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VyuZitie kapildrnej izotachofordzy
kyselin vo fermentainfch roztokoch

MARTA JENDRICHOVSKA -

na stanovenie organickych
kyseliny glutrimovej

eoHuviR sago

Srihrn. Vypracovali sme nrr'tritlu stanovettia organicklch klselin a dal5ich metabolitov
vo I'ermentainl,ch roztokoch kyselinv glutiimovej. Uviidzarne vhodnd elcktrolytov6 syst6-

my a podmienky stanovenia kyseliny mliednej. jantdrovej. pyrolid6nkarboxylovej. ct-ke-

toglutrirovej. glut6movej i N-acetylglutarnfnu. Pre .iednotlive ldtky srne zistili smerodajn6
odchllky v roznrcdzi 1,3 - 3,8 %. l\{etddu odporudame pri riaden( a optimaliziicii fermen-

tainej vj'roby k1'seliny glutdmovej a v narvrhovanej modifikricii aj prc niisledn6 technolo-
gick6 oper6cie - izoldciu a purifikdciu produktov.

Kyselina glutdmov:i zauj(ma d6leZitd miesto medzi potraviniirskynri ochu-
:ovadlami, ale pouZfva sa ajv humdnnej medicine a textilnonr priemysle. Ap-
..kadnou formou blrvajii najdastejSie jej soli -sodnd, draseln6 a in6. V sridas-

:.,rsti sa vyriiba vfludne fermentadnou cestou. Izotachoforeza ako separadna
:ret6da stanovenia organickych kyselin v priebehu fermentadnfch procesov
.: r'poslednych roko'ch doraz dasteiSie vyuZ(va na riadenie a kontrolu techno-
rgick6ho proccsu [1-3].
Za optimdlnych podmienok sa 50 - 60 9/" sacharidick6ho materiiilu spotre-

-.rje na produkciu kyselin-v glutdmovej. V opadnom pripade sa zvySuje pro-
:ukcia inych metabolitov. NajdastejSie sa uvddza pritomnost kyseliny mlied-
-ej. jantdrovej, a-ketoglut6rovej, alaninu, N-acetylglutaminu, glutaminu

' k.vseliny pyrolid6nkaboxylovej [4].
Kvalitatfvnym rozborom fermentadnl,ch rclztokov vzhladom na obsah orga-

-::kfch kyselin, ako aj vyberorn vhodnej met6dy stanovenia kyseliny glut6-
-'.rvej sme sa zaoberali v naSej predchiidzajricej prdci [5].V tomto dliinku

-'. adzame met6du stanovenia organickfch kvselin a kyseliny glutdmovej izo-
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tachofor6zou sfdasne v jednej vzorke a overili sme jej aplikriciu v kontrole
fermentadnich pokusov. Met6da umoZiuje sledovat' priebeh fermentiicie
i smer a velkost' odchylky od poZadovan6ho priebehu.

ateridl a met6dy

Analyzovali sme fermentadn6 roztoky kyseliny glut6movej pripraven6 spd-
sobom opfsanim v pr6ci Simkovej a Spitdlnikovej [6]. Vzorky sme upravovati
vhodnlm riedenim 200 - 300 kr6t po filtrdcii. Experimentiilnu pr6cu sme za-

merali na vypracovanie met6dy stanovenia metabolitov na modelovych zme-
siach a ndsledne sme trito metddu aplikovali na re6lne fermentadn6 vzorky.

Podmienky stanovenia: Pracovali sme na izotachoforetickom analyzdtore
so sp6janfmi kol6nami ZKI-}Cir ds. vfroby (UR VJT Spi5sk6 Nov6 Ves).
Elektrolytov6 syst6my a podmienky separdcie uviidza tabulka 1. V5etky po-
uZit6 chemik6lie aj Standardy boli analyticky dist6. Elektrolytovi systdm II
sme kripili v UR VJT Ko5ice. Na riedenie sme pouZfvali redestilovanf vodu.

Vfsledky a diskusia

Modelov6 zmesi sme pripraviliz metabolitov, ktord sa najdastejSie vyskyto-
vali v na5ich fermentadnlich roztokoch. Bola to kyselina mliedna, jantiirovS.
c-ketoglut6rov6, pyrolid6nkarboxylov6 a N-acetylglutamfn. Zrikladnf kali-
bradnyi roztok obsahoval 0,5 gz kaZdej kyseliny na liter. Riedenim sme ziskali
kalibradnd roztoky v rozsahu koncentrdcif 0,01 a20,06 g.l-r. Dobrri separ6cia
vSetkych zloLiek vyZaduje kysl6 pH vodiaceho elektrolytu. Z odskf5anfch
elektrolytovych syst6mov vyhovovali dva (tab. 1). Izotachoforetickyf zAznam

Standardnfch kyselfn z analytickej kol6ny je na obriizku 1. Zdvislosti vf5k.t
vlny od koncentrdcie boli pri vSetkfch kyseliniich linedrne. Parametre kali-
bradnlfch diar vypoditand zo Styroch merani metddou line6rnej regresie uvd-
dza tabulka 2. Kvalitativnou ifnormdciou je hodnota Rrn - pomer vySky z6nr
dandho i6nu k vySke z6ny zakondujdceho elektrolytu (tab. 3).

Vypracovanri met6du sme aplikovali na fermentadn6 vzorky. Identifik6ciu
z6n jednotlivfch kysel(n sme porovndvali so zistenymi hodnotami Rr", kvan-
tifik6ciu z kalibradnfch diar (tab. 4). V naSich fermentadnych roztokoch
z neZiadrhcich kyselin najdastejSie vyskytovala kyselina mliedna a N-acet
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Tabul'ka l. Elektrolytov6 syst6mv a podmienky separ6cie
Table l Electrolyte systems and separation conditions

Elektrolyt'
Elektrolytovi syst6m2

II

,rdiacir Vodiaci i6nr
c [mol.l-r]
protii6n:i
c [mol.l-']
aditfvum6
c[%1
pH

ct-
10-l

0-alaninttt
1,5.1tr2
PVP
0.1

3. l0

cl-
1(l2
e-aminokaproniitlr
2,2.70-t(l
MHEC
0,1
4.25

: rkondujrici? Zakondujrici i6nH

c [mol.l-']
protii6ns
pH

Acetdtrl
5.1(r3
TRIS
1_?

Kapron6tl3
5.1r3
HISTIDiN'{
4-5

I'[rA]
I, [sA]
p [mm.s-r]
diivkovaniee [pl]

200
40

I

30

200
40
I

30

TA

r. i:..:: sa najdastejSie vyskyto-
tLr s\!:lina mliedna. jantiirovd,
ace:r .rlutam h. Zikladnf kali-
t'n= irte r. Riedenim sme ziskali
I .z '.rt6 g.l-1. Dobril separ6cia
h.. :.;iitroly'tu. Z odskri5anfch
r- I lzt'rtachoforetickf zAznam
nr. -.::;zku 1. Ziivislosti vfSky
rno;.i lrnedrne. Parametre kali-
tr€ri.].r)u linedrnej regresie uvii-
r\:. --:: R." - pomer vysky z6ny
trr...,,:u (tab. 3).
rr.:.i.:cn€ r'zorky. Identifikdciu
!!:;:\ni hodnotami Rr", kvan-
ir :::mentadnfch roztokoch sa

kr.-irna mliedna a N-acetylglu-

I . I. - hnacie prridy v predseparadnej a analytickej kapil6re;
Driving currents in preseparatory and analytical capillaries.

: - posun papiera; Chart speed.
PVP - polyvinylpyrolid6n; Polyvinylpyrolidone.
\IHEC - metylhydroxyetylcelul6za; Methyl hydroxyethyl cellulose.
TRIS - tris-hydroxymetylaminometdn; tris hydroxymethyl aminomethane.
Electrolyte; rElectrolyte system; rleading; rl-eading ion; sCounterion; 6Additive; TTerminating;

'Terminating ion; eDose; r"ftAlanine; llAcetatei rre-Aminocapronate; rrcapronate; r{Histidine.

iamfn. Cas analfzy v I. elektrolytovom systdme je 32 min. V II. elektrolyto-
vom systdme sa nedokonale deli kyselina pyrolid6nkarboxylov6 od mliednej
{tab. 3). Vo fermentadnych roztokoch sa vSak vyskytovala zriedka av nevyz-
namnom mnozstve. Vfhodou tohto systemu je komerdnd dostupnost a das ana-
l('zy je krat5i -24 min. Separdciu kyselin v reiilnej fermentadnej vzorke vidiet'
na obr6,zku2.

Relativne smerodajnd odchylky pre jednotlivd kyseliny sa dali v obidvoch
elektrolytovich syst6moch porovnat'. Vfsledn6 hodnoty vypodftand z piatich
meranf boli v rozsahu 1,3 aL 3,8 o/" 

.

Pri hladani optimr4lnych parametrov (vhodnyi substr6t, zloLenie fermentad-
nej p6dy, pH a pod.) v z6vislosti od produkcie, m6 z technologick6ho hfadis-
ka Sir5ia inform6cia o prftomnich metabolitoch velkf vyznam. UmoZfiuje cie-
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lene zasahovat' do fermentadndho procesu v zmysle potladenia metabolicklich
dr6h v prospech produkcie kyseliny glutiimovej.

Obr. L lzotachoforeogram Standardn!'ch kysel(n. Elektrolytovli systim I.. koncentrdcia
0,02g.1-'.Kyseliny:l:a-ketoglutiirov6;2,6:nedistoty; 3:pyroliddnkarboxylov6;

4: mliedna; 5: N-acetylglutamin;'l: jantdrov.6;8: glutamovii; V: Cl-:Z: kaprdnov{.
Fig. 1. Isotachophoreogram of standard acids. Electrolyte system I, concentration 0.02 g l-r.

Acids:1-c-ketoglutaric,2,6-impurities,3-pyrolidoncarboxylic,4-lactic,
5 - N-acetylglutamine, 7 - succinic, 8 - glutamic, V - Cl-, Z - caproic.

Izotachofor6,za je vhodnou analytickou met6dou aj pre n6slednd technolo-
gickd operiicie, ako je izolilcia a purifikdcia. Spravidla sa pri nich sleduje iba

obsah kyseliny glut6movej. Na tieto analyzy je vfhodn€ pouZit pri pr6ci s izo-

tachoforetickfm analyzdtorom so spdjanymi kol6nami iba predseparadnf ko-
l6nu, pretoZe presnost' stanovenia je dostatodn6 a das analyzy je iba 15 min.
V rozsahu koncentrdcie0,l aL 0,3 g.l-rsme zistili linedrnu zilvislost (y : 1,9

+ 155 x) s relativnou chybou stanovenia 2,20 "/". Prakticky sa tento sp6sob

stanovenia pouZil v elu6toch pri vfvoji izoladnfch postupov na zfskanie kyse-

liny glutrimovej a jej soli [7].
Met6da v tejto riprave je vhodnii aj na stanovenie substancif - solf kyseliny

glutSmovej - napr. do normy.
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'. >,; notladenia metabolickVch

._- 1: . . .,,.tcm I.. koncentriicia'fr -r = :r rolidonkarboxylovii;
::::- .:. \ : Cl-; Z: kapronovit.
:i::=: I. concentration 0.02 g l-t.

:.*,.:, -_ :. rboxvlic, 4 - lactic,
r '. - C;-. Z-caproic.

L:u "t pre ndslednd technolo-
?\rrl3 sa pri nich sleduje iba
lilcne pouZit pri pr6ci s izo-
fn.r:l iba predseparadnf ko-
a ;'s anali'zy je iba 15 min.

h lrn;irnu ziivislost' (y : 1,9
., P:akticky sa tento sp6sob
h F..srupov na zfskanie kyse-

:are sub,stanci( - solf kyseliny

Tabul'ka 2. Paranrctlc kaliblatnfch i'iar l
Table 2. Paramctcrs ol calibrarion curvcs \

:a*ir.r
:ri*lrr

\1r'ran6 v analytickej kol6ne; Measured on analytical column.
.: - posunutic - shift [mm]. b - smernica - slope [mnr/g.l-r].
- - koreladnyi koeficient - correlation coefficient.
\cid; :Parametcr; sElectrolyte system; rLactic; 5Succinic; t'Pyrolidoncarboxylic; 7a-Ketoglutaric;

Glutamicl eN-Acctylglutamine.

Tabulka 3. Hodnoty R.n v elektrolytov!'ch syst6moch I a II
Table 3. The R.r, values in electrolyte systems I and II

.{cid; rElectrolyte system I; sElectrolyte system lI; rLactic; ssuccinicl 6Pyrolidoncarboxylic;
-a-Ketoglutaric; sGlutamic; sGlutamic; eN-Acetylglutamine.
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Kvsclinal Paranrctcr
Elcktrolytovy' svstemr

II
- :cenal

,l tiirov:i5

: ' rolid<inkar-
:, rrvlovii('

:- k etoglutiirovii?

:. utdmoviis

\ -acetylglutamin')

u

b

1t

b

r
(
b

r

b

r
Q

b

r
u

b

r

{).lJ
Illtt0
0.9977
l.ll
133.{

0.9993
0.37
l3l3
0.998tt
0.70
l24l
0.997-5

0.15
I 134

0.9982
{.53

93{i

0.9936

t.l r

I 370

0.9953
0. 1?

1237

0.999,1

-o.t*
1063

0.9980
0,17
980

0.9982

-{.60
722

0.9985

Kyselnal
Rr"

elektrolytovy systdm I: elektrolytovli syst6m III
inliednal
r antdrov6s
pl rolid6nkarboxylov56
n-ketoglutiiroviiT
slutiimov6s
.\ -acetylglutamine

0.46
0.68
0.33
o.2l
0,95
0.53

0.36
0.42
0,38
0,23
0,68
0.58



Fermen-
tiicial

LAS-

lhl
KM

[g.l-']
a-KG

le.r'l
N-AcGln

le.l-'l
PKX

Ig.l-']
KJ

[e.r']
Glu

Ig.l-']
I 20

30

40
4-5

1.47

1,84

1.50
2.52

0.66
I,50
t,;74
2,81

2.08
1.76
5.62
5q5

o-:8
1.13

3.84
8.80

10.82

I l.{i7

2 30
40
45

50

3.31

-s,ll
5.50

-s.35

))
.80
.72

,61

0.82
1,95

3.60
3.90

3.82
4.86
5,89
6.78

3 20
30

40
48

5R?

5.46
6.45
4.69

2.65
2.51
7.38
9.42

.*t
0.-52

4 20
30
40

45

1,45
)a)

zlr:
2.51

3.25

0.86
2.05
) 7,')

3.07

Tabul'ka 4. Organickd kyseliny vo fermentainfch roztokoch
Table 4. Organic acids in fermentation solutions

Kyseliny - Acids: KM - mliedna; Lactic. a-KG - n-ketoglutiirovii; a-Ketoglutaric. N-AcGln -
N-acetylglutamfn; N-Acetylglutamine. PKX - pyrolid6nkarboxylovd; Pyrolidoncarboxylic. KJ -
jantiirovii; Succinic. Glu - glutdmov6; Glutamic.
rFermentation; zTime.

Izotachoforetickou analyzou v oblasti vy5Sfch hodndt pH vodiaceho elek-
trolytu moZno stanovit aj dal5ie aminokyseliny, ak by sa vo frementadnych
roztokoch vyskytovali vo vyznamnom mnoZstve [8].

Jednoduchd fprava vzorky, rlichlost' analyzy a schopnost stanovovat aj ka-
ti6ny d6va tejto separadnej met6de 5irok6 moZnosti uplatnenia v kontrole fer-
mentadnych techno16gii.
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:t,\
:

KJ

le.l-'l
Glu

le.l-'l

:.

3.84

8.81)

10.82

I l,tt7

r 0.82
I

1.95

3,60
r 3.90

3.82
4.86
5,89
6,78

0.4-5

0.-s2

0.86
2.05
)7)
3.0'7

fl[r'l-
l.\litl-]
I '',r"_.

t\

-'-Ketoglutaric. N-AcGln -
Pr rolidoncarboxylic. KJ -

2t, t Imin]

Obr. 2. Izotachoforeogram vzorky z fermentdcie. Elektrolytovf systdm II., riedenie:
I ml v 250 ml. Kyseliny: I : a-ketoglutdrovii, 2 : mliedna; 3 : N-acetylglutamin;

glutamovd; N : nedistoty zelektrolytov; V : Cl-; Z : kapr6nov6; t : ias; R : odpor
Fig. 2. Isotachophoreogram of a fermentation sample. Electrolyte system II. Dilution:
1ml in250ntl.Acids: 1-a-kctoglutaric,2-lactic,3-N-acetylglutamine,4-glutamic,

N-impuritiesfromtheelectrolytcs,V-Cl-,Z,-caproic;1-timc,R-resisrance.
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llcnoJrrcosatrne Ka[[nnrpuoro nroraxoQopeSa Anr onpeqenexilt opran[qecKrx KrcJror
r Qepuenrarxrnbrx pacrBopax rnyraMrrf,oBoft xncaotrr

Pegroue

Arroprr paspa6oraru MeroA orrpeAeJrenrra opraHrrrrecKr,o( Kt4cJIor r AaJrbrrurx ueta6o-
Jrr4roB B QeprvrenrawrBHbrx pacrBopax r.llyraMrxosoli xr{crorrr. flpraogar noAxoAsrqre
gJreKTpoJrr4TrttrecKr4e crcreMbr z ycJloBr4a orrpeAeJrenra uo.novuotZ, axrapxorZ, m4poJrr{Aon-

rap6oxcrrrsnolZ ansQa-xerorJryrapoBori, r.nyra*runogorl ruc.nor u N-aqeumuryraMrrua.
,{.na orge.nrubD( Beu{ecra aBTopbr norytlrllltr crarrgaprHoe orKJraHenr4e e 4zanasone c 1,3

no 3,8 %. Astoprr peKoMelrrryrcT gTor MeroA Ans KoHTpoJrfl il orrlwMalnrsr,rpoaar*ra Qep-
MeHTarr4Btroro uporr3BogcrBa rJryraMrnogori rrrcrorbr rr B npeAJlararoqelZ rvroxlrQunatryfl
tr AJrs rexHoJronFrecKtD( oneparp,ri nsoJrtr\vrvr tr o'rt crKr4 npoAyKToB.

Utilization of capillary isotachophoresis for the determination of organic acids in fermentation
solutions of glutamic acid

Summary

A method has been worked out for the determination of organic acids and other metabolites in
fermentation solutions of glutamic acid. Electrolyte systems and conditions suitable for the deter-
mination of lactic, succinic, pyrolidoncarboxylic, o-ketoglutaric, glutamic acids and of N-acetyl-
glutamine are given. For the particular compounds, standard deviations ranging between 1.3 and

3.8 % were determined. The method is recommended for directing and optimalization of fermen-
tation production of glutamic acid and, in the suggested modification, also for the subsequent

technological operations of isolation and purification of the products.
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