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ABSTRAKT

V této praci bylo sledovano 15 aminokyselin (asgava kyselina, threonin, serin, glutamova kyse-
lina, prolin, glycin, alanin, valin, izoleucin, leim, fenylalanin, tyrozin, histidin, lysin a argmiv
pivovarské biomase. Byl sledovan vliv kyseliny acblodikové a 20, 40 a 80% kyseliny kié na
priabéh hydrolyz&nich Kivek a hodnotu korekich faktofi pro sledované aminokyseliny. lontav
vymeénnou chromatografii byl v automatickém analyzatdAA 400 stanoven obsah aminokyselin.
Hydrolyzani kiivky byly sestrojeny pomoci nelinearni regrese aazii 13 hydrolyzanich inter-
vali. Na zaklad sestavenych hydrolyZaich kivek byly vypaiteny korekni faktory pro sledované

aminokyseliny a pouzité kyseliny pro zvySergégnosti a spolehlivosti stanoveni aminokyselin.

Byl pozorovan vyznamny rozdil v gschu hydrolyzy pro pouzité koncentrace kyseliny ¢k ve
srovnani s hydrolyzou pomoci HCI. Aplikace kyselmié&né v porovnani s hydrolyzou HCI mensi

vytéZek aminokyselin uvoklnych z protein.

Kli¢ova slova: aminokyselina, biomasa, kysela hydrolyaeaelina mléna, hydrolyzani kiivka,

korekeni faktor

ABSTRACT

Fifteen amino acids (aspartic acid, threonine neemglutamic acid, proline, glycine, alanine, valin

isoleucine leucine, phenylalanine, tyrosine, hisgd lysine and arginine) were determinated in
brewer’s biomass. It was observed influence hydoochacid and 20, 40 and 80% (v/v) lactic acid
of a course of hydrolysis and value of correctiantérs for monitored amino acids. Amino acids
were separated and determinated by using ion-egehahromatography onto an Amino Acid

Analyser AAA 400. Hydrolysis curves were provideglrionlinear regresision using 13 hydrolysis
intervals. According hydrolysis curves were caltedcorrection factors for monitored amino acids

with the aim of higher accuracy of amino acids dateation.

It was observed significant defence in course afrblysis for using concentrations of lactic acid
compared with hydrochloric acid. During applicatiohlactic acid compared with HCI hydrolysis,

we obtained lower of amino acids liberated fromtirs.

Keywords: amino acid, biomass, acid hydrolysisti¢aacid, hydrolysis curve, correction factors
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UvoD

Tato prace se za¥fuje na stanoveni aminokyselin v pivovarské biomelse doby hydro-
lyzy na stanoveni obsahu aminokyselin a popisujéihoou &innost dvou kyselin pouzi-
tych k hydrolyze. Pivovarska biomasa je zdrojenngeh latek, zejména bilkovin, coZ na-
bizi moznost jejiho dalSiho vyuZiti v otazce vyZiigtva a ve vyrob potravindskych do-
plnkt. Tato praceeSi moznost potencionalniho vyuziti kyseliny ¢nk& v potravingském

pramyslu a vhodnost jejiho pouZziti.

Teoretickacast nabizi stitnou charakteristiku kvasinek, popis vyroby pivaékladnich
hydrolyza&nich metod — kyselé, zasadité a enzymatické hyeyplpoznosti jejich pouZiti.
Dale metody separace, detekce a kvanfitikace amgabk (zejména HPLC a iontév

vyménnou chromatografii).
V praktickécasti byl popsan postup hydrolyzy a analyzy datzBkladt hydrolyzy pomoci
dvou hiznych kyselin byly sestaveny hydrolgra kiivky pro jednotlivé aminokyseliny a

uréen vliv pouzité kyseliny na uvisbvani aminokyselin z matrice.
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1 PIVOVARSKA BIOMASA

Pod pojmem pivovarska biomasa rozumiriiengym zgsobem odlo&ené kvasnice po pi-
vovarské vyrob [1[2]. Pivovarské kvasnice jsou vyznamnyifirpdnim zdrojem velkého
mnozstvi biologicky aktivnich latek. Steéjjako ve vSech Zivych organismech, probihaiv
kvasinkach neustalagmeéna latek, ktera zajisije buikam dostaténé mnozstvi energie a
stavebniho materialu pro veSkeré Zivotni projevy, také pro ést a rozmnozovani. Na
intenzigé této latkové pemeny neboli metabolismu se vyraznymuspbem podepisuje
vngjSi prostedi. BBhem kvaSeni, kdy je cukr v nevykvaSeném pivu (nmigdpienmegnovan
na alkohol, dochazi az Kkolikanasobnému mnozeni kvasnic [2[3]. Kvasir@gccharo-
myces cerevisiagsou schopny za optimalnich podminek zdvojnasbbiténou hmotu
béhem 20 minut. Tato vysoka biosynteticka aktivit&krmorganisni je zpisobenaradou
faktoni. K t¢ém vyznamnym pdt: mimorddre vyvinuty proteosynteticky aparat, coz je
ziejmeé z vysokého obsahu ribozdra ribonukleovych kyselin v Bikach, gijimani Zivin

celym povrchem a velice aktivni katabolicky metaralus [2].

1.1 Vyznam biomasy

Mikroorganismy se v dnesni dbBtavaji znan¢ perspektivnimi pedevsim v otdzkach za-
jistovani vyzivy lidstva. Diky vysoké rychlosti syntébyire¢cné hmoty jsou mikroorga-
nismy schopny &em velmi kratké doby affpom efektivré premenit i mérg hodnotné ne-

bo odpadni suroviny v b&tnou hmotu bohatou na bilkoviny a vitaminy.

Bunka kvasinkovych organisimobsahuje 40-60% bilkovin v su8irObsah dusikatych la-
tek je zavisly pedevSim na pro&tdi, v jakém vznika. Na krmn&ely se zpravidla roz-
mnoZuji kvasinky natznych odpadech pmyslovych nebo hospottkych vyrob, které
nejsou vhodné pro jinécaly. Takto vytvdena biomasa fize byt cennou surovinou nejen
pro zen¥dglsky a potravingsky piimysl, ale také pro oblast biotechnologliadu tako-
vychto odpad Ize vyuZzit pro pimou izolaci enzyna nebo jako substrat pro fermentaci mi-

kroorganisni vykazujicich poZzadovanou enzymovou aktivitu [2[4].

Kvasinky, obsazené jakdipada v krmnych s#&sich, maji tu fednost, Ze obsahuji antio-
xida¢ni latky a zabrauji tuhnuti lipidovych slozek krmiv. Maji vysoky sah vitamird,
hlavre komplexu B, volnych aminokyselin a fosfoligidKomplexni vyuziti mikroorga-

nismi vSak ma uplatini jak ve vyzi¥ tak i ve zdravotnictvi. V takovén¥ipad je treba
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klast diraz na dostatmou sterilizaci média, jeho sloZzeni a dodrzovaeptaiskych podmi-
nek apod. RekdZzkou pro objen#Bi vyuZziti biomasy &stava vysoky obsah nukleovych
kyselin a nestravitelnost bégnych sén [5[19,[21].

Kvasnicova biomasa slouZi jiz dnes jako bilkovirkménivo, a drozdi se pak stale vice
uplatiuje jako bilkovinny a vitaminovy dopdk vyzZivy ¢lovéka, protoZze buttna hmota

pekdskych a pivovarskych kvasinek je bohatym zdrojetanaini skupiny B [2[5].

1.2 Obecna charakteristika kvasinek

Kvasinky jsou jednobuigné eukaryotni organismy.axonomicky vSak jsou nejednotnou
skupinou. Botanicky je spolu s plisni fadime mezi houby — vzhledem k jejich velikosti
mezi mikroskopické houby (mikromycety). Sie&ské pojmenovani ziskaly diky schopnosti
zkvasovat jednoduché cukry (mono-, di- nebo triaadly) na ethanol a C{J7]. Kvasinky

se rozmnoZuji fevazre nepohlavl — pwenim nebo &denim, coz pimo ovliviiuje tvar bu-
nék. Negasejsi tvar kvasinek je veéijty, elipsoidni nebo kulovy. Tvar btk nebyva staly a

v ¢isté kultde zavisi na stakultury a kultiv&nim prostedi. Velikost butk se pohybuje v
rozmezi 3-1qum [2[5].

Béhem puiteni se na mateké buice vytvdi pupen, ktery se postupravétSuje. Po dosazeni
dostaténé velikosti dojde k oddeni od mat&ské buiky. Podle mista, kde pupen na kva-
since vznika, rozliSujeme peni monopolarni, bipolarni a multipolarni, pgad vznikaji

pupeny zcela ndhodn

Nekolik malo druhi tzv. poltivych kvasinek se vSakie rozmnoZovat pohlagrea vzni-
ku pohlavnich spor.iPpohlavnim rozmnoZzovani dochazi ke spojeni jageudurgk (ka-
ryogamii). Po takovémto splynuti dvou kkn(konjugaci) vznikad zygota, ktera pagid

sporuluje za vzniku askti bazidia, v nichz jsou ulozeny spory [6].

Kvasinky jsou aerobni mikroorganismy, ale maji soiast zndnit metabolismus za anae-
robnich podminek na fermeitd a [ silné omeznémirstu hmoty produkovat ethanol a
CO,. Kvasinky rostou v Sirokém rozmezi pH 3-11, teflet5 °C. Nkteré druhy rostou i
pii teplot -10 °C a hodnotach pH az 1,5. Existuji i osmotoiémi druhy [9].

Pivovarské kvasinky jsou jednohbimé organismy, jeZ taxonomickyadime do domény

Eukaryota fiSe Fungi, oddtleni Eumycota(vlastni houby), pododteni Ascomycotina
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(houby \eckovytrusé), ridy HemiascomycetefEndomycetgs fadu Saccharomycetales
(Endomycetalgs celedi Saccharomycetaceag@odieledi SacchyromycoideaeKvasinky
pivovarské a divoké se dale taxonomicky nijak ni$ag [1[11,[13]. Pro oznéovani dru-

hu pivovarskych kvasinek se tagtji pouziva @¢leni na spodni pivovarské kvasinky -
Saccharomyces pastorian[8, (n¢kdy také dlené naSaccharomyces cerevisigar. uva-
rum a naSaccharomyces cerevisigar. carlsbergensis)a na svrchni pivovarské kvasinky
- Saccharomyces cerevisiaabspcerevisiag1[2,[11]. Je vSak nutnici, Ze se v kvasicim
substratu se mohou nachézet desitky wiatkmer kvasinek, jeZz spoluvyt¥évyslednou
chuw’ a aroma piva. Pro pivovarskou vyrobu je mozné itydiuhy jako nap Saccharo-
myces bayanus, Saccharomyces cariocanus, Sacchasntgrevisiae, Saccharomyses
kudriavzevii, Saccharomyces mikat@aesaccharomyces paradoxubyto druhy vykazuji
pro pivovarnictvi vhodné vlastnosti jako je rychiyt, dobra schopnost produkce ethanolu
a tolerance stresovych fakiojako je vysoka koncentrace ethandiunizka koncentrace
kysliku [2,[10[21].

1.2.1 Kvasinky spodniho a svrchniho kvaSeni
Svrchni kvasinky slouzi dnes hlavpro vyrobu piva tyf:

» ,ale" (obecrg svrchr kvasené pivo, jvodem z Anglie a Irska, aizném obsahu

puvodniho extraktu aizné barvy, vyrabi se viznych druzich),

e porter* (tmavé, chtové vyrazné svrch& kvasené pivo, vysokoprocentni, siln

chmelené, fvodem z Londyna),

Vv W

o stout* (témet ¢erné, hutné pivo typu ,aletasto sladké, &tSinou se pije nechla-

zené), spodni kvasinky pro vyrobu piva gizlkeého typu.

Technologii spodniho kvaseni jsou u nas wWmlpiva plzéiského typu, v zahragii jsou

to piva mnichovska (neboli bavorska) a dortmungkéasinky spodniho i svrchniho kva-
Seni se liSi svym genetickym materidlem, protodigyi také svym bunym sloZzenim i
vlastnostmi. Diky rozdilnému slozeni inych sén kvasinky spodniho kvaseni na konci
kvaSeni sedimentuji na @kvasnych nadob. Naopak kvasinky svrchniho kvaseni CQ
vynaseny na povrch kvasici mladiny. Spodni kvasiindye zkvaSuji rafinosu na fruktosu

a melibiosu, kdeZto svrchni zkvasuji rafinosu porjedné itetiny. Maji rovréz rozdilné
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technologicky vyznamné vlastnosti — %zné mfe tvai senzoricky vyznamné latky [1].
Kvasinky svrchniho kvaseni vytk&§i obeci vice vedlejSich produktkvaSeni. Jsou to
predevsim estery, které davaji pivu ovocné a sladowia. Kvasinky spodniho kvaseni
produkuji vyrazné sirnaté latky, jez davaji pivinaté aroma. Asi 80% ko&eého obsahu

senzoricky aktivnich latek se vyivdri kvaseni [1[11[12].

1.2.2 Zdroje kvasinek

Drozd’arensky pimysl vznikl jiz v polovirg 19. stoleti. Drozdi bylo nejprve vyré&in
v tekuté podo& pozdiji se geSlo na lisovanou formu kvasnic, ktera umngz snadné vy-

uziti v domacnostech.

Kvasinky jsou také specialrpéstovany nafiklad na obili, melaséi sladu - odtudizno-
rodost jejich chuti. Druh gstovany na tewenych pilinach se nazyva ,Torula kvasnice".
Tento druh je velmi oblibeny pro gwysoky obsah stopovych priz3]. Zdrojem kvasi-
nek pro pipravu nové kultury riwe byt provozni kvasici mladina, ggmad banka kvas-
nicnych kmeri. Sbirky kvasinek v bankach kvasmych kmeri obsahuji ¥tSinou kmeny

ziskané z pivovarskych provinzNékdy jsou v laboratornich podminkachigravovany

/////

Pivovarské kvasinky ke konzumagovékem se prodavaji vienych formach — v prasku,
jako viaeky ¢i tablety. Kazda z nich ma své vyhody, ale ze v3eodm se obvykle v z&v

recné fazi jejich vyroby odstrauje hakost uhltitanem sodnym, pdpdraselnym [3].

1.2.3 Pivovarské kvasnice jako potravin&sky doplnék

Pivovarské kvasnice se u nas pouZzivégidevsim pro svou vyznamnou vyzivovou hodno-
tu. Jsou vysoce vyvazenou potravou, ktera ma vys@kacentraci vSech vitamirfady B.
Pro vysoky obsah vitamina bilkovin jsou velice vyhodnym daidem vyZzivy. Distribuuji

se ve forng tablet, jako je PANGAMIN, nebo v obohacené férse zelenymirasami
(ALGIMIN) nebo s kulturami mléného kvaseni (BIFIPANGAMIN).

Jsou to potraviny s vysokym obsahem bilkovin a eokych kyselin, jejich konzumace
podporuje vznik purinu, jenz je prekurzorem kysglmocové, coz niZze u lidi trpicich na

dnug¢i arthritidu vyvolat zhorSengchto chorob.
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Pivovarskym kvasnicim jsouripisovany dalSi vyznamné&inky, jako ochrana proti infek-
cim, podpora metabolického procesu, prevence péoi, potlatovani depresi, nechuten-
stvi, podrazénosti. Diky obsahu Zeleza aédn pasobi proti chudokrevnosti. Vegtgich
davkach se kvasnice ukazaly byt jako pedsg pro diabetiky, jelikoZ jsou bohatym zdro-
jem faktoru tolerance glukézy. Tato latka posilpjesobeni insulinu u diabefika hypo-

glykemika [3[19].



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 17

2 PIVOVARSKA TECHNOLOGIE

2.1 Historie vyroby piva

Prvni zminky o vyrob piva pochazeji ze starého Egypta. Jiti Egyp’ané pouzivali j&
men k vyrolk sladu a misto chmeluizné druhy pSenice, kteratgmbovala sladkou cliu
piva. Prvni doloZeny postup vyroby piva pochaziimy a to z roku 300im.l. Nejwtsi
pielom ve vyrok piva spdival v prechodu od tzv. divokych kvasinekckstym kulturam.
Dulezitym krokem pro zvySeni mikrobiologické udrzridsyl boj proti chorobam piva a
také jeho filtrace. Za jpkopnika je povazovan Louis Pasteur - diky svému 8iudie o

pivu z roku 1876.

DalSim meznikem bylo zaloZeni sbirky kvasinek pnmbu piva, jimz se proslavil dansky
mikrobiolog Emil Christian Hansen. Tato sbirka ja @arlbergské univerzitdodnes
[2,[15]. Pivo se dnes vyrabi na celéngtsyi v zemich sedni Evropy, kde jsou jeho vyro-
ba a konzumace jiz dlouholetou tradici. Pivo jegimwano za jeden ze symbalaSi zers

a od roku 2008 je nazeveské pivo“ chraéno jako zemipisné oznéeni [16,[27] .

2.2 Technologie vyroby piva

Sladdstvi a pivovarnictvi pat k vyznamnym obdm s mnohaletou tradici také u nas. Pivo
je napoj pipraveny ze sladu a vody, ochuceny chmelem a zkyaKelturnimi pivovar-

skymi kvasinkami [1].
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Schéma vyroby piva

slad
Srotovani
voda —— vystirani
v s odpad
rmutovani T

scezovani —» milato _l

sladina <—— vyslazovani mlata
chmel — chmelovar —¥ zbytky chmele

v

miadina
studena voda —» chlazenfmladiny —» horkeé kaly
kvasniéni biomasa — zakvageni
kvasnice €—— hlavni kvaseni —¥» CO,
krtwiuo dokvaénutnr a zrani
filtrace, pasterice. stabilizace

staceni piva

Obr. 1. Schéma vyroby [j6ja

2.2.1 Vyroba sladu, sladiny

Vyroba sladu se nazyva sladovani a uskiige se ve sladovnach. Pro vyrobu sladu se u
nas gstuji vybrané oddy jarniho, dvoitadého jeémeneHordeum distichunvar. nutans
Pro (tely sladaské vyroby se vyuziva zrno ¢mene — obilka, ktera se sklada

z endospermu, ktery zaujima n&gi ¢ast zrna, z obalovyctasti, zarodku, zdnoz i

kliceni vychazeji podity k aktivaci enzym [5].

Proces sladovani trv&kolik dni, ¢asto se jiz jedné o proces poloautomaticky. Sleatyk
je potebny k vyrols piva, se vyrabi nakdenim a hvozéhim sladovnického fanene. Fed
naklicenim se necha zrno naitp natez se v chladné mistnosti, do niz nerfitpp s¥t-

lo, necha vyklfit. Kdyz je zrno dostate¢ nakliceno, gemisti se na hvozd, kde dochéazi k
jeho suSeni. Hvozaim se pevede zeleny slad s vysokym obsahem vody do skiddibv

ného a stabilniho stavu. V 2rse zastavi Zivotni projevy a vyfiiee aromatické a barev-
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né latky, jakoz i vlastnosti charakteristické pany druh sladu. Po hvoadi je slad zba-

ven Kklicka a rozemlet [1[17]

V nekterych statech se vSak z ekonomickydéivatii ¢asto pouzivaji také nahrazky sladu,

nap. nesladovy jemen, kukiice, cukerné sirupyi ryze [1[18].

Nejbszngji vyrabénymi druhy slad v Ceské republice jsou &ty slad a bavorsky slad.
Ostatni druhy sladjsou vyuzZivany jen v malém dfitku pro specialni &ely (diastaticky,
nakuovany slad). Satly slad neboli plzésky je uteny pro vyrobu sstlych piv plzeiskeé-
ho typu. Bavorsky neboli polotmavy slad j&em po mirné dobarveni &lych ¢i k vyrobe
tmavych a polotmavych piv [17]. Dalsim neméilezitym technologickych krokem je
Srotovani sladu. Jedna se o proces zdagdignoduchy, ktery ovSemirhe zasadnim Zp
sobem ovlivnit proces rmutovani, scezovani i sagneamni vy€zek. Ri Srotovani je snaha
co nejmésr poskodit pluchu a ddb vymlit endosperm zrna. Kr@gnmerozpustné celulosy
obsahuje plucha ro¥a polyfenoly, pentosany a Hi@ a barevné latky. S mirou poskozeni
pluchy roste mira vyluhovanddhto latek, a ty negati¢novliviiuji chu’ piva. Jemné roze-
mleti endospermu t¥bpredpoklad pro vysoky varni Wtek. Srot ma mit co nejmensi po-
dil hrubé krupice, naopak co n&$i podil krupice jemné [1].

Smiseni sladového Srotu s vodou se nazyva vystiaalktikuje se miseni sladového Srotu
sectyfnasobnym mnozstvim vody, za intenzivniho michanygeni teploty. ® vystirani
musi byt slad dokonale rozmichan tak, aby se wWa/busta tekutina. Rmutovani je pro-
ces, pi kterém se snazime dgvedeni Zadoucich sloZzek extraktu varnich surogimod-
toku. Jedna serpdevsim o Skrob a vhodny podil bilkovin a dalSiotiek jako jsou lipidy,
fosfore&nany a hemicelulosy. Princip rmutovani je zaloZarmpisobeni sladovych enzym
které rozrusuji skrob, bilkoviny a také dalsi skypiSkrob je postugnpomoci sladovych
amylas zcukovan. Rmutovacim postupem vznika husta suspenze rgazodném roztoku
extraktivnich latek tj. sladina, je vytien zakladni chiovy charakter piva. Sladina ma zla-
tavou barvu, sladkou chiwa vyraznou sladovouini. Horké chmelové latky chmele se do
sladiny dostavaji az v fipéhu operaci, jeZ probihaji chmelovaru a dikggbeni alkoholu,
ktery vznika pi kvaSeni kvasinek [1[18[20].

Scezovani sladiny patz pohledu technologie mezi nejném&jSi operace. Scezovani sla-
diny je gevazr fyzikalnim procesem, ktery probiha ve dvou fazighnichz se snazime
odctlit zbytek sladového Srotu od roztoku, déhoz jiz byly frevedeny pivovarsky cenné

latky. V prvni fazi — scezovani@dku — se diky filtréni vrstw odctli hlavni podil sladiny
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ze suspenze. V druhé fazi — vyslazovani mlata bipéopromyvani a @povné scezovani
sladovych zbytk horkou vodou. Promytim (vyslazenim) se ziské&dnd sladina zvana
vystielky. Oba takto ziskané podily se smichaji weabmladiny nebo v mladinové panvi

[1].

2.2.2 Chmel, chmelovar

Jednou zeit vstupnich surovin je chmel @tgy (Humulus lupulus)z rthoz jsou pouzi-
vany susené chmelové hlavky. K pivovarsky&elim se pouzivaji pouze rostliny saiii
Chmel je popinava vytrvala rostlindaydem z Evropy, Asie a Severni Ameriky. Qdly

chmele jsou vSak zdaf$lechény i v Australii a na Novém Zélandu [18].

V Ceské republice jegstovani chmele na vysoké Grovni a &mé procento produkce se
vyvazi do zahradi. Péstuje se tkolik druhi chmele, kazda ofida ma své kvalitativni
faktory, jimiz se odliSuje od ostatnich. U nas jsoitasné dob povoleno gstovani gko-
lika odrid Zateckéhaoserveidku. Ze zahratinich jsou nejznaujsi odidy Hersbrucker,
Tettnang, Norther Brewer a dalSi. Typickytkau chu’ chmele tvei a-horké kyseliny &3-
horké kyseliny, které se nachazeji v chmelovych priiskgh. Ri charakteristice odid se
uvadi jejich pondr, ktery je dilezity pro vyslednou chupiva. K pivovarsky cennym lat-
kam pati také silice a polyfenoly. Chmelové silice jsouésirekolika stovek latek fe-

vazre terpenického charakteru¢kave slozky silic tvéi aroma chmele.

B TR 1

vych sloZzek p vyrobé piva se dnes vyuZzivajiizné typy chmelovych vyrolik které na-

hradily celé chmelové hlavky. Jsou to:

» vyrobky gripravené mechanickymi Upravami hlavkového chmelet@ra granulo-

vané chmele, bez nebo se standardizovanym obsaierych kyselin

» vyrobky gipravené fyzikalnimi tpravamitpodniho hlavkového chmele (nemodi-

fikované chmelové extraktyipravené pomociiznych rozpousgtdel)

* vyrobky pipravené chemickymi Upravami (chemicky upravenyy celavkovy
chmel nebo jeho jednotlivé slozky — mag-hoiké kyseliny ve formd vyluhu nebo

extraktu).
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Posledni operaci varného procesu je chmelovarirBladiskana scezovanim, seiva
mladinové panvi s chmelem 90-120 minut, u modersi@iént kratSi dobu. Vyslednym
produktem je horkd mladina, od niz jsou &ddy zbytky chmele a vysrazené latkyi P
tomto procesu dochézi k fyzik&hchemickym zminam, které stabilizuji koncentraci a
sloZzeni mladiny. V mladihse rozpousji se haké latky chmele. Intenzita bkosti a jeji
charakter jsou dany nejen @dou, ale i technologii chmelovaru. Horka mladinagdo-

nec ochlazena na zakvasnou teplotu [1[13[18].

2.2.3 Proces kvasSeni

DalSi technologicky krok vyroby piva v kvasnych kddje zakvaSovani a provzdio&ani.
Cilem zakvaSovani je rozéhi kvasinek do celého objemu zchlazené mladinyydeni
obsahu kysliku tak, aby byl nastartovan metabolskuasinek. Kvaseni probiha v prosto-
ru, ktery se nazyva spilka. Je to mistnost, ktewdirhyt nalezit vétrana, tepel&izolovana

a udrzovana na maximalni hygienické arovnivétni kvasné kadbyly z dubovéhai
modinového deva. Dnes se zigtodu snadgsi sanitace fistoupilo ke kadim betonovym,
kde specialni nét znemo#uje tvorbu pivniho kamene. Ze stejnéhvaldu se vyuZivaji
také kad smaltované Zelezné, hlinikowg ocelové. Za satasného provzdugni je do
kvasnych kadi fivadsna mladina. Obvykla hodnota rozptrgho kysliku je 6 az 8 md.
ZakvaSuje se ,na ujato”, kdy se micha rozkvaSerngdm& s provzdu$nou mladinou.

Nebo se poiedni a vitalizaci aplikuji lisovanéi suSené kvasnice [1].

Nasleduje hlavni kvasenifimémz v metabolismu kvasnic dochazi ke zpracovanitabds
né ¢asti zkvasitelného extraktu. Kmen kvasinek ma zdisagznam pi vytvaieni charak-
teru hotového vyrobku. Ma vliv natbeh technologického procesu — rychlost a hloubku
prokvaSovani, rychlost sedimentace, filtrovateliostnzorické viastnosti piva.¢cBné se
davkuje 15 az 30.fonI* mladiny. \&t&i zakvasna davka se pouzivaiwatu potl&eni
kontaminace na #Zatku kvaSeni. Start kvaSeni a cely jehdbph je rychlejSi. Mensi
zékvasna davka zpomaluje kvaseni aipaut jejiho pouziti se tvio vice senzoricky ak-
tivnich latek. Na konci kvaSeni kvasinky sedimeinttimz s sebou strhavajast kalicich
latek, a dopomahaji takdiieni. Celkova doba hlavniho kvaSeni je 6 az 10Riodet dni

by nm¢l byt stejny nebo nizsi, nez byliypodni extrakt (tzv. stupvitost) mladiny [1].
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Pivo neni piliS vhodné prosedi pro fist mikroorganism. Diky nizkému pH, anaerobnim
podminkdm (C@, hakkym chmelovym latkam, obsahu alkoholu a klesajiciomgsahu
zkvasitelnych cukr tvori pivo selektivni prosedi protasu mikroorganisin V tomto pro-
stredi ¢ast mikroorganisiin rychle odumiragast se vyskytuje v latentni foenK témto
mikroorganisnim nalezi ¥tSina tepel& rezistentnich bakterii vytygjici endospory, hlav-
n¢ bacily a klostridia. Proto seskdy provadi oSéeni piva kratkodobym Setrnym zéh
vem ¢i pasteraci imo v lahvich nebo jeStpred plrénim v pititokovém nebo tunelovém
pastéru. Tento tepelny zakrok také zmirni rozmnéaadea vegetovani patogennich mikro-

organisni [1].

Cilem kvaseni piva jeizena penmena sacharidl na alkohol a Cg zarové vytvoreni vhod-
nych organoleptickych vlastnosti pivai RvaSeni se vytwa chuw’ovy charakter piva, jenz
je ovliviiovan nejen hlavnimi produkty kvaSeni, ale i obsalg8sich alkohdi, ested,
ketoni, aldehyd, slowenin siry aj. Ribéh kvaseni je zavisly na mnoha faktorech, jako
jsou sloZzeni mladiny, druh pouzitych kvasnic, z&nadavky, teplota kvaSeni, tlak, objem
a tvar nddob apod. Kvasinky nejlépe vyuzivaji jetlrahné cukry (glukosa, fruktosa, man-
nosa, galaktosa), disacharidy (sacharosa, maltdasacharidy (rafinosa, maltotriosa).
Jednoduché cukry jsourgs bugcnou sénu transportovany difuzi, sacharoza je widmi
preménovana na fruktosu a glukosu pr@stnictvim enzymu invertasy. Jednoduché cukry
jsou v buice nasled& premeénovany na fruktosu-6-fosfat, jez vstupuje do glykglguki.
Glykolyzou zisk&va htka energii v podob adenodintrifosfatu -ATP, jez m& schopnost

akumulovat energii. Energie se ukoje [ reakci:

ATP + HO — ADP + HPO, + 30,5 kJ.mot (1)

Vyznamnym meziproduktem glykolyzy je pyruvat, othaz mize metabolicka draha pro-
bihat deéma snéry. V aerobnim progédi pokrg&uje metabolismus citratovym cyklem. Od-

bouravani uhlikovéhtettzce pokréuje az do CQ Proces dychani lze vyjatrovnici:

CeH1206 + 60, — 6H,0 + 6CQ + energie (2)
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Pivovarsky nejvyznamisi ¢asti metabolismu kvasinek je anaerohi@ngna pyruvatu na

alkohol, coz pedstavuje energeticky ziskqustavuje 2 molekuly ATP.

Pti dalSich reakcich dochazi ke ztratam energie, soprojevuje jako zafvani kvasici
mladiny. Znénu metabolismu kvasinekiippiechodu z anaerobni do aerobni faze popsal
poprvé Louis Pasteur. Zjistil, Ze kyslik pdilge produkci alkoholu a zvySuje produkci
CO, a biomasy. Tento efekt se nazyva Pasteefekt [1].

DalSim krokem je dokvaSovani piva. Jeho cilem gkani optimalnich organoleptickych
vlastnosti, nasyceni oxidem utitym a vy¢efeni. DokvaSovani probih& v prostoru zvaném
lezacky sklep - neastji v lezackych sudechi lezackych tancich. V tancich je udrZzovan
pietlak CQ nad hladinou piva — tzv. ,hradici tlak®, jenz umoXytvait v pivu poZzadova-
ny obsah rozpudhého CQ. Pro optimalni pibéh dokvaSovani musi byt lezacky sklep
vétran a chlazen [3]. #iPdokvaSovani probiha cetada chemickych procésklesa obsah
SO, thiold, mastnych kyselin, doch&zi ke &mam sloZeni, vznikaji senzoricky aktivni lat-
ky. Dulezité jsou interakce bilkovin s polyfenolyii michZ vznikaji nerozpustné zakaly.
Pri dokvaSovani je veliceddeZité ¢iteni piva, které ovlivni gibe¢h filtrace, gnivost, chdi

a kolidni stabilitu pivaCitenim se rozumidkolik proces, pri kterych dochazi k fyzikél-
né-chemickym reakcim a odiovani kali. Velky vyznam m&ifici plocha, ktera je dana
nejen tvarem nadob, nybrZz i obsahem kvasnic a heblCQ. Kvasnice Bhemcifeni se-
dimentuji a jejich obsah klesaii Rlasické technologii se dopatwje doba dokvasSovani u
vyéepnich piv (10%) 21 dn u lezak (12%) 70 di. Rada piv méa své odliné vyrobni po-
stupy. Celkova doba dokvaSovanfize potom kolisat v rozmezi 1 az 10 tydfo vy-

prazdreni lezackych nadobistanou na dhkvasnice, jez spadaji do kategorie odpd.

2.2.4 Filtrace, pasterace piva

Filtrace piva je nutna pro odstkam zakalotvornycktastic, zbylych kvastinych burk a
snizeni obsahu bakterii, které se netijdsedimentaci po skaeni hlavniho kvaseni. Za-
kalotvorné podily by jiz ve steném pivu v transportnim obalu mohly wtitazakaly.
Oddilovani kalovycheastic probiha nadkolika principech. Siovy efekt — pi ném se od-
déluji hrubécéstice, které jsou natolik velké Ze neproniknouiliiacni prepazky. Pevné
castice vytvéeji stale silgjSi, mér propustnou vrstvu. Mechanické zachycovéstic ve

filtra¢ni vrstw — ¢astice se mechanicky zachycuji na filtraprepazce, tviené vysokopo-
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réznim materialem. Adso¥pi efekt — nejjeméjSi castice se zachycuji uvhiprepazky ad-

sorpci, coz je wsledek rozdilného elektrického naboje [1].

DalSim moznou technologickou operaci je pasterf@asterace se provadi zéelem zvy-
Seni biologické trvanlivosti a mikrobiologické ngadnosti. V dneSni débse pouziva
ke stabilizaci exportnich piv, kde je nezbytné zdra¢kolikamesicni trvanlivost. Diky
pasteraci dochazi k odsteam latek jako jsou vysokomolekularni dusikaté siozpolyfe-
noly, kovoveé ionty a rozpudity kyslik, které mohou poz{ vést k vytvaeni zakalu piva
[5]. V praxi se poZivaji dva druhy pastér pritokovy a tunelovy (sprchovy). #okovy
pastér vyZaduje dobrou &idnou regulaci teploty v zavislosti natpoku, neb@ uz jen
kratké prodlouzeni vydZovaci teploty vede iegasterovani, s negativnimisdedky na
chuw’ a vini piva. Pasterace viokovém pastéru se realizujii pasteranich teplotach 70
az 74 °C. Pasterace piva v tunelovém pastéru jgetieky nargnéjsi, avSak je zde dosa-
Zeno pasterizmiho efektu spolehlisji, protoZe se pasteruje cela ugava lahev. Diky po-
uzivani pastetmich teplot cca o 10 °C nizSich dochazi k menSimlyroeni chuti a winé

piva [1].
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3 AMINOKYSELINY

Aminokyseliny se v potravinach vyskytuji jako vol(i€%) nebo jako vadzané v peptidech a
proteinech, v nichZ tvio jejich zakladni stavebni slozku. V lidskdetje pro vystavbu bil-
kovin vyuZivano 22 aminokyselin. &dteré z nich si lidsky organismus neumi vyitvo
(esencialni aminokyseliny), proto je nezbytné, agly prijimany v potra¥. Jednotlivé
aminokyseliny jsou véte vyuzivany pro syntézu vlastnich bilkovin a jihydusikatych la-
tek [29,[36].

Aminokyseliny se dale mohou zapojovat do r@zjch derival s fiznymi substraty, jako
nag. sacharidy, lipidy aj. VSechny aminokyseliny |z yhodné Upravvzorku utit chro-
matografickymi metodami. Weni obsahu aminokyselin obsahuje 2 kroky: hydrolyau
lymeru a detekci, dale pak jejich kvantifikace. Ktiikace skuténé hodnoty aminokyse-
lin je dalezita pro farmaceutické a potraviské ely. Neni to tak davno, co se proteiny

identifikovaly pouze diky analyze aminokyselin [24].

3.1 Stanoveni aminokyselin v bilkovinach

Stanoveni celkového obsahu aminokyselin v poteayensoubor analytickych proaes
Prvni a nezbytny krok je hydrolyza proteindjeFita pro uvolgni aminokyselin a déle je-
jich detekce a kvantifikace [28[30[35].

Stanoveni obsahu a druhu aminokyselin je nezbytaédentifikaci proteinu z databaze.
Kvantifikace skuténé hodnoty aminokyselin v proteinu jéleZita pro potravin&ké, ale i
farmaceutické €ely. Urceni obsahu aminokyselin v potravinach jéedité pro sledovani
nutri¢cni hodnoty potraviny, coz souvisi i se 8asnym trendem zdraveé vyzivy. Hraje také

vyznamnou roli g klinickych, diagnostickych a mikrobiologickychustiich.

3.2 Hydrolyza aminokyselin

Hlavnim gedpokladem us§$né analyzy je uvotmi vSech aminokyselin z proteinu. Pro-
vadi se hydrolyza, ktera se voli podkelin analyzy. Faktory, které zas&dovliviuji pri-
béh hydrolyzy jsou: teplotatas, hydrolyzani ¢inidla a dalSi imési. Pro spravny vy
hydrolyza&ni metody je dlezity optimalni ponir téchto faktofi, pfi némz musime brat na
zietel mért stabilni aminokyseliny. Hydrolyza je povazovamarejvice problematicky a

kriticky krok. Kvantitativni uvolgni vSech aminokyselin je hlavnigapoklad pro zddou
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analyzu, proto séasto gistupuje ke kombinacigkolika hydrolyz&nich metod. Bzpiso-
beni podminek hydrolyzy musi byt kompromisem menvedenim reakce a zachovanim
realkenich produkii. V prab¢hu let se laborate snazily o zdokonaleni hydrolyzdch po-
stupa, byly vyvinuty plre automatizovanéifstroje, stale nebyla nalezena optimalni meto-
da, kterou bychom dokazali uvolnit vSechny aminekyy, aniz by dochazelo ke ztratam.
Automatické pistroje jsou dnes pouzivanyedevsim pro fesréjsSi kontrolu podminek
hydrolyzy. Pro dosazeni uspokojivéepnosti vysledk se pouzivd modelace zavislosti ob-
sahu aminokyselin n&gase hydrolyzy, ficemz by ndly byt dodrzeny nésledujici podminky
[30[31]:

1) s pouzitim nejmé&hl10 hydrolyz&nich intervah
2) minimalre s 1 — 2 hydrolyzanimi intervaly &tSimi nez 100 hodin
3) s maximem hydrolyzmich interval, které se blizi maximu na hydrolyra kiivce

Hydrolyzu Ize provést obeériiemi zpisoby: kysele, zasadia enzymaticky.
3.2.1 Kysela hydrolyza

NejbéznejSi pouzivanou kyselinou, ktera se feadu let vyuziva pro kyselou hydrolyzu v
potravindstvi je HCI. VyzkouSeno bylo jiz vSak spoustu jihykyselin, napp metansulfo-
nova kyselina, p-toluensulfonova a sulfonova kyeseliHlavni vyhodou HCI je, Ze e
byt pouzita jak v kapalné, tak v plynné fazi (vhédmokr&ovani elektroforetickych me-
tod). Kysela hydrolyza jediné provadna jako zativani vzorku gsobenim tepelnéi
radiani energie zaiftomnosti kyseliny. Po hydrolyzetrhe byt odpgena a hydrolyzat je
nasledg regenerovany v malém mnozstvi pufru. Takovato dlyda mize byt provedena i
pii analyze malého mnozZstvi vzorku a limitujici pai@iou analyzu je pouze mnoZstvi
proteinu ve vzorku. Obvykle je pouzivana 6 mbHCI , i které je vzorek vystaven tep-
lot¢ 110 °C po dobu 20 — 24 hodin befitpmnosti vzduchu. Obdobnyinek vykazuje
také hydrolyza 6 moll HCI pri 145 °C , dobaisobeni 4 hodiny [30[31[34].

U nekterych aminokyselin dochazfigkyselé hydrolyze k jejich uvabvani, zatico u jinych
jiz k jejich destrukci. Heinou postupného uvisbvanici destrukce aminokyselin je rozdil-
na pevnost peptidové vazby a jeji stabilita v k§seprostedi mezi jednotlivymi aminoky-

selinami, coz ma vyznamny efekt v jejich soudrzneststruktue proteinu [33].
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Napiiklad nedostata¢ dlouha doba hydrolyzy vede k neldplnému ré&zsihi peptidovée
vazby u gkterych aminokyselin a tak k jejich nedostat@mu uvolgni a nepesnému sta-

noveni peptidéi proteinu.

Tryptofan je ¥tSinou destruovan upin zatimco sirné aminokyseliny jefasténé. Za
podminek kyselé hydrolyzy dochazi také ke konvasparaginu a glutaminu na kyselinu
asparagovovu a glutamovou [37]. Ztraty vykazujiétalysteova kyselina, serin a tyrozin,
jenz je citlivy na pitomnost neistot. Bezprosedre pred analyzou se k vzorkuigavaji
ochrann&inidla, kter4 maji snizit ztraty aminokyselisghem hydrolyzy, byva to népfe-

nol, thioglykolova kyselina, merkaptoetanol, inddryptamin [28[30].

Ohcas se pro kyselou hydrolyzu pouziva také kyseliethamsulfonova, jejiz vyhodou je

moznost stanoveni tryptofanu a metionin sulfidw@ukt oxidace metioninu).

N¢které vazby mezi alifatickymi aminokyselinami (isotin-isoleucin, valin-valin, isoleu-
cin-valin) [33] jsou obtiz& hydrolyzovatelné a jsoutwi hydrolyze do 24 hodigasté&ns
odolné. Pro roz8peni takovychto vazeb musime vzorek vystauggbeni teploty 110 °C
v ¢asovém intervalu 92 - 120 hodin. To ale znamenté y&&Si ztratu malo stabilnich ami-
nokyselin jako jsou serin a threonin. Dobu hydrglize zkréatit gisobenim mikrovinného
z&eni, @ némz je vzorek diky vyz@vani energie dfvan az na teplotu 180 °Crdhos
energie se uskuiduje na zakla# polarizace. Pro kapalnou fazi &as zakivani vzorku
zkrati na 1-30 minut a pro plynou 20 — 45 minutskyky jsou obdobné jako u hydrolyzy

s pasobenim tepelné energie [28[30].

Resenim mZe byt modelovani uvibvani a degradace jednotlivych aminokyselin pomoci
nelinearni regresni analyzy a stanoveni kémédo faktoru. Korekni faktory Ize stanovit

pro standardni dobu hydrolyzy:
a) extrapolaci obsahu aminokyseligase 0

b) s pouzitim maxima na hydrolyad kiivce [33].
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3.2.2 Alkalick&a hydrolyza

Alkalicka hydrolyza se pouzivagdevSim pro stanoveni tryptofanu, jenz jehydrolyze
kyselé destruovan. Tryptofan je jedna z esencidlaiminokyselin, ktera jettkzita pro
spravné fungovéni centrélniho nervového systémyptdfan je v alkalickych podminkach
ponerné stabilni, dochazi vSak k&st&énym nebo Uplnym ztratam serinu, threoninu, argi-
ninu a cysteinu. Pro alkalickou hydrolyzu se¢asgji pouzivd NaOH, KOH, LIOH nebo
Ba(OH)[37].

3.2.3 Enzymaticka hydrolyza

Enzymaticka hydrolyza probiha v mnohem nijgich podminkach nez hydrolyza kysela a
alkalicka. Je taitasto @j zdlouhavy a diky specifitprotedz také nedokonaly. Jeji hlavni

piednosti je, Ze umdije stanoveni asparaginu a glutaminu.

3.3 Detekce a kvantifikace aminokyselin

V tomto kroku dochazi i stanoveni a druhu a mnazstvinokyseliny. Aminokyseliny Ize
stanovit mnoha chromatografickymi a elektromégriani metodami, z nichz setkteré vy-
vinuly specialg pro detekci aminokyselin.t®d samotnou detekci je nutna derivatizace

aminokyselin.

K nejkezngji pouzivanych technikam pationtow-vymeénna chromatografie a vysoka-

na kapalinova chromatografie (high-performanceitiqgthromatography) vybavena zejmé-
na UV/VIS nebo fluoresc&énimi detektory. Ob tyto metody vyuZivaji f&d- kolonovou,
castji vSak post-kolonovou derivatizaci aminokyselin HPLC s gedkolonovou derivati-
zaci a UV/VIS detekci byva nevyhodou pongé nara@na a drahaiprava vzork a nizsi
mez stanovitelnosti, také experimentaimarana gedkolonova derivatizace uva@imych

aminokyselin.

Jako post-kolonové hydrolyzai ¢inidlo se vyuziva népstji ninhydrin a o-fthalaldehyd
(OPA). Vyuziti ninhydrinu je znaé Siroké, Ize jej vyuzit fp stanoveni mnoha aminokyse-
lin. OPA je vyuZivan pro svou vysokou citlivostygeodou je ovSem malé stabilita vznik-

lych derivat.
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Postupentasu vzniklo spoustu novych a modernich metod, kigréhlovaly a rozgovaly
analyzu. Avsak tyto metody ukazaigdu nedostatk Nejspolehli¢jSi a nejvyznamjsi

metodou Astava i nadale klasické stanoveni aminokyselin.

Hmotnostni spektrometrie je fyzik&themicka metoda zaloZzen& na separaci urychlenych
ionizovanychg¢astic (ionfi)) ve vakuu, kde se tytdastice dli podle jejich hmotnosti i

praichodu magnetickymi a elektrickymi poli.

Plynova chromatografie — je jedna z chromatograibkmetod, jeZ je zaloZena na retp-
Zitém ustalovani rovnovahy mezi mobilni (plynnoujtacionarni fazi (pevna latka nebo
kapalina) dlené latky. Kazda molekulaékbné latky neustéaleipchazi z pohybujici se

plynné faze na povrch adsorbentu nebo do filmu lkapa zase z§ do plynné faze[30].
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4 OBECNA CHARAKTERISTIKA KYSELINY MLE CNE

Kyselina ml€na pati mezi typické organické kyseliny, jez jsou poubiy& miznych, fe-

devsim potravingkych od¥tvich jako nap. vyroba nutriinich dophka. V uplynulych le-
tech prokhly také studie za#fujici se na vyuzitelnost kyseliny ndléé @i biodegradaci
plasti. Je to latka, ktera t¥bbezbarvé krystaly. Disociai konstanta (K) kyseliny ml&-

né je 3,86 [26].

Disociani konstanta je typem rovnovazné konstanty podl&iéaug-Waagova zakona.
Disociace kyselin a zasad v roztocich vede k usigwetolytické rovnovahy [23[26], kte-
rou charakterizuji disoctai konstanty — disoctai konstanta kyselin Ka disoci&ni kon-
stanta zasad Kkteré udavaji silu kyselin a zdsad, kdy okeplati, Ze vysSi disodtai

konstanta odpovid&t8imu mnozstvi disociovanych molekul a vysSi syleekn a zasad.

Disociace je neni u vSech elektrdlytejna. Miru disociace &uje disocig&ni stupé o, coz

je ponmer pactu disociovanych molekul k @tu vSech rozpushych molekul.

q= mnozZstvidisociovarych molekul
mnozstv vSecl moleku 3)

Podle stupédisociace dime elektrolyty na silné a slabé.

Slabé elektrolyty jsou ve vodném pi@sti disociovany jen malo, jejichrgvaznécast se
vyskytuje ve fornd nedisociovanych molekul. Mezi slabé elektrolytyipalabé kyseliny
jako jsou organické kyseliny, kyselina ufiid, sirovodikova a slabé zasady. U slabych
elektrolyth se mezi ionty a nedisociovanymi molekulami ustamovnovaha. Tento jev Ize

popsat rovnici disociace jednosytné slabé kyseliny.

HA o H" + A (4)

Tento rovnovazny stav lze vyjadkonstantou, kterou u elektrolytické disociacezywa
disociani konstantou Kk:

[HA] (5)
[H'] a [A] vyjadtuji rovnovazné koncentrace idra [HA] molarni koncentraci nedisocio-

vanych molekul kyseliny [23[24[38].
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II. PRAKTICKA CAST
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5 CIiLPRACE
Cilem této prace bylo:

e pomoci nelinearni regrese modelovat zavislost absiédovanych aminokyselin

na dolg kyselé hydrolyzy u bilkoviny pivovarské biomasy

» porovnat hydrolyzéni kiivky pro sledovanych patnact aminokyselin pro hyjyo
pomoci HCI, 20, 40 a 60% kyselinu riaédu

* na zaklad hydrolyza&nich Kivek vypcaiitat korekni faktory pro jednotlivé amino-

kyseliny pro hydrolyzu pomoci HCI
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6 METODIKA PRACE

6.1 Popis experimentu

Byl analyzovan vysuSeny vzorek kvasm biomasy, ktery byl pro experiment poskytnut
pivovarem Zubr. Vzorek byl hydrolyzovahzanymi zpisoby, a naslednbyl sledovan pr-

beh hydrolyzy.

6.2 Kysela hydrolyza

Byl analyzovan vzorek biomasy ziskané jako odpadodukt @i vyrobé piva. Resré na-
vaZzené mnozstvi vzorku bylo zalito 15 ml HCI (6rhid)l a pro vygsreni kysliku ze skle-
néné lahviky byl vzduch vygsnin argonem po dobu 1 minuty. Uzamé lahuiky byly
umisgny do termobloku, kde byly vystaveny te@ldtl0 °C po dobu 1, 3, 6, 9, 12, 18, 21,
24, 48, 72, 96, 120 a 144 hodin. Pro kontroluesgjSi meeni byl tento postup pro jed-
notlivé vzorky opakovan az dékrat. Po ukoteni hydrolyzy byl vzorek v lah¥te ochla-
zen a kvantitativé preveden do odgavaci baky, ve které byl posléze odfmm. Poté byl
davkovacim pufrem 2,2 réedin do 25ml odrérnych bark. Smes byla gefiltrovana pes

mikrofiltr (0,45um) a nasledtiviozena v ampulkach do analyzatoru a podrobenkgzma

Pomoci ionto¥-vyménné chromatografie byla provedena detekce a kweantd vzorku.
Mnozstvi 100ul hydrolyzatu v davkovacim pufru bylo néigknhuto do analyzatoru amino-
kyselin AAA400 opateného kolonou (370%3.7 mm, naghd ionexem Ostion LG ANG —
Ingos, Praha). Vzorky byly podrobeny post-kolonaetivatizaci s ninhydrinem a vyhod-
noceny spektrofotometrickym detektorem (440 nmgain a 570 nm pro ostatni amino-
kyseliny). Aminokyseliny z kolony vychazely podleogramu: 0-5 min. pufr A; 5-32 min.
pufr B; 32-44 min. pufr C; 44-73 min. pufr D. (S# sodno-citrdtovych pufije uvedeno
v tabulce 1, je dopotieno vyrobcem AAA 400). Teplota kolony byla nastaverm 60 °C
po dobu 0-60 min a 90-102 min. a na 74 °C vad@i®-90 min.

Tato prace se nezabyvala aminokyselinami cystgiprdfan a methionin pro jejich labilitu

v podminkéch kyselé hydrolyzy.
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6.3 Analyza dat

Zavislost obsahu uvolmych aminokyselin (B) na déthydrolyzy (t) v kvasriiné biomase

Ize vyjadit nasledujici rovnici:.

B(t) = r;if: e —e™+e (6)

kde:

B(t) znai obsah uvolénych aminokyselin (g/kg) vase t (h);

Ao je pivodni hodnota aminokyselin v proteinted hydrolyzou (g/kg), ¢ase t=0;
h je mira uvalovani vazané aminokyseliny do volné, stanovitetwény;

| je mira degradace aminokyseliny;

£ je nahodila zbytkova chyba igobenaiznymi faktory g méreni [30[33,[34].

Regresni analyza byla provedena pro modelaci hyzhiii kiivky pro HCI. Parametry 4

h a | pro konkrétni protein pro byly odvozeny pauminelinearni regrese za podminek, ze
Ao> 0, h >0 ab 0 zhodnot nagtenych pro #izné hydrolyzani ¢asy. Byla pouzita
Marquardt-Levenburg metoda aplikovana ve statickéftwaru Unistat 5.5. Tento model
lze pouzit pro vSechny aminokyselingetre téch, které vykazuji &hem hydrolyzy ztraty.
Studie prokazaly, Zetfppouziti tohoto hydrolyz&niho modelu lze ziskat objektivni vy-
sledky jiz @i aplikaci psti hydrolyzanich intervall. S rostoucim pg&iem hydrolyzénich
intervall I1ze vSak dosahnout lepSiho &qrEjSiho vysledku, ktery umozni redjgi odhad
sloZzeni aminokyselin v proteinu [33]. Na zaklamtlhadnutych paraméti(Ao, h al) byly
vypacitany hodnoty obsahu sledovanych aminokyselin gardlyzani ¢asy 21, 48 a 144

hodin a srovnany se skdte€ nangrenymi hodnotami.

Tabulka 1 Pouzité sodno-citratove pufry pro objém 1

CHEMIKALIE PUFR
A B C D davkovaci pufr
Citronova kyselina 11.11 | 10.00 7.53 0 14
monohydrat
Citran sodny dihydrat4.04 5.60 9.06 19.60 0
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Chlorid sodny 9.29 8.36 18.00 52.60 11.50
Kyselina borita 0 0 0 2.05 0

Azid sodny 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10
Hydroxid sodny 0 0 0 0.50 0
Thioglykol (ml) 2.50 2.50 2.50 0 5.00

Kvalita navrzeného modelu byla posouzena pomoctkaich faktofi (r). Hodnota ko-

rekénich faktofi byla vypdtena pro hydrolyzu HCI jako podil hodnoty & nelinearni re-

grese a vzku chemickeé analyzy za 24 h.

Korekéni faktory pro sledované aminokyseliny byly jiz gapy i v gkterych studiich [34]
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

7.1 Regresni parametry

V prakticke ¢asti byla sledovana bilkovina pivovarské biomasyl 8edovan obsah 15

aminokyselin v jednotlivych hydrolyzaich¢asech a druhu pouzité kyseliny.

Tabulka 2 znazawuje regresni analyzou odhadnuté hodnoty regreg@cmeti pro hyd-
rolyzu HCI pro stanovované aminokyseliny v pivokardiomase. Ribéh zavislosti obsa-
hu jednotlivych aminokyselin na délhydrolyzy znazatuji grafy 1-15. Lze obeeici, Ze

k nejwtSimu uvohovani aminokyselin dochazelo mezi 10 a 20 hodinairdlyzy. O uvol-
novani po 20 hodihhydrolyzy sedci nizké hodnoty rychlosti uvisbvani(h) pro valin,
isoleucin a leucin. Obtizna hydrolyzovatelnost malia isoleucinu byla popsana i
v literatue [28[31].

VySSi mira ztratyl) piéi podminkach kyselé hydrolyzy byly zji&ty pro nestabilni amino-

kyseliny threonin, serin a tyrozin.

Nestandartni hodnoty vykazuje histidin, ktery mék@vnani s ostatnimi aminokyselinami
netypicky pfibeh hydrolyz&ni kiivky, s¢éimz jsme se jiz idve setkali pi hydrolyze kasei-

nu a modelovych vzotktavenych syir [30].

Tabulka 2. Hodnoty odhadnutych parandefp (zjiSteny obsah aminokyselin v
biomase), h (rychlost uvadvani aminokyselin) a | (mira ztraty aminokyselin)

ziskanych nelinearni regresi

Aminokyseliny Ao h I

le?rf‘;ago"é Y1 352605 1,1116 0,0008
Threonin 17,0823 0,6914 0,0030
Serin 17,7486 1,3414 0,0065
Se'ﬁazmo"é ky- 39,4021 1,3435 0,0005
Prolin 13,1671 0,9249 0,0001
Glycin 16,1650 1,0968 0,0001
Alanin 20,4272 1,7105 0,0001
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Valin 19,9185 0,3620 0,0001
Isoleucin 15,5865 0,3081 0,0001
Leucin 15,5865 0,3081 0,0001
Tyrozin 12,3257 15,6873 0,0056
Fenylalanin 13,3738 0,8111 0,0001
Histidin 7,8903 85,0602 0,0011
Lysin 24,5250 0,6023 0,0002
Arginin 17,8825 0,6439 0,0009

Tabulka 3. Koret#ni faktory pro obsah aminokyselin (podil hodnogyzAelinearni re-

grese a vytzku chemické analyzy za 24 h.)

KOREK CNi FAKTORY
Aminokyseliny
I Hal I MmiK20 I' MiK40 I' Mmikso

Asparagova kyselina  0,9237 1,7445 2,0629 5,7230
Threonin 0,9631 18,9088 15,4439 23,6195
Serin 1,0420 12,0771 12,9490 42,5125
Glutamova kyselina 0,9031 27,8692 23,8369 37,9108
Prolin 0,9667 12,3150 10,0403 13,3163
Glycin 0,9009 6,5646 6,4023 5,7833
Alanin 0,8838 2,4606 3,6753 3,3154
Valin 0,9010 13,7423 13,7272 19,3520
Isoleucin 0,8574 13,1312 10,3857 9,3410
Leucin 0,8574 8,5911 9,2742 9,2973
Tyrozin 1,0257 3,6941 10,1801 11,4545
Fenylalanin 0,9223 1,3233 1,7082 2,4180
Histidin 0,9943 24,5884 2,9876 3,2106
Lysin 0,8825 16,4423 12,4347 15,9090
Arginin 1,0487 15,2438 16,0020 28,0521

Tabulka 3 obsahujerghled koreknich faktoti pro jednotlivé aminokyseliny hydrolyzova-
né pomoci HCI, 20, 40 a 80% kyseliny grié.
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Pro hydrolyzu HCI se koreki faktory pohybovaly pro&tSinu aminokyselin kolem hodno-
ty 1,00. Vyjimku tvdily aminokyseliny isoleucin a leucin, u kterych &yodnota korek

e

lysin. Nejvyssi koretni faktor byl u serinu a argininu — 1,04.

Pro hydrolyzu organickou kyselinou mit@u v koncentracich 20, 40 a 80% byly st
velice vysoké koretni faktory pro téndt vSechny aminokyseliny. Z& tpouzitych koncent-
raci kyseliny mléné vykazovala nejvyssiiinnost uvohovani aminokyselin 20% kyselina
mlétna. AvSak u Zadné z nich nedochéazelo k dosazetiktyjako u hydrolyzy s pouZzitim
HCI. Vypoctené korekni faktory pro kyselinu miou jsou vysoké a nelze je prakticky

vyuzit pro analytické &ely.

Tabulka 4. Obsah uvainych aminokyselin vypteny z regresniho modelu pro 21., 48.
a 144. hodinu hydrolyzy pomoci HCI a srovnani snodaimi skuténe nanegr-enymi*

Aminokyseliny | Doba hydrolyzy a srovnani se skuié& namérenymi hodnotami
21h 48h 144h
ﬁSpaT aOVa 13564146 | 90,0%* 38,0+250 89,50% 30,1+ 3.0604,9%
yselina

Threonin 16,5+ 1,54| 97,3%| 17,1+1,26 87,00% 101308 | 108,9%
Serin 16,2 +1,86| 97,3%| 150+1,14 87,00% 6,1660 | 115,0%
Se'ﬁazmo"é Y-138.9 +333| 100,3% 44.4+301 86,800 34,4 +3.3707,2%
Prolin 13,4 +0,94| 98,1%| 13,4+0,97 97,80% 12(843 | 101,4%
Glycin 15,7 +1,02| 102,79% 19,1+1,35 84,20% 151743 | 101,5%
Alanin 21,0+ 1,81| 97,1% | 225+0,43 90,40% 18734 | 107,6%
Valin 19,3 +1,10| 103,09 22,1+0,45 89,70% 18838 | 104,5%
Isoleucin 14,8 +0,92 105,0% 18,1+0,12 85,70%,7% 1,76 | 104,5%
Leucin 23,1 +0,92| 67,2%| 254+012 61,10% 211076 | 73,1%
Tyrozin 11,4+ 1,41| 96,1%| 11,0+0,90 8560% 4B@1 | 115,0%
Fenylalanin | 13,4 0,72 99,6%| 14,5+040 91,8098,1% 1,25 | 100,6%
Histidin 7.4 +0,62 | 10429% 83+027 90,10% $850 | 103,5%
Lysin 25,0 +2,00| 97,8% | 27,1+0,56 89,70% 22530 | 106,2%
Arginin 18,9+1,93 | 92,9% | 19,4+231 88400 14734 | 106,9%

*podil hodnot vypéitanych z modelu a skdt® nanmérenych
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Tabulka 4 vyja#luje stanoveny obsah uveémych aminokyselin a jejich odchylku od sku-
tecné hodnoty pro. Po#&nné relevantnich vysledka to v rozmezi 90-110% odchylky od
skute&né hodnoty bylo dosazeno pro 21. a 144 hodinu hymyroNejwtsSi odchylku od

spa:itané hodnoty vykazoval leucin, serin a tyrozin.

7.2 Hydrolyzaéni kiivky

7.2.1 Kyselina asparagova
Graf 1 znazatuje piibéh uvohovani kyseliny asparagové v zavislosti na&bidrolyzy
pii aplikaci HCI (6 mol.1) a kyseliny mléné o koncentraci 20, 40 a 80%.

Graf 1. Hydrolyzani kfivka (zavislost obsahu aminokyseliny nadlbidrolyzy)

pro kyselinu asparagovou
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Tabulka 5. Obsah kyseliny asparagove v 21., 48l4a hodi-
né hydrolyzy (podil hodnot proiené koncentrace kyseliny

mlé&né a hodnoty ziskané hydrolyzou HCI) *

¢as () HCI MIK20 | MIK40 | MIK80
21 | 100,00%| 44,23%| 39,10%  14,37%
48 | 100,00%| 53,06%| 50,3694  21,90%
144 | 100,00%| 76,10%| 86,810 62,79%6
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* plati i v pro vSechny nasledujiciipady

K nejwtSimu uvohovani kyseliny asparagové dochazelo pro viechnyifgolyseliny v
intervalu hydrolyzy 10 az 20 hodin. Po dosazenih@tliny hydrolyzy byl pro 20% kyseli-
nu ml&nou zaznamenam obsah 44,23% hodnoty ziskané hygdwKCI. Pro 40 a 80%
kyselinu ml€nou byly hodnoty ve srovnani s HCI nizsi — a tal®% 14,27%. Po 20. ho-
diné hydrolyzy nela kiivka pro HCI klesajici trend, naopak pro vSechngdenmtrace kyse-
liny mlécné rostouci trend. Po 144. hodlimydrolyzy HCI se hodnoty blizily k obsahu ky-
seliny asparagové uvainé hydrolyzou HCI a 20, 40 a 80% kyselinou énléu. Pro 20%
kyselinu ml€nou to bylo 76,10%, pro 40% kyselinu méu 86,81% a pro 80% kyselinu
mlé&nou 62,79% hodnoty ziskané hydrolyzou pomoci H@hvAdreni vysokého procenta
shody s HCI Ize hledat v pomalém @stu uvolrgné kyseliny asparagove vyuzitim kyseliny

mlé&né a zarovie naristajicim ztratamip hydrolyze HCI.

7.2.2 Threonin
Graf 2 znézatuje uvohovani threoninu v zavislosti na dohydrolyzy za pouziti HCI (6

mol.I') a kyseliny mléné o koncentrace 20, 40 a 80%.

Graf 2. Hydrolyzani kfivka (zavislost obsahu aminokyseliny nadbydrolyzy)

pro threonin
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Tabulka 6. Obsah threoninu v 21., 48. a 144. hedydroly-
zy (podil hodnot proizné koncentrace kyseliny rnié a

hodnoty ziskané hydrolyzou HCI)

¢as (h HCI MIK20 MIK40 MIK80
21 100,00% 5,15% 4,99% 4,04%
48 100,00% 8,71% 8,95% 3,67%
144 | 100,00% | 25,79Y% 22,67% 8,96

Z grafu je zejmy rozdil, ktery vyplyva z pouziti HCI a kyselimylé&né. Aplikace kyseliny
mlécné @Finasi velice pozvolné uvibbvani threoninu. # aplikaci HCI dochazelo k nejt-
Simu uvohovani threoninu v intervalu hydrolyzy 10 az 20 mod?o 20. hodi& hydrolyzy
mela hydrolyz&ni kiivka pro HCI znan¢ klesajici trend, pro pouzité koncentrace kyseliny
mlé&né pozvolna rostouci trend. V 21. hodinydrolyzy byl pro pouzité koncentrace kyse-
liny mlééné zaznamenan obsah 4-5% uakho threoninu ve srovnani s hydrolyzou po-
moci HCIl. Po 144. hodénhydrolyzy dosahl obsah threoninu uvaiého 20% kyselinou
mlénou 25,79%, hodnoty ziskané hydrolyzou pomoci HREd. 40 a 80% kyselinu miée

nou byl obsah niZsi.
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7.2.3 Serin

Graf 3 znazatuje pibeh uvohovani serinu v zavislosti na dblnydrolyzy @i aplikaci

HCI (6 mol.I") a kyseliny mléné o koncentraci 20, 40 a 80%.

Graf 3. Hydrolyzani kfivka (zavislost obsahu aminokyseliny nadbydrolyzy)

pro serin
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Tabulka 7. Obsah serinu v 21., 48. a 144. hétiydroly-
zy (podil hodnot proiizné koncentrace kyseliny mé a
hodnoty ziskané hydrolyzou HCI)
¢as (h) HCI MIK20 MIK40 MIK80
21 100,00% 6,18% 571% 2,469
48 100,00% 11,71% 10,63% 3,619
144 | 100,00%| 41,17% 39,909 11,93%

Z grafu 3 je rejmy rozdil plynouci z pouziti HCI a kyseliny nifé. Ri aplikaci HCI do-
chazelo k nejtSimu uvohovani serinu v intervalu hydrolyzy 10 az 20 hodio. 20. hodi-

né hydrolyzy ma kivka pro HCI vyraza klesajici trend.

P pouziti izré koncentrované kyseliny nigé dochazelo k postupnému a pozvolnému

uvoliovani serinu, jehoZz maximélni obsah byl ZjiSpo 144. hodi& hydrolyzy. V 144.
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hodiné hydrolyzy byl obsah serinu fippouziti 20 a 40% kyseliny miéé 41,17 a 39,90%
hodnoty ziskané hydrolyzou pomoci H&lpro 80% kyselinu mééou 11,93%. Vysoké
procento shody fize byt zfisobeno ztratamiiphydryze pomoci HCI.

7.2.4 Glutamova kyselina

Graf 4 znazatuje uvohovani kyseliny glutamové v zavislosti na ddtydrolyzy za pouziti

HCI (6 mol.IYY a kyseliny mléné o koncentraci 20, 40 a 80%.

Graf 4. Hydrolyzani kfivka (zavislost obsahu aminokyseliny nadlbidrolyzy)

pro kyselinu glutamovou
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Tabulka 8. Obsah kyseliny glutamoveé v 21., 48.4 hddire
hydrolyzy (podil hodnot proizné koncentrace kyseliny

mlé&né a hodnoty ziskané hydrolyzou HCI)

¢as () HCI MIK20 | MIK40 | MIK8O
21 | 100,000 3,35% 3,33% 2,21%
48 | 100,00%| 4,66% 4,97% 2,50%
144 | 100,00%| 10,27%| 10,000 5,799
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Z grafu je zejmy rozdil, plynouci z pouziti HCI a kyseliny . Ri aplikaci HCI docha-
zelo k nejetSimu uvohovani kyseliny glutamoveé v intervalu hydrolyzy 1020 hodin. Po
40. hodire hydrolyzy né€la hydrolyz&ni kiivka pro HCI mirg klesajici trend. Aplikace
kyseliny ml&né @in4si velice malé a pozvolné usiolvani aminokyseliny. Po 144. hodin
hydrolyzy byl pro 20 a 40% kyselinu nifgou zjiS€n obsah kolem 10% hodnoty ziskané
hydrolyzou HCI a pro 80% kyselinu ntldou 5,79% obsahu uvainého pomoci HCI.

7.2.5 Prolin
Graf 5 znazatuje uvohovani prolinu v zavislosti na dslnydrolyzy za pouziti HCI
(6 mol.I") a kyseliny mléné o koncentraci 20, 40 a 80%.

Graf 5. Hydrolyzani kfivka (zavislost obsahu aminokyseliny nadlbidrolyzy)

pro prolin
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Tabulka 9. Obsah prolinu v 21., 48. a 144. hédiydrolyzy
(podil hodnot pro #zné koncentrace kyseliny mé a hod-
noty ziskané hydrolyzou HCI)
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¢as () HCI MIK20 | MIK40 | MIK80
21 | 100,00%| 6,86% 9,57% 6,41%
48 | 100,00%| 12,03%| 13,12% 8,610
144 | 100,00%| 17,06%| 29,200 7,349

Z grafu je zejmy rozdil, ktery vyplyva z pouziti HCI a kyselimyléné. Aplikace kyseliny
mlé&né @Finasi velice malé a pozvolné usiovani prolinu. B aplikaci HCI dochazelo k

nejwtSimu uvohovani prolinu v intervalu hydrolyzy 10 az 20 hodin.

V 21. hodirg hydrolyzy se obsah prolinu uveémeho 20, 40 a 80% kys. niléou pohybo-
val pod 10% hodnoty ziskané hydrolyzou HCI. Pro.14ddinu hydrolyzy jsme dosahli
nejvyssiho obsahu prolindigoouziti 40% kyseliny mkéné a to 29,20% hodnoty ziskané
hydrolyzou HCI. Pro 20% kyselinu nédéou byl obsah v 144. hodirhydrolyzy 17,06% a
pro 80% kyselinu mk&nou 7,34% hodnoty ziskané hydrolyzou pomoci HCI.

7.2.6 Glycin

Graf 6 znazatuje pribéh uvokovani glycinu v zavislosti na délhydrolyzy @i aplikaci

HCI (6 mol.IY) a kyseliny mléné o koncentraci 20, 40 a 80%.

Graf 6. Hydrolyzani kfivka (zavislost obsahu aminokyseliny nadbidrolyzy)
pro glycin
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Tabulka 10. Obsah glycinu v 21., 48. a 144. hétiydrolyzy
(podil hodnot pro #zné koncentrace kyseliny ré a hod-

noty ziskané hydrolyzou HCI)

¢as () HCI MIK20 | MIK40 | MIK80
21 | 100,00%| 8,07% | 14,399  13,17%
48 | 100,00%| 18,60%| 20,8694  19,45%
144 | 100,00%| 45.22%| 71,359 38,8846

K nejwétSimu uvohovani glycinu dochazelo pro HCI v intervalu hydmyyl0 az 20 hodin,
pro pouzité koncentrace kyseliny & bylo uvohovani glycinu od p&tku hydrolyzy
pozvolné, hydrolyzéni kiivky maji mirre rostouci trend. Od dosazeni 48. hodiny hydroly-

zy byl u HCI zaznamenan mérklesajici trend hydrolyzai kiivky.

V 21. hodirg hydrolyzy byl pro pouzité koncentrace kyseliny énié zjiS€n obsah 8-14%
hodnoty ziskané hydrolyzou HCI. V 144. hadimydrolyzy doSlo k fiblizeni obsahu gly-
cinu uvolreného pomoci 20% kyselinou nil@ na 71,35% obsahu uveireho HCI, pro
20 a 80% kyselinu mé@ou 45,22 a 38,88% hodnoty ziskané hydrolyzou HOErné
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vysoké procento shody pro 40% kyselinu énldu nize byt zgisobeno ztratamiiphydry-
ze pomoci HCI.

7.2.7 Alanin

Graf 7 znazatuje piibéh uvokhovani alaninu v zavislosti na dolbydrolyzy @i aplikaci
HCI (6 mol.I") a kyseliny mléné o koncentraci 20, 40 a 80%.

Graf 7. Hydrolyzani kfivka (zavislost obsahu aminokyseliny nadbydrolyzy)

pro alanin
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Tabulka 11. Obsah alaninu v 21., 48. a 144. hétiydrolyzy
(podil hodnot pro #zné koncentrace kyseliny mé a hod-

noty ziskané hydrolyzou HCI)

¢as (h) HCI MIK20 MIK40 MIK80
21 100,00% 26,45% 21,97% 26,44%
48 100,00% 45,68% 34,72% 36,93%
144 100,00%| 122,76% 100,059 100,84%
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K nejwétSimu uvohovani alaninu dochazelo pro HCI mezi 10 az 20 hmdimydrolyzy, pro
20, 40 a 80% kyselinu migou byla rychlost uvavani alaninu mo ungrna dok hyd-
rolyzy a po celou dobu hydrolyzydta hydrolyz&ni kiivka prudce rostouci trend. Ve srov-
nani s ostatnimi aminokyselinami je z grafiejmy rozdil v @innosti pouZzité kyseliny
mlécné.

V 21. hodirg hydrolyzy byl pro 20, 40 a 80% kyselinu ré®u zjiSeén obsah alaninu od
22-26%, v 48. hodinh hydrolyzy 35-45% hodnoty ve srovnani s hydrolypmmoci HCI.
Po 144. hodi& hydrolyzy doSlo pro 40 a 80% kyselinu réu k dosazeni 100%, pro 20%
kyselinu ml€nou 123% hodnoty ve srovnani s hydrolyzou HCI. K¢gsprocento shody

muze byt zfisobeno ztratamiiphydryze pomoci HCI.

7.2.8 Valin

Graf 8 zn4zatuje uvohovani valinu v zavislosti na déthydrolyzy za pouziti HCI (6

mol.I') a kyseliny mléné o koncentraci 20, 40 a 80%.

Graf 8. Hydrolyzani kfivka (zavislost obsahu aminokyseliny nadlbidroly-

zy) pro valin
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Tabulka 12. Obsah valinu v 21., 48. a 144. hedipdrolyzy
(podil hodnot pro #zné koncentrace kyseliny mé a hod-

noty ziskané hydrolyzou HCI)

¢as (h) HCI MIK20 MIK40 MIK80
21 100,00% 5,30% 5,86% 5,12%
48 100,00% 7,40% 8,58% 7,08%

: 144 | 100,00% 19,73% 29,819 2044% . .
Z grafu je ziejmy rozdil,

ktery vyplyva z pouziti HCI a kyseliny migé. Aplikace kyseliny miné @inasi velice
malé a pozvolné uvtbvani valinu. B pouziti HCl dochazelo k nefSimu uvohovani
valinu po 20. hodi& hydrolyzy. Hydrolyzani kiivka pro HCI n€la po dosazeni 48. hodiny
hydrolyzy stagnujici, po 120. hodimirné klesajici charakter. V 21. hodirtnydrolyzy se
obsah valinu uvokného 20, 40 a 80% kys. nilgou pohyboval kolem 5% hodnoty stano-
vené i hydrolyze HCI. Pro 144. hodinu hydrolyzy bylo ddeno nejvy3siho wiku [
pouziti 40% kyseliny miné a to 29, 81% obsahu uvéteho pomoci HCI. U 20 a 80%

kyseliny ml&né byla tato hodnota kolem 20%.

7.2.9 Isoleucin

Graf 9 znazatuje uvohovani isoleucinu v zavislosti na dbhydrolyzy za pouziti HCI (6

mol.I') a kyseliny mléné o koncentraci 20, 40 a 80%.

Graf 9. Hydrolyzani kfivka (zavislost obsahu aminokyseliny nadbydrolyzy)

pro isoleucin
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Tabulka 13. Obsah izoleucinu v 21., 48. a 144. iolydro-
lyzy (podil hodnot proizné koncentrace kyseliny eié a

hodnoty ziskané hydrolyzou HCI)

tas(h)| HCI MIK20 | MIK40 | MIKS0
21 | 100,00%| 5,32% 7,07% 9,399
48 | 100,00%| 8,25% | 11,150  9,28%
144 | 100,00%| 20,99%| 28,200 20,719

Z grafu je patrny rozdil, ktery vyplyva z pouzitCHa kyseliny mléné. Aplikace kyseliny

mléné @Fin4si malé a pozvolné uvamvani isoleucinu. # pouZziti HCI dochézelo k net-

Simu uvohovani kolem 20. hodiny hydrolyzy. Hydrolyad kiivka pro HCI n¢la po dosa-

Zeni 40. hodiny hydrolyzy stagnuijici, po 120. hédimrné klesajici charakter. V 21. hodi-

n¢ hydrolyzy se obsah isoleucinu uvetého 20, 40 a 80% kyselinu milu pohyboval
pod 10% hodnoty zji8hé hydrolyzou HCI. Pro 144. hodinu hydrolyzy bylsah uvolg-
ného isoleucinu pro 20 a 80% kyselinu émiéu 21% a pro 40% kyselinu niteou 28, 20%

hodnoty ve srovnani s hydrolyzou HCI.
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7.2.10 Leucin

Graf 10 znazatuje uvohovani leucinu v zavislosti na délydrolyzy za pouziti HCI (6

mol.I') a kyseliny mléné o koncentraci 20, 40 a 80%.

Graf 10. Hydrolyzani kiivka (zavislost obsahu aminokyseliny nadlbidrolyzy)

pro leucin
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Tabulka 14. Obsah leucinu v 21., 48. a 144. hétiydrolyzy
(podil hodnot pro #zné koncentrace kyseliny mé a hod-
noty ziskané hydrolyzou HCI)

¢as () HCI MIK20 | MIK40 | MIK8O
21 | 100,00%| 823% | 10,929  10,07%
48 | 100,00%| 13,24%| 13,60%  12,19%
144 | 100,00%| 3555%)| 51,539 26,12%

Z grafu je Zetelny rozdil, ktery vyplyva z pouziti HCI a orgeké kyseliny mléné. Apli-
kace kyseliny mléné @inasi pozvolné uvdbvani leucinu. B pouziti HCI dochazelo k
nejvétSimu uvohovani kolem 20. hodiny hydrolyzy. Po dosazeni 2@lifny hydrolyzy ng-

la kiivka pro HCI stagnujici charakter. Hydrolyna kiivky pro pouZzité koncentrace kyse-
liny mlécné vykazovaly od ptku hydrolyzy rostouci trend. V 21. hodihydrolyzy se
obsah leucinu uvolmého 20, 40 a 80% kyselinou rié@u pohyboval mezi 8 -10% hod-
noty stanovené hydrolyzou HCI. Pro 144. hodinu bljdy bylo dosazeno nejvyssiho ob-
sahu leucinu # pouziti 40% kyseliny miéné a to 51,53% hodnoty HCI. Vysoké procento
shody mize byt zgisobeno ztratamiiphydryze pomoci HCI.
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7.2.11 Tyrozin

Graf 11 znézatuje uvohovani tyrozinu v zavislosti na déthydrolyzy za pouziti HCI (6

mol.I') a kyseliny mléné o koncentraci 20, 40 a 80%.

Graf 11. Hydrolyzéni kiivka (zavislost obsahu aminokyseliny nadlbidrolyzy)

pro tyrozin
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Tabulka 15. Obsah tyrozinu v 21., 48. a 144. hotydro-
lyzy (podil hodnot proiizné koncentrace kyseliny rié a
hodnoty ziskané hydrolyzou HCI)
¢as (h) HCI MIK20 MIK40 MIK80
21 100,00% | 27,84% 19,75% 8,599
48 100,00% | 33,90% 15,69% 11,68%
144 | 100,00% 99,23% 73,379 41,59%

K nejwetSimu uvohovani tyrozinu dochazelaiphydrolyze pomoci HCI atypicky jiz v prv-

nich hodinadch hydrolyzy. Po dosaZeni 20. hodinydlydy m& hydrolyzéni kiivka pro

HCI vyrazre klesajici trend. Aplikace kyseliny ntléé Finasi pozvolné uvdbvani tyrozi-

nu, s rostoucim trendem. Nejrychleji dochézi k tiwehni tyrozinu pomoci 20% nige,
kdy bylo v 21.hodia hydrolyzy dosazeno 28%, v 48. hogimydrolyzy 34% a ve 144. ho-
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din¢ hydrolyzy 99% hodnoty ve srovnani s hydrolyzou HZ44. hodig hydrolyzy byl

obsah pro 40 a 80% kyselinu riméu 73,37% a 41,59% hodnoty ve srovnani s HCI . Vy-

soké procento shodyithe byt zgisobeno ztratamiiphydryze pomoci HCI.

7.2.12 Fenylalanin

Graf 12 znazatuje uvohovani fenylalaninu v zavislosti na dohydrolyzy za pouziti HCI

(6 mol.I") a kyseliny mléné o koncentraci 20, 40 a 80%.

Graf 12. Hydrolyzéni kiivka (zavislost obsahu aminokyseliny nadbidrolyzy)

pro fenylalanin
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Tabulka 16. Obsah fenylalaninu v 21., 48. a 144limohydro-
lyzy (podil hodnot proiizné koncentrace kyseliny @é a hod-
noty ziskané hydrolyzou HCI)

¢as (h) HCI MIK20 | MIK40 | MIK80
21 100,00%| 67,54%| 64,349 47,37%
48 100,00%| 63,80%| 48,959 37,89%
144 100,00%| 82,80%| 82,80%  44,81%
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Jak je zejmé z grafu, pouziti kyseliny miéé je pondrné U¢inné @i uvolihovani fenylala-

ninu. K nej@¥tSimu uvohovani fenylalaninu dochazi pro vSechny pouzité lkygelo 20.

hodiny hydrolyzy. V 21. hodi hydrolyzy byl obsah uvolmého fenylalaninu pro 20 a
40% kyselinu ml&nou 67,54 a 64,34%, a pro 80% kyselinudnt#u 47,37% obsahu fe-
nylalaninu uvolgného pomoci HCI. V 48. hodirhydrolyzy byl zjiSén obsah fenylalaninu
pro 20% kyselinu mkénou 63,80%, pro 40% kyselinu nitou 48,95% a pro 80% kyselinu
mlécnou 37,89% hodnoty fenylalaninu ve srovnani hydroalyHCI. Vysoké procento sho-

dy mize byt zfisobeno ztratamiiphydryze pomoci HCI.

7.2.13 Histidin

Graf 13 znazatuje uvohovani histidinu v zavislosti na délthydrolyzy za pouziti HCI (6

mol.I') a kyseliny mléné o koncentraci 20, 40 a 80%.

Graf 13. Hydrolyzéni kiivka (zavislost obsahu aminokyseliny nadlbidrolyzy)
pro histidin
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Tabulka 17. Obsah histidinu v 21., 48. a 144. hetiydroly-

zy (podil hodnot proizné koncentrace kyseliny ehé a

hodnoty ziskané hydrolyzou HCI)

¢as (h) HCI MIK20 MIK40 MIK80
21 100,00% 4,32% 29,88% 33,31%
48 100,00% 5,17% 37,45% 30,01%
144 100,00% 44,69% 41,789 0,00%

Z grafu je patrny rozdil, plynouci z pouziti HCkgseliny mli€né. Ri aplikaci HCI docha-
zelo k nejetSimu uvohovani histidinu v intervalu hydrolyzy 10 az 20 hedV 21. hodig

byl pii aplikaci 20% kyseliny mkéné zjiS€n obsah histidinu 4,32%, pro 40 a 80% kyselinu
mlénou obsah 29,88 a 33,31% hodnoty ziskané hydroli#ol Pro 144. hodinu hydro-
lyzy bylo dosazeno nejvysSiho obsahu histidirfu gouziti 20% kyseliny mkéné a to
44,69%, pi pouziti 40% kyseliny mkéné 41,78% aip pouziti 80% kyseliny miné nebyl
obsah histidinu pro 144 hodinu hydrolyzy zjist

7.2.14 Lysin

Graf 14 znazatuje uvohovani lysinu v zavislosti na dekhydrolyzy za pouziti HCI (6

mol.I") a kyseliny mléné o koncentraci 20, 40 a 80%.

Graf 14. Hydrolyzéni kiivka (zavislost obsahu aminokyseliny nadbidrolyzy)

pro lysin
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Tabulka 18. Obsah lysinu v 21., 48. a 144. hediypdrolyzy
(podil hodnot pro #zné koncentrace kyseliny mé a hod-

noty ziskané hydrolyzou HCI)

¢as () HCI MIK20 | MIK40 | MIKS0
21 | 100,00%| 4,06% 6,58% 6,929
48 | 100,00%| 7,01% | 10,76%  8,89%
144 | 100,00%| 24,12%| 26,599 19,929

Z grafu je zejmy rozdil, ktery vyplyva z pouziti HCI a kyselimyiéné. Aplikace kyseliny

mléné @inasi velice malé a pozvolné usiolvani lysinu. B aplikaci HCI dochazelo k

nejvetSimu uvohovani lysinu v intervalu hydrolyzy 10 az 20 hod®d 40. hodiny hydro-
lyzy m& hydrolyzani kiivka pro HCI mirg klesajici trend. V 21. hodirhydrolyzy byl ob-
sah lysinu uvoldného 20% kyselinou mtéou 4,06%, pro 40 a 80% kyselinu &réu

6,58 a 6,92% hodnoty ziskané hydrolyzou HCI. Pré. Bbdinu hydrolyzy byl pro 20%
kyselinu ml€nou zjiSeén obsah 24,12%, pro 40% kyselinu tméu 26,59% a pro 80% ky-

selinu mlénou 19,92% hodnoty ziskané hydrolyzou HCI.
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7.2.15 Arginin

Graf 15 znézatuje uvohovani argininu v zavislosti na délnydrolyzy za pouziti HCI (6

mol.I') a kyseliny mléné o koncentraci 20, 40 a 80%.

Graf 15. Hydrolyzéni kiivka (zavislost obsahu aminokyseliny nadlbidro-
lyzy) pro arginin
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Tabulka 18. Obsah argininu v 21., 48. a 144. hediypdroly-
zy (podil hodnot pro:izné koncentrace kyseliny nié a

hodnoty ziskané hydrolyzou HCI)

¢as (h) HCI MIK20 MIK40 MIK80
21 100,00% 5,22% 5,00% 3,13%
48 100,00% 13,96% 7,73% 4,49%
144 100,00% 20,13% 23,709 10,42%

Z grafu je zejmy rozdil, ktery vyplyva z pouziti HCI a kyselimylé&né. Aplikace kyseliny
mléné @inasi velice malé a pozvolné usiolvani argininu. R aplikaci HCI dochéazelo k
nejwtsSimu uvohovani argininu v intervalu hydrolyzy 10 az 20 hoddd 40. hodiny hyd-
rolyzy ma hydrolyzéni kiivka pro HCI mirg klesajici trend. V 21. hodénhydrolyzy byl
obsah argininu uvotmého 20 a 40% kyselinou nilgou 5,22 a 5,00%, pro 80% kyselinu
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mlénou 3,13% hodnoty ziskané hydrolyzou HCI. Pro hbdinu hydrolyzy byl pro 20%
kyselinu ml€nou zjis&n obsah 20,13%, pro 40% kyselinu tméu 23,7% a pro 80% kyse-
linu mlé&nou 10,42% hodnoty ziskané hydrolyzou HCI.

7.3 Diskuze

V praktickécasti byla pozorovana hydrolyza bilkoviny pivovardkiémasy. Byla sledova-
na zavislost obsahu uveémych aminokyselin (asparagova kyselina, threorenins gluta-
mova kyselina, prolin, glycin, alanin, valin, izak@n, leucin, fenylalanin, tyrozin, histidin,
lyzin a arginin) na jednotlivyctiasech hydrolyzy (zndzafno v grafech 1-15). Lz#ci, Ze

u sledovanych 15 aminokyselin dochazelo fpydrolyze HCI k nej¢tSimu uvohovani
v intervalu hydrolyzy 10 az 20 hodin, kdy byl zamrenam nejvysSi wiek. Atypicky
pribéh patatku hydrolyzy byl zaznamenan pro histidin a tynpzicemz s¥dci i jejich vy-
soké hodnoty uvdébvanih. Naopak k maximalni uvabvéani az kolem 20.hodiny hydroly-
zy dochézelo pro valin, leucin a izoleucin, cozlddRkji jejich nizké hodnoty uvabvanih.
Miru degradace aminokyseliny a jeji ztraty vyigg paramett. Poneérné vysoka hodnota
parametru a z toho plynouci ztratyiphydrolyze byly pozorovany pro threonin, serin a
tyrozin. Citlivost €chto aminokyselin k natmym podminkam kyselé hydrolyzy byla jiz
popsana v literate [33]. Netypicky pitbéh hydrolyz&ni kiivky v porovnani s ostatnimi
aminokyselinami je prokdzan pro histidin [33]. Hothn uvohovani histidinuh je velmi
vysoka, sestaveni hydrolyad kiivky je proto pondrné problémové. Mozné vystleni

atypického pitb¢hu hydrolyzy pro histidin je vysoka citlivost a skl k racemizaci [28].

Kontrola spravnosti regresniho modelu pro HCI bytavedena srovnanim koncentrace
aminokyselin z odhadnutychrikek s koncentraci chromatograficky stanovenaii.sRov-
nani hodnot obsahu aminokyselin vyfmych z odhadnutych hydrolyzdch Kivek pro

21. hodinu s koncentraci chromatograficky stanouebgla u vSech aminokyselin (krém
leucinu) zjiStna akceptovatelna odchylka 90-110% (vigand jako porér z hydrolyz&ni
kiivky odhadnuté a skute¢ nantiené hodnoty obsahu aminokyseliny). Pro 48. hodinu
nebylo dosazeno pozadovan@&gmosti pro #Sinu aminokyselin. Pro 144. hodinu byla u
vSech aminokyselin (kroéleucinu a tyrozinu) zjigha akceptovatelnd odchylka 90-110%.

Z vypcitanych hodnot bylo zji8ho, Ze navrZzeny regresni model amapodhodnocuje.

Tabulka 3 obsahujerghled koreknich faktofi pro hydrolyzu HCI a 20%, 40%, 80% kyse-

linu mlénou. Jak jiz bylo uvedeno vySe, nelze pouzit kémekaktory pro kyselinu mie
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nou pouzit pro objektivni zhodnoceni vysledku. Rt byl nejvysSi koreéni faktor 1,04
s Udaji publikovanymi tive [30[31[33] vyplyva, Ze nami zji&é hodnoty jsou pro&sSinu

aminokyselin znéné niZsi.

Byl stanoven také korehi faktor pro histidin, avSak jehotgsnost je vzhledem

k problematickému sestaveni hydrol§aéno modelu porrné sporna.

Vysoka hodnota korekiho faktoru pro pouzité koncentrace kyseliny in&je dana po-
vahou kyseliny, jejiz disoctai konstanta je po#nné nizka. Z toho plyne jeji nizkycinek
pii uvolovani jednotlivych aminokyselin z protéinFPi porovnani s kyselinou chlorovo-
dikovou, kterd séadi mezi silné kyseliny, je mnoZstvi uvéhiych aminokyselin kyselinou
mlécnou zn&né niZzSi a hodnoty pol44.hodimydrolyzy v rékterych gipadech nefesahu-

ji ani 20% hodnoty uvolmé pomoci HCI. Po#mné vysoké shody s mnozstvim uveéhym
pomoci HCI bylo dosazenoriphydrolyze kyselinou mik&ou pro kyselinu asparagovou,
alanin, leucin, tyrozin, fenylalanin a histidin. @aedreni vysokého procenta shody lze
hledat v naistu ztrat pi hydrolyze HCI v pozgSich ¢asech hydrolyzy a v pomalénaistu

uvolnénych aminokyselin vyuzitim kyseliny miéé.
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ZAVER
V této diplomové préaci bylo za pomoci HCI a 20%%#@ 80% kyseliny mk&é provedena

hydrolyza pivovarské biomasy.

» pro hydrolyzu HCI bylo ve 13 hydrolyzaich casech vytviéeno 15 hydrolyzénich
kiivek pro sledované aminokyseliny (asparagova kyaglihreonin, serin, gluta-
mova kyselina, prolin, glycin, alanin, valin, izatgn, leucin, fenylalanin, tyrozin,

histidin, lyzin a arginin).

 byla provedena kontrola spravnosti zvoleného redines modelu pro HCI.
Po 21.hodinu hydrolyzy, byla akceptovatelna odcay®0-110% zji€ha pro
vSechny aminokyseliny. V 48. hodirhydrolyzy nebylo dosaZzeno poZadované
presnosti pro $Sinu aminokyselin. V 144 hodinhydrolyzy byla akceptovatelna

odchylka zjis¢na u vSech aminokyselin kr@neucinu a tyrozinu.

* na zaklad sestavenychikvek byly vypaiteny korekni faktoru pro 21. hodinu
hydrolyzy a byly sledovany ztraty vznikléhem kyselé hydrolyzy. Korehi fakto-
ry pro HCI se pohybovaly v rozmezi 0,88 — 0,990 taddnotu mira piesahl serin
a arginin 1,04 a tyrozin 1,02.

* byly porovnany hydrolyzmi kiivky pro jednotlivé aminokyseliny pro hydrolyzu
kyselinou mlénou a HCI. Ze zjignych adaj plyne, Ze hydrolyza kyselinou nilé
nou vykazuje po 144. hodirhydrolyzy &innost kolem 20% ve srovnani s HCI,
pro kyselinu asparagovou, alanin, leucin, tyrofmylalanin a histidin byla shoda

s hydrolyzou HCI vyssi.
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This work deals with hydrolysis curves for 15amino acids (aspartic acid, threonine, serine, glutamicacid,
proline, glvcne, alanine, valine, isoleucine, leucine, phenylalanine, tyrosine, histidine, lysine and
arginine) in bovine casein and in model-processed cheeses with 30, 45 and 60% (ww ) fat in dry matter.
The effect of a different fat content on hydrolysis curves of the amino acids was observed. The hydrolysis
curves were obtained by means of nonlinear regression using 13 hydrolysis intervals (range, 0-144 h),

KL'YWstf The amino acid content in hydrolysares was measured using ion exchange chromatography. Correction
A“'I”_“’ acid factors were calculated with the aim of increasing the accuracy of the amino acid determinations. With
g‘:;":;s“i En e the rising fat content in samples, the correction factors increased for the majority of amino acids
Eat observed. The highest comrection factors were determined for threonine, serine and tyrosine.
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Food analysis
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1. Introduction

Amino acids can be found in foods either as free or bound in
proteins, peptides and nonpeptide substances. The determination
of total amino acid composition in foods consists of two steps:
hydrolysis of polymer (especially protein or peptide) to liberate
amino acids and their analysis and quantification. Hydrolysis is a
critical stage of the whole procedure and its successful realization
has a direct impact on the accuracy and precision of the resulting
amino acid analysis (Fountoulakis and Lahm, 1998; Peace and
Gilani, 2005; Weiss et al,, 1998). There are three different ways of
carrying out the hydrolysis of bound amino acids: acid, alkaline
and enzymatic. Many acids, e.g. hydrochloric acid {HCl), metha-
nesulfonic acid, p-toluenesulfonic acid and sulfonic acid have
already been tested for the purpose of acid hydrolysis (Chin, 1984,
Chiou and Wang, 1988; Malmer and Schroeder, 1990; Ozols, 1990;
Weiss et al., 1998). For many decades HCl(c = 6 mol/l ), used for 20-
24 h at 110 °C, has been the most common acid for hydrolysis in
food and feeding applications (Fountoulakis and Lahm, 1998;
Kra¢mar et al,, 2000; Lizka and Kratmar, 1998; Nair et al, 1976).

* Corresponding author. Tel: #420 576031528,
E-mail address: bunka@itutb.cz (. Buiika).

D889-1575/% — see front matter © 2009 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi: 10,1016/ jjfca 2008.10,023

However, sulphur amino acids (cysteine and methionine) and
tryptophan are partially or completely destroyed during this
process. Hence, bound cysteine and methionine are hydrolyzed
after previous oxidation (eg. mixture of 30% hydrogen peroxide
and 98% formic acid in the ratio of 1:9, v/v) and determined as
cysteic acid and methionine sulphone (Alegria et al., 1999; Salo-
Viininen and Koivistoinen, 1996). Also other amino acids -
threonine and serine - can be objects of interactions and their loss
can be 5-10% within 24-h hydrolysis of HCl (Fountoulakis and
Lahm, 1998). A certain loss of tyrosine has also been found out.
Further changes can be observed in glutamine and asparagine,
which are converted by HCl into glutamic acid and aspartic acid,
respectively (Salo-Vainanen and Koivistoinen, 1996 ). The fact that
some peptide bonds, mainly those between isoleucine-isoleucine,
valine-valine and isoleucine-valine, are difficult to hydrolyze has
been pointed out by Mair et al. (1976). When HCl is used at 110 °C,
more than 24 his usually needed for their complete cleavage, Also,
microwave radiation-induced hydrolysis has been studied as a
substitute for the conventional heating. The main advantage of this
method is a significant reduction in the hydrolysis time (Weiss
et al, 1998).

During acid hydrolysis some yield and decay processes of
amino acids take place simultaneously. Thus, in some cases, the
standard hydrolysis time 20-24 h leads to inaccurate estimates
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of the amino acid content. A possible solution could be
modelling the yield and decay of the individual amino acids
by nonlinear multiple regression of data (amino acid content)
from several intervals of hydrolysis. From the subsequent
extrapolation to time zero or by using the maximum point on
a hydrolysis time curve, correction factors for the standard
hydrolysis time (24 h), can be specified (Albin et al, 2000;
Darragh et al., 1996; Darragh and Moughan, 2005). In order to
achieve acceptable accuracy, the hydrolysis curve expressing the
dependence of the amino acid content on the hydrolysis time
should be modelled, according to Darragh et al. (1996): (i) by
using at least 10 hydrolysis intervals; (ii) with at least 1 or 2
hydrolysis intervals longer than 100 h; (iii) with the maximum
number of hydrolysis intervals prior to the maximum point on
the hydrolysis curve (maximum yield).

Apart from acid hydrolysis, alkaline and enzymatic hydrolysis
can be used for releasing protein-bound and peptide-bound amino
acids and their conversion into a free form. Alkaline hydrolysis
with NaOH, LiOH or Ba{OH); is used mainly for the determination
of tryptophan (Friedman and Cug, 1988; Hanko and Rohrer, 2002;
Sato et al., 1984). The major drawback of this method could be
partial or complete destruction of serine, threonine, arginine and
cysteine. By contrast, enzymatic hydrolysis provides much milder
conditions than acid and alkaline hydrolysis. Its main drawback,
however, is usually incomplete hydrolysis (Baxter et al, 2007;
Ravindran and Bryden, 2005). During the analysis of lysine, the
amount of so-called “bioavailable” (reactive) lysine is specified
because the human body does not utilize its total amount present
in food. For the determination of bioavailable lysine, guanidination
and fluorodinitrobenzens methods are used (Friedman, 1996a;
Torgatinejad et al., 2005).

Amino acids released from proteins and peptides can be
determined by many chromatographic and electrophoretic meth-
ods. lon exchange chromatography and high-performance liquid
chromatography (especially equipped with UV vis or fluorescence
detectors) with post-column derivatization methods belong to the
most commonly used technigues. The most common derivatiza-
tion reagents are ninhydrin and o-phthalaldehyde. As far as the
high-performance liquid chromatography is concerned, pre-
column techniques, e.g using the phenylisothiocyanate method,
have also been described. Other methods of separation and
detection of released amino acids include gas chromatography and
capillary electrophoresis (Alegria et al., 1999; Fiamegos and
Stalikas, 2006; Fountoulakis and Lahm, 1998; Peace and Gilani,
2005; Standara et al,, 1999; Sun et al., 2006).

Bovine milk contains proteins with a high biological value,
which can be degraded by some technological operations {e.g. due
to heat treatment). Whole bovine milk proteins can be classified
into casein proteins (ca. 80%) and non-casein proteins (whey
proteins; ca. 20%). The caseins in milk are arranged in supramo-
lecular colloids - casein micelles, which contain fractions of as;,
asy, B and k-casein. During the production of natural cheeses,
rennin enzyme in the presence of calcium ions causes aggregation
of casein fractions and gel is formed. During this operation, the
non-casein proteins and glycomacropeptide (fragment of k-casein
formed due to the activity of rennin} go to whey and thus do not
form a part of natural cheeses (Ginger and Grigor, 1999; Fox and
McSweeney, 1998). Processed cheeses are produced by heating
(generally at 75-100°C) a mixture of ingredients, the basic of
which is natural cheeses, with the assistance of emulsifying agents
(especially sodium salts of phosphates, polyphosphates and/or
citrates). Processed cheeses are products with great variability of
chemical composition, especially that of the fat in dry matter
content (FOM ), which can range 30-70% (w/w) FDM (Guinee et al.,
2004). The presence of fat, saccharides or other substances can
influence the result of protein hydrolysis or initiate amino acid

losses during acid hydrolysis (Fountoulakis and Lahm, 1998; Nair
et al., 1976; Ravindran and Bryden, 2005).

According to Darragh and Moughan (2005), hydrolysis curves
and correction factors must be determined separately for the
individual proteins in order to achieve acceptable accuracy.
Correction factors for casein proteins in bovine milk or in milk
products have not been found in the literature available.
References to the effect of fat content on casein hydrolysis in
milk products have not been published either. In this paper,
processed cheese was used as models to estimate the influence of
fat content on amino acids determination in dairy products.

The aim of this work was (i) to model the dependence of amino
acid content on acid hydrolysis ime in bovine casein protein by
means of nonlinear multiple regression; (ii) to study the effect of
fat content on casein protein hydrolysis in samples of model
processed cheeses with 30, 45 and 60% (w/w) FDM; and (iii) to
calculate correction factors for the individual amino acids in both
bovine casein protein and processed cheeses with 30, 45 and 60%
(w/w) FDM on the basis of predicted hydrolysis curves.

2. Materials and methods
2.1. Samples and reagents

Bovine casein was obtained from Sigma Aldrich, Inc,, St. Louis,
USA (moisture content <10%). Hydrochlorid acid, citric acid
monohydrate, sodium citrate dihydrate, sodium chloride, thiodi-
glycol, boric acid, sodium azide and sodium hydroxide were
supplied by Ingos, Prague, Czech Republic. Ninhydrine, methyl-
cellosolve, acetate buffer (pH 5.5) and hydrindantine were also
purchased from Ingos, Prague, Czech Republic as a kit for
ninhydrine reagent (for post-column derivatization).

22 Processed cheese production

Three types of model processed cheeses were prepared — with
30,45 and 60% (w/w) FDM. The processed cheeses were produced
by using a Vorwerk Thermomix TM 21 blender cooker (Vorwerk &
Co. Thermomix; GmbH, Wuppertal, Germany). This equipment
was of the same type as the cooker used by Buiika et al. (2007). As
raw materials were used: (i) Eidamsky Blok — Dutch type cheese
with 30% (wjw) fat in dry matter and 50% (w/w) dry matter, 8
weeks of maturity; (ii) butter with 82% (w/w) fat and 84% (w/w)
dry matter; (iii) water; (iv]) commercial emulsifying agents
(sodium salts of phosphates and polyphosphates - JOHA,
Benckiser-Knapsack, Ladenburg, Germany). The amount of raw
materials for individual types of processed cheeses is shown in
Table 1. The temperature of processing was kept between 85 and
86°C and the total time of preparation was 16-18 min. Hot
processed cheese melt was poured into standard 100 g plastic
doses with sealable lids and stored at 6 -+ 2 °C. The total amount of
processed cheese was approximately 700-800g per batch. The
production procedure for each type of processed cheese was

Table 1
Raw materials (g} for the production of model processed cheeses with 30, 45 and
GO (w/w) FDM.

Raw materials Type of processed cheeses (% wiw) FOM
30 45 (1]
Edamsky Blok — cheese 520 440 300
Butter 5 90 165
Water 155 230 280
Emulsifying agents 14 14 14
Total amount 694 774 7539
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performed twice on 2 different days using the same technological
protocol (6 batches were produced in total). Processed cheeses were
analyzed after 21 days of storage at 6+2°C. The processing
parameters and the raw materials were selected to simulate the

industrial conditions (Piska and Stétina, 2004).

2.3. Basic chemical analysis of processed cheeses

Basic properties of model processed cheeses were characterized
by specifying their pH, dry matter, fat, ash and crude protein
content. The dry matter content was determined by gravimetric
method according to 1SO 5534:2004. The fat content was
determined acidobutyrometrically (Berger et al, 2002). The ash
content was obtained according to Cerna and Mergl (1971 - the
sample was incinerated at 550 + 5 °C and the residue was weighed.
The analysis of crude protein content was conducted according to the
Kjeldahl method; as the multiplying coefficient the value of 638 was
used (Lynch et al., 2002). The pH of the samples was measured by
using a pH-meter GRYF2095 (GryfHB, Havlickuv Brod, Czech
Republic) with a combined glass electrode at 22 + 2 °C. Each sample
was measured at least twice. The results were statistically evaluated

by means of Wilcoxon test

2.4. Hydrolysis procedure

The samples of casein (20-25 mg) and processed cheese (100-
120 mg) were accurately weighed into screw-capped test tubes
(washed in chromosulphuric acid for 24 h)with teflon caps {20 ml,
Labicom, Olomouc, Czech Republic). Fifteen millilitres of 6 molfl
HCl were added to the tubes, which were purged by argon for
1 min. Then the tubes were placed in a thermoblock (Labicom,
Olomouc, Czech Republic) heated at 110+ 1 °C and hydrolyzed for
1,3,6,9,12, 18, 24, 48, 72,96, 120 and 144 h. The temperature of the
thermoblock was independently controlled by using a thermometer
drowned in a test tube filled with silicone oil (the test tube was placed
in the thermoblock). Two other hydrolysis imes (21 and 70 h) were
used for the evaluation of nonlinear regression model quality ( see the
part Data analysis). All hydrolysis times for each sample were
performed at least twice on different days. After the hydrolysis, the
test tubes were cooled down to 20°C. Hydrochloric acid was
evaporated and the ropy residue was diluted in loading buffer (see
Table 2)in a 25 ml volumetric flask The mixture was filtered through
a 0.45 pm filter and loaded into an analyser, Also, hydrolysis time 0
was used - samples were weighed in test tubes, embedded by 15 ml
of HCL vigorously mixed and filtered through a roughing filter.
Further processes(evaporation, dilution and filtration) were the same

as in the case of the other samples,

2.5. Amino acid analysis

Fifteen amino acids (aspartic acid, threonine, serine, glutamic
acid, proline, glycine, alanine, valine, isoleucine, leucine, pheny-
lalanine, tyrosine, histidine, lysine and arginine) were determined

Table 2
The compaosition (g} of used sodium citrate buffers for final volume 1L
Reagent Buffer

A B { o (] Loading buffer
Citrie acid monohydrate 1111 10.00 753 a 14.00
Sodium citrate dibydrate 404 5.60 906 1960 o
Sodium chloride 939 B.36 18,00 5260 11.50
Boric acid o o o 205 o
Sodium aride 010 0.0 010 oo 010
Sodium hydroxide 1] o L] 050 0
Thindiglycol (ml) 250 2.50 250 [i] 5.00

by using ion-exchange chromatography. During the acid hydro-
lysis, asparagine and glutamine were converted into aspartic and
glutamic acid, respectively. The amount of a hundred pl of the
hydrolysate extract in loading buffer was automatically injected
into an Amino Acid Analyser AAA400 (Ingos, Prague, Czech
Republic) equipped with a column (370 mm x 3.7 mm filled with
an ion exchanger Ostion LG ANG - Ingos, Prague, Czech Republic),
post-column ninhydrine derivatization and spectrophotometric
detection (440 nm for proline and 570 nm for other amino acids).
Amino acids were eluted according to the program (the composi-
tion of sodium citrate buffers is presented in Table 2): 0-5 min
buffer A, 5-32 min buffer B, 32—-44 min buffer C, 44-75 min buffer
D. Then the column was regenerated by 0.2 mol(l NaOH for 10 min
and stabilized for further 17 min by buffer A. The temperature of
column was set at 60 °C (0-60 min and 90-102 min) and at 74 °C
(60-90 min), respectively. The buffer system and the process of
ninhydrine reagent preparation [consisting of ninhydrine, methyl-
cellosolve, acetate buffer (pH 5.5) and hydrindantine] had been
recommended by the manufacturer of the analyser. A flow rate was
0.3 ml/min for buffers and 0.2 ml/min for ninhydrine reagent. Each
hydrolysate was analyzed in duplicate. A standard of 15 analyzed
amino acids was obtained from Ingos, Prague, Czech Republic.

2.6. Data analysis

The dependence of the content of free amino acids (B) on
hydrolysis time (t) in bovine casein and processed cheese samples
was described by means of the following function:

L Aah g
B(t) ﬁfe

—e My g 1

where B{t) stands for the content of free amino acids (g/kg) attime ¢
(h); Ag is the original level of amino acids in protein prior to the
hydrolysis (g/kg); h is the rate at which the protein bound amino
acids are hydrolyzed to a free and measurable form; [is the rate at
which amino acids are degraded; & is a random residual error
(Darragh et al, 1996). The estimates of Ay, hand | parameters were
determined by nonlinear regression analysis (nonlinear least
squares regression) for the following conditions Ag > 0, h > 0 and
[ = 0. The Marquardt-Levenburg method was applied by means of
statistical software Unistat version 5.5 (Unistat Ltd., London, UK).
Standard deviations were added to the estimated parameters. In
order to construct regression curves, hydrolysis times 0, 1, 3,6,9,
12, 18, 24, 48, 72, 96, 120 and 144 h were used.

Quality of the models designed was evaluated by means of
correlation coefficient (r). Then, on the basis of the estimated
parameters (Ag, h and ), the concentrations of 15 amino acids (for
t =21 and 70) were calculated and compared with the real content
of amino acids measured at hydrolysis times 21 and 70 h (using a
Student's test).

Table 3

The results of basic chemical analysis (pH, dry matter content, fat content, crude
protein mntent, ash content) of processed cheeses with 30, 45 and 60% {wiw)
oM™,

Type of processed cheeses (% wjw) FDM

30 45 60

Dry matter content (%, wiw) 4187+027* 41L86+030° 4185+013°
Far content {%, wiw) 13754065° 1950+041° 2638+048°
Ash (% wiw) 538+006% 435+003" 350+001°
Crude protein (%, wiw) 2137 +£045% 1623+041" 1154+£016°
pH 587+0p2% 585+ 004° 590+003*

* Results are presented by mean+ standard deviation. Means within a row
followed by no common superscript letter differ (P < 0005) Values were statistically

I d by means of Wilcoxon test.
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Table 4

Prediction of the amino acid content in bovine casein and processed cheeses with
30, 45 and 60% (wiw) FOM (for tdme prior i hydrolysis — Ag) determined by
nonlinear regression.

Amino acids  Predicted amino acid cntent (g/ke F
Bovine casein  Type of processed cheeses (%, wiw) FDM
30 45 (1]
Aspartic add 61.79+034 1411+007 1089+008 7.88 + 0.06
Threonine 3875+ 038 £.10 + 0.06 655+ 007 4.88+0.06
Serine 47.79+034  11.79+011 928 +0.13 6.06 + 0.08
Glutamic acid ~ 18416+131  4275£032  3455+032  24.02+033
Proline 10460 +£079 2387+012 1921+018 1343£013
Glyeine 1543 + 007 361 +0.02 273+ 001 1.90 -+ 0.01
Alanine 2484+ 016 562+ 005 405+ 002 279+ 0m
Valine 5629+ 070 1278+022 933+ 0.10 6,67 + 0.06
Isoleucine 41,93 + 046 933+0.10 691+ 0.06 4.80+0.04
Leucinge 7195033  1728+010 1296+006 917 £ 0.06
Tyrosine 4747 +031 1078 £0.14 B.36+ 008 5.89 + 0.06
Phenylalanine 4040+ 022 966 + 007 736+ 005 5.20+003
His tidine 2460+ 030 621+009 460+ 007 321004
Lysine 6197041 1526+011  1138+006 8.03 £ 0.04
Arginine 3435+ 021 773+ 007 593 £ 005 416+ 0.03

* Ag-values + standard deviation obtained from nonlinear regression are shown

3. Results and discussion
3.1. Basic analysis of processed cheese

The results of the basic chemical analyses (see Table 3) show
that processed cheeses with the similar pH and dry matter content
have been produced (P = 0.05). In processed cheeses, the amount
of crude proteins and ash was decreasing significantly (P < 0.05)
with the rising fat content (P < 0.05). Processed cheeses varying in
their fat content but having a constant dry matter content have
been produced, which was the precondition of this work.

3.2, Results and quality of the nonlinear regression performed

The estimated values of regression parameters (Ag, h and 1)
including their standard deviations for the amino acids determined
(aspartic acid, threonine, serine, glutamic acid, proline, glycine,
alanine, valine, isoleucine, leucine, phenylalanine, tyrosine,
histidine, lysine and arginine} in bovine casein and processed
cheeses with 30, 45 and 60% (w/w) FDM are shown in Tables 4-6.

Table 5

The dependence of amino acid content on hydrolysis time (for
bovine casein) is illustrated graphically in Figs. 1 and 2.

Maximum yield of most amino acids was achieved at the
hydrolysis interval from 10 to 20 h, which corresponds with the
results described by Albin et al. (2000 ). There were some exceptions
illustrated mainly by the amino acids valine and isoleucine, where
the maximumwas achieved as late as after 20 h of hydrolysis, which
is supported by very low values of hydrolysis rates (h)in Table 5 in
relation to the other amino acids determined. The fact that the
hydrolysis rates for valine and isoleucine are the lowest in
comparison with other amino acids was also found out in a study
by Darragh et al. {(1996), who conducted experiments with egg-
white lysozyme. Higher release of valine and isoleucine from casein
after 44 and 66 h hydrolysis in comparison with 22 h hydrolysis was
observed in the work of Sarwar et al. (1983). Also, the difficulty in
hydrolysing valine and isoleucine is often described in other literal
sources, which can be supported by Fountoulakis and Lahm (1998 ).

Table 6 shows that loss rates (1) of many amino acids {especially
glycine, alanine, valine, isoleucine, leucine, phenylalanine and
lysine) were very low or approaching zero, which can be illustrated
by their small losses during the hydrolysis. In contrast, greater
losses and thus highervalues of | can be o bserved with the growing
hydrolysis time in the amino acids threonine, serine and tyrosine.
Higher loss rates for the latter amino acids were also described by
Darragh et al. (1996). High sensitivity of threonine, serine and
tyrosine and their losses in severe conditions of acid hydrolysis can
be supported by many other studies {Fountoulakis and Lahm,
1998; Sarwar et al., 1983).

Fig. 3 clearly shows that both, the course of hydrolysis and
hydrolysis curve for histidine are different and atypical in
comparison with the other amino acids tested. The values of
hydrolysis rate (h) in processed cheeses were thousands and in the
samples with the highest fat content as high as 10" {see Table 5).
Thus, this amino acid was excluded from the following evaluation.
Problems with modelling the hydrolysis curve for histidine can
also be observed in the work of Darragh et al {1996). A possible
explanation for the atypical development of histidine content
according to hydrolysis time could be its higher sensitivity to
racemization (Weiss et al., 1998).

The values of correlation coefficients of hydrolysis curves for
the individual amino acids (except for histidine) ranged for bovine
casein at the interval 0,.9600-0.9867, for processed cheese with
30% FDM 0.9565-0.9904, for processed cheese with 45% FDM
0.9649-0.9912 and for processed cheese with 60% FDM 0.9305-

Prediction of hydrolysis rates (h) for amino acids in bovine casein and processed cheeses with 30, 45 and 60% (w/w)} FDM determined by nonlinear regression,

Amino acids Predicted hydrolysis rates®
Bovine casein Type of processed cheeses (% wiw) FOM
30 45 &0

Aspartic acd LEZ218 + 0.0901 18174 + 00573 18487 +0.0930 1.6811 + 00943
Threonine 08515 + 0.0472 07219 + 0.0248 08824 + 00456 07752 +0.0453
Serine 12167 + 00515 10256 + 00457 08287 + 0.0511 0.9439 £ 00615
Clutamic acid 15674 + 0.0908 12810+ 0.0586 12577 +0.0628 1.3037 +0.1104
Proline 14316 + 0.0825 13203 + 00369 13094 + 0.0649 1.1658 + 00597
Glycine 14155 + 0.0800 19363 + 00647 19642 +0.0670 1.7844 + 00745
Alanine 1.7668 + 0.0982 18862 + 0.1105 20710 + 00708 1.9067 +0.0764
Valine 04107 + 0.0205 (4839 + 0.0253 05651 + 0.0254 04635 + 00231
Isoleucine 03770+ 00169 03896 + 0.0166 04609 + 0.0192 04102 + 0.0198
Leucine 134938 + 00442 14268 + 0.0500 1.5548 +0.0453 1.5065 +0.0701
Tyrosine 10881 + 0.0421 1.0897 + 0.0803 08505 + 0.0417 1.2973 + 00825
Phenylalanine 10544 + 0.0349 11888 + 0.04497 10613 + 0.0845 1.5979 + 00658
Histidine” 1125982 46101796 482365093 9.79 x 10"

Lysine 09795 + 0.0383 09466 + 0.0420 10878 + 00281 1.0027 £ 00354
Arginine 05154 + 0.0307 0.7571 + 0.0342 08985 + 0.0311 09294 +0.0433

* h-values + standard deviation ol 1 from nonlinear regression are shown.

 Standard deviations for histidine were not caloulated by software.
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Fig. 1. Effect of hydrolysis ime (X-axis) during amino acid analysis on the yield of amino acids (Y-axis, amino acid content in glkg) in bovine casein (for aspartic acid,
threonine, serine, glutamic acid, proline, glycine, alanine and valine), The amino acid contents and the line of best fit determined using nonlinear regression are plotted.

0.9887. The values of the content of the amino acids tested (except
for histidine} occur relatively close to the predicated line.

When comparing the values of amino acid content calculated
according to the estimated hydrolysis curves for the 21st hour
(t=21) with chromatographically determined concentration in
bovine casein (after 21-h hydrolysis), in all amino acids tested
(except for histidine) there is an insignificant recovery at the
interval 96-103% (P = 0.05). As for processed cheeses, an insig-

nificant recovery (P = 0.05 ) was calculated, in the same conditions,
for samples with 30% (w/w) FDM 98-105% (except for threonine —
113%; P < 0.05), for samples with 45% (w/w) FDM 94-105% (except
for aspartic acid - 89% and proline - 109%; P < 005) and for
samples with 60% (w/w) FDM 95-105%. Also, the same comparison
took place for 70 h of hydrolysis with the following results: an
insignificant recovery (P = 0.05) for bovine casein 95-107%, for
processed cheeses with 30% (w/w) FDM 94-105%, with 45% (w/w)
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Table 6
Prediction of loss rates (I} for amino acids in bovine casein and processed cheeses with 30, 45 and 60% (wjw ) FOM determined by nonlinear regression.
Amino acids Predicred loss rates”
Bovine csein Type of processed cheeses (% wiw) FOM
30 45 60
Aspartic add 00001 -+ 0.0001 Q.0000 + 00001 0.0002 + 0,000 L0007 £ 1.0001
Threonine 0,0019 + 0.0002 Q0015 + 00002 Q003 + 0.0002 0.0058 + 0.0003
Serine 0.0054 + 0.0002 0.0054 + 0.0003 Q0068 + 0.0004 00075 + 0.0003
Glutamic acid 0.0000 + 0.0001 00001 + 00000 0.0004 + 00002 0.0012 + 00002
Proline 0.,0001 + 0.0001 00000 + 00001 0.0009 + 0.0002 00013 + 00002
Glycine 0.0000 -+ 0.0002 QL0000 + 00000 0.0001 +0.0001 0,0001 + 0.0001
Alanine 00000 + 0.0000 00001 + Q0001 00001 +0,0001 0.0000 -+ 0.0000
Valine 0.0000 + 0.0002 Q0000 + 00002 0.0000 + 0.0002 L0000 -+ 00001
Isoleucine 0.0000 -+ 0.0002 QL0000 + 00001 0.0000 + 0.0001 0.0000 + 0.0001
Leucine 0.0000 + 00001 Q.0000 + 00002 0.0000 + 0.0000 L0000+ 00002
Tyrosine 0.0022 + 0.0001 0.0033 + 00004 Q.0M48 -+ 0.0002 0.0063 + 0.0003
Phenylalanine 0.0000+ 0.0000 Q.0000 + 00001 0.0001 +0,0001 00003 £ 0.0001
Histidine 00000 + 0.0001 LOM00 -+ 0.0000 0.0000 + 0.0002 L0000 + 00000
Lysine 0.0000 + 00002 0.0000 + 0.0001 0.0000 + 0.0001 L0001 + 0.0001
Arginine 00000 + 00000 00005 + Q0001 0.0010 + 0.0001 0.0017 + QL0002
# lvalues + standard deviation ined from nonly ion are shown,
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FDM 97-107% (except for threonine — 92%; P = 0.05) and with 60%
(w/w) FDM 102-108% (except for aspartic acid — 109%, valine —
109% and threonine - 115%; P < 0.05).

As itis clear from the results of correlation coefficients as well
as from the comparison of the values predicated (using nonlinear
regression) with those chromatographically measured in reality
(for t=21 and 70), the models designed (except for histidine)
describe the dependence of amino acid content on hydrolysis time
in an acceptable way.

3.3. Comparison of models for bovine casein and processed cheeses

When comparing the content of the individual amino acids
prior to the hydrolysis (Ag in Table 4) in specific samples analyzed
(bovine casein and processed cheeses with three varying FDM), it
was found that the values decreased according to the crude protein
content in ples (for processed cheeses see Table 3); for bovine
casein it was >90% (wfw).

In all processed cheeses, the values of hydrolysis rates (h in
Table 5) for alanine, valine, isoleucine, leucine and phenylalanine
are higher than those in bovine casein. In contrast, the values of
hydrolysis rates for serine, glutamic acid and proline are higher in
bovine casein than in all processed cheeses. No definite depen-
dence of the hydrolysis rate on the fat content in processed cheeses
has been found out.

On the other hand, the fat content has significantly influenced
the loss rates (Iin Table 6) for some amino acids, With the rising fat
content in the samples, the loss rates for aspartic acid, threonine,
serine, glutamic acid, proline, tyrosine, phenylalanine and arginine
were increasing. Thus, processed cheeses with 45 and 60% (w/w)
FDM showed higher values of [ for the above-mentioned amino
acids in relation to both the samples with 30% (w/w) FDOM and
bovine casein. As for glycine, alanine, valine, isoleucine, leucine
and lysine, the values of loss rate have not been influenced by the
fat content in the samples.

The explanation for higher values of loss rates in the samples
with a higher fat content could be the reactions of secondary
products of lipid oxidation with amino acids in proteins or free
amino acids (Friedman, 1996b). With the rising fat content in
products, it is expected that more intensive oxidation, a higher
content of secondary products of lipid oxidation and thus more
intensive interactions with amino acids will occur. The reactions
with secondary products of lipid oxidation take place not only with
amino acids which are generally less stable in hydrolysis
conditions (especially threonine, serine, tyrosine and partially
arginine), but also with others (e.g. aspartic acid, glutamic acid,
proline and phenylalanine). According to Juranville et al. (1998)
free hydroxyl groups of glycerol can cause interactions with
aspartate and glutamate and thus influence the determination of
aspartic and glutamic acids [during acid hydrolysis, aspartate and
glutamate are converted into the corresponding acids (Salo-
Vaininen and Koivistoinen, 1996)]. At higher temperatures in an
analyzed system, HCO can enhance the production of glycerol and
also mono- and diacylglycerols (containing two or one free
hydrogyl groups) by hydrolytic cleavage of fatty acids from
triacylglycerols, which form the majority of milk fat (Fox and
McSweeney, 1998).

3.4. Correction factors for amino acid content in bovine casein and
processed cheeses

Table 7 contains correction factors for the individual amino
acids in the samples analyzed (bovine casein and processed
cheeses) derived by expressing the proportion of Ag-value to the
chromatographically determined content of the given amino acid
(at 24 h). In bovine casein, the correction factor for the majority of
amino acids ranges at the interval 1.00-1.03 (except for serine
1.14). In processed cheeses, the correction factors have been
calculated as follows: for samples with 30% (w/w) FDM at the
interval 1.00-1.04 (except for serine 1.17), for samples with 45%
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Table 7

Correction factors for aminoacid content {determined by expressing Ag-values from
notlinear regression as a proportion of the chemical 2nalysis yield at 24 h) in bovine
a@sein and processed dheeses with 30, 45 and 60% (w/w) FDM.

Amino acids Correction factors
Bovine casein Type of processed che eses

(% wiw) FOM

30 45 G0
Aspartic add 1.00 .00 105 102
Threonine 1.03 1.4 108 118
Serine 114 137 117 119
Glutamic acid 1.00 .00 1.00 104
Proline 1.00 1.0 100 109
Glycine 100 1.00 101 102
Alanine 103 1.01 104 102
Valine 1.00 1.00 1.00 1.00
Isoleucine 1.00 1.00 1.00 1.00
Leucine 1.00 1.00 1.00 1.00
Tyrosine 1.03 1M 114 114
Phenylalanine 1.00 100 1.00 102
His tidine 1.01 1.07 107 108
Lysine 1.00 1.00 100 102
Arginine 1.00 1.00 1.01 105

(w/w) FDM at the interval 1.00-1.05 (except for threonine 1.08,
tyrosine 1.14 and serine 1.17) and for samples with 60% { w/w) FDM
at the interval 1.00-1.09 (except for tyrosine 1.14, threonine 1.18
and serine 1.19). Also, the correction factors for histidine have been
determined (see Table 7) but from the viewpoint of problematic
construction of the hydrolysis curve model, their accuracy is
questionable. Higher correction factors have been determined
mainly for the amino acids sensitive to hydrolysis conditions
(especially threonine, serine and tyrosine); this is confirmed by
Darragh et al. (1996) and Fountoulakis and Lahm (1998).

As can be seen from the comparison of correction factors with
the formerly published data (Albin et al., 2000), our values for the
majority of amino acids are slightly lower. This could be explained
by the fact that Albin et al. (2000 ) determined amino acids mainly
in materials rich in saccharides, while the processed cheeses tested
in this work contain practically no saccharides (see raw materials
in Table 1) According to Ravindran and Bryden (2005) the
presence of saccharides and fibre can increase the amino acid
losses significantly, which is also confirmed by the study of
Darragh and Moughan (2005 ). The absence of polysaccharides in
the matrixes tested (bovine casein and processed cheeses) can
explain the smooth course of hydrolysis and thus relatively low
correction factors also for valine and isoleucine, which are by 10-
20% higher in other studies (Albin et al., 2000; Darragh and
Moughan, 2005).

As shown in Table 7 it is clear that for the majority of amino
acids, the correction factors rose with the increasing fat content in
the sample. This increase in values of correction factors in
threonine, serine, glutamic acid, phenylalanine, tyrosine and
arginine is in accordance with the growing loss rates (I) of
hydrolysis curves.

The possible solution of problems with amino acid losses due to
fat occurrence could be based on the removing fat from sample
matrix prior to protein hydrolysis (ie. by solvent extraction). In
further studies, it would be suitable to compare the hydrolysis
curves of dairy products not only with a different fat content, but
also with a different content of lactose and hydrocolloids
(polysaccharides - carrageenans, pectins, modified starches,
xanthan gums, etc.), which are widely used in the dairy industry
nowadays (Imeson, 2000; Polikova et al., 2002; Spagnuolo et al.,
2005; Syrbe et al, 1998) and might influence the hydrolysis of the
proteins present, Also, future experiments in this area could be
designed as interlaboratory studies with adjustment of amino acid

data to constant nitrogen recovery for the improvement of
accuracy (Sarwar et al., 1983).

4. Conclusions

In this work, hydrolysis curves for 15 amino acids (aspartic acid,
threonine, serine, glutamic acid, proline, glycine, alanine, valine,
isoleucine, leucine, phenylalanine, tyrosine, histidine, lysine and
arginine) in bovine casein and processed cheeses with 30, 45 and
60% (w/w) FDM have been constructed by means of 13 hydrolysis
times (0-144 h). According to the estimated hydrolysis curves,
correction factors were calculated for the standard 24-h hydrolysis
with the aim of balancing the losses of some amino acids caused
during acid hydrolysis, For the majority of amino acids, the
correction factors ranged in an interval of 1.00 to 1.09; only in
threonine, serine and tyrosine increased by a further 5-10% The
dependence of the values of hydrolysis rates on the fat content in
samples has not been proved. On the other hand, for some amino
acids, there exist the dependence of loss rates and the values of
correction factors on the fat content in samples. This work confirms
the hypothesis that it is essential to have hydrolysis curves
constructed for particular samples (taking into account the
presence of proteins and other compounds as well) in order to
obtain accurate and acceptable determination of the amino acid
content in food.
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