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(54} Substrat pro p¥ipravu elu&nich pufri

Vyndlez se tykd vodného roztoku zéklad-
niho koncentrétu pro p#fpravu eludnich
pufrd, pouZitelnych pro stanovenf volnych
aminokyselin ve fyziologickych tekutindch,
JehoZ podstata spodfvd v tom, Ze obsahuje
100,0 a% 110,0 g kyseliny citrdnové a 120,0
aZ 130 g hydroxidu lithného a popripad& vodu.
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} anélez se t¥kéd substrdtu pro pffpravu eludnich pufrd pou%itelnych pro stenovent
volnych aminokyselin ve fyziologickych tekutindch ne automstickych anslyzétorech smino-
kyselin jednokolonovym nebo dvoukolonovym postupem.

Pro kvelitnf a kventitativnf snalyzu eminokyselin klassickou metodou-sloupcové chro-
matografie se nejlast¥ji pou¥ivejl eutomatické analyzétory sminokyselin. Zxoumany vzorek
pfedstevuje sm¥s esminokyselin, které Jsou svymi vlastnostmi navzdjem podobné. Jejich
rozd¥leni na Jednotlivé sloZky je ukolem chromatografické kolony. Kolone je trubice neplni-
nd umglou pryskyficf, ionexem. Vzorek je kolonou und¥en elu¥nim pufrem, pri¥em¥ jednotlivé
aminokyseliny majf k ionexu rdznou afinitu, ¥fmi jsou ve svém postupu brzd¥ny, tekZe slo-
ky s nejumens{ afinitou k ionexu vychdzej{ z kolony nejdrive.

Posloupnost, v ni% jednotlivé sloiky sminokyseliny wychdzej{ z kolony je urdena jednak
vlestnostmi ionexu, teplotou kolony a slofenim eludnfich pufrd. Po rozd¥len{ sm¥si eminokyse-
1lin na jednotlivé slofky se provédd! jejich detekce minhydrinovym &inidlem. Ninhydrin je
¢inidlo, které selektivn vytvéi{ s sminokyselinami cherskteristické zbervenf. Proto se
pufr vytékajic{ z kolony kontinudlng sm¥Zuje s ninhydrinovym &inidlem & v konstantnich
podminkdch protihé barevné reskée. Barevny produkt se p¥i urZité vlnové délece kontinudln¥
mg¥{ ve fotometru s na zapisova¥di se zepisule ve form¥ vrchold.

Absorpce svitla Je p¥{mo Um¥rné koncentraci dané ldtky v roztoku. Stanoven{ celého spek-
tre eminokyselin na automatickém analyzdtoru eminokyselin dvoukolonovou techhikou se prové-
a1 na dlouhé kolon¥, kde se stenovi kyselé a neutrdlnf eminokyseliny a to v cyklu Na* nebo
Li*, Bazické sminokyseliny se stenov{ na st¥ednf kolonZX.

Nevyhodou tohoto dvoukolonového zpisobu stenovenf je predsviim velkd spotfebe vzorku,
del3f dobe enalyzy 8 v&t3f spot¥eba chemikdlif pro p¥fpravu elu¥nich pufri. P¥i stanovenf{
spektra sminokyselin jednokolonovou technikou se celé spektrum sminokyselin stanovi ne
Jedné kolon¥. Pro stenovenf eminokyselin v hydrolyzétu se pou¥fvéd t¥f pufrd sodnocitrensno-
vych, zatimco pro stenoveni 5 lithiocitronsnovych elu¥nfch pufrd.

Vy3e uvedené nedostatky odstranuje substrét pro p¥ipravu eludnich pufrd pro analyzdto-
ry eminokyselin, Jjeho% podstata spo¥fvd v tom, %e obsahuje 100 a% 110 g kyseliny citrdnové
a 120 8% 130 g hydroxidu lithného, pop¥fped¥ té% vodu. D4le obsshuje antioxidadni &inidlo,
nap#fklsd thiodiglykol. Déle obsshuje sméledlo, nap?fklad polyhydroxiethylenlaurylether.
Ddle obsehuje konzervadni &inidlo, nep¥iklad kyselinu kaprylovou.

Vthdy vyndlezu spodivejl v tom, %e se Ped{ jednotny eludni systém pro stanoven{ vol-
nych eminokyselin v p¥irozenych materidlech. Tento systém je jednotn§ pro typy enalyzdétord.
Dosud kaZdy enalyzétor m&l odli¥nou pifpravu elu¥nich pufri. P¥i préeci s novym elu¥nim systé-
men se dosahuje 50% uspory  snelyzoveného vzorku, cof mé velmi velky vyznem zejména ve zdre-
votnictv{, pon¥ved? umo¥nuje snalyzovat maly objem vzorku, ktery nemohl byt emalyzovén
pivodn{ metodou. Jednoduché & snadnd pfiprava substrétu eludnfho pufru, ktery miZe byt
dodévén i ve form¥ substancf. Dal¥f vyhodou je univerzdlnost p¥i pripravé Jednotlivyech pufrd.
Zavedenim Jednotného elu¥nfho systému je rovn&} zvyZena analytickd reprodukovatelnost a
p¥esnost p¥i srovnéni enalyz na obou typech snalyzdtory, i na rdznych pracoviitich.

Vyndlez bude osv¥tlen ndsledujfcimi pFfkledy

pH pufru 2,2% 0,02 2,64%0,02. 3,50%0,02 4,30%0,02.

Zéklednf koncentrdt (ml) 100 100 100 400

Koncentrace citrétu (M) 0,05 0,05 0,05 0,20
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pH pufru 2,2%0,02 2,64%0,02 3,50%0,02 4,30%,02

Koﬁcentrace Lit ) 0,15 0,15 0,15 . 0,60

- Methylcellosolve (ml)

(2-methoxyethenol ) - 45 - -
Thiodiglykol (ml) 2 - - -
Kyselina kaprylovd p.es 0,2 0,2 0,2 l 0,2

Polyhydroxyethylenleauryl-
ether (50 g rozpudténo ve

150 ml deionizovené vody (ml) 2 2 - -
HC1 konc. p. a. (cce ml) 30 25 20 60

-Kdne&ny objem (1) 1 1 1. 1

-

Pro ¥ed¥ni stenderdl a vzorkd se pouffvéd pufr s pH 2,2. PPiprava jednotlivych pufrd pod-
le vyndlezu: Thiodiglykol se p¥idévé Jjeko antioxidalni Zinidlo, aby bZhem chromatografie
nedochézelo k oxideci sirnych sminokyselin. Polyhydroxyethylenlaurylether (Brij 35) se ui{-
vé jeko sméZedlo. Kyseline kaprylovéd slou¥f Jako konzervedni prostfedek.

Pri pfiprav¥ pufrd se velmi pellivd dbd na pfesné nestavenf hodnoty pH u jednotlivych.
pufrd k ziskén{ reprodukovatelnjfch elu¥nich &asd. Kontrola pH se provede a¥ pc ustélenf
rovnovéhy, tj. po 24 hodindch, a to vidy, je-1i nutné pufry upravovat na %édané pH. Pro
kaZdou pripravenou ddvku pufru je nutné ud¥lat na enalyzédtoru kelibradni test.

ProtoZe chovéni aminokyselin p¥i eluci je citlivé na pH, je moZné podle polohy jednot--
livych vrchold na chromatogramu pufry velmi pfesn¥ nastavit. Pufr pH 2,2 pouZfivdme k Fedé-
ni vzorkd a standerdnfch roztokd, ostatnf pufry pH 2,64, 3,5 & 4,30 slou#f k eluci emino-
kyselin, K regeneraci kolony se pou¥ivé roztok 0,3 N hydroxidu lithného. PFiprava ninhydri-
nového ¥inidla ge provédi podle postupu uvedeného k jednotlivym enalyzdtorim. Je vypracovén
novy jednotny eludnf systém, tebulke 1, ktery umo¥fuje stenoven! volnych sminckyselin na
enalyzédtorech stejnym zplisobem a stejnymi eludnimi pufry.

Stenoven{ se provdd{ jednokolonovou technikou a nevy%aduje Zédnou elektronickou upravu
enalyzdtord. Pro pPiprevu elu¥nich pufrd o rizném pH & pufru pro ¥ed¥ni pH vzorkd se vy-
ufivd red3nf{ substrétu zékladnfho koncentrdtu eludnfho pufru. K pfipraié zékladntho rozto-
ku, rovn¥# tek ostetnfch elu¥nich pufrd pouZ{véme uprevencu vodu, nep¥fklad deionizovenou
-] pieQafenou. Voda nesm{ obsshovet emoniek. Nepf#fklad v deionizovené vod¥ rozpustime 105,0 g
kyseliny citrdnové a 126,0 g hydroxidu lithného. Kone¥nf objem roztoku Je 1 000 ml. Tento
koncentrdt se pak pridévd do sloZenf lithiocitronanovyeh eludnfch pufri.

Analyzétory eminokyselin nachézejf vyuzitf v biochemickych laboratoffch zdkladnfho
vyzkumu, ve vyzkumu vyZivy 1idf i zviFet, v potraviné¥ském a krmivé¥ském primysiu, ve zdra-
votnictvi juko v diagnostice d&dilnych metabolickych poruch, zejuména u d¥t{, tek ve fermacii
a v Fad& pi{buznych videckych i primyslovych obord.
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" Tadbulka 1

Pf{klad pou?iti pufrd pfi enslyzéch

Typ enalyzétoru:

-

Typ ionexu

Rozm&r kolony:

Vyike ionexu v kolon¥:
Pritok pufru

Pritok ninhydrinu

Teplota: T1

Pufr: P I
P II
P III

Progrem: Zmény pufru

Teplotni zmény:

Celkovd doba enalyzy:
Dobe regenerece:
Doba staebilizace:

Ostion LGKS 0803
0,8 x 62,0 cm
57,0 cm

70 ml.lr;'1

35 ml.h”!

38 %
60 °c

pH 2,64%0,02
pH 3,50%0,02
ph 4,30%0,02

0 a2 194 min pufr. I
(za vrchol Ala)

194 a% 301 min pufr. 11
(z8 vrchol Tyr)

301 a% 560 min pufr. III
(do Honce enslyzy)

0 a%X 156 min T

1
(za Pro)

156 a% 560 min T,
(do konce enalyzy)

560 min
20 min
120 min

Ostion LGANB
0,37 x 45,0 cm
23,5 cm

15,0 ml.h™
10,0 m1,h""!

38 %
60 °c

pH 2,64io,oz
ph 3,50=0,02
pH 4,30%0,02

0 a% 56 min pufr I
(ne vrchol Glu)

56 a% 131 min pufr. II
(za vrehol Tyr)

131 a% 272 min. pufr, III
{30 konce analfzy)

0 % 56 min T1

(na vrcholu Clu)

56 aZ 272 win T2
(do konce enalyzy)

272 min
20 min
100 min

Poznémka: U obou snslyzétord Je z

pufru.

apotfeb! pouiit predkolon k odstrenovéni emoniaku z prvého
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PREDMET VYNLALEZU-

1. Substrdt pro priprevu elu¥nfch pufrd pro snalyzétory aminokyselin na bdzi citrdtu
lithného, vyznedujfci se tim, %e obsahuje 100 a% 110 g kyseliny citronové a 120 a¥f 130 g
hydroxidu lithného a popfipadé vodu.

2. Substrét podle bodu 1, vyzna¥ujfc{ se tfm, ¥e obsshuje antioxida¥n{ ¥imidlo napii-
klad thiodiglykol.

3. Substrét podle bodu 1 nebo 2, vyznedujfci se tim, Ze obsshuje smd¥edlo, nap¥fklad
polyhydroxiethylenlaurylether. :

4. Substrét podle bodu 1 nebo 2, vyzna¥ujfci se tfm, Ze obsehuje konzerveéni &inidlo,
nep¥fklad kyselinu keprylovou.
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