 0,44 0,41
Gly 0,68 0,70 0,69
Ala 0,61 0,66 0,64
Val 0,25 0,25
Met 0,09 0,09
Tleu 0,29 0,32 0,30
Leu 0,54 0,56 0,55
Tyr 0,32 0,34 0,33
Phe 0,35 0,37 0,36
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konStanty pri vypoéte stanovenia analyzovanych vzoriek) sa nandSali hydrolyzaty
vlastnych vzoriek bielkovin. Analytické tdaje sa ziskali vo forme vrcholov zdznamu na
semilogaritmickom papieri, ktoré prislichaji jednotlivym aminokyselindm. Hodnoty
ploch, ktoré zodpovedaju prisluSnej aminokyseline, vypoéitali sa ndsobenim vysky vrcho-
Iu Sirkou v poloviénej vyske [6]. Z vrcholov Standardnej krivky sa poéitaju konstanty,
ktorymi sa delia hodnoty ziskané zo zéznamu analyzovanej vzorky. Takymto vypodtom
sa ziska mnozstvo aminokyselin v umdloch pre dany névazok, z ¢oho sa dalej vypoéita.
percento jednotlivych aminokyselin na susinu vzorky.

Tabulky vo véésine pripadov uddvaju vysledky analyz dvoch rozliénych hydrolyzatov-
tej istej vzorky za tych istych podmienok, pritom Cys je prepoéitany ako 1/2 cystin.

Vysledky a diskusia

Z porovnania tab. 1 a 2 je zrejmé, Ze hydrolyza na vodnom kupeli so spét-
nym chladi¢om nie je dostatoénd, pridom sa ziskaju podstatne nizsie hodnoty
aminokyselin nez po hydrolyze v Ciastoéne evakuovanej zatavenej ampulke
za kratS§iu dobu. Porovnanim tab. 2 a 3 mbzeme konstatovat, Ze lucerna siata.

Tabulka 2
Analyza lucerny siatej z tretej kosby, hydrolyzovanej v zatavenej ampulke
po dobu 24 hodin

(Hodnoty aminokyselin sa uddvaju v percentédch na susinu vzorky.
Susina 92,5 9%, N celkovy 3,26 %,)

Spésob hydrolyzy ‘é‘

z 6 N-HCI HI |6N-HCI + 6 N-HCOOH é
= % b By B &
X 82 | &% 5 =3 g€° | g% & 3 2>
2 |23 23| & | £% >3 | SE | g g2
E | 2€ g2 | £ |28 EE | EE | 2 5%
- <~ <o [ o A <~ < A =
Lys 1,57 1,63 | 1,60 1,60
His 0,67 | 0,72 | 0,69 0,69
Arg 1,25 | 1,30 | 1,27 1,27
Asp 2,52 | 2,60 | 2,56 2,10 | 2,19 | 2,19 | 2,19 2,56
Thr 0,98 | 1,03 1,00 0,86 | 0,70 | 0,78 | 0,74 1,00
Ser 0,93 | 1,05 | 0,99 0,77 | 0,84 | 0,95 | 0,89 0,99
Glu 2,08 | 2,24 | 2,16 1,82 | 1,78 | 1,90 | 1,84 2,16
Pro 1,01 1,06 1,04 1,04 | 091 | 0,96 | 0,93 1,04
Gly 1,08 1,14 1,11 0,97 1,00 | 0,98 | 0,99 1,11
Ala 1,15 1,22 1,18 1,09 | 1,15 | 1,16 | 1,15 1,18
Cys 0,14 | 0,14 | 0,39 0,39
Val 1,08 | 1,20 | 1,11 0,94 | 0,94 1,11
Met 0,06 | 0,06 | 050 | 0,07 | 0,16 | 0,12 | 0,14 0,50
Heu | 0,97 1,05 1,01 0,89 | 0,69 | 0,71 | 0,70 1,01
Leu 1,51 1,66 | 1,58 1,43 1,32 | 1,42 1,37 1,58
Tyr 0,58 | 0,63 | 0,60 1,07 | 0,53 | 0,64 | 0,58 1,07
Phe 1,12 1,20 | 1,16 1,12 | 0,73 | 0,81 | 0,77 1,16
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Tabulka 3
Analyza lucerny siatej zo Stvrtej kosby, hydrolyzovanej v zatavenej ampulke
po dobu 20 hodin
(Hodnoty aminokyselin sa uddvaji v percentdch na susinu vzorky.
Susina 94,22 9%, N celkovy 2,81 %)

Spésob hydrolyzy ‘é

] 6 N-HCl HI |6N-HCl 4+ 6N-HCOOH =
é > > > > 5
4 N N [ =] N N o »
© SEEEE e £5 | 88 . %
E gz | 22| 2 5o £8 | 2k | 2 53
< | <~ < i A oA <~ < A =
Lys 1,08 1,10 1,09 1,09
His 0,45 0,45 0,45 0,45
Arg 0,82 0,85 0,83 0,83
Asp 1,81 1,82 1,82 1,53 1,50 1,51 1,50 1,82
Thr 0,68 0,72 0,70 0,58 0,50 0,49 0,49 0,70
Ser 0,74 0,74 0,74 0,58 0,56 0,58 0,57 0,74
Glu 1,49 1,50 1,49 1,31 1,24 1,22 1,23 1,49
Pro 0,76 0,74 0,75 0,76 0,62 0,65 0,63 0,75
Gly 0,81 0,82 0,81 0,73 0,65 0,63 0,64 0,81
Ala 0,78 0,85 0,81 0,73 0,68 0,66 0,67 0,81
Cys 0,06 0,09 0,21 0,06 0,06 0,06 0,21
Val 0,77 0,77 0,77 0,71 0,63 0,62 0,62 0,77
Met 0,25 0,05 0,045 [ 0,049 | 0,047 0,25
Tleu 0,62 0,61 0,61 0,59 0,45 0,46 0,46 0,61
Lou 1,11 1,04 1,07 0,94 0,81 0,80 0,81 1,07
Tyr 0,39 0,38 0,38 0,46 0,40 0,37 0,38 0,46
Phe 0,67 0,66 0,66 0,65 0,45 0,47 0,46 0,66

z tretej kosby ma vyssi obsah vSetkych aminokyselin nez lucerna zo Stvrtej
kosby, éomu zodpoveda i vyssi obsah celkového dusika. S ohladom na rov-
nakud fenologickt fazu lucerny z tretej a Stvrtej kosby nie je mozné vysvetlit
vy&§i obsah aminokyselin vplyvom rozliénych fenologickych faz. Poéas rastu
lucerny medzi druhou a tretou kosbou boli celkové zrazky 26 mm, zatial éo
v priebehu rastu medzi tretou a Stvrtou kosbou boli celkové zrazky 244 mm.
Podla toho by znaény vplyv na obsah aminokyselin v lucerne siatej mali
-celkové zrazky vo vegetaénom obdobi.

Z tab.2 a 3 je dalej zrejmé, Ze najvysSie hodnoty pri stanoveni cystinu
a metioninu sa ziskaji po oxidacii vzorky kyselinou peroxymravéou pred jej
hydrolyzou a najvyssie hodnoty pri stanoveni tyrozinu po hydrolyze kyselinou
_jodovodikovou.
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COCTAB AMUHOKUCJOT B CYHIEHON KYJbTYPHON JIIONEPHE

M. BauoBa, fI. 3enunka

Oraesn GHOXUMUY MIKpOOpranunamMoB Buosorunueckoro nucturyTa CIoBaIKoi aKafeMun Hay K,
Boaepas

C mMoMOLIbI0 ABTOMATHYECKOT0 aHAJIM3ATOPA M3YYAJICA COCTAB AMMHOKMCIOT KYJbTYpPHOM
JIOLEPHH Tocile rnjpoimaa 06pasioB, MPOBEAeHHOro pasnuyHeMu crioco6amu. Ilpu ompe-
JIeJIEHUHM CEPHBIX aMHHOKUCIIOT MOJYYHJINCh BBHICIIME DPe3yJbTATHI, eCIu 00pasubl MpefBa-
PUTEIBHO OKMCIAINCH MEPEKNChI0 MyPaBbUHOI KUCJIOTHL mepeq COGCTBEHHBIM FUIPOIIM3OM,
B cpaBHeHuM ¢ rupposnsom cmecsio HClu HCOOH nau uomucroBomopomHoit kucmoroi. Ilpu
OIpefielIeHMH THPO3MHA, U3 MCHBITAHHHIX METOMOB TMADPOJN3a, CaMble JIyulllie pe3yJIbTaThl
IMONYYNIUCH MMAPOIN30M HOXUCTOBOPONHON KucaoToit. I'mpposma ¢ HCl B Teuenue 40 uacoB
1nox 006paTHHM XOJOAMJIBHHKOM FaJ TOpasfo HU3IINe pe3yJbTaThl, UeM TUADPOJIN3 B TeUeHUe
ONHHUX CYTOK B 3allafgHHBEIX YaCTUYHO YBAKYMPOBAHHHIX aMITyJIKaX.

B rabmnmax nmpuBefileH COCTAB aMHHOKHMCIOT JIOLEPHbI, KOTODHIA B 3HAYUTEJbHON Mepe
3aBHCIT OT yCIOBHIt BeTeTALMN.

Prelozil M. Fedororiko

ZUSAMMENSETZUNG DER AMINOSAUREN IN GETROCKNETER
SAATLUZERNE

M. Badéovad, J. Zelinka

Abteilung Biochemie der Mikroorganismen des Biologischen Instituts
der Slowakischen Akademie der Wissenschaften, Bolerdz

Mit Hilfe eines automatischen Analysators wurde die Zusammensetzung der Amino-
séduren der Saatluzerne bei Anwendung verschiedener Methoden der Hydrolyse der
Proben untersucht. Bei der Bestimmung der schwefelhaltigen Aminoséuren wurden dann
héhere Ergebnisse erhalten, wenn die Probe vor der eigentlichen Hydrolyse zunéchst mit
Perameisensdure oxidiert wurde, im Vergleich mit einer Hydrolyse durch ein Gemisch
von Chlorwasserstoffsiure und Ameisenséure, oder durch Jodwasserstoffsaure. Bei der
Bestimmung des Tyrosins gab unter den durchgepriiften Hydrolysenmethoden die Hydro-
lyse durch Jodwasserstoffsiure die besten Resultate. Die Hydrolyse durch Chlorwas-
serstoffséure gab nach 40 Std. unterm RiuckfluBkiihler weitaus niedrigere Ergebnisse als
eine 24stiindige Hydrolyse in zugeschmolzenen, teilweise evakuierten Ampullen.

In Tabellen wird die Zusammensetzung der Aminosduren der Luzerne angefiihrt, die
sich durch den Einflul von Vegetationsbedingungen sehr unterscheidet.

PreloZil K. Ullrich
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