Bulletin PV (Bratislava) Roc¢. 28(8). 1989, ¢. 4, s. 367 - 374

Vyuzitie kapilarnej izotachoforézy na stanovenie organickych
kyselin vo fermenta¢nych roztokoch kyseliny glutimove;j

MARTA JENDRICHOVSKA - BOHUMIR SABO

Suhrn. Vypracovali sme metodu stanovenia organickych kyselin a dalSich metabolitov
vo fermenta¢nych roztokoch kyseliny glutamovej. Uvadzame vhodné elektrolytové systé-
my a podmienky stanovenia kyseliny mlie¢nej, jantarovej. pyrolidonkarboxylovej, a-ke-
toglutdrovej, glutdmovej i N-acetylglutaminu. Pre jednotlivé latky sme zistili smerodajné
odchylky v rozmedzi 1,3 — 3,8 %. Metédu odporicame pri riadeni a optimalizacii fermen-
ta¢nej vyroby kyseliny glutdmovej a v navrhovanej modifikdcii aj pre nasledné technolo-
gické operacie — izolaciu a purifikdciu produktov.

Kyselina glutdmova zaujima dolezité miesto medzi potravinarskymi ochu-
covadlami, ale pouZiva sa aj v humannej medicine a textilnom priemysle. Ap-
likac¢nou formou byvaji najc¢astejsie jej soli — sodna, draselna a iné. V stucas-
nosti sa vyraba vyluc¢ne fermenta¢nou cestou. Izotachoforéza ako separacna
metdda stanovenia organickych kyselin v priebehu fermentacnych procesov
<z v poslednych rokoch ¢oraz Castejsie vyuziva na riadenie a kontrolu techno-
‘ogického procesu [1-3].

Za optimalnych podmienok sa 50 — 60 % sacharidického materilu spotre-
~uje na produkciu kyseliny glutdmovej. V opacnom pripade sa zvySuje pro-
dukcia inych metabolitov. NajcastejSie sa uvadza pritomnost kyseliny mlie¢-
ne), jantarovej, o-ketoglutdrovej, alaninu, N-acetylglutaminu, glutaminu
= kyseliny pyrolidénkaboxylovej [4].

Kvalitativnym rozborom fermentac¢nych roztokov vzhladom na obsah orga-
nickych kyselin, ako aj vyberom vhodnej metédy stanovenia kyseliny gluté-
movej sme sa zaoberali v nasej predchadzajicej préci [5]. V tomto ¢ldnku
svadzame metédu stanovenia organickych kyselin a kyseliny glutdmovej izo-
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tachoforézou stucasne v jednej vzorke a overili sme jej aplikdciu v kontrole
fermenta¢nych pokusov. Metdda umoznuje sledovat priebeh fermentacie
i smer a velkost odchylky od pozadovaného priebehu.

Material a metody

Analyzovali sme fermentacné roztoky kyseliny glutdmovej pripravené spo-
sobom opisanym v préci Simkovej a Spitalnikovej [6]. Vzorky sme upravovali
vhodnym riedenim 200 — 300 kréat po filtracii. Experimentdlnu pracu sme za-
merali na vypracovanie metédy stanovenia metabolitov na modelovych zme- ¢
siach a nasledne sme tito metddu aplikovali na redlne fermentacné vzorky.

Podmienky stanovenia: Pracovali sme na izotachoforetickom analyzatore
so spajanymi kolénami ZKI-001 ¢s. vyroby (UR VIT Spisska Nova Ves).
Elektrolytové systémy a podmienky separacie uvadza tabulka 1. VSetky po-
uzité chemikalie aj Standardy boli analyticky cisté. Elektrolytovy systém II
sme kupili v UR VJT Kogice. Na riedenie sme pouzivali redestilovani vodu.

Vysledky a diskusia

Modelové zmesi sme pripravili z metabolitov, ktoré sa najcastejsie vyskyto-
vali v naich fermenta¢nych roztokoch. Bola to kyselina mlie¢na, jantarova,
a-ketoglutarova, pyrolidonkarboxylova a N-acetylglutamin. Zakladny kali-
braény roztok obsahoval 0,5 g z kazdej kyseliny na liter. Riedenim sme ziskali |
kalibra¢né roztoky v rozsahu koncentracii 0,01 az 0,06 g.I"!. Dobra separacia
vietkych zloziek vyzaduje kyslé pH vodiaceho elektrolytu. Z odskisanych
elektrolytovych systémov vyhovovali dva (tab. 1). Izotachoforeticky zdznam
Standardnych kyselin z analytickej kolony je na obrazku 1. Zavislosti vysky
vlny od koncentracie boli pri vSetkych kyselinach linedarne. Parametre kali-
bra¢nych ¢iar vypocitané zo Styroch merani metédou linearnej regresie uva-
dza tabulka 2. Kvalitativnou ifnormdciou je hodnota R, — pomer vysky zény |
daného i6nu k vyske zoény zakoncujiceho elektrolytu (tab. 3).

Vypracovanu metédu sme aplikovali na fermentac¢né vzorky. Identifikéciu
z6n jednotlivych kyselin sme porovndvali so zistenymi hodnotami Rg,,, kvan-
tifikaciu z kalibra¢nych ¢iar (tab. 4). V naSich fermenta¢nych roztokoch sa
z neziaducich kyselin najcastejSie vyskytovala kyselina mlie¢na a N-acetylglu-
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Tabulka 1. Elektrolytové systémy a podmienky separacie
Table 1. Electrolyte systems and separation conditions

Elektrolytovy systém?
Elektrolyt!
I 11
vodiaci? Vodiaci ién* Cr Cr
¢ [mol.I"'] 102 102
protiién’ B-alanin! e-aminokapronat'?
¢ [mol.I"] 1,5.1072 221000
aditivum® PVP MHEC
¢ [%] 0.1 0,1
pH 3,10 425
zakonéujuci’ Zakonc¢ujuci i6n® Acetat!! Kapronat!?
¢ [mol.17] 5.10° 5:107
protiién® TRIS HISTIDIN
pH 42 45
‘ I, [uA] 200 200
L, [uA] 40 40
p [mm.s] 1 1
davkovanie® [ul] 30 30

[ . I, - hnacie prudy v predseparacnej a analytickej kapilare;
" Driving currents in preseparatory and analytical capillaries.
» — posun papiera; Chart speed.
PVP - polyvinylpyrolidon; Polyvinylpyrolidone.
MHEC - metylhydroxyetylceluléza; Methyl hydroxyethyl cellulose.
TRIS - tris-hydroxymetylaminometan; tris hydroxymethyl aminomethane.
Electrolyte; 2Electrolyte system; *Leading; *Leading ion; *Counterion; *Additive; "Terminating;
‘Terminating ion; “Dose; '"B-Alanine; ''Acetate; >e-Aminocapronate; *Capronate; “Histidine.

tamin. Cas analyzy v I. elektrolytovom systéme je 32 min. V II. elektrolyto-
vom systéme sa nedokonale deli kyselina pyrolidonkarboxylova od mlie¢nej
(tab. 3). Vo fermenta¢nych roztokoch sa vSak vyskytovala zriedka a v nevyz-
namnom mnozstve. Vyhodou tohto systému je komeréna dostupnost a ¢as ana-
lyzy je krat$i — 24 min. Separdciu kyselin v redlnej fermentacnej vzorke vidiet
na obrazku 2.

Relativne smerodajné odchylky pre jednotlivé kyseliny sa dali v obidvoch
elektrolytovych systémoch porovnat. Vysledné hodnoty vypocitané z piatich
merani boli v rozsahu 1,3 az 3,8 %.

Pri hladani optimédlnych parametrov (vhodny substrat, zloZzenie fermentac-
nej pody, pH a pod.) v zdvislosti od produkcie, ma z technologického hladis-
ka $ir$ia informécia o pritomnych metabolitoch velky vyznam. Umoziiuje cie-
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lene zasahovat do fermentacného procesu v zmysle potlacenia metabolickych
drah v prospech produkcie kyseliny glutamovej.

Obr. 1. Izotachoforeogram Standardnych kyselin. Elektrolytovy systém 1., koncentracia
0,02 g.I"'. Kyseliny: 1 = a-ketoglutdrova; 2,6 = neistoty; 3 = pyrolidénkarboxylova;

4 = mliecna; 5 = N-acetylglutamin; 7 = jantdrovd; 8 = glutamova; V = CI; Z = kaprénova.
Fig. 1. Isotachophoreogram of standard acids. Electrolyte system I, concentration 0.02 g I'%.
Acids: 1 - a-ketoglutaric, 2,6 — impurities, 3 — pyrolidoncarboxylic, 4 — lactic,

5 — N-acetylglutamine, 7 — succinic, 8 - glutamic, V - Cl-, Z - caproic.

Izotachoforéza je vhodnou analytickou metédou aj pre nasledné technolo-
gické operacie, ako je izolacia a purifikdcia. Spravidla sa pri nich sleduje iba
obsah kyseliny glutdmovej. Na tieto analyzy je vyhodné pouzit pri praci s izo-
tachoforetickym analyzatorom so spdjanymi kolénami iba predseparacni ko-
16nu, pretoze presnost stanovenia je dostatocnd a Cas analyzy je iba 15 min.
V rozsahu koncentracie 0,1 az 0,3 g.I"! sme zistili linedrnu zavislost (y = 1,9
+ 155 x) s relativnou chybou stanovenia 2,20 %. Prakticky sa tento sposob
stanovenia pouzil v eludtoch pri vyvoji izolaénych postupov na ziskanie kyse-
liny glutamovej a jej soli [7].

Metd6da v tejto uprave je vhodnd aj na stanovenie substancii — soli kyseliny
glutdimovej — napr. do normy.
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Tabulka 2. Parametre kalibracnych ¢iary = a + by
Table 2. Parameters of calibration curves y = « + bx

Elektrolytovy systém?
Kyselina! Parameter®
I I
nliecna? a —0.14 2.21
b 1880 1370
g 0.9977 0.9953
antdrova® a 1.11 0.12
b 1334 1237
r 0.9993 0.9994
ovrolidénkar- a 0,37 -
coxvlova® b 1313 -
r 0.9988 -
z-ketoglutarova’ a 0,70 .78
b 1241 1063
r 0.9975 0,9980
zlutdmova® a 0.15 0,47
b 1134 980
r 0,9982 0,9982
V-acetylglutamin’ a -0.53 -0,60
b 938 722
¥ 0.9936 0,9985

Merané v analytickej

koléne; Measured on analytical column.

2 — posunutie — shift [mm], b — smernica - slope [mm/g.I"'].
- - korela¢ny koeficient — correlation coefficient.

Acid; *Parameter; *Electrolyte system; ‘Lactic; *Succinic; *Pyrolidoncarboxylic; "e-Ketoglutaric

‘Glutamic; *N-Acetylglutamine.

Tabulka 3. Hodnoty Ry, v elektrolytovych systémoch I a II
Table 3. The Ry, values in electrolyte systems I and II

s

Ry
Kyselna!
elektrolytovy systém I? elektrolytovy systém II*
mlie¢na* 0.46 0,36
jantarova’® 0.68 0,42
pyrolidénkarboxylova® 033 0,38
a-ketoglutarova’ 0,21 0,23
glutamova® 0,95 0,68
N-acetylglutamin’ 0,53 0,58

Acid; *Electrolyte system I; *Electrolyte system II; *Lactic; *Succinic; *Pyrolidoncarboxylic;
“u-Ketoglutaric; *Glutamic; *Glutamic; *N-Acetylglutamine.
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Tabulka 4. Organické kyseliny vo fermenta¢nych roztokoch
Table 4. Organic acids in fermentation solutions

Fermen- Cas? KM a-KG N-AcGln PKX KJ Glu
tdcia' [h] [g.1] [e.1"] [g.1"'] [e.17'] [e.1'] [g.1"']
1 20 1,47 0,66 2,08 - - 3.84
30 1,84 1,50 4,76 - - 8,80
40 1,50 1.74 5.62 0.58 - 10,82
45 2,52 2,81 5.95 113 = 11,87
2 30 3,31 1,22 - - 0.82 3.82
40 511 1,80 - - 1,95 4.86
45 5,50 1,72 - - 3,60 5,89
50 5.35 1.61 - - 3,90 6,78
3 20 15.83 - 2,65 - - -
30 15,46 - 2.51 - - -
40 16,45 - 7,38 - - 0,45
48 14,69 - 9.42 - - 0,52
4 20 - - - - - 0.86
30 - - 2,03 - - 2,05
40 1,45 - 2.51 - - 2,32
45 2.42 - 3,25 - - 3,07

Kyseliny — Acids: KM - mlie¢na; Lactic. a-KG - «-ketoglutarova; a-Ketoglutaric. N-AcGln -
N-acetylglutamin; N-Acetylglutamine. PKX - pyrolidénkarboxylova; Pyrolidoncarboxylic. KJ -
jantarova; Succinic. Glu — glutdamova; Glutamic.

Fermentation; *Time.

vz

Izotachoforetickou analyzou v oblasti vy$$ich hodndt pH vodiaceho elek-
trolytu mozno stanovit aj dalSie aminokyseliny, ak by sa vo frementa¢nych
roztokoch vyskytovali vo vyznamnom mnozstve [8].

Jednoducha uprava vzorky, rychlost analyzy a schopnost stanovovat aj ka-
tiony ddva tejto separac¢nej metdde Siroké moznosti uplatnenia v kontrole fer-
mentacnych technoldgii.




24 t[min] 23

Obr. 2. Izotachoforeogram vzorky z fermentécie. Elektrolytovy systém II., riedenie:
I ml v 250 ml. Kyseliny: 1 = o-ketoglutdrova, 2 = mlie¢na; 3 = N-acetylglutamin;
- = glutamova; N = necistoty z elektrolytov; V = CI-; Z = kaprénovd; t = ¢as; R = odpor.
Fig. 2. Isotachophoreogram of a fermentation sample. Electrolyte system II. Dilution:
I mlin 250 ml. Acids: 1 - a-ketoglutaric, 2 — lactic, 3 — N-acetylglutamine, 4 — glutamic,
N — impurities from the electrolytes, V — Cl-, Z - caproic; ¢ - time, R - resistance.
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Vicnoap30BanKe KANMWUISAPHOTO H30Taxogopesa s onpeeeHNs OPraHndecKux KHCIOT
B ()epMEHTATHBHBIX PACTBOPAX INIyTAMHHOBOMH KHCAOTHI

Peszowme

ABTOpHBI paspaboTany MeTOJ OIpeeseHs OPTaHNMHeCKMX KUCTIOT U NaJbIInX MeTabo-
JIMTOB B (pepMEHTATMBHBIX PACcTBOPaX IIyTaMMHOBOM KMUCJIOTHI [IpMBOAAT MoAXOAsAIINe
JIEKTPOJUTUIECKIE CUCTEMBI U YCJIOBUA OIPeAeJIeHUA MOJOYHOM, AHTAPHOM, IMPOJIULOH-
KapOOKCUIIBHOM aslb(a-KeTOTJIyTapoBO, ITyTaMMHOBOM KUCJIOT M N-alleTUJIrIyTaMuHa.
715 OTHeJIBHBIX BEILECTB aBTOPBI HOJYUMIM CTaHAAPTHOE OTKIAHEeHMe B AuanasoHe ¢ 1,3
10 3,8 %. ABTOPBI PEKOMEHIYIOT STOT METOA JJIA KOHTPOJA U ONTUMAaJIM3UpPOBaHuA dep-
MEHTaTUBHOTO IPOU3BOACTBA IIIyTaMMHOBOM KVMCJIOTHI M B IIPe/JIararouiey Mo uKaLmm
M V1A TeXHOJOTMYECKUX OIepalii U30JIALMM U OUMCTKY IIPOLYKTOB.

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, u-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.




