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KVANTITATIVNE STANOVENIE VOLNYCH A VIAZANYCH
AMINOKYSELIN V OVOCNYCH STAVACH

A. PRIBELA, L. SORMAN, F.STRMISKA

Katedra chemickej technolégie uhlohydrétov Slovenskej vysokej $koly technickej
v Bratislave

Celkovy obsah dusika v &erenych stavich sa pohybuje v rozmedzi 16 az
160 mg9%,, ¢o odpovedd 100—1000 mg9%, hrubého proteinu [1, 2]. Prevainy
podiel tohto dusika pripadd na aminokyseliny, ktoré stt v ovoenych Stavach
jednak voIné, jednak viazané. Podiel volnych aminokyselin je ovela mensi nez
viazanych aminokyselin.

Niektori autori [3, 4] venuju pozornost aminokyselinim ovocnych BStiav
z nutriéného hladiska. Aminokyseliny hraja dlohu pri neenzymatickom hned-
nut{ ovoenych #tiav a najmi koncentritov [5, 6]. Dalej aminokyseliny stoja
v popredi zdujmu tych prac [7, 8], ktoré sa zaoberaji otdzkami skvasovania
stiav.

Pri analytickych stanoveniach aminokyselin sa v star§ich pricach vyuZivaji
klasické metidy, zaloZené na esterifikdcii aminokyselin a ich destilacii [9].
V poslednom d&ase sa uplatiiuji fyzikdlno-chemické metdédy, najms elektro-
foréza a chromatografia. Jednym z hlavnych problémov stanovenia volnych
aminokyselin v ovoenych. Stavach je vysoka koncentricia sprievodnych latok,
ktoré rusivo pdsobia pri ich oddelovani a identifikdcii. Na celkovom extrakte
ovocnych $tiav participuji volné aminokyseliny iba 0,2—0,6 9,. Tato sku-
todnost je priéinou réznorodych a ¢asto protichodnych vysledkov, s ktorymi sa
stretdvame v rozliénych pracach. Okrem toho vaé§ina dotsrajsich prac (okrem
malych vynimiek) sleduje len kvalitativne zastipenie jednotlivych volnych
aminokyselin v ovoenych stavach.

Problematika stanovenia viazanych aminokyselin je menej zloZita, pretoze
vlastnému stanoveniu predchadza ich izolacia, pri ktorej sa sprievodné latky
z velkej dasti odstrania.

S prihliadnutim na uvedené tazkosti zamerali sme sa v tejto praci predo-
vietkym na vypracovanie vhodného analytického postupu na stanovenie
volnych aminokyselin a uréili sme obsah obidvoch typov aminokyselin v nie-
ktorych ovocnych stavach. '

Experimentalna Gast
Metodika

Na izoldciu a koncentréciu volnych aminokyselin v ovoenych Stavdch sme pouZili
vymienadée iénov, na ktorych sa aminokyseliny zachytili a po odstrédneni sprievodnych
létok uvolnili amoniakom. Aminokyseliny sme rozdelili pomocou papierovej chromato-
grafie a chromatogramy sme kvantitativne vyhodnotili fotometricky. Pre précu sme
pouzili ovocné Stavy vyrobené v zédvode Fatra, n. p., vyrobna Krupina v takom stave,
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v akom sa doddvaji na spotrebitelsky trh. Aminokyseliny pouZité ako Standardy vy-
robila firma Lachema. Chromatograficky papier Schleicher-Schiill 2043 b bol impregno-
vany siloxdnom Dowex 1107.

Spomedzi védésieho poétu vymienadov idénov ako najvyhodnejsi sa ukdzal katex
Zerolit 225. Ide o sulfénovy polystyrén s vysokou kapacitou a vybornou chemickou
a fyzikdlnou stabilitou. Obsahuje jednu aktivnu skupinu —SO,H. Je velmi stdly voéi
oxydaénym a redukénym éinidldm a hortcim alkdlidm.

Po napudani katexu sme nim naplnili sériu sklenych kolénok o priemere 12 mm.
Vyska katexového stipca bola 20 cm a mnozstvo katexu 10 g. Pre précu sme pouzili
Standardné roztoky pripravené z distych aminokyselin. Obsah aminokyselin v uvedenych
roztokoch sme stanovili titraéne podla S. P. L. Sérensena [10].

Ako vlastny experimentdlny materidl sme upotrebili ovocné Stavy, ktoré sme najprv
prefiltrovali cez azbest. Zo vzorky sme odpipetovali 100 ml Stavy a nechali pretekat
cez kolénku s katexom rychlostou 50 ml za hodinu. Stipec sme potom premyli destilo-
vanou vodou.

Eltciu aminokyselin sme uskutoénili 100 ml amoniaku zriedeného destilovanou vodou
v pomere 1:1. Eludt sme zachytili do porceldnovej misky a na vodnom kupeli zahustili
do sirupovitej konzistencie. Po trojnédsobnom zriedeni vzorky destilovanou vodou
a opdtovnom odpareni sme eludt definitivne zahustili na objem 5 ml.

V stave zbavenej volnych aminokyselin sme bielkoviny vyzrdzali 96 9%, alkoholom
v pomere 1:6. Zrazeninu sme 24 hodin hydrolyzovali stondsobnym mnozstvom 5 N-HCI.
Nadbytok HCI sme potom odparili na vodnom kupeli. Odparok sme rozpustili v 5 ml
destilovanej vody a roztok sme prefiltrovali. Takto pripravené vzorky volnych a viaza-
nych aminokyselin sme nandsali na chromatograficky papier. Chromatogramy sme
vyvijali zostupne zmesou butanol—kyselina octovdi—voda 4:1:5. Po trojndsobnom az
péitndsobnom vyvijani sme dosiahli dostatoéné rozdelenie aminokyselin.

Chromatogramy sme vyvolali ninhydrinom a vysus$ili pri 60°C. V prechddzajiicom
svetle vyfotografované chromatogramy sme kvantitativne vyhodnotili registraénym
fotometrom podla Kohla. Plochy pod krivkami sa zmerali planimetrom a z kalibraénych
kriviek sme odéitali mnoZstvé jednotlivych aminokyselin vo vzorkdch.

Vysledky a diskusia

Stanovenie v modelovych roztokoch

V prvej Casti experimentilnej prace sme Studovali kvantitativne pomery
pri zachytdvani a eldcii aminokyselin na katexe Zerolit 225. Vysledky su
zhrnuté v tab. 1 a 2.

Z tab. 1 vidiet, Ze podas dvojhodinového pretekania modelového -roztoku
jednotlivych aminokyselin nedochddza vo vietkych pripadoch k ich Gplnému
viazaniu na pouzity katex. Uplne sa viaZe glycin, prolin, tryptofan a leucin,
pomerne dobre valin a alanin. Menej uspokojivé vysledky sme v tomto smere
dosiahli pri asparagine, kde sa nezachytilo 20,5 9,, dalej pri kyseline aspara-
govej, kde sme zistili straty 14,5 %,.

Z vysledkov uvedenych v tab. 2 vyplyva, Ze eliciou zriedenym amoniakom
sa najlahsie vytlada kyselina aspardgova a asparagin, najtazsie tryptofan,
valin a leucin.
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Tabulka 1
Zachytéavanie aminokyselin na katexe Zerolit 225
Pouzité : Zachytené
Poradové Aminokvseli syt »
dislo minokyselina mnozstvo
(mg) mg %
1 arginin 10,0 8,90 89,0
2 asparagin 10,0 7,95 79,5
3 kyselina asparagova 10,0 8,55 85,5
4 glycin 10,0 10,00 100,0
5 alanin 10,0 9,50 95,0
° 6 kyselina glutamova 10,0 8,80 - 88,0
4 glutamin 10,0 8,88 - 88,8
8 prolin 10,0 10,00 100,0
9 tryptofan ; 10,0 10,00 100,0
10 valin 10,0 9,85 98,5
11 leucin 10,0 10,00 " 100,0
12 cystin 10,0 9,30 93,0
Tabulka 2
Vytldéanie aminokyselin z katexu Zerolit 225 amoniakom
Pouzité Vytlagené
Poradové p . i . .
sislo Aminokyselina mnozstvo
(mg) mg %
1 arginin 20,0 18,2 ) 91,0
2 asparagin 20,0 20,0 ] 100,0
3 kyselina aspardgova 20,0 20,0 100,0
4 glycin 20,0 17,0 85,0
5 alanin 20,0 18,1 90,5
6 kyslina glutamova - . 20,0 17,6 . 88,0
7 glutamin 20,0 17,5 " 87,5
8 prolin # 20,0 18,6 93,0
9 “tryprofan 20,0 15,8 © 79,0
10 valin 20,0 16,4 82,0
11 leucin 20,0 16,1 80,5
12 ‘cystin 20,0 18,6 93,0

Rozdielna afinita jednotlivych aminokyselin k silne kyslému katexu sa
vysvetluje rozdielnou disociaénou konstantou karboxylovych skupin (K’)
aminokyselin, resp. rozdielnymi hodnotami pKj. Aminokyseliny, ktoré vniknt
diftziou v roztoku na povrch zrniedka silne kyslého katexu alebo do jeho
vniitra, stricaji v silne kyslom prostredi svoj zdporny naboj a chovaji sa ako
katiény: - ' o o

H{N—CH—COO~ + H*

| l
R R

- HfN—CH—COOH

Ku katexu st potom piitané tym viélou silou, éim alkalickejsi-maju charakter,
dize ¢im mensie s hodnoty disociaénych konstint karboxylovyeh skupin (K?),
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resp. 8im védsie st ¢selné hodnoty ich pK;. Spomedzi skimanych amino-
kyselin najvyssie hodnoty pK; mé tryptofan (2,38), leucin (2,36) a valin (2,34).
Naopak najnizSie hodnoty pK; ma kyselina asparagova (1,88) a asparagin
(2,02). Ako vidiet z tab. 1, prva skupina aminokyselin sa zachytiva na katexe
najlepsie, druhd najhorsie. Znaéni odchylku od tohto teoretického zd6vodnenia
vykazuje prolin. Niektori autori [12] ju vysvetluji van der Waalsovymi silami,
ktoré sa obzvlast silne uplatiiuji medzi jadrom aromatickej aminokyseliny
(prolin) a benzénovymi jadrami katexu (sulfénovany polystyrén). Tieto sily
sposobuju ovela vacési stupen putania aromatickej aminokyseliny ku katexu,
nez by to zodpovedalo jej disocia¢nej konstante. Vplyv van der Waalsovych sil
mozno relativne k vplyvu disociaénych konstant potlaéit pracou pri zvySenej
teplote. Okrem uvedenej nepravidelnosti v chovani prolinu dosiahnuté vy-
sledky dobre sdhlasia s tedriou o védSej afinite bazickejSich aminokyselin
ku kyslému katexu.

Stanovenie v ovocnych Stavdch

Opisanou metodikou sme v dalSom Studovali obsah volnych a viazanych
aminokyselin v rozlitnych druhoch ovoenych Stiav. Vysledky stanoveni sme
zostavili do tab.3. Na rozdiel od tdajov zahraniénych autorov [11] sme
zistili podstatne vadsi podet pritomnych aminokyselin, ako aj ich mnozstiev.
Tato skutoénost je zrejme dosledkom zlepSeného pracovného postupu, ktory
podstatne zniZuje straty jednotlivych aminokyselin pri ich stanoveni. Nepo-
chybne sa tu tiez pozitivne uplatnilo skoncentrovanie analyzovanych aminc-
kyselin.

V skimanych §tavach pochddzajtcich z jadrového a késtkového ovocia
dominujicou aminokyselinou je asparagin. Pozoruhodny je aj obsah alaninu
v jablénej 8tave, kyseliny asparagovej v ferediiovej $tave a prolinu vo visnovej
gtave. V stavach z bobulového ovocia je najbohatsie zastupeny alanin. Tab. 3
sme sa pokusili zostavit tak, aby bolo priblizne zachované poradie najbohatsie
sa vyskytujucich aminokyselin.

Iste nie je bez zaujimavosti, Ze pomer medzi volnymi a viazanymi amino-
kyselinami je v skdmanych §tavach priblizne 1:10. Z analyzovanych druhov
ovocnych, 8tiav najvadsi obsah volnych aminokyselin vykazujd hybridy, dalej
visne a citrusovéa stava.

Pokial ide o stanovisko tych autorov, ktori sa usiluji hodnotit obsah
aminokyselin v ovoenych $tavich z nutriéného hladiska, sme toho ndzoru,
Ze tieto potravinarske produkty s napriek pestrému zastiipeniu jednotlivych
aminokyselin ako zdroja dusika prakticky bezvyznamné. MoZno poznamenat,
Ye napriklad 2 dcl visiiovej §tavy, ktora je podla nasich zisteni relativne bohaté
na aminokyseliny, prispievaji k celodennej potrebe bielkovin, pripadne amino-
kyselin asi 1,8 %, a rovnaké mnoistvo jablénej &tavy len 0,5 %. Z hladiska



Tabulka 3
Obsah volnych a viazanych aminokyselin v skiimanych ovocnych &tavach

U9 {{OUIWE O[USAOUT)S JUAIJLIFUBAI

Cerni- |Hybri-| Citru-
Jabléné $tava Ceresiové stava, Vigniova Stava Ribezlova stava cové | dovéd | sovd
Cislo Aminokyselina mg % mg % mg % mg % Stava | Stava | Stava
mg % | mg % | mg %
vol. | viaz. I celk. | vol. I viaz. | celk. | vol. | viaz. I| celk. | vol. l viaz. ‘ celk. | vol. | vol. | wvol.
1 asparagin 8,1 96,2 | 104,3| 20,0 | 194,2| 214,2| 44,0 | 340,0| 384,0| 4,4 34,7 39,1 1,7 — 8,2
2 alanin 1,9 48,6 | 50,5 1,9 30,5| 32,4 2,7 27,8 30,5 8,5 68,0 74,5 5,8 56,0; 0,7
3 prolin 3,4 6,9 10,3 5,8 34,71 40,5( 12,2 | 175,0( 187,2 3,3 16,6 19,9 1,1 8,2| 22,3
4 kyselina
asparagové 1,2 41,6 42,8 3,2 | 116,5| 119,7 9,7 87,5| 97,2 2,0 41,6| 43,6 3,9 9,3 8,8
5 tyrozin 0,7 6,9 7,6 3,3 20,8 24,1 6,5 48,0 54,5 5,8 48,6 | 54,4 stopy| 16,3 2,7
6 kyselina
glutamové 1,1 12,5| 13,6 3,3 41,6 44,9 7,2 76,2| 83,4 2,4 41,6 44,0 1,2 10,0 | 1,4
7 treonin 3,3 — 3,3 0,8 —_ 0,8 2,2 — 2:2 1,7 —_— 1,7 0,6 3,61 0,2
8 glycin 0,3 — 0,3 1,9 — 1,9 1,9 | — 1,9 — — —_ 5,5 3,1 0,9
9 valin 0,1 2,1 2,2 — |stopy| — 0,4 1,4 1,8 0,3 4,8 5,1 1,2 6,3 0,3
10 lyzin 0.1 1,4 1,5 0,3 5,5 58| 0,6 6,9 7,5 0,1 2,1 2.2 0,9 0,3 5,9
11 leucin stopy — _— — —_ — 0,7 1,4 2.1 0,3 2,8 3,1 | stopy 12,7 0.8
12 serin —_ —_ — — —_ — 1,8 — 1.8 1,0 — 1,0 1,1 3,00 0.9
13 | cystein — — — — — — 0,5 1,8 53| — 3,5 3,5 — 02| —
14 | histidin —_ — — — - — — 0,5 5,6 6,1 — 2,0 —
15 glutamin stopy | — — — 2,8 2,8 — 34,6 34,6 — 4,8 4,8 | stopy 8,2 —
16 arginin —_ —_ —_ — — — — — — — — — 3,3 9,0 1,6
17 taurin - — — —_ — — — — 48,3 48,3 — — — — — —
18 | kyselina h
y-aminomaslové — — — | stopy | stopy | — | stopy | stopy | — |stopy| — — | stopy | stopy | stopy
Celkovy obsah 20,2 | 216,2| 236,4|40,5 [446,6 |487,1 90,4 | 851,9| 942,3| 28,3 | 274,7| 302,0| 26,3 | 148,2| 54,7
Pomer yolapub/vines- 1:10,7 1:10,9 1:9,5 1:9,7

nych aminokyselin

18¢
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Stiav este mene] prlaznlva _

Volné aminokyseliny majt podla nizoru mnohych, autorov urditi ’lohu pri
:technologu vyroby a spracovania ovocnych Stiav. Casto sa zdora.znu]e ich
;uloha, najmi pri neenzymatickom hnednuti samotnych Stiav, ako aj z nich
vyrobenych koncentratov, dalej pri skvasovani $tiav a pod. Treba viak po-
znamenat, %e tloha jednotlivych aminokyselin je doteraz mélo objasnend,
kede sam obsah jednotlivych aminokyselin je zatial v 8tadiu zadiatoéného
'vyskumu i

Stihrn o

Opisali sme metodiku kvantitativneho stanovenia volnych a viazanych
Eamirflokyéelin v ovoenych Stavach. Zistili sme straty, ku ktorym dochddza pri
izoldcii aminokyselin na katexe Zerolit 225. Uvedenym postupom sme stano-
vili obsah volnych a viazanych aminokyselin v niektorych druhoch konzum-
nych ovocnych Stiav.

HOJI_H‘IECTBEHHOE ONPEIEJEHUE CBOBOJIHKBIX 1 BA3SAHHBIX
: AMUHOENCJOT B ®PYHRTOBBIX COHRAX

A. IIPIBEJA, JI. HOPMAH, ®. CTPMIICRA

\ ¢ noB C; bl 1
R d eqpa XUMHUeCKOi TexHosoruu yraesogos Ciopalkoii Boiciuell TeXHHYECKOI I.LIROJ]L
B BpaTnciase

Bripous :

Mir onmcasin MeTOANKY KO/1UeCTBEHHOTO OIpejlesieHusi CBOGOJHBIX U Bs3aHHLIX ]aMHHO-
'KHCJIOT B ()PYKTOBBIX cokaX. OmNpefesuMaHE TakKc M IOTepH, KOTOpLIe HOTIy‘laIOTCﬂ npu
‘MSOIISIUMIL . AMHHOKMCIIOT HA KATHOHOOOMeHHmKe 3epoant 225. OmnuCaHHBIM cnocoﬁoM MBI
OTIpele/IuJH ‘COJeCPaAue CBOOOLHLIX N BS3AHHEIX AMHHOKHCJIOT B HGKOTODLIX cop’rax
JToTpe0iseMEIX JPYRTOBLIX COROB.

Hocrymuio B pepakuuio 10. 9. »196‘0 r.

QUANTITATIVE BESTIMMUNG
'FREIER UND GEBUNDENER AMINOSAUREN
IN OBSTSAFTEN

A. PRIBELA, L. SORMAN, F.STRMISKA

! _Lehrstuhl fiir chemische Technologie der Kohlenhydrate
an der Slowakischen Technischen Hochschule in Bratislava

Zusammenfassung

Di:e Autoren beschreiben eine Methodik der quantitativen Bestimmung freier und
.gebundener Aminosduren in Obstsiiften. Es wurden die Verluste festgestellt, welche bei
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der Isolierung der Aminosduren auf dem Katex Zerolit 225 entstehen. Mit Hilfe des
angefithrten Verfahrens bestimmten die Autoren den Gehalt an freien und gebundenen
Aminoséuren in einigen Sorten von Konsumobstséften.

In die Redaktion eingelangt den 10. 9. 1960
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