78

Kvasny primysl

ro¢. 16/1970 — ¢islo 4

Rychlé stanoveni celkovych lipidi a uhlovodiki
v krmném drozdi, vyrobeném z uhlovodikovych substratii

Ing. MILADA SESTAKOVA, Mikrobiologické odd. VOKPS, Praha

Metody stanoyeni lipidii v kvasinkdch [8] jsou
pfevaZné Casové mérotné a uzancéniho charakteru.
Podle zptsobu hydrolyzy analyzovaného materidlu,
volby extrakCnich ¢€inidel, pop¥. jinych podminek
analyz, se ziskavaji riznd mnoZstvi lipidd rfiznéno
chemického sloZeni. Pro pfesné&jsi stanoveni lipidic-
kého podilu se vyextrahované lipidy Casto dale
frakcionuji na jednotlivé lipidické tfidy, napf. ad-
sorpéni chromatografii [1—5], [7, 9, 10]. Tyto se-
parace lipidd jsou pro svou zdlouhavost nevhodné
pro sériova stanoveni.

V téte préci je popsdna rychld metoda stanoveni
lipidd v kvasinkdch Candida lipolytica, kultivova-
nych na uhlovodikovych substratech. P¥i tom se
celkové lipidy stanovi mirné modifikovanou meto-
dou podle Hummela [6], lipidickd frakce se rozd&li
adsorp¢ni chromatografii ma silikagelovém sloupci
a kontrolni chromatografii na tenké vrstvé silika-
gelu G. Ovéreni metody pi¥i srovnavacim déleni li-
pidickych extraktdi z riznych vzorki krmného droz-
di a modelové lipidické smési potvrzuje jeji vhod-
nost pro analyzy uhlovodikové frakce v lipidickych
extraktech z kvasinek a pouZitelnost v praxi.

NavrZeny zpiisob stanoveni
a uhlovodikii v kvasinkach

lipida

Stanoveni celkovych lipidii
Princip metody

Z kyselého hydrolyzdtu kvasni¢né hmoty se vy-
extrahuji lipidické 1latky smési organickych roz-
poustédel. V alikvotnim podilu extraktu se urc¢i ob-
sah lipidi zvdZenim zbytku po odstran&ni vody (fil-
traci pfes siran sodny) a oddestilovani organickych
rozpoustédel.

Pomiicky

100 ml varné baiika se zabrusovou zatkou
50 m] odmé&rné barika
20 ml pipeta s injekéni st¥ikatkou
sestupny kulickovy chladié
filtra¢ni tulipdnek se sintrem S;
vrouci vodni lazeii

Chemikalie

25% roztok kyseliny chlorovodikové, p. a.

chlorid uhlic¢ity, p. a.

petroléter, p. a. (b. v. 40 aZ 60 °C), bezvody

smés petroléter (b. v. 40 aZ 60 °C): éter (1:1),
nasycené vodou,

vyZihany bezvody siran sodny, p. a.

663.14 : 636.087
543.85 543.854.7

Dn redakce doslo 27. 7..1969

Postup prdce

K pfesné odvdZenému homogenizovanému vzorku
krmného droZdi (asi 2 g kvasni¢né suSiny) ve
100 ml varné batice se pipetuje 10 ml 25% HCI
a-3,0 ml vody (smyti ulp&lého vzorku v hornich
Castech baiiky). Po pfidavku 3 sklen&nych kuliek
se vzorek hydrolyzuje 10 min mirnym varem pod
zpétnym chladiCem. Batika se potom ochladi (po-
nofenim do vodni 14zné) na pokojovou teplotu. Po
ochlazeni se k hydrolyzdtu pipetuje 10 ml CCls a
hydrolyzat se vafi 10 min pod zpétnym chladidem.
Darika se opét ochladi, sejme se chladi¢ a do hydro-
lyzatu se pipetuje 70 ml petroléter-éterové smési.
Bafika se ihned uzavfe zabrouSenou zatkou a baii-
kou se silné tfepe asi 5 min. Po 1 aZ 2 h stdni se
ostfe rozdéli 2 faze, horni vrstva se vycefi. 50 ml
horni vrstvy se pipetou pfevede do 50 ml odmérné
baitky (Spi¢ka pipety musi byt asi 3 aZ 5 mm nad
délici linii f&zi). Obsah odmérné baiiky se pfefil-
truje pfes vrstvu 2 aZ 3 cm siranu sodného do zva-
Zené 100 ml varné baitky. Po filtraci se vrstva
Na,SOs a stonek tulipdnku promyje petroléterem.
Organicka rozpouS$tédla se na vodni lazni oddesti-
luji a zbytek se dosus$i pf¥i 105 °C a zvaZi. SuSeny
zbytek se vazZi v 15minutovych intervalech, aZ roz-
dil neni vétsi neZ 0,002 g.

Vipoéet

Procentovy obsah lipidi ve vzorku se vypodita
podle vzorce:
L.Vg.100

W 4 L .160
0 lipidd kvas. sus.) = =
o lipidd (v kv sus.) v, .K -

kde

V je objem piidanych rozpoustédel v ml (= 80 ml},

V; — objem odpipetovaného lipidického extraktu
v ml (= 50 ml),

L — zjiSt&nd vaha lipidd, vyjadiena v g,

K — vaha analyzovaného vzorku kvasinek (0 100%
su$.), vyjddfend v g.

Stanoveni nezmydelnitelnych latek

Princip metody

Lipidy se zmydelni alkoholickym roztokem louhu
a nezmydelnitelné latky se prevedou (extrakci za
chladu) do petroléteru. Po odstran&ni zbytku vody
filtraci pfes siran sodny a oddestilovani rozpous-
tédla se nezmydelnitelné latky zjisti zvaZenim des-
tilaéniho zbytku.
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Pomiicky

vrouci vodni 1azen

zpétny kuli¢kovy chladi¢

100 ml délici nadlevka

250 ml délici ndlevka

filtracni tulipdnek se sintrem S;
100 ml varna barika

Chemikdlie

Roztok 0,5 N hydroxidu draselného v 96% etanolu
bezvody siran sodny, p. a., Cerstvé vvZihany
petroléter, p. a. (b. v. 40—60 °C)

aceton, p. a.

Postup prdce

Ke zvadZenym celkovym lipidim ve 100 ml varné
bartice (viz stanoveni celkovych lipidii) se p¥ida
10 ml roztoku 0,5 N KOH v etanolu a po nasazeni
chladice se vzorek zmydelni jednohodinovym va-
rem na vodni 14zni. Po ochlazeni baiiky se jeji ob-
sah kvantitativnhé prevede nejmen$im mnoZstvim
vody (asi 10 ml) a petroléterem do 100 ml délici
ndlevky. Po pfidavku asi 25 ml petroléteru se né-
levkou asi 3 min t¥epe. VytFfepadvani do petroléteru
se opakuje tFikrat. Petroléterové faze se po od-
déleni vrstev postupné prevadéji do 250 ml délici
nélevky. Spojené petroléterové extrakty se zbavuji
strZenych necistot trojndsobnym tF¥epdnim se 100
aZ 150 ml destilované vody. Vy¢&istény petroléterovy
extrakt se prefiltruje pres 2 aZ 3 cm vrstvu siranu
sodného (na tulipdnku S;) do zvéZené 100 ml varné
baiiky. Petroléter se z baiiky oddestiluje na vodni
lazni a odparek se dosusi pfi 105 °C, aZ vahovy
dbytek v 15minutovych intervalech vaZeni neni vét-
8i neZ 0,002 g.

Vipoclet
% mnezmydelnitelnych latek (v kvas. sus.) =
N.Vg.100 - N.160

Vo 5T B

kde N je zjiSténa vaha nezmydelnit. latek v g,
~ K — vaha analyzovaného vzorku kvasinek
(0 100 % sus.) v g.

=

Stanoveni uhlovodikii
Princip metody

Nezmydelnitelny podil nebo smés lipidd v petrol-
éteru se nanese na start chromatografické kolony.
Petroléterem se vyeluuje uhlovodikova frakce, za-
timco polarné&jsi latky zistanou adsorbovany na si-
likagelu. Po oddestilovani petroléteru se uhlovodi-
kovy zbytek vysusi a zvazi.

Pomiicky v

Sklenénd chromatografickd kolona s kohoutem
(25.16 cm)

100 m1 varné baiika

bunicit4 vata -

dérovany kotouc filtra¢niho papiru (& = 1,5 cm)

Chemikdlie

petroléter, p. a. (b. v. 40—60 °C), bezvody

Pitriv $irokoporézni silikagel zrnéni 60 aZ 120 um,
Géastetn& dezaktivovany 15% pridavkem vody. PFi-
prava: silikagel se susi 24 h pifi 120 °C, k ziska-
nému plné aktivnimu materidlu v baiice se zatkou
se pfida 15 % destilované vody. Za ob&asného pro-
tfepavani se uzaviend baitika nechd stéat aspoii 24 h
pro dosaZeni koncentra¢ni rovnovahy silikagelu.

Pracovni postup

Priprava chromatografického sloupce: do jedné
¢ivrtiny vySky chromatografické kolony se nalije
petroléter a do ziGZené Casti sloupce nad kohoutem
se vloZi maly smotek bunicité vaty. Do 250 ml Erlen-
mayerovy baiiky se zabrouSenou zdtkou se odvéazi
15 g silikagelu a po pridavku 30 aZ 50 ml petrol-
éteru a za obCasného protfepdvani se baitka necha
stdt asi 10 min. Potom se obsah baiiky prevede do
chromatografické kolony a na horni konec silika-
gelového sloupce se umisti kotoué¢ filtraéniho pa-
piru. Sloupec se potom promyje celkem asi 20 aZ
30 ml petroléteru tak, aby nad silikagelem byla
neustéle slabé vrstva petroléteru.

Vlastni stanoveni: ZvdZeny wvzorek ne-
zmydelnitelnych latek nebo celkovych lipidd (ma-
ximdlni mnoZstvi 0,5 g) se pfevede nejmensim po-
tFebnym mnoZstvim petroléteru na start silikage-
lového sloupce (za souCasného otevieni vypustniho
kohoutu). Baiika a stény kolony se opldchnou ma-
lym mnoZstvim petroléteru. Po vsaknuti vzorku do
sloupce se pod né&j podstavi zvdZend 100 ml varné
batika a silikagel se zatne promyvat petroléterem.
Prvnich 10 ml neni zapotfebi- jimat. Po nastaveni
kohoutu na rychlost eluce 2 ml/min se do bariky
jiméa 60 ml petroléterové frakce. Po oplachnuti vy-
vodu kolony se petroléter z baiiky na vodni lazni
oddestiluje a uhlovodikovy zbytek se dosu$i pfi
105 °C a zvaZi. VéZeni se opakuje v 15minutovych
intervalech, aZ rozdil neni vétSi neZ 0,002 g.

Vipoéet
U .160

0% uhlovodiku (v kvas. sus.) = =

kde

U je zjiSténd véha uhlovodikové frakce v g,

K — vaha analyzovaného vzorku kvasinek (0 100%
suS.J v g.

Experimentalni c¢ast

Stanoveni lipidii, nezmydelnitelnych liatek a uhlo-
vodiki v krmném droZdi z uhlovodikovych sub-
strati

Uvedené metody byly pouZity pro analyzu riiz-
nych vzorkt krmného droZdi, vyrobeného Kkultiva-
cemi kvasinky Candida lipolytica na riznych frak:
cich ropy. Celkové lipidy a nezmydelnitelny podil
téchto vzorkl byly rovnéZ stanoveny dal$imi dv&ma
analytickymi postupy, jeZ se dfive pouZivaly v na-
Sich laboratofich [11, 12]. Tyto metody jsou asové
naro¢néjsi, poskytuji méné reprodukovatelné vy-
sledky a neumoZiiuji stanovit uhlovodiky. Frakce
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Tabulka 1. Obsah celkovijch lipidi a nezmydelnitelnjch ldtek (stanovené metodami podle Wilhelmové, Bibové
a Hummela) a uhlovodiki (stanovenych chromatograficky) v krmném drozdi (vyrobeném na mine-
rdlnim médiu s riznymi frakcemi ropy). Viysledky jsou priméry ze 2 stanovent

metoda podle modifikace (11) modifikovana
) Wilhelmové (11) chromatogr. podle Bibové (12) chromatogr. Hummelova metoda chromatogr.
Cislo stanovené Y stanovené | T stanovené
vzorku | celkové | nezmydel. | uhlovodiky | celkové | nezmyd. | uhlovodiky | celkové nezmydel. | uhlovodiky
lipidy podil 9% lipidy | podil % lipidy podil %
% % Bt % %
1 3,14 0,55 0,41 14,80 2.2 1,32 17,06 3,84 1,86
2 6,82 1,53 0,60 14,84 3,38 1,14 16,84 4,02 1,87
3 14,41 8,15 6,94 19,49 14,71 8.88 21,10 15,41 9,39
4 16,95 11,21 7.39 22.45 14,87 10.57 26.62 16,08 14,33

nezmydelnitelnych latek, ziskané témito metodami,
jsem pro srovndni vysledkd dale analyzovala sloup-
covou adsorpcni chromatografii. Analyzy 4 vzorkid
krmného droZdi, udélané tfemi riznymi metodami,
jsou srovnany v tabulce 1.

Z uvedenych hodnot vyplyva, Ze nezmydelnitelny
podil nemfiZe charakterizovat obsah uhlovodiki
v analyzovaném vzorku. P¥i porovnévani téchto tFi
metod stanoveni celkovych lipidi jde pouze o po-
rcvnani ucCinnosti extrakci a velikosti manipulac-
nich ztrat, nebot hydrolyza kvasinek, zmydeliiovani
a chromatografie jsou u v3ech t¥i metod shodné.
Z toho lze uzavfit, Ze extrakce v Kutcher-Steudelo-
vych extraktorech nezarucuje kvantitativni extrakty
lipidd. RovnéZ obé pfedchozi metody jsou Casové
naro¢néjsi, omezené pouze na stanoveni nezmy-
delnitelného podilu a vyznacCuji se vétSi moZnosti
manipulacnich ztrat.

Déleni modelové smési lipidi a lipidického extraktu
z krmného droZdi sloupcovou adsorpéni chromato-
grafii a na tenké vrstvé silikagelu

Materidl a metody

K eluci ze sloupce silikagelu byla pouZita tato
redestilovana rozpoust&dla:
a) petroléter (b. v. 40 aZ 60 °C)
b) petroléter s 5 % éteru
c) petroléter s 10 % éteru
d) petroléter s 25 % étera
e) petroléter s 50 % éteru
f) éter s 2 % metanolu
g) éter se 4 % kyseliny octové

Lipidické smési byly eluovdany uvedenymi roz-
pcustédly postupné za sebou. Jednotlivé frakce elu-
atl byly jimdny v mnoZstvi po 10 ml do zvdZenych
50 ml varnych banék a po oddestilovani rozpousté-
del se suSily do konstantni vdhy. Kvalitativni slo-
Zeni jednotlivych frakci se sledovalo chromatografii
na tenké vrstvé silikagelu G (E. Merck, Darmstadt,
NSR, tloustka vrstvy 0,2 mm) na sklenénych deskach
(20.10 cm). Vzestupné vyvijeni soustavou petrol-
éter (b. v. 40 aZ 60 °C):éter:kys. octova = 90:10:1
trvd 30 min. Skvrny byly detekovany 50 % H,SOs:
a zahfatim desek plamenem plynového hoFaku.
~ PouZité smési lipidd pro déleni na sloupci sili-
kagelu:

a) modelova smés: 0,24 g n-pentadekédn, 0,04 g
Cic-cholesterat, 0,06 g metylpalmitat, 0,11 g Kys.

ralmitova, 0,05 g cholesterol, 0,20 g oktylalkohol,
0,03 g dioleyllecitin,

b) lipidicky extrakt z kvasinek C. lipolytica z kul-
tivace na plynovém oleji, v mnoZstvi 0,113 g.
Viisledky

Elu¢ni schéma modelové smési lipidd a chroma-
tcgram vaZitelnych eluovanych frakci na tenké
vrstvé je zndzornén na obr. 1 a 2. Elu¢ni schéma
lipidického extraktu a tenkovrstevny chromatogram

g
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Obr. 1. Eluéni schéma modelové smési lipidii z chroma-
tografického sloupce silikagelu. Frakce jimdny po 10 ml
eludtu. PouZitd eluéni ¢inidla: a) petroléter, b) petrol-
éter s 59 éteru, c) petroléter s 10 % éteru, d) petrol-
éter s 25% éteru, e) petroléter s 50 % éteru, f) éter
s 2% metanolu, g) éter se 4 % kyseliny octové (I —
— uhlovodiky, 1I — lipidy).
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Obr. 2. Tenkovrstevnd chromatografie vdZitelngch eluo-
vangch frakeci modelové smési lipidi (éisla nahoFe odpo-
vidaji ¢islim frakci ze sloupcové adsorpéni chromato-
grafie na obr. 1). Vzestupné vyvijeni soustavou petrol-
éter (b. v. 40—60°C): éter: kys. octovd = 90:10:1. Doba
vyvijeni 30 min. Detekce 50 % H,SO4 a zahFdtim plame-
nem plynového hordku. Skvrny a) n-pentadekdn, b] Ciq-
-cholesterdt, c¢) metylpalmitdt, d) kys. palmitovd, e)
oktylalkohol, f) cholesterol, g) dioleyllecitin.”
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eluovanych frakci je na obr. 3 a 4. Je zfejmé, Ze
eluce obou lipidickych smési probéhla obdobné a Ze
uhlovodikovad frakce (I) se dobfe déli od lipidic-
kych latek (II). Lze vSak pfedvidat, Ze v pritom-
nosti vétStho mnoZstvi estert steroidd by mohly ty-
to latky caste€né prfechazet do uhlovodikové frakce,
coZ lze zcela bezpetné eliminovat prfedchozim zmy-
delnénim lipida.
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Obr. 3. Eluéni schéma lipidického extraktu z krmného
drozdi vyrobeného z minerdlniho média s plynovgm ole-
jem. Frakce jimdny po 10 ml eludtu. PouZitd eluéni &i-
nidla: a) petroléter, b) petroléier s 5% éteru, c¢) petrol-
éter s 10 % éterr, d) petroléter s 25 Y% éteru, e) petrol-
éter s 50 % éteru, f) éter s 2% metanolu, g) éter se
4% kys. octové (I — uhlovodiky, Il — lipidy).
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Obr. 4. Tenkovrstevnd chromatografie vaZitelngch eluo-
vangch frakci (ze sloupce silikagelu, &isla odpovidaji
frakcim na obr. 3) lipidického extraktu z krmného droz-
di vyrobeného z minerdlniho média s plynovjm olejem.
Vzestupné vyvijeni soustavou petroléter [b. v. 40—60°C):
éter: kys. octovd = 90:10:1. Doba vyvijeni 30 min. Detek-
ce 50 % H,SO,4 a zahrdtim plamenem plynového hofdku.* )

Rozdilnost sloZeni nezmydelnitelného podilu a
uhlovodikové frakce z chromatografického sloupce
je patrna z obrdzku 5. Zatimco chromatogram A vy-
kazuje skvrny, pFisluSejici krom& uhlovodiki je3ts

Tabulka 2. Ztrdty pentadekdnu pri sloupcové chramato
2 grafii na silikagelu”

dalsim latkdm (alkoholy, steroidy, aj.), vykazuje
chromatogram B (uhlovodikové frakce) skvrny pFi-
sluSejici pouze uhlovodikGm.
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Cbr. 5. Tenkovrstevnd chromatografie sloZzek nezmydelni-
telného podilu 4 riiznijch vzorki krmného droZdi z ply-
nového oleje [(A) a stejnjch vzorkd po precisténi na
chromatografickém sloupci, tj. ¢isté uhlovodikové frakce
[B). Na vrstvé silikagelu B bylo vzestupné vyvijeno 30
min. soustavou petroléter (b. v. 40—60°C): éter: kys.
octovd = 90:10:1. Detekce 50 % H,SO4 a zahrzitzm pla-
menem plynového hordku.”)

*) Nejvétsi barevnd intenzita detekovanych skvrn je vyznacena

tetkovanim obrvsu skvrn.

Ziraty uhlovedikii p¥i chromatografii na sloupci
silikagelu

Pro zjiSténi dokonalosti eluce uhlovodikéi petrol-
éterem (nevratnd adsorpce) byla na sloupci silika-
gelu chromatografovdna rtiznd mnoZstvi n-pentade-
kanu. MnoZstvi n-pentadekdnu aplikovand na sili-
kagelovy sloupec a nalezend mnoZstvi uhlovodiku
v jimanych 60 ml frakcich jsou uvedeny v tabulce
2, kde jsou rovn&Z uvedeny ztraty v % péivodniho
mnoZstvi uhlovodiku.

Z tabulky 2 je ztejmé, Ze oddéleni uhlovodiku
timto chromatografickym postupem poskytuje uspo-
kojivé vysledky v uvedeném rozmezi koncentraci
n-pentadekanu. Pribéh eluce uhlovodiku je patrny
z tabulky 3, kdy bylo na sloupec silikagelu vneseno
0,5039 g n-pentadekdnu a byla stanovena mnoZstvi
eluovana postupné 10 ml davkami petroléteru. Vét-
ginu n-pentadekanu vyeluovala jiZ 2. davka, 3. dav-
ka extrakci ukonéila. Celkem bylo ziskano 0, 5037 g
n-pentadekdnu, coZ ¢ini 99,95 % ptivodniho mnoz-
stvi.

Tabulka 3. Pribéh chromatografické eluce 0,5039 g n-pen-
tadekdnu ze sloupce silikagelu petroléterem

. Mnozstvi | Nalezené 4 g s .
Cislo aplikovaného,  mnoZstvi . Ztraty Cislo ‘ el’:{rgi]éztset;:vé Iljl:l:iz:; ?
frakce pentagekénu penta(éekénu % frakce | P ik am Sl aliie g
S e Lo =33
1 0,5039 '0,5037 0.1 1 10 0,0000
2 0,4858 0,4813 0,9 . 2 10 0.4414
3 0,2440 0,2397 1.9 3 10 0,0623
4 | 0,1229 0,1206 af Teb 1.9 4 10 0,0000
5 0,0745 0,0708 - -1 . 50 5 10 0,0000
6 0,0144 0,0129 | 103 6 10 0,0000
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Je popsan rychly zplisob stanoveni celkovych li-
pidi a uhlovodikd v krmném droZdi vyrobeném
z uhlovodikovych substrati. Celkové lipidy se sta-
novuji po odpafeni a vysuSeni petroléter-éterovych
extraktl kyselych hydrolyzati kvasinek mirn& mo-
difikovanou Hummelovou metodou. Uhlovodiky se
stanovi po zmydelnéni lipidického extraktu sloup-
covou chromatografii na silikagelu. V pf¥ipadé ma-
lého mnoZstvi esterti steroidd nebo p¥i sériovych
a orientaCnich stanovenich lze chromatografovat
lipidicky extrakt i bez predchoziho zmydelné&ni.
Ztraty uhlovodiku na silikagelovém sloupci (zpi-
sobené nevratnou adsorpci) jsou zavislé na mnoZ-
stvi aplikovaného uhlovodiku a pohybuji se pfi vne-
seni 0,01—0,50 g n-pentadekdanu od 10,3 do 0,1 %.

Metoda byla ovéfena chromatografickou eluci
modelové smési lipidd a lipidického extraktu z krm-
ného droZdi vyrobeného kultivaci kvasinky C. lipo-
lytica na minerdlnim mediu s plynovym olejem.
Chromatografii na tenké vrstvé silikagelu G bylo

sledovano sloZeni jednotlivjch eluovanych frakci
ze sloupce silikagelu a rovn&Z porovndno sloZeni
nezmydelnitelnych podild s uhlovodikovymi frak-
cemi z chromatografickych sloupci. Bylo prokaza-
no, Ze nezmydelnitelny podil nem@Ze byt kritériem
obsahu uhlovodiku v kvasinkdch ziskanych z uhlo-
vodikovych substrati.
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