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Sledoviéni pohybu volnych aminokyselin pFi citronovém kvaseni
a likvidaci odpadnich vod anaercbnim sirnym kvagenim

VLADIMIR TOLMAN, Mikrobiologické odd&leni, Biologicky tdstav, CSAV, Préha

Aminokyseliny nale#i k latkdm, jejich¥ pFitom-
nost podstatné ovliviiuje.prib&h mikrobidlnich bio-
chemickych pochodd, a to i tehdy, jsou-li pfitomny
jen v nepatrnych koncentracich. NeslouZi pouze
jako zdroje dusiku, ale funguji téZ jako biokataly-
zdtory, tj. bud viibec umoZfiuji biochemické reakce,
itebo je urditym zplsobem usmériiuji. Analytické
sledovani aminokyselin b&¥nymi metodami neni
v téchto pFipadech viibec mo#né z diivodu jejich
nizké koncentrace. PfedloZena prdce uvadi zpfisob
kvalitativniho stanoveni aminokyselin metodou pa-
pirové chromatografie po pfedchozim jejich nahro-
madéni na iontoménic¢i za soutasného odscleni. Me-
toda byla vypracovdna pro odpadni vody z vyroby
kyseliny citronové, ale-miiZe byt pouZita beze zmé-
ny i pro vody lihovarské a droZdaiské.

Z novéjsi doby je z literatury znimo nékolik
praci, zabyvajicich se obsahem volnych aminokyse-
lin v Fepnych melasich jak z kvalitativniho, tak
i kvantitativniho hladiska. Vavruch (1), Pavlas a
Melounovd (2, 3) pouZili k rozborfim klasické dvou-
rozmérné papirové chromatografie; vypracovali
také modifikaci s pouZitim elektroforézy (4, 5. 6).
Aminokyseliny po kyselé hydrolyze v odpadnich
voddch po vyrob& kyseliny citronové z Pepné me-
lasy zjiStovali Grégr, Barta a Palivec (7). Velké
mnoZstvi praci s piibuznou tématikou uvddéji ve své
monografii Macek a Hais (8).

V roce 1959 aZ 1960 byl provadén vyzkum ¢&iZtdni
odpadnich vod z vyroby kyseliy citronové v zavodé
Spolana Kazné&jov (Barta [14]). V této souvislosti
bylo nutno sledovat pohyb aminokyselin b&iem ce-
lého procesu, tj. pofinaje neprokvaienym melaso-
vym substritem pfes rizné faze citronového kvaZe-
ni a nasledujiciho zkva3ovani vzniklych odpadnich
vod aZz k vyCiSténym vodam, opoustéjicim zavod.
Tato sledovani méla za Ucel zjidtovat odbouravani
aminokyselin v pritbéhu obou kvasnych procesfi a
stanovit, zda po citronovém kvaSeni jsou ve vodich
pritomny aminokyseliny, diileZité pro pfiznivy pri-
b&h anaerobniho sirného kvaSeni, tj. cystein, orni-
thin, serin & isoleucin (Postgate [9, 10] a Gross-
man}. Kromé toho bylo nutno stanovit, nedochazi-li
jiZ béhem vzniku odpadnich vod k jejich rozkladu
a uvolitovani aminokyselin z p¥itomnych bilkovin
a plisiiového mycelu a v priibéhu sirného kva3eni
také z bakteridlniho kalu.

Kromé& analyz pivodnich, kvasicich a prokvaZe-
nych substratit byl podroben analyze i mycel z As-
pergillus niger a bakteridlni kal, odpadajici v prii-
béhu anaerobni destrukce balastfi, jenZ obsahoval
prevdZné odumielé bufiky sirnych bakiérii rodu
Desulfovibrio.

Materidl a metody

Material k rozborfim pochdzel z provozni vyroby
kyseliny citronové v zavodg 9p01ana Kaznejov
Byly odebrany tyto vzorky:

a) Citronové kvaseni:
1. Substrat pred kvaSenim
2. ProkvaSeny substrat

3. Prokva3ény substrdt — louhy po oddéleni
citratu vapenatého

663.15 : 547.466

4. Louhy po prani citrdatu vapenatéhn
5. Mycel plisné Aspergillus niger
b) Sirné kvaSeni:
6. Phvodni odpadni voda z v§roby kyseliny
citronoveé
7.—8. Substrit ad 6 po 2, 4 a 6 dnech kvaSeni
© 10. Bakteridlni kal

Vzorky pochézely z téZe vyrobni SarZe. V pri-
b2hu citronového kva%eni nedoslo k vyskytu infek-
ce, ktera by mohla mit za nésledek vznik artefakti.

Podminky kvasnych pochodii, pivod a izolace
kultur sirny:h baktérii a veikeré detaily mikrobio-
logického charakteru jsou uvedeny v praci Barty
a Hudeové (11).

Vzorky 1 aZ 4 a 6 aZ 9 bylo nutno pFfed vlastni
chromatografii zbavit p¥itomnych balasti. Proto
bylo k 6 ml filtrovaného vzorku pFidano 30 ml
96% ethanolu, po 3 hod byla odséta vyloutend sra-
Zenina a promyta 5 ml 96% ethanolu. Aminokyse-
liny, obsaZené v Cirém filtratu, byly zachyceny na
sloupci Dowsxu 50 v H-cyklu (20—50 mesh; 25.1
cm], jenZ byl pfedem preparovan podle Hirse (12].
Rychlost priitokn byla 1 kapka za 10 s. Sloupec
se zachycenymi aminokyselinami a Kkationty byl
promyt 30 ml destilované vody (do vymizeni ky-
selé reakce eludtu), nadeZ bylo nasazeno 15 ml
6% amoniakue a nakonec op&t voda. Prakticky
veSkeré aminokyseliny byly obsaZeny v prvnich
16 ml} amoniakdlniho vyluhu. Tento vyluh byl od-
pafen ve vakuu do sucha a zbytek rozpustén ve
vodé (vzorky 1 aZ 3 — 2 ml, vzorek 4 — 0,4 mi,
vzorky 6 aZ 9 — 0,5 ml vody).

Mycel {vzorek 5) byl diikladn& vypran tekouci
vodou a vysuden ve vakuovém exikatoru nad P.O0s
za laboratorni teploty. 50 mg rozdrceného mycelu
bylo zahfivdno s 3 ml 37% HCI v zatavené trubici
24 hodin na 105° obsah trubice byl odpafen ve
vakuu na vodni lazni do sucha, zbyiek rozpuitén
v 10 ml teplé vody, roztok filtrovdn odsatim a filtr
promyt 5 ml destilované vody. Filtrat byl znovu
odoafen ve vakuu do sucha a odparek rozpudtén
v 1 ml destilované vody.

Vzorek 10 — bakteridlni kal bylo nutno p¥ed hyd-
rolyzou zbavit znaéného mnoZstvi Zeleza, jeZ bylo
pfitornno hlavné ve formé& FeS. Odstfeddny kal byl
vysuSen ve vakuovém exsikatoru nad PzOs 2 g su-
Seného kalu byly t¥epany s 20 ml 50% kyseliny
octové 4 dny pri teploté 30°, pevna hmota byla od-
filtrovana, promyta vodou, ethanolem a etherem
a dosuSena opét ve vakuu nad P.0s. 50 mg vysu3e-
ného promytého kalu bylo pak hydrolyzovano i déle
zpracovano stejnym zplisobem, jak je uvedeno
v pfedchozim odstavci.

Chromatografie byla provdd&na v jednorozmér-
ném i dvourozmérném uspofddani v sestupné tpra-
vé. Prvni zkousky (pfi nichZ bylo spise zjiStovano
kvalitativni sloZeni vzork) byly provedeny dvou-
rozmérné: v I, sméru fenol : ethanol : voda [2:1:1)
v atmosféfe vodného amoniaku (vyvijeno 1X),
v II. sméru n-butanol : kyselina. octova : voda (4 :
:1:1), (vyvijeno 2x). Vlastni odkvaZeni aminoky-
selin bylo pak sledovdno za pouZiti jednorozmeérné
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techniky; kromé& obou uvedenych soustav bylo
k tomu tadelu pouZito je¥ts soustavy fenol — pufr
pH 12 podle McFarrena (13). Chromatogramy byly
zhotoveny vesmés na papife Whatman 2. Detekce
byla provadsna postfikem 0,2 % roztokem ninhyd-
rinu v acetonu a skvrny byly vyvoldny 5 minutovym
zahfatim chromatogramu na 50°.

Vysledky

Relativni koncentrace aminokyselin jsou udany
pottem kiiZki.

a) Aminokyseliny pri citronovém kvaseni
Odkvéageni aminokyselin p¥l citronovém kvaSeni je
zachyceno v tabulce 1. Bylo naneseno 10 az 40 gl
kaZdého vzorku.

b) Aminokyseliny v mycelu Aspergillus niger
V kyselém hydrolysdtu mycelu byly nalezeny tyto
aminokyseliny: kyselina asparagova, kyselina glu-
tamovd, glycin, serin, threonin, e-alanin, kyseliny
aminomdéselné (stopy), valin, methionin, leuciny,
lysin a prolin.

c) Aminokyseliny pii anaerobnim sirném kvadent
Prehled zjisténych aminokyselin podava tabulka 2.
Bylo naneseno 10 aZ 40 gl od kaZdého vzorku.

d} Aminokyseliny v bakteridInim kalu
V kyselém hydrolyzatu bakterialniho kalu byly na-

lezeny tyto aminokyseliny: kyselina asparagova,’

kyselina glutamova, glycin, serin, threonin, e-ala-
nin, prolin, valin, methionin, tyrosin, fenylalanin,
lysin, arginin a leuciny.

Diskuse

Jak je zfeimo z tabulky 1, v priib&hu citronového
kvageni se ve shodd s ofekavanim sniZujl koncen-
trace tém&i viech pivodné piitomnych aminokyse-
lin. Za danych podminek se rychle utilizuji kyse-
lina asparagova, kyselina glutamova, «¢-alanin, pro-
lin, valin, kyselina aminomaéselnd a leuciny, poma-
leji serin, threonin, glycin a arginin, Tyrosin se
téinkem plisné Aspergillus niger neodbourava.

Vysledek pokusu zaroven potvrzuje, ¥e ke konci
kvasného procesu dochdzi k ne zcela jasnym pocho-
dam, jeZ maji za nasledek druhotné zvyseni hla-
diny nékterych aminokyselin, jak je nejlépe vidét
na pfipad& lysinu (ktery se objevuje teprve v pra-
cich louzich) a kyseliny aminomaéselné. Tyto ami-
nckyseliny se mohou uvoliiovat z pfitomnych bil-
kovin pisobenim proteolytickych enzymi plisné
Aspergillus niger, popfipadé jinymi, té%ko defino-
vatelnymi hnilobnymi pochody. Pravdépodobng zce-
la odli¥nym zpisobem dochézi ke zvyieni koncen-
trace Fady aminokyselin (lysin, arginin, e-alanin

Tabulka 1
Aminokyseliny v rizngch fdzich citronového kvaleni
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Tabulka 2
Aminokyseliny pri anaerobnim sirném kvaseni
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a kyselina glutamovda) pfi spafovani mycelu horkou
vodou, aby se vylouZila vsdknutd kyselina cifronova.
V tomto ptipadé ziejm& dochazi za vys&ich teplot
k @&astené hydrolyze mycelu. Tomu nasvédéuje
i okolnost, Ze viechny uvedené aminokyseliny jsou
obsaZeny i v Uplném kyselém hydrolyzatu mycelu.

7 vysledkil uvedenych v tabulce 2 je patrno, Ze
7 aminokyselin, nejvhodnéjSich pro rist Desulfo-
pibrii, jsou v odpadni vodé pfitomny serin a leuciny.
Dile je zachyceno ubgvani aminokyselin béhem sir-
ného zkvaSovani odpadnich wod, které nevykazuje
anomalie podobné t&m, jeZ se vyskytly u kva3eni
citronového. 1 kdyZ lze i zde pfedpokladat, Ze do-
chazi k rozkladu hromadiciho se bakteridlniho kalu,
nejsou zmény tim zpiisobené tak vyrazné, jak se
ukazalo pri citronovém kvaseni a nemohou tudiZ
ovlivnit celkovy obraz. Viechny pfitomné amino-
kyseliny v priib&hu fermentace podstatné ubyvaji,
coZ potvrzuje hloubku biologické destrukce balasti
tak, jak je uvedeno v jiném ¢lanku, zabyvajicim se
touto otdzkou [Barta, Hudeovd (11)].

Souhrn

V pfedloZené praci jsou sledovdny zmény v ob-
sahu aminokyselin v priib&hu vyroby kyseliny citro-
nové zkvadovanim melasy a v prib&hu anaerobniho
zkvafovani odpadnich vod z této vyroby . sirnymi
baktériemi rodu Desulfovibrio. Bylo zjidténo, Ze
louhy po vysrdZemi citratu vapenatého, resp. vody
po jeho vypirdni obsahuji oproti prokva3enému
substratu vice lysinu a kyseliny aminomé&selné, pra-
ci louhy pak i vice kyseliny glutamové, e-alaninu
a argininu. Tyto aminokyseliny se mohou dostavat
do roztoku po rozloZeni piitomnych bilkovin mi-
kroby nebo se mohou uvoliovat 1 z hmoty mycelu
pfi jeho spafovani. Z aminokyselin, dileZitych pro
riist sirnych reducentfi rodu Desulfovibrio je v pro-
kvaSenych vodéch obsaZen serin a leuciny.

Kromé sledovani volnych aminokyselin bghem
kvasnych pochodd je podan i rozbor vazanych ami-
nokyselin v kyselych hydrolyzatech mycelu plisné
Aspergillus niger a bakterialniho sirného kalu.
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M3YYEHHWE OBIJKEHHA CBOBO-
HbBIX AMMHOKHCJIOT IIPH
JUMOHHOKHCJIOM  BPOXEHHH
N OBE3BPEXNBAHHWH CTOUHBIX
BOJ AHASPOGHDBIM BPOJKEHHMEM
BbBI3BAHHbLIM CEPOBAKTE-

PHAMH
[Ipn nosmomy XpomaTtorpadHuecKiy
METONOB H3YYyaJdHCh H3MEHCeHHT comgep-
AHW ~ AMIHOKHC/AOT  BO3HHKAIOIIMX

E [polecce [IPOH3BOICTBA  JHMOHHOI
KICJIOTH IyTeM COpAaxKHBAHHA MeJacchl
a Takme HpH 00e3BPeMUBAHHH CTO4-
HBIX BOI OTXOISIIHX H3 TaKHX yC1a-
HOBOK TYTeM IIX AaHA3POGHOTO COpamKH-

BaHlA BBEJICHHBIMH cepoBaKTepHaMH.
Pesyabrarsr  ofipaGotansl B GopMe
rabaut,

VERFOLGUNG DER BEWEGUNG DER
FREIEN AMINOSAUREN BEI DER
FERMENTATIVEN ZITRONSAUREHER-
STELLUNG UND BEI DER ABWASSER-
LIQUIDATION DURCH ANAEROBE
SCHWEFELGARUNG

Chromatographisch wurden die Ver-
dnderungen im Aminosdurengehalt bei
der Hlegstellung von Zitronsdure durch
Melassegdrung und bei deir Liguida-
tion der Abwiésser aus difeser Produk-
tion mittels anaerober Vergérung
durch Schwefelbakterien verfolgt. Die
Ergebnisse sind in zwei Tabellen zu-
sammengestellt.

Doslo do redakce 15, 11. 1960.

BEHAVIOUR OF FREE AMINO ACIDS
IN MOLASSES AT CITRIC
FERMENTATION AS WELL AS AT
ANAEROBIC SULPHURIC
FERMENTATION INTRODUCED IN
WASTE WATER

Various chromatographic methods
were applied to study the changes
taking place in the content of amino
acids in the fermenting molasses used
for manufacturing citric acid. The
behaviour of amino acids was also
studied in waste water exposed to
sulphuric fermentation by introduced
anaerobic bacteria. The results of re-
search are presented in the form of
tables.



