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ABSTRAKT 

V této práci bylo sledováno 15 aminokyselin (asparagová kyselina, threonin, serin, glutamová kyse-

lina, prolin, glycin, alanin, valin, izoleucin, leucin, fenylalanin, tyrozin, histidin, lysin a arginin) v 

pivovarské biomase. Byl sledován vliv kyseliny chlorovodíkové a 20, 40 a 80% kyseliny mléčné na 

průběh hydrolyzačních křivek a hodnotu korekčních faktorů pro sledované aminokyseliny. Iontově-

výměnnou chromatografií byl v automatickém analyzátoru AAA 400 stanoven obsah aminokyselin. 

Hydrolyzační křivky byly sestrojeny pomocí nelineární regrese za použití 13 hydrolyzačních inter-

valů. Na základě sestavených hydrolyzačních křivek byly vypočteny korekční faktory pro sledované 

aminokyseliny a použité kyseliny pro zvýšení přesnosti a spolehlivosti stanovení aminokyselin. 

Byl pozorován významný rozdíl v průběhu hydrolýzy pro použité koncentrace kyseliny mléčné ve 

srovnání s hydrolýzou pomocí HCl. Aplikace kyseliny mléčné v porovnání s hydrolýzou HCl menší 

výtěžek aminokyselin uvolněných z proteinů. 

 

Klíčová slova: aminokyselina, biomasa, kyselá hydrolýza, kyselina mléčná, hydrolyzační křivka, 

korekční faktor 

 

 

ABSTRACT 

Fifteen amino acids (aspartic acid, threonine, serine, glutamic acid, proline, glycine, alanine, valine, 

isoleucine leucine, phenylalanine, tyrosine, histidine, lysine and arginine) were determinated in 

brewer´s biomass. It was observed influence hydrochloric acid and 20, 40 and 80% (v/v) lactic acid 

of a course of hydrolysis and value of correction factors for monitored amino acids. Amino acids 

were separated and determinated by using ion-exchange chromatography onto an Amino Acid 

Analyser AAA 400. Hydrolysis curves were provided by nonlinear regresision using 13 hydrolysis 

intervals. According hydrolysis curves were calculated correction factors for monitored amino acids 

with the aim of higher accuracy of amino acids determination. 

It was observed significant defence in course of hydrolysis for using concentrations of lactic acid 

compared with hydrochloric acid. During application of lactic acid compared with HCl hydrolysis, 

we obtained lower of amino acids liberated from proteins. 

Keywords: amino acid, biomass, acid hydrolysis, lactic acid, hydrolysis curve, correction factors 
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ÚVOD 

Tato práce se zaměřuje na stanovení aminokyselin v pivovarské biomase, vliv doby hydro-

lýzy na stanovení obsahu aminokyselin a popisuje rozdílnou účinnost dvou kyselin použi-

tých k hydrolýze. Pivovarská biomasa je zdrojem cenných látek, zejména bílkovin, což na-

bízí možnost jejího dalšího využití v otázce výživy lidstva a ve výrobě potravinářských do-

plňků.  Tato práce řeší možnost potencionálního využití kyseliny mléčné v potravinářském 

průmyslu a vhodnost jejího použití. 

Teoretická část nabízí stručnou charakteristiku kvasinek, popis výroby piva a základních 

hydrolyzačních metod – kyselé, zásadité a enzymatické hydrolýzy, možnosti jejich použití. 

Dále metody separace, detekce a kvanfitikace aminokyselin (zejména HPLC a iontově-

výměnnou chromatografii). 

V praktické části byl popsán postup hydrolýzy a analýzy dat. Na základě hydrolýzy pomocí 

dvou různých kyselin byly sestaveny hydrolyzační křivky pro jednotlivé aminokyseliny a 

určen vliv použité kyseliny na uvolňování aminokyselin z matrice. 
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I.  TEORETICKÁ ČÁST 
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1 PIVOVARSKÁ BIOMASA 

Pod pojmem pivovarská biomasa rozumíme různým způsobem odloučené kvasnice po pi-

vovarské výrobě [1[2]. Pivovarské kvasnice jsou významným přírodním zdrojem velkého 

množství biologicky aktivních látek. Stejně jako ve všech živých organismech, probíhá i v 

kvasinkách neustálá přeměna látek, která zajišťuje buňkám dostatečné množství energie a 

stavebního materiálu pro veškeré životní projevy, mj. také pro růst a rozmnožování. Na 

intenzitě této látkové přeměny neboli metabolismu se výrazným způsobem podepisuje 

vnější prostředí. Během kvašení, kdy je cukr v nevykvašeném pivu (mladině) přeměňován 

na alkohol, dochází až k několikanásobnému množení kvasnic [2[3]. Kvasinky Saccharo-

myces cerevisiae jsou schopny za optimálních podmínek zdvojnásobit buněčnou hmotu 

během 20 minut. Tato vysoká biosyntetická aktivita mikroorganismů je způsobena řadou 

faktorů. K těm významným patří: mimořádně vyvinutý proteosyntetický aparát, což je 

zřejmé z vysokého obsahu ribozómů a ribonukleových kyselin v buňkách, přijímání živin 

celým povrchem a velice aktivní katabolický metabolismus [2].  

1.1 Význam biomasy 

Mikroorganismy se v dnešní době stávají značně perspektivními především v otázkách za-

jišťování výživy lidstva. Díky vysoké rychlosti syntézy buněčné hmoty jsou mikroorga-

nismy schopny během velmi krátké doby a přitom efektivně přeměnit i méně hodnotné ne-

bo odpadní suroviny v buněčnou hmotu bohatou na bílkoviny a vitaminy.  

Buňka kvasinkových organismů obsahuje 40-60% bílkovin v sušině. Obsah dusíkatých lá-

tek je závislý především na prostředí, v jakém vzniká. Na krmné účely se zpravidla roz-

množují kvasinky na různých odpadech průmyslových nebo hospodářských výrob, které 

nejsou vhodné pro jiné účely. Takto vytvořená biomasa může být cennou surovinou nejen 

pro zemědělský a potravinářský průmysl, ale také pro oblast biotechnologií. Řadu tako-

výchto odpadů lze využít pro přímou izolaci enzymů nebo jako substrát pro fermentaci mi-

kroorganismů vykazujících požadovanou enzymovou aktivitu [2[4]. 

Kvasinky, obsažené jako přísada v krmných směsích, mají tu přednost, že obsahují antio-

xidační látky a zabraňují tuhnutí lipidových složek krmiv. Mají vysoký obsah vitaminů, 

hlavně komplexu B, volných aminokyselin a fosfolipidů. Komplexní využití mikroorga-

nismů však má uplatnění jak ve výživě tak i ve zdravotnictví. V takovém případě je třeba 
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klást důraz na dostatečnou sterilizaci média, jeho složení a dodržování aseptických podmí-

nek apod. Překážkou pro objemnější využití biomasy zůstává vysoký obsah nukleových 

kyselin a nestravitelnost buněčných stěn [5[19,[21]. 

Kvasnicová biomasa slouží již dnes jako bílkovinné krmivo, a droždí se pak stále více 

uplatňuje jako bílkovinný a vitaminový doplněk výživy člověka, protože buněčná hmota 

pekařských a pivovarských kvasinek je bohatým zdrojem vitaminů skupiny B [2[5].  

 

1.2 Obecná charakteristika kvasinek 

Kvasinky jsou jednobuněčné eukaryotní organismy. Taxonomicky však jsou nejednotnou 

skupinou. Botanicky je spolu s plísněmi řadíme mezi houby – vzhledem k jejich velikosti 

mezi mikroskopické houby (mikromycety). Své české pojmenování získaly díky schopnosti 

zkvašovat jednoduché cukry (mono-, di- nebo trisacharidy) na ethanol a CO2 [7]. Kvasinky 

se rozmnožují převážně nepohlavně – pučením nebo dělením, což přímo ovlivňuje tvar bu-

něk. Nejčastější tvar kvasinek je vejčitý, elipsoidní nebo kulový. Tvar buněk nebývá stálý a 

v čisté kultuře závisí na stáří kultury a kultivačním prostředí. Velikost buněk se pohybuje v 

rozmezí 3-15 µm [2[5].   

Během pučení se na mateřské buňce vytvoří pupen, který se postupně zvětšuje. Po dosažení 

dostatečné velikosti dojde k oddělení od mateřské buňky. Podle místa, kde pupen na kva-

since vzniká, rozlišujeme pučení monopolární, bipolární a multipolární, popřípadě vznikají 

pupeny zcela náhodně. 

Několik málo druhů tzv. poltivých kvasinek se však může rozmnožovat pohlavně za vzni-

ku pohlavních spor. Při pohlavním rozmnožování dochází ke spojení jader dvou buněk (ka-

ryogamií). Po takovémto splynutí dvou buněk (konjugaci) vzniká zygota, která později 

sporuluje za vzniku asku či bazidia, v nichž jsou uloženy spory  [6]. 

Kvasinky jsou aerobní mikroorganismy, ale mají schopnost změnit metabolismus za anae-

robních podmínek na fermentační a při silně omezném růstu hmoty produkovat ethanol a 

CO2. Kvasinky rostou v širokém rozmezí pH 3-11, teplot 0-45 °C. Některé druhy rostou i 

při teplotě -10 °C a hodnotách pH až 1,5. Existují i osmotolerantní druhy [9]. 

Pivovarské kvasinky jsou jednobuněčné organismy, jež taxonomicky řadíme do domény 

Eukaryota, říše Fungi, oddělení Eumycota (vlastní houby), pododdělení Ascomycotina 
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(houby vřeckovýtrusé), třídy Hemiascomycetes (Endomycetes), řádu Saccharomycetales 

(Endomycetales), čeledi Saccharomycetaceae, podčeledi Sacchyromycoideae. Kvasinky 

pivovarské a divoké se dále taxonomicky nijak nerozlišují [1[11,[13]. Pro označování dru-

hu pivovarských kvasinek se nejčastěji používá dělení na spodní pivovarské kvasinky -  

Saccharomyces pastorianus [2], (někdy také dělené na Saccharomyces cerevisiae var. uva-

rum a na Saccharomyces cerevisiae var. carlsbergensis), a na svrchní pivovarské kvasinky 

- Saccharomyces cerevisiae subsp. cerevisiae [1[2,[11]. Je však nutné říci, že se v kvasícím 

substrátu se mohou nacházet desítky druhů a kmenů kvasinek, jež spoluvytváří výslednou 

chuť a aroma piva. Pro pivovarskou výrobu je možné využít druhy jako např. Saccharo-

myces bayanus, Saccharomyces cariocanus, Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyses 

kudriavzevii, Saccharomyces mikatae a Saccharomyces paradoxus. Tyto druhy vykazují 

pro pivovarnictví vhodné vlastnosti jako je rychlý růst, dobrá schopnost produkce ethanolu 

a tolerance stresových faktorů jako je vysoká koncentrace ethanolu čí nízká koncentrace 

kyslíku [2,[10[21]. 

 

1.2.1 Kvasinky spodního a svrchního kvašení 

Svrchní kvasinky slouží dnes hlavně pro výrobu piva typů: 

• „ale“ (obecně svrchně kvašené pivo, původem z Anglie a Irska, o různém obsahu 

původního extraktu a různé barvy, vyrábí se v různých druzích),  

• „porter“ (tmavé, chuťově výrazné svrchně kvašené pivo, vysokoprocentní, silně 

chmelené, původem z Londýna),  

• „stout“ (téměř černé, hutné pivo typu „ale“, často sladké, většinou se pije nechla-

zené), spodní kvasinky pro výrobu piva plzeňského typu.  

Technologií spodního kvašení jsou u nás vyráběny piva plzeňského typu, v zahraničí jsou 

to piva mnichovská (neboli bavorská) a dortmunská. Kvasinky spodního i svrchního kva-

šení se liší svým genetickým materiálem, proto se odlišují také svým buněčným složením i 

vlastnostmi. Díky rozdílnému složení buněčných stěn kvasinky spodního kvašení na konci 

kvašení sedimentují na dně kvasných nádob. Naopak kvasinky svrchního kvašení jsou CO2 

vynášeny na povrch kvasící mladiny. Spodní kvasinky úplně zkvašují rafinosu na fruktosu 

a melibiosu, kdežto svrchní zkvašují rafinosu pouze z jedné třetiny. Mají rovněž rozdílné 
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technologicky významné vlastnosti – v různé míře tvoří senzoricky významné látky [1]. 

Kvasinky svrchního kvašení vytvářejí obecně více vedlejších produktů kvašení. Jsou to 

především estery, které dávají pivu ovocné a sladové aroma. Kvasinky spodního kvašení 

produkují výrazné sirnaté látky, jež dávají pivu sirnaté aroma. Asi 80% konečného obsahu 

senzoricky aktivních látek se vytváří při kvašení [1[11[12]. 

1.2.2 Zdroje kvasinek 

Drožďárenský průmysl vznikl již v polovině 19. století. Droždí bylo nejprve vyráběno 

v tekuté podobě, později se přešlo na lisovanou formu kvasnic, která umožňuje snadné vy-

užití v domácnostech. 

Kvasinky jsou také speciálně pěstovány například na obilí, melase či sladu - odtud různo-

rodost jejich chuti. Druh pěstovaný na dřevěných pilinách se nazývá „Torula kvasnice“. 

Tento druh je velmi oblíbený pro svůj vysoký obsah stopových prvků [3]. Zdrojem kvasi-

nek pro přípravu nové kultury může být provozní kvasící mladina, popřípadě banka kvas-

ničných kmenů. Sbírky kvasinek v bankách kvasničných kmenů obsahují většinou kmeny 

získané z pivovarských provozů. Někdy jsou v laboratorních podmínkách připravovány 

nové kmeny pro získání nových, resp. pro vylepšení stávajících vlastností. 

Pivovarské kvasinky ke konzumaci člověkem se prodávají v různých formách – v prášku, 

jako vločky či tablety. Každá z nich má své výhody, ale ze všech forem se obvykle v závě-

rečné fázi jejich výroby odstraňuje hořkost uhličitanem sodným, popř. draselným [3]. 

1.2.3 Pivovarské kvasnice jako potravinářský doplněk 

Pivovarské kvasnice se u nás používají především pro svou významnou výživovou hodno-

tu. Jsou vysoce vyváženou potravou, která má vysokou koncentraci všech vitaminů řady B. 

Pro vysoký obsah vitaminů a bílkovin jsou velice výhodným doplňkem výživy. Distribuují 

se ve formě tablet, jako je PANGAMIN, nebo v obohacené formě se zelenými řasami 

(ALGIMIN) nebo s kulturami mléčného kvašení (BIFIPANGAMIN). 

Jsou to potraviny s vysokým obsahem bílkovin a nukleových kyselin, jejich konzumace 

podporuje vznik purinu, jenž je prekurzorem kyseliny močové, což může u lidí trpících na 

dnu či arthritidu vyvolat zhoršení těchto chorob. 
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Pivovarským kvasnicím jsou připisovány další významné účinky, jako ochrana proti infek-

cím, podpora metabolického procesu, prevence proti zácpě, potlačování depresí, nechuten-

ství, podrážděnosti. Díky obsahu železa a mědi působí proti chudokrevnosti. Ve větších 

dávkách se kvasnice ukázaly být  jako prospěšné pro diabetiky, jelikož jsou bohatým zdro-

jem faktoru tolerance glukózy. Tato látka posiluje působení insulinu u diabetiků a hypo-

glykemiků [3[19]. 
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2 PIVOVARSKÁ TECHNOLOGIE 

2.1 Historie výroby piva 

První zmínky o výrobě piva pocházejí ze starého Egypta. Již staří Egypťané používali ječ-

men k výrobě sladu a místo chmelu různé druhy pšenice, která způsobovala sladkou chuť 

piva. První doložený postup výroby piva pochází z Číny a to z roku 300 př.n.l. Největší 

přelom ve výrobě piva spočíval v přechodu od tzv. divokých kvasinek k čistým kulturám. 

Důležitým krokem pro zvýšení mikrobiologické údržnosti byl boj proti chorobám piva a 

také jeho filtrace. Za průkopníka je považován Louis Pasteur - díky svému dílu Studie o 

pivu z roku 1876.  

Dalším mezníkem bylo založení sbírky kvasinek pro výrobu piva, jímž se proslavil dánský 

mikrobiolog Emil Christian Hansen. Tato sbírka je na Carlbergské univerzitě dodnes 

[2,[15]. Pivo se dnes vyrábí na celém světě, i v zemích střední Evropy, kde jsou jeho výro-

ba a konzumace již dlouholetou tradicí. Pivo je považováno za jeden ze symbolů naší země 

a od roku 2008 je název „české pivo“ chráněno jako zeměpisné označení [16,[27] .  

2.2 Technologie výroby piva 

Sladařství a pivovarnictví patří k významným oborům s mnohaletou tradicí také u nás. Pivo 

je nápoj připravený ze sladu a vody, ochucený chmelem a zkvašený kulturními pivovar-

skými kvasinkami  [1]. 
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2.2.1 Výroba sladu, sladiny 

Výroba sladu se nazývá sladování a uskutečňuje se ve sladovnách. Pro výrobu sladu se u 

nás pěstují vybrané odrůdy jarního, dvouřadého ječmene Hordeum distichum var. nutans. 

Pro účely sladařské výroby se využívá zrno ječmene – obilka, která se skládá 

z endospermu, který zaujímá největší část zrna, z obalových částí, zárodku, z něhož při 

klíčení vycházejí podněty k aktivaci enzymů [5]. 

Proces sladování trvá několik dní, často se již jedná o proces poloautomatický. Slad, který 

je potřebný k výrobě piva, se vyrábí naklíčením a hvozděním sladovnického ječmene. Před 

naklíčením se nechá zrno namočit, načež se v chladné místnosti, do níž nemá přístup svět-

lo, nechá vyklíčit. Když je zrno dostatečně naklíčeno, přemístí se na hvozd, kde dochází k 

jeho sušení. Hvozděním se převede zelený slad s vysokým obsahem vody do skladovatel-

ného a stabilního stavu. V zrně se zastaví životní projevy a vytvoří se aromatické a barev-

                         Obr. 1. Schéma výroby piva [6] 
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né látky, jakož i vlastnosti charakteristické pro daný druh sladu. Po hvozdění je slad zba-

ven klíčků a rozemlet [1[17] 

V některých státech se však z ekonomických důvodů často používají také náhražky sladu, 

např. nesladový ječmen, kukuřice, cukerné sirupy, či rýže [1[18].  

Nejběžněji vyráběnými druhy sladů v České republice jsou světlý slad a bavorský slad. 

Ostatní druhy sladů jsou využívány jen v malém měřítku pro speciální účely (diastatický, 

nakuřovaný slad). Světlý slad neboli plzeňský je určený pro výrobu světlých piv plzeňské-

ho typu. Bavorský neboli polotmavý slad je určen po mírné dobarvení světlých či k výrobě 

tmavých a polotmavých piv  [17]. Dalším neméně důležitým technologických krokem je 

šrotování sladu. Jedná se o proces zdánlivě jednoduchý, který ovšem může zásadním způ-

sobem ovlivnit proces rmutování, scezování i samotný varní výtěžek. Při šrotování je snaha 

co nejméně poškodit pluchu a dobře vymlít endosperm zrna. Kromě nerozpustné celulosy 

obsahuje plucha rovněž polyfenoly, pentosany a hořké a barevné látky. S mírou poškození 

pluchy roste míra vyluhování těchto látek, a ty negativně ovlivňují chuť piva. Jemné roze-

mletí endospermu tvoří předpoklad pro vysoký varní výtěžek. Šrot má mít co nejmenší po-

díl hrubé krupice, naopak co největší podíl krupice jemné [1]. 

Smísení sladového šrotu s vodou se nazývá vystírání. Praktikuje se mísení sladového šrotu 

se čtyřnásobným množstvím vody, za intenzivního míchání a zvýšení teploty. Při vystírání 

musí být slad dokonale rozmíchán tak, aby se vytvořila hustá tekutina. Rmutování je pro-

ces, při kterém se snažíme o převedení žádoucích složek extraktu varních surovin do roz-

toku. Jedná se především o škrob a vhodný podíl bílkovin a dalších složek jako jsou lipidy, 

fosforečnany a hemicelulosy. Princip rmutování je založen na působení sladových enzymů, 

které rozrušují škrob, bílkoviny a také další skupiny. Škrob je postupně pomocí sladových 

amylas zcukřován. Rmutovacím postupem vzniká hustá suspenze mláta ve vodném roztoku 

extraktivních látek tj. sladina, je vytvořen základní chuťový charakter piva. Sladina má zla-

tavou barvu, sladkou chuť a výraznou sladovou vůni. Hořké chmelové látky chmele se do 

sladiny dostávají až v průběhu operací, jež probíhají chmelovaru a díky působení alkoholu, 

který vzniká při kvašení kvasinek [1[18[20]. 

Scezování sladiny patří z pohledu technologie mezi nejnáročnější operace. Scezování sla-

diny je převážně fyzikálním procesem, který probíhá ve dvou fázích, při nichž se snažíme 

oddělit zbytek sladového šrotu od roztoku, do něhož již byly převedeny pivovarsky cenné 

látky. V první fázi – scezování předku – se díky filtrační vrstvě oddělí hlavní podíl sladiny 
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ze suspenze. V druhé fázi – vyslazování mláta – probíhá promývání a opětovné scezování 

sladových zbytků horkou vodou. Promytím (vyslazením) se získá zředěná sladina zvaná 

výstřelky. Oba takto získané podíly se smíchají ve sběrači mladiny nebo v mladinové pánvi 

[1]. 

2.2.2 Chmel, chmelovar 

Jednou ze tří vstupních surovin je chmel otáčivý (Humulus lupulus), z něhož jsou použí-

vány sušené chmelové hlávky. K pivovarským účelům se používají pouze rostliny samičí. 

Chmel je popínavá vytrvalá rostlina původem z Evropy, Asie a Severní Ameriky. Odrůdy 

chmele jsou však zdárně šlechtěny i v Austrálii a na Novém Zélandu [18]. 

V České republice je pěstování chmele na vysoké úrovni a značné procento produkce se 

vyváží do zahraničí. Pěstuje se několik druhů chmele, každá odrůda má své kvalitativní 

faktory, jimiž se odlišuje od ostatních. U nás je v současné době povoleno pěstování něko-

lika odrůd Žateckého červeňáku. Ze zahraničních jsou nejznámější odrůdy Hersbrucker, 

Tettnang, Norther Brewer a další. Typicky hořkou chuť chmele tvoří α-hořké kyseliny a β-

hořké kyseliny, které se nacházejí v chmelových pryskyřicích. Při charakteristice odrůd se 

uvádí jejich poměr, který je důležitý pro výslednou chuť piva. K pivovarsky cenným lát-

kám patří také silice a polyfenoly. Chmelové silice jsou směsí několika stovek látek pře-

vážně terpenického charakteru. Těkavé složky silic tvoří aroma chmele.  

Z důvodu usnadnění manipulace, skladování, a lepšího využití nejdůležitějších chmelo-

vých složek při výrobě piva se dnes využívají různé typy chmelových výrobků, které na-

hradily celé chmelové hlávky. Jsou to: 

• výrobky připravené mechanickými úpravami hlávkového chmele (mleté a granulo-

vané chmele, bez nebo se standardizovaným obsahem α-hořkých kyselin 

• výrobky připravené fyzikálními úpravami přírodního hlávkového chmele (nemodi-

fikované chmelové extrakty připravené pomocí různých rozpouštědel) 

• výrobky připravené chemickými úpravami (chemicky upravený celý hlávkový 

chmel nebo jeho jednotlivé složky – např. α-hořké kyseliny ve formě výluhu nebo 

extraktu). 
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Poslední operací varného procesu je chmelovar. Sladina, získaná scezováním, se vaří v 

mladinové pánvi s chmelem 90-120 minut, u moderních systémů kratší dobu. Výsledným 

produktem je horká mladina, od níž jsou odděleny zbytky chmele a vysrážené látky. Při 

tomto procesu dochází k fyzikálně-chemickým změnám, které stabilizují koncentraci a 

složení mladiny. V mladině se rozpouštějí se hořké látky chmele. Intenzita hořkosti a její 

charakter jsou dány nejen odrůdou, ale i technologií chmelovaru. Horká mladina je nako-

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

 

2.2.3 Proces kvašení 

Další technologický krok výroby piva v kvasných kádích je zakvašování a provzdušňování. 

Cílem zakvašování je rozšíření kvasinek do celého objemu zchlazené mladiny a zvýšení 

obsahu kyslíku tak, aby byl nastartován metabolismus kvasinek. Kvašení probíhá v prosto-

ru, který se nazývá spilka. Je to místnost, která musí být náležitě větrána, tepelně izolována 

a udržována na maximální hygienické úrovni. Původní kvasné kádě byly z dubového či 

modřínového dřeva. Dnes se z důvodu snadnější sanitace přistoupilo ke kádím betonovým, 

kde speciální nátěr znemožňuje tvorbu pivního kamene. Ze stejného důvodu se využívají 

také kádě smaltované železné, hliníkové či ocelové. Za současného provzdušnění je do 

kvasných kádí přiváděna mladina. Obvyklá hodnota rozpuštěného kyslíku je 6 až 8 mg.l-1. 

Zakvašuje se „na ujato“, kdy se míchá rozkvašená mladina s provzdušněnou mladinou. 

Nebo se po zředění a vitalizaci aplikují lisované či sušené kvasnice [1].  

Následuje hlavní kvašení, při němž v metabolismu kvasnic dochází ke zpracování podstat-

né části zkvasitelného extraktu. Kmen kvasinek má zásadní význam při vytváření charak-

teru hotového výrobku. Má vliv na průběh technologického procesu – rychlost a hloubku 

prokvašování, rychlost sedimentace, filtrovatelnost i senzorické vlastnosti piva. Běžně se 

dávkuje 15 až 30.106.ml-1 mladiny. Větší zákvasná dávka se používá z důvodu potlačení 

kontaminace na začátku kvašení. Start kvašení a celý jeho průběh je rychlejší. Menší 

zákvasná dávka zpomaluje kvašení a v případě jejího použití se tvoří více senzoricky ak-

tivních látek. Na konci kvašení kvasinky sedimentují, čímž s sebou strhávají část kalicích 

látek, a dopomáhají tak k čiření. Celková doba hlavního kvašení je 6 až 10 dní. Počet dnů 

by měl být stejný nebo nižší, než byl původní extrakt (tzv. stupňovitost) mladiny [1]. 
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Pivo není příliš vhodné prostředí pro růst mikroorganismů. Díky nízkému pH, anaerobním 

podmínkám (CO2), hořkým chmelovým látkám, obsahu alkoholu a klesajícímu obsahu 

zkvasitelných cukrů tvoří pivo selektivní prostředí pro řasu mikroorganismů. V tomto pro-

středí část mikroorganismů rychle odumírá, část se vyskytuje v latentní formě. K těmto 

mikroorganismům náleží většina tepelně rezistentních bakterií vytvářející endospory, hlav-

ně bacily a klostridia. Proto se někdy provádí ošetření piva krátkodobým šetrným záhře-

vem či pasterací přímo v lahvích nebo ještě před plněním v průtokovém nebo tunelovém 

pastéru. Tento tepelný zákrok také zmírní rozmnožování a vegetování patogenních mikro-

organismů [1]. 

Cílem kvašení piva je řízená přeměna sacharidů na alkohol a CO2, zároveň vytvoření vhod-

ných organoleptických vlastností piva. Při kvašení se vytváří chuťový charakter piva, jenž 

je ovlivňován nejen hlavními produkty kvašení, ale i obsahem vyšších alkoholů, esterů, 

ketonů, aldehydů, sloučenin síry aj. Průběh kvašení je závislý na mnoha faktorech, jako 

jsou složení mladiny, druh použitých kvasnic, zákvasná dávky, teplota kvašení, tlak, objem 

a tvar nádob apod. Kvasinky nejlépe využívají jednoduché cukry (glukosa, fruktosa, man-

nosa, galaktosa), disacharidy (sacharosa, maltosa) a trisacharidy (rafinosa, maltotriosa). 

Jednoduché cukry jsou přes buněčnou stěnu transportovány difuzí, sacharoza je v buňce 

přeměňována na fruktosu a glukosu prostřednictvím enzymu invertasy. Jednoduché cukry 

jsou v buňce následně přeměňovány na fruktosu-6-fosfát, jež vstupuje do glykolýzy cukrů. 

Glykolýzou získává buňka energii v podobě adenodintrifosfátu -ATP, jež má schopnost 

akumulovat energii. Energie se uvolňuje při reakci: 

   

 ATP + H2O → ADP + H3PO4  + 30,5 kJ.mol-1 (1) 

   

Významným meziproduktem glykolýzy je pyruvát, od něhož může metabolická dráha pro-

bíhat dvěma směry. V aerobním prostředí pokračuje metabolismus citrátovým cyklem. Od-

bourávání uhlíkového řetězce pokračuje až do CO2. Proces dýchání lze vyjádřit rovnicí: 

   

 C6H12O6  + 6O2  → 6H20 + 6CO2 + energie (2) 
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Pivovarsky nejvýznamnější částí metabolismu kvasinek je anaerobní přeměna pyruvátu na 

alkohol, což představuje energetický zisk představuje 2 molekuly ATP. 

Při dalších reakcích dochází ke ztrátám energie, což se projevuje jako zahřívání kvasící 

mladiny. Změnu metabolismu kvasinek při přechodu z anaerobní do aerobní fáze popsal 

poprvé Louis Pasteur. Zjistil, že kyslík potlačuje produkci alkoholu a zvyšuje produkci 

CO2 a biomasy. Tento efekt se nazývá Pasteurův efekt [1]. 

Dalším krokem je dokvašování piva. Jeho cílem je získání optimálních organoleptických 

vlastností, nasycení oxidem uhličitým a vyčeření. Dokvašování probíhá v prostoru zvaném 

ležácký sklep - nejčastěji v ležáckých sudech či ležáckých tancích. V tancích je udržován 

přetlak CO2 nad hladinou piva – tzv. „hradící tlak“, jenž umožní vytvořit v pivu požadova-

ný obsah rozpuštěného CO2. Pro optimální průběh dokvašování musí být ležácký sklep 

větrán a chlazen [3]. Při dokvašování probíhá celá řada chemických procesů, klesá obsah 

S02, thiolů, mastných kyselin, dochází ke změnám složení, vznikají senzoricky aktivní lát-

ky. Důležité jsou interakce bílkovin s polyfenoly, při nichž vznikají nerozpustné zákaly. 

Při dokvašování je velice důležité čiření piva, které ovlivní průběh filtrace, pěnivost, chuť 

a kolidní stabilitu piva. Čiřením se rozumí několik procesů, při kterých dochází k fyzikál-

ně-chemickým reakcím a odlučování kalů. Velký význam má čiřící plocha, která je dána 

nejen tvarem nádob, nýbrž i obsahem kvasnic a bublinek CO2. Kvasnice během čiření se-

dimentují a jejich obsah klesá. Při klasické technologii se doporučuje doba dokvašování u 

výčepních piv (10%) 21 dnů, u ležáků (12%) 70 dnů. Řada piv má své odlišné výrobní po-

stupy. Celková doba dokvašování může potom kolísat v rozmezí 1 až 10 týdnů. Po vy-

prázdnění ležáckých nádob zůstanou na dně kvasnice, jež spadají do kategorie odpadů [1]. 

2.2.4 Filtrace, pasterace piva 

Filtrace piva je nutná pro odstranění zákalotvorných částic, zbylých kvasničných buněk a 

snížení obsahu bakterií, které se neoddělily sedimentací po skončení hlavního kvašení. Zá-

kalotvorné podíly by již ve stočeném pivu v transportním obalu mohly vytvořit zákaly. 

Oddělování kalových částic probíhá na několika principech. Síťový efekt – při něm se od-

dělují hrubé částice, které jsou natolik velké že neproniknou do filtrační přepážky. Pevné 

částice vytvářejí stále silnější, méně propustnou vrstvu. Mechanické zachycování částic ve 

filtrační vrstvě – částice se mechanicky zachycují na filtrační přepážce, tvořené vysokopo-
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rézním materiálem. Adsorpční efekt – nejjemnější částice se zachycují uvnitř přepážky ad-

sorpcí, což je důsledek rozdílného elektrického náboje [1]. 

Dalším možnou technologickou operací je pasterace. Pasterace se provádí za účelem zvý-

šení biologické trvanlivosti a mikrobiologické nezávadnosti. V dnešní době se používá 

ke stabilizaci exportních piv, kde je nezbytné zaručit několikaměsíční trvanlivost. Díky 

pasteraci dochází k odstranění látek jako jsou vysokomolekulární dusíkaté složky, polyfe-

noly, kovové ionty a rozpuštěný kyslík, které mohou později vést k vytvoření zákalu piva 

[5].  V praxi se požívají dva druhy pastérů – průtokový a tunelový (sprchový). Průtokový 

pastér vyžaduje dobrou a účinnou regulaci teploty v závislosti na průtoku, neboť už jen 

krátké prodloužení vydžovací teploty vede k přepasterování, s negativními důsledky na 

chuť a vůni piva. Pasterace v průtokovém pastéru se realizuje při pasteračních teplotách 70 

až 74 °C. Pasterace piva v tunelovém pastéru je energeticky náročnější, avšak je zde dosa-

ženo pasterizačního efektu spolehlivěji, protože se pasteruje celá uzavřená láhev. Díky po-

užívání pasteračních teplot cca o 10 °C nižších dochází k menšímu ovlivnění chuti a vůně 

piva [1].  
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3 AMINOKYSELINY 

Aminokyseliny se v potravinách vyskytují jako volné (1 %) nebo jako vázané v peptidech a 

proteinech, v nichž tvoří jejich základní stavební složku. V lidské těle je pro výstavbu bíl-

kovin využíváno 22 aminokyselin. Některé z nich si lidský organismus neumí vytvořit 

(esenciální aminokyseliny), proto je nezbytné, aby byly přijímány v potravě. Jednotlivé 

aminokyseliny jsou v těle využívány pro syntézu vlastních bílkovin a jiných dusíkatých lá-

tek [29,[36].  

Aminokyseliny se dále mohou zapojovat do rozličných derivátů s různými substráty, jako 

např. sacharidy, lipidy aj. Všechny aminokyseliny lze po vhodné úpravě vzorku určit chro-

matografickými metodami. Určení obsahu aminokyselin obsahuje 2 kroky: hydrolýzu po-

lymeru a detekci, dále pak jejich kvantifikace. Kvantifikace skutečné hodnoty aminokyse-

lin je důležitá pro farmaceutické a potravinářské účely. Není to tak dávno, co se proteiny 

identifikovaly pouze díky analýze aminokyselin [23,24]. 

3.1 Stanovení aminokyselin v bílkovinách 

Stanovení celkového obsahu aminokyselin v potravině je soubor analytických procesů. 

První a nezbytný krok je hydrolýza proteinu, důležitá pro uvolnění aminokyselin a dále je-

jich detekce a kvantifikace [28[30[35].  

Stanovení obsahu a druhu aminokyselin je nezbytné pro identifikaci proteinu z databáze. 

Kvantifikace skutečné hodnoty aminokyselin v proteinu je důležitá pro potravinářské, ale i 

farmaceutické účely. Určení obsahu aminokyselin v potravinách je důležité pro sledování 

nutriční hodnoty potraviny, což souvisí i se současným trendem zdravé výživy. Hraje také 

významnou roli při klinických, diagnostických a mikrobiologických studiích. 

3.2 Hydrolýza aminokyselin  

Hlavním předpokladem úspěšné analýzy je uvolnění všech aminokyselin z proteinu. Pro-

vádí se hydrolýza, která se volí podle účelu analýzy. Faktory, které zásadně ovlivňují prů-

běh hydrolýzy jsou: teplota, čas, hydrolyzační činidla a další příměsi. Pro správný výběr 

hydrolyzační metody je důležitý optimální poměr těchto faktorů, při němž musíme brát na 

zřetel méně stabilní  aminokyseliny. Hydrolýza je považována za nejvíce problematický a 

kritický krok. Kvantitativní uvolnění všech aminokyselin je hlavní předpoklad pro zdařilou 
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analýzu, proto se často přistupuje ke kombinaci několika hydrolyzačních metod. Přizpůso-

bení podmínek hydrolýzy musí být kompromisem mezi provedením reakce a zachováním 

reakčních produktů. V průběhu let se laboratoře snažily o zdokonalení hydrolyzačních po-

stupů, byly vyvinuty plně automatizované přístroje, stále nebyla nalezena optimální meto-

da, kterou bychom dokázali uvolnit všechny aminokyseliny, aniž by docházelo ke ztrátám. 

Automatické přístroje jsou dnes používány především pro přesnější kontrolu podmínek  

hydrolýzy. Pro dosažení uspokojivé přesnosti výsledků se používá modelace závislosti ob-

sahu aminokyselin na čase hydrolýzy, přičemž by měly být dodrženy následující podmínky 

[30[31]:  

1) s použitím nejméně 10 hydrolyzačních intervalů 

2) minimálně s 1 – 2 hydrolyzačními intervaly většími než 100 hodin 

3) s maximem hydrolyzačních intervalů, které se blíží maximu na hydrolyzační křivce 

Hydrolýzu lze provést obecně třemi způsoby: kysele, zásaditě a enzymaticky. 

3.2.1 Kyselá hydrolýza 

Nejběžnější používanou kyselinou, která se již řadu let využívá pro kyselou hydrolýzu v 

potravinářství je HCl. Vyzkoušeno bylo již však spoustu jiných kyselin, např. metansulfo-

nová kyselina, p-toluensulfonová a sulfonová kyselina. Hlavní výhodou HCl je, že může 

být použita jak v kapalné, tak v plynné fázi (vhodné pokračování elektroforetických me-

tod).  Kyselá hydrolýza je běžně prováděna jako zahřívání vzorku působením tepelné či 

radiační energie za přítomnosti kyseliny. Po hydrolýze může být odpařena a hydrolyzát je 

následně regenerovaný v malém množství pufru. Takováto hydrolýza může být provedena i 

při analýze malého množství vzorku a limitující pro zdařilou analýzu je pouze množství 

proteinu ve vzorku. Obvykle je používána 6 mol.l-1 HCl , při které je vzorek vystaven tep-

lotě 110 °C po dobu 20 – 24 hodin bez přítomnosti vzduchu. Obdobný účinek vykazuje 

také hydrolýza 6 mol.l-1  HCl při  145 °C , doba působení 4 hodiny [30[31[34]. 

U některých aminokyselin dochází při kyselé hydrolýze k jejich uvolňování, zatíco u jiných 

již k jejich destrukci. Příčinou postupného uvolňování či destrukce aminokyselin je rozdíl-

ná pevnost peptidové vazby a její stabilita v kyselém prostředí mezi jednotlivými aminoky-

selinami, což má významný efekt v jejich soudržnosti ve struktuře proteinu [33]. 
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Například nedostatečně dlouhá doba hydrolýzy vede k neúplnému rozštěpení peptidové 

vazby u některých aminokyselin a tak k jejich nedostatečnému uvolnění a nepřesnému sta-

novení  peptidu či proteinu.   

Tryptofan je většinou destruován úplně, zatímco sirné aminokyseliny jen částečně. Za 

podmínek kyselé hydrolýzy dochází také ke konverzi asparaginu a glutaminu na kyselinu 

asparagovovu a glutamovou [37]. Ztráty vykazují také cysteová kyselina, serin a tyrozin, 

jenž je citlivý na přítomnost nečistot. Bezprostředně před analýzou se k vzorku přidávají 

ochranná činidla, která mají snížit ztráty aminokyselin během hydrolýzy, bývá to např. fe-

nol, thioglykolová kyselina, merkaptoetanol, indol a tryptamin [28[30]. 

Občas se pro kyselou hydrolýzu používá také kyselina methansulfonová, jejíž výhodou je 

možnost stanovení tryptofanu a metionin sulfidu (produkt oxidace metioninu). 

Některé vazby mezi alifatickými aminokyselinami (isoleucin-isoleucin, valin-valin, isoleu-

cin-valin) [33] jsou obtížně hydrolyzovatelné a jsou vůči hydrolýze do 24 hodin částečně 

odolné. Pro rozštěpení takovýchto vazeb musíme vzorek vystavit působení teploty 110 °C 

v časovém intervalu 92 - 120 hodin. To ale znamená ještě větší ztrátu málo stabilních ami-

nokyselin jako jsou serin a threonin. Dobu hydrolýzy lze zkrátit působením mikrovlnného 

záření, při němž je vzorek díky vyzařování energie ohříván až na teplotu 180 °C. Přenos 

energie se uskutečňuje na základě polarizace. Pro kapalnou fázi se čas zahřívání vzorku 

zkrátí na 1-30 minut a pro plynou 20 – 45 minut. Výsledky jsou obdobné jako u hydrolýzy 

s působením tepelné energie [28[30]. 

Řešením může být modelování uvolňování a degradace jednotlivých aminokyselin pomocí 

nelineární regresní analýzy a stanovení korekčního faktoru. Korekční faktory lze stanovit 

pro standardní dobu hydrolýzy: 

a) extrapolací obsahu aminokyselin v čase 0 

b) s použitím maxima na hydrolyzační křivce [33]. 
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3.2.2 Alkalická hydrolýza 

Alkalická hydrolýza se používá především pro stanovení tryptofanu, jenž je při hydrolýze 

kyselé destruován. Tryptofan je jedna z esenciálních aminokyselin, která je důležitá pro 

správné fungování centrálního nervového systému. Tryptofan je v alkalických podmínkách 

poměrně stabilní, dochází však ke částečným nebo úplným ztrátám serinu, threoninu, argi-

ninu a cysteinu. Pro alkalickou hydrolýzu se nejčastěji používá NaOH, KOH, LiOH nebo 

Ba(OH)2 [37].  

3.2.3 Enzymatická hydrolýza 

Enzymatická hydrolýza probíhá v mnohem mírnějších podmínkách než hydrolýza kyselá a 

alkalická. Je to často děj zdlouhavý a díky specifitě proteáz také nedokonalý. Její hlavní 

předností je, že umožňuje stanovení asparaginu a glutaminu. 

3.3 Detekce a kvantifikace aminokyselin 

V tomto kroku dochází i stanovení a druhu a množství aminokyseliny. Aminokyseliny lze 

stanovit mnoha chromatografickými a elektromigračními metodami, z nichž se některé vy-

vinuly speciálně pro detekci aminokyselin. Před samotnou detekcí je nutná derivatizace 

aminokyselin.  

K nejběžněji používaných technikám patří iontově-výměnná chromatografie a vysokoúčin-

ná kapalinová chromatografie (high-performance liquid chromatography) vybavená zejmé-

na UV/VIS nebo fluorescenčními detektory. Obě tyto metody využívají před- kolonovou, 

častěji však post-kolonovou derivatizaci aminokyselin. U HPLC s předkolonovou derivati-

zací a UV/VIS detekcí bývá nevýhodou poměrně náročná a drahá příprava vzorků a nižší 

mez stanovitelnosti, také experimentálně náročná předkolonová derivatizace uvolněných 

aminokyselin. 

Jako post-kolonové hydrolyzační činidlo se využívá nejčastěji ninhydrin a o-fthalaldehyd 

(OPA). Využití ninhydrinu je značně široké, lze jej využít při stanovení mnoha aminokyse-

lin. OPA je využíván pro svou vysokou citlivost, nevýhodou je ovšem malá stabilita vznik-

lých derivátů. 
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Postupem času vzniklo spoustu nových a moderních metod, které zrychlovaly a rozšiřovaly 

analýzu. Avšak tyto metody ukázaly řadu nedostatků. Nejspolehlivější a nejvýznamnější 

metodou zůstává i nadále klasické stanovení aminokyselin.  

Hmotnostní spektrometrie je fyzikálně-chemická metoda založená na separaci urychlených 

ionizovaných částic (iontů) ve vakuu, kde se tyto částice dělí podle jejich hmotnosti při 

průchodu magnetickými a elektrickými poli. 

Plynová chromatografie – je jedna z chromatografických metod, jež je založena na nepřetr-

žitém ustalování rovnováhy mezi mobilní (plynnou) a stacionární fází (pevná látka nebo 

kapalina) dělené látky. Každá molekula dělené látky neustále přechází z pohybující se 

plynné fáze na povrch adsorbentu nebo do filmu kapaliny a zase zpět do plynné fáze[30]. 
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4 OBECNÁ CHARAKTERISTIKA KYSELINY MLÉ ČNÉ 

Kyselina mléčná patří mezi typické organické kyseliny, jež jsou používány v různých, pře-

devším potravinářských odvětvích jako např. výroba nutričních doplňků. V uplynulých le-

tech proběhly také studie zaměřující se na využitelnost kyseliny mléčné při biodegradaci 

plastů. Je to látka, která tvoří bezbarvé krystaly.  Disociační konstanta (KD) kyseliny mléč-

né je 3,86 [26]. 

Disociační konstanta je typem rovnovážné konstanty podle Guldberg-Waagova zákona. 

Disociace kyselin a zásad v roztocích vede k ustavení protolytické rovnováhy [23[26], kte-

rou charakterizují disociační konstanty – disociační konstanta kyselin KA a disociační kon-

stanta zásad KB, které udávají sílu kyselin a zásad, kdy obecně platí, že vyšší disociační 

konstanta odpovídá většímu množství disociovaných molekul a vyšší síle kyselin a zásad. 

Disociace je není u všech elektrolytů stejná. Míru disociace určuje disociační stupeň α, což 

je poměr počtu disociovaných molekul k počtu všech rozpuštěných molekul. 
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Podle stupně disociace dělíme elektrolyty na silné a slabé. 

Slabé elektrolyty jsou ve vodném prostředí disociovány jen málo, jejich převážná část se 

vyskytuje ve formě nedisociovaných molekul. Mezi slabé elektrolyty patří slabé kyseliny 

jako jsou organické kyseliny, kyselina uhličitá, sirovodíková a slabé zásady. U slabých 

elektrolytů se mezi ionty a nedisociovanými molekulami ustanoví rovnováha. Tento jev lze 

popsat rovnicí disociace jednosytné slabé kyseliny. 
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Tento rovnovážný stav lze vyjádřit konstantou, kterou u elektrolytické disociace nazývá 

disociační konstantou KD: 
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[H+] a [A-] vyjadřují rovnovážné koncentrace iontů a [HA] molární koncentraci nedisocio-

vaných molekul kyseliny [23[24[38]. 
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II.  PRAKTICKÁ ČÁST 
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5 CÍL PRÁCE 

Cílem této práce bylo: 

• pomocí nelineární regrese modelovat závislost obsahu sledovaných aminokyselin 

na době kyselé hydrolýzy u bílkoviny pivovarské biomasy 

• porovnat hydrolyzační křivky pro sledovaných patnáct aminokyselin pro hydrolýzu 

pomocí HCl, 20, 40 a 60% kyselinu mléčnou 

• na základě hydrolyzačních křivek vypočítat korekční faktory pro jednotlivé amino-

kyseliny pro hydrolýzu pomocí HCl 
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6 METODIKA PRÁCE 

6.1 Popis experimentu 

Byl analyzován vysušený vzorek kvasničné biomasy, který byl pro experiment poskytnut 

pivovarem Zubr. Vzorek byl hydrolyzován různými způsoby, a následně byl sledován prů-

běh hydrolýzy. 

6.2 Kyselá hydrolýza 

Byl analyzován vzorek biomasy získané jako odpadní produkt při výrobě piva. Přesně na-

vážené množství vzorku  bylo zalito 15 ml HCl (6mol.l-1) a pro vytěsnění kyslíku ze skle-

něné lahvičky byl vzduch vytěsněn argonem po dobu 1 minuty. Uzavřené lahvičky byly 

umístěny do termobloku, kde byly vystaveny teplotě 110 °C po dobu 1, 3, 6, 9, 12, 18, 21, 

24, 48, 72, 96, 120 a 144 hodin. Pro kontrolu a přesnější měření byl tento postup pro jed-

notlivé vzorky opakován až devětkrát. Po ukončení hydrolýzy byl vzorek v lahvičce ochla-

zen a kvantitativně převeden do odpařovací baňky, ve které byl posléze odpařen. Poté byl 

dávkovacím pufrem 2,2 rozředěn do 25ml odměrných baněk. Směs byla přefiltrována přes 

mikrofiltr (0,45µm) a následně vložena v ampulkách do analyzátoru a podrobena analýze. 

Pomocí iontově-výměnné chromatografie byla provedena detekce a kvantifikace vzorku. 

Množství 100 µl hydrolyzátu v dávkovacím pufru bylo nastříknuto do analyzátoru amino-

kyselin AAA400 opatřeného kolonou (370×3.7 mm, naplněná ionexem Ostion LG ANG – 

Ingos, Praha). Vzorky byly podrobeny post-kolonové derivatizaci s ninhydrinem a vyhod-

noceny spektrofotometrickým detektorem (440 nm pro prolin a 570 nm pro ostatní amino-

kyseliny). Aminokyseliny z kolony vycházely podle programu: 0-5 min. pufr A; 5-32 min. 

pufr B; 32-44 min. pufr C; 44-73 min. pufr D. (Složení sodno-citrátových pufrů je uvedeno 

v tabulce 1, je doporučeno výrobcem AAA 400). Teplota kolony byla nastavena na 60 °C 

po dobu 0-60 min a 90-102 min. a na 74 °C v době  60-90 min.  

Tato práce se nezabývala aminokyselinami cystein, tryprofan a methionin pro jejich labilitu 

v podmínkách kyselé hydrolýzy. 
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6.3 Analýza dat 

Závislost obsahu uvolněných aminokyselin (B) na době hydrolýzy (t) v kvasničné biomase 

lze vyjádřit následující rovnicí:. 
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kde: 

B(t) značí obsah uvolněných aminokyselin (g/kg) v čase t (h);  

A0 je původní hodnota aminokyselin v proteinu před hydrolýzou (g/kg), v čase  t=0;  

h je míra uvolňování vázané aminokyseliny do volné, stanovitelné formy;  

l je míra degradace aminokyseliny;  

ε  je nahodilá zbytková chyba způsobená různými faktory při měření [30[33,[34]. 

Regresní analýza byla provedena pro modelaci hydrolyzační křivky pro HCl. Parametry A0, 

h a l pro konkrétní protein pro byly odvozeny použitím nelineární regrese za podmínek, že 

A0 > 0, h > 0  a l ≥ 0 z hodnot naměřených pro různé hydrolyzační časy. Byla použita 

Marquardt-Levenburg metoda aplikovaná ve statickém softwaru Unistat 5.5. Tento model 

lze použít pro všechny aminokyseliny včetně těch, které vykazují během hydrolýzy ztráty. 

Studie prokázaly, že při použití tohoto hydrolyzačního modelu lze získat objektivní vý-

sledky již při aplikaci pěti hydrolyzačních intervalů. S rostoucím počtem hydrolyzačních 

intervalů lze však dosáhnout lepšího a přesnějšího výsledku, který umožní reálnější odhad 

složení aminokyselin v proteinu [33]. Na základě odhadnutých parametrů (A0, h a l) byly 

vypočítány hodnoty obsahu sledovaných aminokyselin pro hydrolyzační časy 21, 48 a 144 

hodin a srovnány se skutečně naměřenými hodnotami. 

Tabulka 1 Použité sodno-citrátové pufry pro objem 1l. 

PUFR CHEMIKÁLIE 
A B C D dávkovací pufr 

Citronová kyselina 
monohydrát 

11.11 10.00 7.53 0 14 

Citran sodný dihydrát 4.04 5.60 9.06 19.60 0 
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Chlorid sodný 9.29 8.36 18.00 52.60 11.50 

Kyselina boritá 0 0 0 2.05 0 

Azid sodný 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10 

Hydroxid sodný 0 0 0 0.50 0 

Thioglykol (ml) 2.50 2.50 2.50 0 5.00 

Kvalita navrženého modelu byla posouzena pomocí korekčních faktorů (r). Hodnota ko-

rekčních faktorů byla vypočtena pro hydrolýzu HCl jako podíl hodnoty A0 z nelineární re-

grese a výtěžku chemické analýzy za 24 h. 

Korekční faktory pro sledované aminokyseliny byly již popsány i v některých studiích [34] 
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7 VÝSLEDKY A DISKUZE 

7.1 Regresní parametry 

V praktické části byla sledována bílkovina pivovarské biomasy. Byl sledován obsah 15 

aminokyselin v jednotlivých hydrolyzačních časech a druhu použité kyseliny. 

Tabulka 2 znázorňuje regresní analýzou odhadnuté hodnoty regresních parametrů pro hyd-

rolýzu HCl pro stanovované aminokyseliny v pivovarské biomase. Průběh závislosti obsa-

hu jednotlivých aminokyselin na době hydrolýzy znázorňují grafy 1-15. Lze obecně říci, že 

k největšímu uvolňování aminokyselin docházelo mezi 10 a 20 hodinou hydrolýzy. O uvol-

ňování po 20 hodině hydrolýzy svědčí  nízké hodnoty rychlosti uvolňování (h) pro valin, 

isoleucin a leucin. Obtížná hydrolyzovatelnost valinu a isoleucinu byla popsána i 

v literatuře [28[31]. 

Vyšší míra ztráty (l) při podmínkách kyselé hydrolýzy byly zjištěny pro nestabilní amino-

kyseliny threonin, serin a tyrozin.  

Nestandartní hodnoty vykazuje histidin, který má ve srovnání s ostatními aminokyselinami 

netypický průběh hydrolyzační křivky, s čímž jsme se již dříve setkali při hydrolýze kasei-

nu a modelových vzorků tavených sýrů [30]. 

 

Tabulka 2. Hodnoty odhadnutých parametrů A0 (zjištěný obsah aminokyselin v 

biomase), h (rychlost uvolňování aminokyselin) a l (míra ztráty aminokyselin) 

získaných nelineární regresí 

Aminokyseliny A0 h l 

Asparagová ky-
selina 

35,2605 1,1116 0,0008 

Threonin 17,0823 0,6914 0,0030 

Serin 17,7486 1,3414 0,0065 

Glutamová ky-
selina 

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. Korekční faktory pro obsah aminokyselin (podíl hodnoty A0 z nelineární re-

grese a výtěžku chemické analýzy za 24 h.) 

KOREKČNÍ FAKTORY 
Aminokyseliny 

r HCl r MlK20  r MlK40  r MlK80  

Asparagová 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 

Glutamová 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 obsahuje přehled korekčních faktorů pro jednotlivé aminokyseliny hydrolyzova-

né pomocí HCl, 20, 40 a 80% kyseliny mléčné.  
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Pro hydrolýzu HCl se korekční faktory pohybovaly pro většinu aminokyselin kolem hodno-

ty 1,00. Výjimku tvořily aminokyseliny isoleucin a leucin, u kterých byla hodnota korekč-

ního faktoru nejnižší - 0,85. Poměrné nízký korekční faktor 0,88 vykazoval také alanin a 

lysin. Nejvyšší korekční faktor byl u serinu a argininu – 1,04. 

Pro hydrolýzu organickou kyselinou mléčnou v koncentracích 20, 40 a 80% byly zjištěny 

velice vysoké korekční faktory pro téměř všechny aminokyseliny. Ze tří použitých koncent-

rací kyseliny mléčné vykazovala nejvyšší účinnost uvolňování aminokyselin 20% kyselina 

mléčná. Avšak u žádné z nich nedocházelo k dosažení výtěžku jako u hydrolýzy s použitím 

HCl. Vypočtené korekční faktory pro kyselinu mléčnou jsou vysoké a nelze je prakticky 

využít pro analytické účely. 

Tabulka 4. Obsah uvolněných aminokyselin vypočtený z regresního modelu pro 21., 48. 

a 144. hodinu hydrolýzy pomocí HCl a srovnání s hodnotami skutečně naměřenými* 

Doba hydrolýzy a srovnání se skutečně naměřenými hodnotami Aminokyseliny 
21h 48h 144h 

Asparagová 
kyselina 

38,6 ± 1,46 90,0%* 38,0 ± 2,50 89,50% 30,1 ± 3,06 104,9% 

Threonin 16,5 ± 1,54 97,3% 17,1 ± 1,26 87,00% 10,3 ± 1,08 108,9% 

Serin 16,2  ± 1,86 97,3% 15,0 ± 1,14 87,00% 6,1 ± 0,66 115,0% 

Glutamová ky-
selina 

38,9  ± 3,33 100,3% 44,4 ± 3,01 86,80% 34,4 ± 3,37 107,2% 

Prolin 13,4  ± 0,94 98,1% 13,4 ± 0,57 97,80% 12,8 ± 0,43 101,4% 

Glycin 15,7  ± 1,02 102,7% 19,1 ± 1,35 84,20% 15,7 ± 1,43 101,5% 

Alanin 21,0 ±  1,81 97,1% 22,5 ± 0,43 90,40% 18,7 ± 1,94 107,6% 

Valin 19,3  ± 1,10 103,0% 22,1 ± 0,45 89,70% 18,8 ± 1,98 104,5% 

Isoleucin  14,8  ± 0,92 105,0% 18,1 ± 0,12 85,70% 14,7 ± 1,76 104,5% 

Leucin 23,1  ± 0,92 67,2% 25,4 ± 0,12 61,10% 21,0 ± 1,76 73,1% 

Tyrozin 11,4 ±  1,41 96,1% 11,0 ± 0,90 85,60% 4,8 ± 1,01 115,0% 

Fenylalanin 13,4  ± 0,72 99,6% 14,5 ± 0,40 91,80% 13,1 ± 1,25 100,6% 

Histidin 7,4   ± 0,62 104,2% 8,3 ± 0,27 90,10% 6,5 ± 0,50 103,5% 

Lysin 25,0  ± 2,00 97,8% 27,1 ± 0,56 89,70% 22,5 ± 2,30 106,2% 

Arginin 18,9 ± 1,93 92,9% 19,4 ± 2,31 88,40% 14,7 ± 1,34 106,9% 

*podíl hodnot vypočítaných z modelu a skutečně naměřených 
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Tabulka 4 vyjadřuje stanovený obsah uvolněných aminokyselin a jejich odchylku od sku-

tečné hodnoty pro. Poměrně relevantních výsledků a to v rozmezí 90-110% odchylky od 

skutečné hodnoty bylo dosaženo pro 21. a 144 hodinu hydrolýzy. Největší odchylku od 

spočítané hodnoty vykazoval leucin, serin a tyrozin. 

7.2 Hydrolyzační křivky 

7.2.1 Kyselina asparagová 

Graf 1 znázorňuje průběh uvolňování kyseliny asparagové v závislosti na době hydrolýzy 

při aplikaci HCl (6 mol.l-1) a  kyseliny mléčné o koncentraci 20, 40 a 80%. 

Graf 1.   Hydrolyzační křivka (závislost obsahu aminokyseliny na době hydrolýzy) 

pro kyselinu asparagovou 
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Tabulka 5. Obsah kyseliny asparagové v 21., 48. a 144. hodi-

ně hydrolýzy (podíl hodnot pro různé koncentrace kyseliny 

mléčné a hodnoty získané hydrolýzou HCl) * 

 čas (h) HCl MlK20 MlK40 MlK80 
21 100,00% 44,23% 39,10% 14,37% 
48 100,00% 53,06% 50,36% 21,90% 
144 100,00% 76,10% 86,81% 62,79% 
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* platí i v pro všechny následující případy 

K největšímu uvolňování kyseliny asparagové docházelo pro všechny použité kyseliny v 

intervalu hydrolýzy 10 až 20 hodin. Po dosažení 21. hodiny hydrolýzy byl pro 20% kyseli-

nu mléčnou zaznamenám obsah 44,23% hodnoty získané hydrolýzou HCl. Pro 40 a 80% 

kyselinu mléčnou byly hodnoty ve srovnání s HCl nižší – a to 39,10 a 14,27%. Po 20. ho-

dině hydrolýzy měla křivka pro HCl klesající trend, naopak pro všechny koncentrace kyse-

liny mléčné rostoucí trend. Po 144. hodině hydrolýzy HCl se hodnoty blížily k  obsahu ky-

seliny asparagové uvolněné hydrolýzou HCl a 20, 40 a 80% kyselinou mléčnou. Pro 20% 

kyselinu mléčnou to bylo 76,10%, pro 40% kyselinu mléčnou 86,81% a pro 80% kyselinu 

mléčnou 62,79% hodnoty získané hydrolýzou pomocí HCl. Zdůvodnění vysokého procenta 

shody s HCl lze hledat v pomalém nárůstu uvolněné kyseliny asparagové využitím kyseliny 

mléčné a zároveň narůstajícím ztrátám při hydrolýze HCl. 

7.2.2 Threonin 

Graf 2 znázorňuje uvolňování threoninu v závislosti na době hydrolýzy za použití HCl (6 

mol.l-1) a kyseliny mléčné o koncentrace 20, 40 a 80%. 

Graf 2.   Hydrolyzační křivka (závislost obsahu aminokyseliny na době hydrolýzy) 

pro threonin 
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Tabulka 6. Obsah threoninu v 21., 48. a 144. hodině hydrolý-

zy (podíl hodnot pro různé koncentrace kyseliny mléčné a 

hodnoty získané hydrolýzou HCl)  

 

 

 

Z grafu je zřejmý rozdíl, který vyplývá z použití HCl a kyseliny mléčné. Aplikace kyseliny 

mléčné přináší velice pozvolné uvolňování threoninu. Při aplikaci HCl docházelo k největ-

šímu uvolňování threoninu v intervalu hydrolýzy 10 až 20 hodin. Po 20. hodině hydrolýzy 

měla hydrolyzační křivka pro HCl  značně klesající trend, pro použité koncentrace kyseliny 

mléčně pozvolna rostoucí trend. V 21. hodině hydrolýzy  byl pro použité koncentrace kyse-

liny mléčné zaznamenán obsah 4-5% uvolněného threoninu ve srovnání s hydrolýzou po-

mocí HCl. Po 144. hodině hydrolýzy dosáhl obsah threoninu uvolněného 20% kyselinou 

mléčnou 25,79%, hodnoty získané hydrolýzou pomocí HCl. Pro 40 a 80% kyselinu mléč-

nou byl obsah nižší. 

čas (h) HCl  MlK20  MlK40  MlK80  
21 100,00% 5,15% 4,99% 4,04% 
48 100,00% 8,71% 8,95% 3,67% 
144 100,00% 25,79% 22,67% 8,96% 
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7.2.3 Serin 

Graf 3 znázorňuje průběh uvolňování serinu v závislosti na době hydrolýzy při aplikaci 

HCl (6 mol.l-1) a  kyseliny mléčné o koncentraci 20, 40 a 80%.  

Graf 3.   Hydrolyzační křivka (závislost obsahu aminokyseliny na době hydrolýzy) 

pro serin 

Tabulka 7. Obsah serinu v 21., 48. a 144. hodině hydrolý-

zy (podíl hodnot pro různé koncentrace kyseliny mléčné a 

hodnoty získané hydrolýzou HCl)  

 

 

 

Z grafu 3 je zřejmý rozdíl plynoucí z použití HCl a kyseliny mléčné. Při aplikaci HCl do-

cházelo k největšímu uvolňování serinu v intervalu hydrolýzy 10 až 20 hodin. Po 20. hodi-

ně hydrolýzy má křivka pro HCl výrazně klesající trend. 

Při použití různě koncentrované kyseliny mléčné docházelo k postupnému a pozvolnému 

uvolňování serinu, jehož maximální obsah byl zjištěn po 144. hodině hydrolýzy. V 144. 

čas (h) HCl MlK20 MlK40 MlK80 
21 100,00% 6,18% 5,71% 2,46% 
48 100,00% 11,71% 10,63% 3,61% 
144 100,00% 41,17% 39,90% 11,93% 
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hodině hydrolýzy byl obsah serinu  při použití 20 a 40% kyseliny mléčné 41,17 a 39,90% 

hodnoty získané hydrolýzou pomocí HCl a pro 80% kyselinu mléčnou 11,93%. Vysoké 

procento shody může být způsobeno ztrátami při hydrýze pomocí HCl. 

7.2.4 Glutamová kyselina 

Graf 4 znázorňuje uvolňování kyseliny glutamové v závislosti na době hydrolýzy za použití 

HCl (6 mol.l-1) a  kyseliny mléčné o koncentraci 20, 40 a 80%. 

Graf 4.   Hydrolyzační křivka (závislost obsahu aminokyseliny na době hydrolýzy) 

pro kyselinu glutamovou 
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Tabulka 8. Obsah kyseliny glutamové v 21., 48. a 144. hodině 

hydrolýzy (podíl hodnot pro různé koncentrace kyseliny 

mléčné a hodnoty získané hydrolýzou HCl)  

 

 

 

čas (h) HCl MlK20 MlK40 MlK80 
21 100,00% 3,35% 3,33% 2,21% 
48 100,00% 4,66% 4,97% 2,50% 
144 100,00% 10,27% 10,00% 5,79% 
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Z grafu je zřejmý rozdíl, plynoucí z použití HCl a kyseliny mléčné. Při aplikaci HCl dochá-

zelo k největšímu uvolňování kyseliny glutamové v intervalu hydrolýzy 10 až 20 hodin. Po 

40. hodině hydrolýzy měla hydrolyzační křivka pro HCl mírně klesající trend. Aplikace 

kyseliny mléčné přináší velice malé a pozvolné uvolňování aminokyseliny. Po 144. hodině 

hydrolýzy byl pro 20 a 40%  kyselinu mléčnou zjištěn obsah kolem 10% hodnoty získané 

hydrolýzou HCl a pro 80% kyselinu mléčnou 5,79% obsahu uvolněného pomocí HCl. 

 

7.2.5 Prolin 

Graf 5 znázorňuje uvolňování prolinu v závislosti na době hydrolýzy za použití HCl  

(6 mol.l-1) a  kyseliny mléčné o koncentraci 20, 40 a 80%. 

Graf 5.   Hydrolyzační křivka (závislost obsahu aminokyseliny na době hydrolýzy)  

pro prolin 
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Tabulka 9. Obsah prolinu v 21., 48. a 144. hodině hydrolýzy 

(podíl hodnot pro různé koncentrace kyseliny mléčné a hod-

noty získané hydrolýzou HCl) 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 45 

 

 

 

 

Z grafu je zřejmý rozdíl, který vyplývá z použití HCl a kyseliny mléčné. Aplikace kyseliny 

mléčné přináší velice malé a pozvolné uvolňování prolinu. Při aplikaci HCl docházelo k 

největšímu uvolňování prolinu v intervalu hydrolýzy 10 až 20 hodin.  

V 21. hodině hydrolýzy se obsah prolinu uvolněného 20, 40 a 80% kys. mléčnou pohybo-

val pod 10% hodnoty získané hydrolýzou HCl. Pro 144. hodinu hydrolýzy jsme dosáhli 

nejvyššího obsahu prolinu při použití 40% kyseliny mléčné a to 29,20% hodnoty získané 

hydrolýzou HCl. Pro 20% kyselinu mléčnou byl obsah v 144. hodině hydrolýzy 17,06% a 

pro 80% kyselinu mléčnou 7,34% hodnoty získané hydrolýzou pomocí HCl. 

7.2.6 Glycin 

Graf 6 znázorňuje průběh uvolňování glycinu v závislosti na době hydrolýzy při aplikaci 

HCl (6 mol.l-1) a  kyseliny mléčné o koncentraci 20, 40 a 80%. 

Graf 6.   Hydrolyzační křivka (závislost obsahu aminokyseliny na době hydrolýzy) 

pro glycin 

čas (h) HCl MlK20 MlK40 MlK80 
21 100,00% 6,86% 9,57% 6,41% 
48 100,00% 12,03% 13,12% 8,61% 
144 100,00% 17,06% 29,20% 7,34% 
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Tabulka 10. Obsah glycinu v 21., 48. a 144. hodině hydrolýzy 

(podíl hodnot pro různé koncentrace kyseliny mléčné a hod-

noty získané hydrolýzou HCl)  

 

 

 

K největšímu uvolňování glycinu docházelo pro HCl v intervalu hydrolýzy 10 až 20 hodin, 

pro použité koncentrace kyseliny mléčné bylo uvolňování glycinu od počátku hydrolýzy 

pozvolné, hydrolyzační křivky mají mírně rostoucí trend. Od dosažení 48. hodiny hydrolý-

zy byl u HCl zaznamenán mírně klesající trend hydrolyzační křivky.  

V 21. hodině hydrolýzy byl pro použité koncentrace kyseliny mléčné zjištěn obsah  8-14% 

hodnoty získané hydrolýzou HCl. V 144. hodině hydrolýzy došlo k přiblížení obsahu gly-

cinu uvolněného pomocí 20% kyselinou mléčné na 71,35% obsahu uvolněného HCl, pro 

20 a 80% kyselinu mléčnou 45,22 a 38,88% hodnoty získané hydrolýzou HCl. Poměrně 

čas (h) HCl MlK20 MlK40 MlK80 
21 100,00% 8,07% 14,39% 13,17% 
48 100,00% 18,60% 20,86% 19,45% 
144 100,00% 45,22% 71,35% 38,88% 
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vysoké procento shody pro 40% kyselinu mléčnou může být způsobeno ztrátami při hydrý-

ze pomocí HCl. 

7.2.7 Alanin 

Graf 7 znázorňuje průběh uvolňování alaninu v závislosti na době hydrolýzy při aplikaci 

HCl (6 mol.l-1) a  kyseliny mléčné o koncentraci 20, 40 a 80%. 

Graf 7.   Hydrolyzační křivka (závislost obsahu aminokyseliny na době hydrolýzy) 

pro alanin 

 

Tabulka 11. Obsah alaninu v 21., 48. a 144. hodině hydrolýzy 

(podíl hodnot pro různé koncentrace kyseliny mléčné a hod-

noty získané hydrolýzou HCl)  

 

 

 

čas (h) HCl MlK20 MlK40 MlK80 
21 100,00% 26,45% 21,97% 26,44% 
48 100,00% 45,68% 34,72% 36,93% 
144 100,00% 122,76% 100,05% 100,84% 
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K největšímu uvolňování alaninu docházelo pro HCl mezi 10 až 20 hodinou hydrolýzy, pro 

20, 40 a 80% kyselinu mléčnou byla rychlost uvolňování alaninu přímo úměrná době hyd-

rolýzy a po celou dobu hydrolýzy měla hydrolyzační křivka prudce rostoucí trend. Ve srov-

nání s ostatními aminokyselinami je z grafu zřejmý rozdíl v účinnosti použité kyseliny 

mléčné.  

V 21. hodině hydrolýzy byl pro 20, 40 a 80% kyselinu mléčnou zjištěn obsah alaninu od 

22-26%, v 48. hodině hydrolýzy 35-45% hodnoty ve srovnání s hydrolýzou pomocí HCl. 

Po 144. hodině hydrolýzy došlo pro 40 a 80% kyselinu mléčnou k dosažení 100%, pro 20% 

kyselinu mléčnou 123% hodnoty ve srovnání s hydrolýzou HCl. Vysoké procento shody 

může být způsobeno ztrátami při hydrýze pomocí HCl. 

7.2.8 Valin 

Graf 8 znázorňuje uvolňování valinu v závislosti na době hydrolýzy za použití HCl (6 

mol.l-1) a  kyseliny mléčné o koncentraci 20, 40 a 80%. 

Graf 8.   Hydrolyzační křivka (závislost obsahu aminokyseliny na době hydrolý-

zy) pro valin 
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Tabulka 12. Obsah valinu v 21., 48. a 144. hodině hydrolýzy 

(podíl hodnot pro různé koncentrace kyseliny mléčné a hod-

noty získané hydrolýzou HCl)  

 

 

Z grafu je zřejmý rozdíl, 

který vyplývá z použití HCl a kyseliny mléčné. Aplikace kyseliny mléčné přináší velice 

malé a pozvolné uvolňování valinu. Při použiti HCl docházelo k největšímu uvolňování 

valinu po 20. hodině hydrolýzy. Hydrolyzační křivka pro HCl měla po dosažení 48. hodiny 

hydrolýzy stagnující, po 120. hodině mírně klesající charakter. V 21. hodině hydrolýzy se 

obsah valinu uvolněného 20, 40 a 80% kys. mléčnou pohyboval kolem 5%  hodnoty stano-

vené při hydrolýze HCl. Pro 144. hodinu hydrolýzy bylo dosaženo nejvyššího výtěžku při 

použití 40% kyseliny mléčné a to 29, 81% obsahu uvolněného pomocí HCl. U 20 a 80% 

kyseliny mléčné byla tato hodnota kolem 20%. 

7.2.9 Isoleucin 

Graf 9 znázorňuje uvolňování isoleucinu v závislosti na době hydrolýzy za použití HCl (6 

mol.l-1) a  kyseliny mléčné o koncentraci 20, 40 a 80%. 

Graf 9.   Hydrolyzační křivka (závislost obsahu aminokyseliny na době hydrolýzy) 

pro isoleucin 

čas (h) HCl MlK20 MlK40 MlK80 
21 100,00% 5,30% 5,86% 5,12% 
48 100,00% 7,40% 8,58% 7,08% 
144 100,00% 19,73% 29,81% 20,44% 
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Tabulka 13. Obsah izoleucinu v 21., 48. a 144. hodině hydro-

lýzy (podíl hodnot pro různé koncentrace kyseliny mléčné a 

hodnoty získané hydrolýzou HCl)  

čas(h) HCl MlK20 MlK40 MlK80 
21 100,00% 5,32% 7,07% 9,39% 
48 100,00% 8,25% 11,15% 9,28% 
144 100,00% 20,99% 28,20% 20,71% 

 

Z grafu je patrný rozdíl, který vyplývá z použití HCl a kyseliny mléčné. Aplikace kyseliny 

mléčné přináší malé a pozvolné uvolňování isoleucinu. Při použiti HCl docházelo k největ-

šímu uvolňování kolem 20. hodiny hydrolýzy. Hydrolyzační křivka pro HCl měla po dosa-

žení 40. hodiny hydrolýzy stagnující, po 120. hodině mírně klesající charakter. V 21. hodi-

ně hydrolýzy se obsah isoleucinu uvolněného 20, 40 a 80% kyselinu mléčnou pohyboval 

pod 10%  hodnoty zjištěné hydrolýzou HCl. Pro 144. hodinu hydrolýzy byl obsah uvolně-

ného isoleucinu pro 20 a 80% kyselinu mléčnou 21% a pro 40% kyselinu mléčnou 28, 20% 

hodnoty ve srovnání s hydrolýzou HCl. 
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7.2.10 Leucin 

Graf 10 znázorňuje uvolňování leucinu v závislosti na době hydrolýzy za použití HCl (6 

mol.l-1) a  kyseliny mléčné o koncentraci 20, 40 a 80%. 

Graf 10.   Hydrolyzační křivka (závislost obsahu aminokyseliny na době hydrolýzy) 

pro leucin 
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Tabulka 14. Obsah leucinu v 21., 48. a 144. hodině hydrolýzy 

(podíl hodnot pro různé koncentrace kyseliny mléčné a hod-

noty získané hydrolýzou HCl)  

 

 

 

Z grafu je zřetelný rozdíl, který vyplývá z použití HCl a organické kyseliny mléčné. Apli-

kace kyseliny mléčné přináší pozvolné uvolňování leucinu. Při použiti HCl docházelo k 

největšímu uvolňování kolem 20. hodiny hydrolýzy. Po dosažení 20. hodiny hydrolýzy mě-

la křivka pro HCl stagnující charakter. Hydrolyzační křivky pro použité koncentrace kyse-

liny mléčné vykazovaly od počátku hydrolýzy rostoucí trend. V 21. hodině hydrolýzy se 

obsah leucinu uvolněného 20, 40 a 80% kyselinou mléčnou pohyboval mezi 8 -10%  hod-

noty stanovené hydrolýzou HCl. Pro 144. hodinu hydrolýzy bylo dosaženo nejvyššího ob-

sahu leucinu při použití 40% kyseliny mléčné a to 51,53% hodnoty HCl. Vysoké procento 

shody může být způsobeno ztrátami při hydrýze pomocí HCl. 

čas (h) HCl MlK20 MlK40 MlK80 
21 100,00% 8,23% 10,92% 10,07% 
48 100,00% 13,24% 13,60% 12,19% 
144 100,00% 35,55% 51,53% 26,12% 
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7.2.11 Tyrozin 

Graf 11 znázorňuje uvolňování tyrozinu v závislosti na době hydrolýzy za použití HCl (6 

mol.l-1) a  kyseliny mléčné o koncentraci 20, 40 a 80%.   

Graf 11.   Hydrolyzační křivka (závislost obsahu aminokyseliny na době hydrolýzy) 

pro tyrozin 

Tabulka 15. Obsah tyrozinu v 21., 48. a 144. hodině hydro-

lýzy (podíl hodnot pro různé koncentrace kyseliny mléčné a 

hodnoty získané hydrolýzou HCl)  

čas (h) HCl MlK20 MlK40 MlK80 
21 100,00% 27,84% 19,75% 8,59% 
48 100,00% 33,90% 15,69% 11,68% 
144 100,00% 99,23% 73,37% 41,59% 

 

K největšímu uvolňování tyrozinu docházelo při hydrolýze pomocí HCl atypicky již v prv-

ních hodinách hydrolýzy. Po dosažení 20. hodiny hydrolýzy má hydrolyzační křivka pro 

HCl výrazně klesající trend. Aplikace kyseliny mléčné přináší pozvolné uvolňování tyrozi-

nu, s rostoucím trendem. Nejrychleji dochází k uvolňování tyrozinu pomocí 20% mléčné, 

kdy bylo v 21.hodině hydrolýzy dosaženo 28%, v 48. hodině hydrolýzy 34% a ve 144. ho-
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dině hydrolýzy 99% hodnoty ve srovnání s hydrolýzou HCl. V 144. hodině hydrolýzy byl 

obsah pro 40 a 80% kyselinu mléčnou 73,37% a 41,59% hodnoty ve srovnání s HCl . Vy-

soké procento shody může být způsobeno ztrátami při hydrýze pomocí HCl. 

7.2.12 Fenylalanin 

Graf 12 znázorňuje uvolňování fenylalaninu v závislosti na době hydrolýzy za použití HCl 

(6 mol.l-1) a  kyseliny mléčné o koncentraci 20, 40 a 80%. 

Graf 12.   Hydrolyzační křivka (závislost obsahu aminokyseliny na době hydrolýzy) 

pro fenylalanin 

Tabulka 16. Obsah fenylalaninu v 21., 48. a 144. hodině hydro-

lýzy (podíl hodnot pro různé koncentrace kyseliny mléčné a hod-

noty získané hydrolýzou HCl)  

 

 

 

čas (h) HCl MlK20 MlK40 MlK80 
21 100,00% 67,54% 64,34% 47,37% 
48 100,00% 63,80% 48,95% 37,89% 
144 100,00% 82,80% 82,80% 44,81% 
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Jak je zřejmé z grafu, použití kyseliny mléčné je poměrně účinné při uvolňování fenylala-

ninu. K největšímu uvolňování fenylalaninu dochází pro všechny použíté kyseliny do 20. 

hodiny hydrolýzy. V 21. hodině hydrolýzy byl obsah uvolněného fenylalaninu pro 20 a 

40% kyselinu mléčnou 67,54 a 64,34%, a pro 80% kyselinu mléčnou 47,37% obsahu fe-

nylalaninu uvolněného pomocí HCl. V 48. hodině hydrolýzy byl zjištěn obsah fenylalaninu 

pro 20% kyselinu mléčnou 63,80%, pro 40% kyselinu mléčnou 48,95% a pro 80% kyselinu 

mléčnou 37,89% hodnoty fenylalaninu ve srovnání hydrolýzou HCl. Vysoké procento sho-

dy může být způsobeno ztrátami při hydrýze pomocí HCl. 

7.2.13 Histidin 

Graf 13 znázorňuje uvolňování histidinu v závislosti na době hydrolýzy za použití HCl (6 

mol.l-1) a  kyseliny mléčné o koncentraci 20, 40 a 80%. 

Graf 13.   Hydrolyzační křivka (závislost obsahu aminokyseliny na době hydrolýzy) 

pro histidin 
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Tabulka 17. Obsah histidinu v 21., 48. a 144. hodině hydrolý-

zy (podíl hodnot pro různé koncentrace kyseliny mléčné a 

hodnoty získané hydrolýzou HCl)  

 

 

 

Z grafu je patrný rozdíl, plynoucí z použití HCl a kyseliny mléčné. Při aplikaci HCl dochá-

zelo k největšímu uvolňování histidinu v intervalu hydrolýzy 10 až 20 hodin. V 21. hodině 

byl při aplikaci 20% kyseliny mléčné zjištěn obsah histidinu 4,32%, pro 40 a 80% kyselinu 

mléčnou obsah 29,88 a 33,31% hodnoty získané hydrolýzou HCl. Pro 144. hodinu hydro-

lýzy bylo dosaženo nejvyššího obsahu histidinu při použití 20% kyseliny mléčné a to 

44,69%, při použití 40% kyseliny mléčné 41,78% a při použití 80% kyseliny mléčné nebyl 

obsah histidinu pro 144 hodinu hydrolýzy zjištěn. 

7.2.14 Lysin 

Graf 14 znázorňuje uvolňování lysinu v závislosti na době hydrolýzy za použití HCl (6 

mol.l-1) a  kyseliny mléčné o koncentraci 20, 40 a 80%. 

Graf 14.   Hydrolyzační křivka (závislost obsahu aminokyseliny na době hydrolýzy) 

pro lysin 

čas (h) HCl MlK20 MlK40 MlK80 
21 100,00% 4,32% 29,88% 33,31% 
48 100,00% 5,17% 37,45% 30,01% 
144 100,00% 44,69% 41,78% 0,00% 
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Tabulka 18. Obsah lysinu v 21., 48. a 144. hodině hydrolýzy 

(podíl hodnot pro různé koncentrace kyseliny mléčné a hod-

noty získané hydrolýzou HCl)  

čas (h) HCl MlK20 MlK40 MlK80 
21 100,00% 4,06% 6,58% 6,92% 
48 100,00% 7,01% 10,76% 8,89% 
144 100,00% 24,12% 26,59% 19,92% 

 

Z grafu je zřejmý rozdíl, který vyplývá z použití HCl a kyseliny mléčné. Aplikace kyseliny 

mléčné přináší velice malé a pozvolné uvolňování lysinu. Při aplikaci HCl docházelo k 

největšímu uvolňování lysinu v intervalu hydrolýzy 10 až 20 hodin. Od 40. hodiny hydro-

lýzy má hydrolyzační křivka pro HCl mírně klesající trend. V 21. hodině hydrolýzy byl ob-

sah lysinu uvolněného 20% kyselinou mléčnou 4,06%, pro 40 a 80% kyselinu mléčnou 

6,58 a 6,92% hodnoty získané hydrolýzou HCl. Pro 144. hodinu hydrolýzy byl pro 20% 

kyselinu mléčnou zjištěn obsah 24,12%, pro 40% kyselinu mléčnou 26,59% a pro 80% ky-

selinu mléčnou 19,92% hodnoty získané hydrolýzou HCl. 
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7.2.15 Arginin 

Graf 15 znázorňuje uvolňování argininu v závislosti na době hydrolýzy za použití HCl (6 

mol.l-1) a  kyseliny mléčné o koncentraci 20, 40 a 80%. 

Graf 15.   Hydrolyzační křivka (závislost obsahu aminokyseliny na době hydro-

lýzy) pro arginin 

Tabulka 18. Obsah argininu v 21., 48. a 144. hodině hydrolý-

zy (podíl hodnot pro různé koncentrace kyseliny mléčné a 

hodnoty získané hydrolýzou HCl)  

 

 

 

Z grafu je zřejmý rozdíl, který vyplývá z použití HCl a kyseliny mléčné. Aplikace kyseliny 

mléčné přináší velice malé a pozvolné uvolňování argininu. Při aplikaci HCl docházelo k 

největšímu uvolňování argininu v intervalu hydrolýzy 10 až 20 hodin. Od 40. hodiny hyd-

rolýzy má hydrolyzační křivka pro HCl mírně klesající trend. V 21. hodině hydrolýzy byl 

obsah argininu uvolněného 20 a 40% kyselinou mléčnou 5,22 a 5,00%, pro 80% kyselinu 

čas (h) HCl MlK20 MlK40 MlK80 
21 100,00% 5,22% 5,00% 3,13% 
48 100,00% 13,96% 7,73% 4,49% 
144 100,00% 20,13% 23,70% 10,42% 
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mléčnou 3,13% hodnoty získané hydrolýzou HCl. Pro 144. hodinu hydrolýzy byl pro 20% 

kyselinu mléčnou zjištěn obsah 20,13%, pro 40% kyselinu mléčnou 23,7% a pro 80% kyse-

linu mléčnou 10,42% hodnoty získané hydrolýzou HCl. 

7.3 Diskuze 

V praktické části byla pozorována hydrolýza bílkoviny pivovarské biomasy. Byla sledová-

na závislost obsahu uvolněných aminokyselin (asparagová kyselina, threonin, serin, gluta-

mová kyselina, prolin, glycin, alanin, valin, izoleucin, leucin, fenylalanin, tyrozin, histidin, 

lyzin a arginin) na jednotlivých časech hydrolýzy (znázorněno v grafech 1-15). Lze říci, že 

u sledovaných 15 aminokyselin docházelo při hydrolýze HCl k největšímu uvolňování 

v intervalu hydrolýzy 10 až 20 hodin, kdy byl zaznamenám nejvyšší výtěžek. Atypický 

průběh počátku hydrolýzy byl zaznamenán pro histidin a tyrozin, o čemž svědčí i jejich vy-

soké hodnoty uvolňování h. Naopak k maximální uvolňování až kolem 20.hodiny hydrolý-

zy docházelo pro valin, leucin a izoleucin, což dokládají jejich nízké hodnoty uvolňování h. 

Míru degradace aminokyseliny a její ztráty vyjadřuje parametr l. Poměrně vysoká hodnota 

parametru l a z toho plynoucí ztráty při hydrolýze byly pozorovány pro threonin, serin a 

tyrozin. Citlivost těchto aminokyselin k náročným podmínkám kyselé hydrolýzy byla již 

popsaná v literatuře [33]. Netypický průběh hydrolyzační křivky v porovnání s ostatními 

aminokyselinami je prokázán pro histidin [33]. Hodnota uvolňování histidinu h je velmi 

vysoká, sestavení hydrolyzační křivky je proto poměrně problémové. Možné vysvětlení 

atypického průběhu hydrolýzy pro histidin je vysoká citlivost a sklon k racemizaci [28]. 

Kontrola správnosti regresního modelu pro HCl byla provedena srovnáním koncentrace 

aminokyselin z odhadnutých křivek s koncentrací chromatograficky stanovenou. Při srov-

nání hodnot obsahu aminokyselin vypočtených z odhadnutých hydrolyzačních křivek pro 

21. hodinu s koncentrací chromatograficky stanovenou, byla u všech aminokyselin (kromě 

leucinu) zjištěna akceptovatelná odchylka 90–110% (vyjádřená jako poměr z hydrolyzační 

křivky odhadnuté a skutečně naměřené hodnoty obsahu aminokyseliny). Pro 48. hodinu 

nebylo dosaženo požadované přesnosti pro většinu aminokyselin. Pro 144. hodinu byla u 

všech aminokyselin (kromě leucinu a tyrozinu) zjištěna akceptovatelná odchylka 90–110%. 

Z vypočítaných hodnot bylo zjištěno, že navržený regresní model značně podhodnocuje. 

Tabulka 3 obsahuje přehled korekčních faktorů pro hydrolýzu HCl a 20%, 40%, 80% kyse-

linu mléčnou. Jak již bylo uvedeno výše, nelze použít korekční faktory pro kyselinu mléč-
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nou použít pro objektivní zhodnocení výsledku. Pro HCl byl nejvyšší korekční faktor 1,04 

zjištěn pro serin a arginin, nejnižší 0,88 pro alanin a lysin. Při srovnání korekčních faktorů 

s údaji publikovanými dříve [30[31[33] vyplývá, že námi zjištěné hodnoty jsou pro většinu 

aminokyselin značně nižší.  

Byl stanoven také korekční faktor pro histidin, avšak jeho přesnost je vzhledem 

k problematickému sestavení hydrolyzačního modelu poměrně sporná. 

Vysoká hodnota korekčního faktoru pro použité koncentrace kyseliny mléčné je dána po-

vahou kyseliny, jejíž disociační konstanta je poměrně nízká. Z toho plyne její nízký účinek 

při uvolňování jednotlivých aminokyselin z proteinů. Při porovnání s kyselinou chlorovo-

díkovou, která se řadí mezi silné kyseliny, je množství uvolněných aminokyselin kyselinou 

mléčnou značně nižší a hodnoty po144.hodině hydrolýzy v některých případech nepřesahu-

jí ani 20% hodnoty uvolněné pomocí HCl. Poměrně vysoké shody s množstvím uvolněným 

pomocí HCl bylo dosaženo při hydrolýze kyselinou mléčnou pro kyselinu asparagovou, 

alanin, leucin, tyrozin, fenylalanin a histidin. Zdůvodnění vysokého procenta shody lze 

hledat v nárůstu ztrát při hydrolýze HCl v pozdějších časech hydrolýzy a v pomalém růstu 

uvolněných aminokyselin využitím kyseliny mléčné. 

 

 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 61 

 

ZÁVĚR 

V této diplomové práci bylo za pomoci HCl a 20%, 40% a 80% kyseliny mléčné provedena 

hydrolýza pivovarské biomasy. 

• pro hydrolýzu HCl bylo ve 13 hydrolyzačních časech vytvořeno 15 hydrolyzačních 

křivek pro sledované aminokyseliny (asparagová kyselina, threonin, serin, gluta-

mová kyselina, prolin, glycin, alanin, valin, izoleucin, leucin, fenylalanin, tyrozin, 

histidin, lyzin a arginin).  

• byla provedena kontrola správnosti zvoleného regresního modelu pro HCl. 

Po 21.hodinu hydrolýzy, byla akceptovatelná odchylka 90–110% zjištěna pro 

všechny aminokyseliny. V 48. hodině hydrolýzy nebylo dosaženo požadované 

přesnosti pro většinu aminokyselin. V 144 hodině hydrolýzy byla akceptovatelná 

odchylka zjištěna u všech aminokyselin kromě leucinu a tyrozinu. 

• na základě sestavených křivek byly vypočteny korekční faktoru pro 21. hodinu 

hydrolýzy a byly sledovány ztráty vzniklé během kyselé hydrolýzy. Korekční fakto-

ry pro HCl se pohybovaly v rozmezí 0,88 – 0,99, tuto hodnotu mírně přesáhl serin 

a arginin 1,04 a tyrozin 1,02.  

• byly porovnány hydrolyzační křivky pro jednotlivé aminokyseliny pro hydrolýzu 

kyselinou mléčnou a HCl. Ze zjištěných údajů plyne, že hydrolýza kyselinou mléč-

nou vykazuje po 144. hodině hydrolýzy účinnost kolem 20% ve srovnání s HCl, 

pro kyselinu asparagovou, alanin, leucin, tyrozin, fenylalanin a histidin byla shoda 

s hydrolýzou HCl vyšší. 
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