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K OTAZKE AMINOKYSELIN YO FERMENTACNYCH PODACH (T)
IDENTIFIKACIA KYSELINY y-AMINOMASLOVEJ V KUKURICNOM
VYLUHU

J. ZELINKA, M. HUDEC

Pokusné pracovisko kukuriéného vyluhu Slovenskych Skrobarni, n. p., Boleraz

Metabolizmu aminokyselin v priebehu biosyntetickych procesov u mikro-
organizmov sa v poslednom ¢éase venuje zvySens pozornost. Tyka sa to najmi
biosyntézy penicilinu [1, 5, 6, 11, 15]. PretoZs sa vo fermentaénych podach pri
biosyntéze penicilinu pouziva kukuriény vyluh ako zédkladnd surovina, §tudo-
val sa tento aj z hladiska obsahu aminokyselin. N4a§ ndzor na moznost vplyvu
povahy a obsahu gminokyselin jednotlivych vyrobnych $arzi na kvalitu kuku-
ricného vyluhu sme uverejnili v predchadzajicej praci [25]. Podla klasickej
prace BE. V. Cardinala a L. R. Hedricka [4] obsahuje kukuriény vyluh
tieto aminokyseliny: leucin, izoleucin, valin, kyselinu glutamovd, treonin,
lyzin, arginin, histidin, prolin, fenylalanin, metionin, kyselinu asparagovi,
cystin, alanin a tyrozin. M. Herold [10] udava ten isty vyskyt aminokyselin
okrem cystinu. Okrem tychto aminokyselin st podla K. Smolka [19] v kuku-
ritnom vyluhu pritomné glycin, serin, cystein a tryptofin. Podla A. J. H.
Pyleho [15] kukuriény vyluh obsahuje tieto aminokyseliny: kyselinu aspa-
ragovi, kyselinu glutamovi, glycin a) alebo serin, alanin, ornitin a) alebo
lyzin, tryptofan, prolin, valin, leucin, arginin a histidin.

Po predbeznej analyze aminokyselin v kukuri¢nom vyluhu pomocou papie-
rovej elektroforézy metédou T. H. Wielanda a E. Fischera [23], ktort
pouzili F. Schneider, E. Reinfeld a H. Miiller [18] pri analyze rastlinnych
Stiav, rozdelili sme aminokyseliny kukuriéného vyluhu do 5 skupin: kyselina
asparagova, kyselina glutamova, neutrdlne aminokyseliny, kyselina y-amino-
maslova a zasadité aminokyseliny. T istd metodiku pouzivaji T. Tursky
a E. Bielik [22] a T. Tursky [21]. L. J. Reed [16] identifikoval kyselinu
y-aminomaslovi v kvasniénom extrakte Difco, C. E. Dent [7] v krvi, modi
a v zemiakovom extrakte. V mozgu dokazali pritomnost kyseliny y-amino-
maslovej J. Awapara a spolupracovnici [2], E. Roberts a S. Frankel [17],
W. J. Wingo a J. Awapara [24]. V baktériach ju zistili E. F. Gale [8], V. A.
Najjar a J. Fisher [14].

Predmetom tejto prace je dékaz kyseliny y-aminomaslovej v kukuriénom
vyluhu.

Metodicka cast

Elektroforéza na papiert

Pouzila sa metdda zostupnej elektroforézy podla O. MikeSa [13]. Pracovalo sa so
svorkovym napétim 1280 V. PouZil sa papier Whatman 1. Vzorka sa pri dékaze nanéSala
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v mnozstve 0,01 ml roztoku 5 g suSiny kukuriéného vyluhu doplneného destilovanou
vodou do 50 ml; pri kvantitativnej analyze sa nanésalo 0,01 ml roztoku 2,5 g susiny
kukuri¢ného vyluhu doplneného destilovanou vodou do 50 ml ako &iara dlha 1,5 cm
kolmé na smer zostupu, vzdialend 16,5 cm od dolného okraja papiera. Rozstupy medzi
nanesenymi &iarami boli 3,5 em. Papier sa postriekal tlmivym roztokom o pH 3,75,
ktory sa pripravil nasledujiacim spdsobom: zékladry roztok o zloZeni 20 ml pyridinu +
+ 60 ml Jadovej kyseliny octovej -+ 1420 ml destilovanej vody sa zriedil destilovanou
vodou v pomere 1 : 9 [20]. Doba trvania elektroforézy: a) pri dékaze 100 min., b) pri
kvantitativnej analyze 120 min. Po skonéeni elektroforézy sa papier vysusil pri 80 °C.

Jednorozmernd zostupnd papierova chromatografia

Pouiil sa systém rozpustadiel podla O. Mikesa [13]: 13 ml ladovej kyseliny octovej
a 43,5 ml destilovanej vody sa doplnilo butanolom do 200 ml, zmes sa roztrepala a roz-
delila. Chromatografia prebiehala v sklenych vaniach zostupne za trojndsobného vyvija-
nia. Na dno vane sa v Petriho miskach umiestilo rozpustadlo. Vzorka sa nanésala v mnoz-
stve 0,01 ml z roztoku ako pri kvantitativnej analyze s rozstupmi 3 cm kolmo na smer
zostupu vo vzdialenosti 10 em od horného okraja papiera Whatman 1 o rozmeroch
16 x 46 cm. Doba jedného vyvijania trvala 16—18 hod. pri laboratérnej teplote.

Dvojrozmernd zostupnd papierovd chromatografia

Pouzili sa tieto systémy rozpustadiel: v prvom rozmere ako pri jednorozmernej chro-
matografii, v druhom rozmere fenol syteny vodou [9].

Elektrochromatografia

Elektrochromatografia sa uskutoénila kombinovanim elektroforézy na papieri a jedno-
rozmernej zostupnej papierovej chromatografie, pri¢om poradie tychto dvoch opericii
sa menilo. V pripade pouZitia elektroforézy ako prvej fazy sa vzorka nanéSala v mnoistve
0,02 ml roztoku 5 g suSiny kukuriéného vyluhu doplneného destilovanou vodou do
50 ml ako ¢iara dlha 1,5 cm kolmé na smer zostupu elektroforézy, vzdialend 16,5 cm
od dolného okraja papiera a 10 cm. od lavého okraja papiera. Elektroforéza prebiehala
za uvedenych podmienok 100 min. Po skonéeni elektroforézy sa papier vysusil pri 80 °C,
nado sa chromatografovalo tak, Ze smer zostupu rozpustadla bol kolmy na smer elektro-
forézy. Chromatografovalo sa za uvedenych podmienok. Doba jedného vyvijania bola
24—30 hod. pri laboratérnej teplote. Ak chromatografia predchadzala elektroforézu,
nanaSalo sa to isté mnozstvo vzorky ako &iara 1.5 cm dlh4, vzdialend 10 cm od horného
okraja papiera, priGom zaciatok tejto Siary bol 15 ecm od Iavého okraja. Ostatné pod-
mienky boli nezmenené.

Detekcia

Na detekeiu sa pouZila metéda F. Bodeho [3]: 450 mg ninhydrinu, 5 ml Tadovej
kyseliny octovej a 5 ml destilovanej vody sa doplnilo do 100 ml aceténom p. a. V tomto
roztoku sa chromatogramy, elektroforegramy a elektrochromatogramy pretiahli a vy-
suSili za 15 min. pri 80 °C. Po vysuSeni sa fixovali dusiénanom mednatym, ktory sa
upravil takto: 1 ml nasyteného roztoku dusiénanu mednatého sa zmieSa s 0,02 ml kyseli-
ny dusi¢nej a doplni sa aceténom do 100 ml. V tomto roztoku sa papier pretiahol a ususil
v tme pri laboratérnej teplote za 30 min.

Priddvanie kyseliny y-aminomaslovej

Roztok kyseliny y-aminomaslovej, ktory sa pridaval do kukuriéného vyluhu a pouZival
sa ako kontrola, pripravil sa doplnenim 20 mg kyseliny y-aminomaslovej do 50 ml desti-
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lovanou vodou. Z tohto roztoku sa pri elektroforéze a jednorozmernej chromatografii
pipetovalo 0,01 ml (4 ug) a pri elektrochromatografii 0,02 ml (8 ug), ktoré sa naniesli
na filtraény papier.

Kuvantitativna analyza kyseliny y-aminomaslovej papierovou elektroforézou

Pri kvantitativnej analyze sa okrem vzoriek kukuriéného vyluhu nanasal §tandardny
roztok kyseliny y-aminomaslovej, aby sa ziskala kalibraéna krivka pre fotokolorimetric-
ké stanovenie. PouZil sa roztok 0,1 g kyseliny y-aminomaslovej doplnenej na 50 ml.
Z tohto roztoku sa nanésalo 0,002 ml (4 ug), 0,005 ml (10 xg) a 0,01 ml (20 ug). Ostatné
podmienky ostali nezmenené. Po detekeii a fix4cii sa rovnaké plochy papiera so $kvrnami
rozstrihali na uzke pruazky a eluovali v skimavkéch podla F. Bodeho [3] metanolom.
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Obr. 1. Obr. 2.

Obr. 1. Elektroforegram aminokyselin, v kukuriénom vyluhu.
a) kukuriény vyluh, b) kukuriény vyluh + kyselina y-aminomaslové, ¢) kyselina
y-aminomaslové.
1. kyselina asparagové; 2. kyselina glutamové; 3. neutrdlne aminokyseliny; 4. kyselina
y-aminomaslova; 5. zdsadité aminokyseliny.

Obr. 2. Jednorozmerny chromatogram aminokyselin v kukuriénom vyluhu.
a) kukuriény vyluh, b) kukuriény vyluh 4 kyselina y-aminomaslové, c¢) kyselina
y-aminomaslova.
1. cystin, kyselina aspardgova; 2. arginin, histidin, lyzin; 3. kyselina glutamové, glycin;
4. treonin; 5. alanin; 6. prolin; 7. kyselina y-aminomaslové; 8. valin, metionin; 9.
fenylalanin; 10. leucin, 7zoleucin.
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Vysledky

Z obr. 1 je zrejmé, Ze pridanie kyseliny y-aminomaslovej k vzorke kukuri¢-
ného vyluhu sa prejavi zvadésenim §kvrny oddelenej kyseliny y-aminomaslovej
na elektroforegrame (b). Poloha 8kvrny tplne sthlasi so $kvrnou kontroly (c).
Podla obr. 2 sthlasi poloha Skvrny kyseliny y-aminomaslovej s polohou
kontroly (b, ¢) na jednorozmernom chromatograme, na ktorom sa za pod-
mienok, ktoré sme pouzili, kyselina y-aminomaslovd dobre oddeluje. Na
elektrochromatogramoch, najmé tych, na ktorych v prvej fize prebiehala
elektroforéza (obr. 3, 6-9), je zrejmé pridanie kyseliny y-aminomaslovej. Na

e

Obr. 3. Horn4 éast elektrochromatogramu aminokyselin v kukuriénom vyluhu.
a) kukuriény vyluh, b) kukuriény vyluh + kyselina y-aminomaslova.
1. arginin, histidin; 2. lyzin; 3. cystin; 4. glyecin; 5. kyselina glutamové; 6. treonin; 7.
alanin; 8. prolin; 9. kyselina y-aminomaslova.

elektrochromatograme, ako aj na dvojrozmernom chromatograme (obr. 4,
b-10) sa pridand kontrolna kyselina y-aminomaslovd umiestila v silade s ky-
selinou y-aminomaslovou z kukuriéného vyluhu.

V tab. 1 st uvedené predbezné analyzy prevadzkovych Sarzi kukuriéného
vyluhu na obsah kyseliny y-aminomaslovej, ktory je vyjadreny v percentich
na susinu. Obsah kyseliny y-aminomaslovej v naSom kukuriénom vyluhu pre-
sahuje v priemere 2 9,, po¢itané na susinu kukuriéného vyluhu, ¢o je vyssie
nez jej obsah v kvasniénom extrakte Difco, ako udava L. J. Reed [16].

Z chromatogramov, elektroforegramu a elektrochromatogramov je dalej
zrejmé, ze sme v nafom kukuriénom vyluhu, vyrobenom na jeseni 1957, zatial
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identifikovali tieto aminokyseliny: cystin, kyselinu aspardgovi, arginin,
histidin, lyzin, kyselinu glutamovd, glycin, treonin, alanin, prolin, kyselinu
y-aminomaslovd, valin, metionin, fenylalanin, leucin a ¢zoleucin.

Zatial nie je zndme, ¢i kyselina y-aminomaslovéd vzniks u# v kukurici alebo
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Obr. 4. Dvojrozmerny chromatogram aminokyselin v kukuri¢nom vyluhu.
a) kukuriény vyluh, b) kukuriény vyluh + kyselina y-aminomaslova.

1. kyselina asparagové; 2. cystin; 3. lyzin; 4. arginin + histidin; 5. kyselina glutamové;
6. glycin; 7 treonin; 8 alanin; 9. prolin; 10 kys=lina y-aminomaslova; 11 valin -+ metio-
pin; 12. fenylalanin + leucin + 7zoleucin.

I. fenol—voda; II. butanol—kyselina octova—voda.

Tabulka 1

| . i R I
i Oznaténie veoiky S\l}l‘:;/:a Obsah kyse&r}%’ ;;1 :g::g(r)\-rl?ablm cj
| —_ _—

240957 56.2 | 2,37

260957 61,4 2.85

011057 57,0 2,40

031057 65.6 2,89

051057 58,9 2,54

141057 62,8 2,85

161057 63,2 1,91

181057 61,8 2,08

221057 65,0 2,43

241057 i 62,8 2,28
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v priebehu méadania kukurice dekarboxylaciou kyseliny glutamovej. T. H.
Mead a M. V. Stack [12] zistili v kukuriénom vyluhu g-fenyletylamin a g-p-
-hydroxyfenyletylamin (tyramin). Predpokladaji, ze latky, ktoré izolovali,
moézu vznikat bakteridlnou dekarboxylaciou prislusnych aminokyselin (fenyl-
alaninu, resp. tyrozinu) v priebehu maéacieho procesu.

Suhrn

V kukuriénom vyluhu sa identifikovala kyselina y-aminomaslova, ktord sa
dobre oddeluje elektroforézou na papieri, jednorozmernou a dvojrozmernou
papierovou chromatografiou v systémoch rozpustadiel butanol—kyselina
octova—voda a fenol—voda, ako aj elektrochromatografiou.

Podla predbeznych analyz je obsah kyseliny y-aminomaslovej v kukuriénom
vyluhu, poéitany na su$inu vyluhu, v priemere 2—2,5 Y.

V kukuriénom vyluhu vyrobenom na jeseii 1957 v zavode Slovenskych
Skrobarni, n. p., doteraz sa identifikovali tieto aminokyseliny: cystin, kyselina
asparagové, arginin, histidin, lyzin, kyselina glutamovd, glycin, treonin,
alanin, prolin, kyselina y-aminomaslové, valin, metionin, fenylalanin, leucin
a 1zoleucin.

Dakujeme doc. MUDr. T. Turskému, kendiddtovi chem. vied, prednostovi Biochemic-
kého ustavu Lekdrskej fakulty Univerzity Komenského v Bratislave, za poskytnutie Standar-
du kyseliny y-aminomaslovej a za cenné metodické pripomienky.

K BOIIPOCY AMUHOKHCJIOT B OEPMEHTAIIMOHHBIX CPEAX (I)
WIEHTHONIHMPOBAHUVE »-AMUHOMACIHAHON RICJIOTHI
B RYRYPY3HOM EHCTPAHKTE

f1. BEJITHHA, M. TVIEI]

OnniTHAS CTAHIMA IS HCCIICOBAHMS KYKYPY3HOTO ekcTpakra CI0BaIKOrO KpaxXMaslbHOTO
3aBoja, r. n., Bojepas

BriBom

B rynypysHOM excTpakTe Oniila MIEHTUPNIEPOBAHA Y-aMHHOMACIAHAS KHCIIOTA, KOTOPAast
X0powo oTielAercs a1eKkTpofopesoM Ha Oymare, 0OJHO- M JBYXMepHOil Xpomarorpadueif
B CHCTEMAX pACTBOPMTEICil OyTaHOI—YKCYCHas KHCJIOTa—BOJa M (DeHOI—BOJa a TaKMKe
11 3JIeKTpOX poMaTorpadueii.

Ha ocHoBanHmH npejBapHTCIBLHBIX AHAJIM30B COjepiKaHME Y-aMHHOMACISHOI KHCIOTHI
B KYKRYDY3HOM GKCTpaKTe 110 IIepecteTe Ha cyXHe BeIIecTBA B cpeiqHeM paBHseTcs 2—2,5 %,.

B KyRypy3HOM ekcTpakTe, IpHrOTOB:IeHHOM oceHbhio 1957 B CiroBamkoM KpaxMaibHOM
3aBo;le, OBLIIM MOKA UTO M(EHTH(HIHPOBAHLI CiIeIyIONIMe AMIHOKICIOTH: ITHCTHH, acHapard-
HOBasgl KHC:IOTA, aprHHHMH, T'HCTHIMH, JIM3HH, IVIIOTAMUHOBAs KMCJIOTA, IVIHIUH, TPEOHMH,
aJJaHNH, NPOJIMH, y-aMHHOMACIIAHAS KHMCJIOTA, BAJIMH, METHOHNH, (PCHIIAIAHHMN, JIeiIMH
U ugoJieiiluH.

Iloctynmuao B pegaknuio 9. 12. 1957 r.
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ZUR FRAGE DER AMINOSAUREN IN FERMENTATIONSBODEN (I)
IDENTIFIZIERUNG DER y-AMINOBUTTERSAURE IM MAISQUELL-
WASSER

J. ZELINKA, M. HUDEC

Versuchsarbeitsstédtte fiur Maisquellwasser der Slowakischen Stdrkefabriken, National-
unternehmen, in Boleraz

Zusammenfassung

In Maisquellwasser wurde y-Aminobuttersidure identifiziert, welche sich durch Elektro-
phorese auf Papier gut abtrennt, ferner durch ein- und zweidimensionale Papierchromato-
graphie in den Loésungsmittelsystemen Butanol—Essigsdure—Wasser und Phenol—Was-
ser, sowie auch durck Elektrochromatographie.

Nach vorléufigen Analysen betridgt der Gehalt an y-Aminobuttersdure im Maisquell-
wasser durchschnittlich 2—2,5 %, berechnet auf die Trockensubstanz des Maisquell-
wassers.

Im Maisquellwasser, welches im Herbst 1957 im Betriebe der Slowakischen Stérke-
fabriken, Nationalunternehmen hergestellt wurde, gelang bisher die Identifizierung
folgender Aminosduren: Cystin, Asparaginsdure, Arginin, Histidin, Lysin, Glutamin-
sdure, Glykokoll, Threonin, Alanin, Prolin, y-Aminobuttersiure, Valin, Methionin,
Phenylalanin, Leucin und Isoleucin.

In die Redaktion eingelangt den 9. 12. 1957
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