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1. OvVoD

PFi kultivaci prokaryotick§ch i eukaryotick§ch bunzk
seé kromé# riistu a dleni bundk tvoil i vedlej3i extra-
celuldrni metabolické produkty. Tvorba koncov§ch pro-
duktd buné&€ného metabolismu zavisi na druhu mikro-
organismu, jeho enzymovém vybaveni a kromé genetic-
kych zmén prfevdZn& na kultivaénich podminkéch, & o
na limitaci Zivinami, pH média, osmotickych vlivech atd.
ProtoZe vEtSina pouZivanych mikroorganism@i patii mezi
fakultativni druhy ve vztahu ke kysliku, je nutno uva-
Zovat i tento faktor.

U bakteridlnich bunék je napf. proces aercbni respi-
race znaéné ovlivnén limitaci kyslikem [1—3], repre-
sivnim déinkem glukézy [4, 5] a limitaci Zivinami [6,
7], které ovliviiuji rovnovdahu mezi katabolickymi a
anabolickymi procesy. NeuvaZujeme-li vliv podminek
prostfedi na zastoupeni riiznych metabolick§ch drah
v podatecni fdzi metabolismu cukril, lze predpokiddat,
7e hlavni vliv na druhy koncovych produktd metahoc-
lismu m4 zplsob &tZpeni pyruvatu. U chemoorganotro?-
nich baktérii jsou koncovymi produkty metabolismu kro-
mé plynil etanol, butanol, 2-propanol, 2,3-butandiol, ky-
selina mravenéi, octovd, propionovd, mdselnd, mlécné,
jantarovd, aceton, trimetylenglykol a acetein [9, 10].

Také u kvasinek zAvisi zplisob 3Zt&peni pyruvaiu na
piitomnosti ¢i nepritomnosti kysliku, na pH mécia a
dalsich faktorech. Produkty metabolismu jsou za
anaerobnich podminek etanol [11], glycerol [12],
v alkalickém prostfedi vznikaji soufasné& etanol, kyse-
lina octovd a glycerol [13] a v nepfitomnosti N-zdroje
se tvofl pyruvédt a glycerocl [14]. Za aerobnich podmi
nek je pyruvdt v oxidativnich drahdch pfevddén na
dikarboxylové kyseliny, které jsou dale vyuZivany
v anabolismu. Metabolické produkty plisni jsou mnohem
rozmanit&jsi neZ u kvasinek. Vzhledem k zamé&Feni této
priace proto uvAdime pouze n¥kolik druhfi, a to orga-
nické kyseliny, alkoholy a jejich estery [15], hydroxy-
kyseliny [16, 17], nenasycené a nasycené mastné lv-
seliny volné nebo ve formé glyceridfi [18].

Nékterych z uvedenych produktdi bun&tného meiabo-
lismu se pouZivd i jako zdroje uhliku a energie pro
riist bakteridlnich a kvasniénych bunék. Jsou to hlav-
né nizsi alkoholy [19—25] a kyselina octova [19, 26 aZ
28].

Pro nalegeni vhodnych podminek kultivaéniho pro-
cesu a jeho Fizeni je proto t¥eba mit k dispozici vhod-
né analytické metody pro stanoveni uvedenych pro-
duktd, event. substratdi. VétSinu uvedenych latek ize
s vyhodou analyzovat plynovou chromatografii, ktera
umoZiinje rychlé a ve vétding pfipadd i dostateéneé pies-
né stanoveni. Vfhodou plynové chromatografie je moZ-
nost vzajemného rozdé&leni nejen sledovanych ldtek, ale
i jejich separace od ostatnich sloZek pfitomnych v kul-
tivadnim médiu [29, 30].

Ke stanoveni etanoclu a t&kavych masinych kyselin
plynovou chromatografii lze pouZit Fady zakotvenych
fédzi jako polyetylenglykoladipatu, OV silikonu nebo
adsorbenti polymérniho charakteru typu Chromosorb
101, Porapak Q aj. [31—33]. Volba napln& chromatogra-
fické kolony zavisi i na ostatnich latkach pFitomnych

v analyzovanych vzorcich. Rozhodujici je rovnéZ, zda
se stanoveni provddi pfimo ve vodnych roztocich nebo
v nevodném prostiedi po extrakci vhodnym rozpous-
tédlem.

Tento ¢ldnek se zabyva metodikou stanoveni etanolu
a tékavych mastnych kyselin se dvéma aZ pé&ti uhliky
v molekule. Na rozdil od jinych metod [34] se stano-
veni provddi ve vodném prostfedi kultivatniho média.

2. METODIKA

2.1 Pristroje a zaFizeni

Anal§zy standardnich sm#&siivzorkid odebrangch v pri-
b&hu kultivace byly provedeny na plynovém chromato-
grafu CHROM 41 [Laboratorni pfistroje, Praha).

Kultivace byly provad&ny ve véZovém vicestupiiovém
fermentoru sloZeném z pé&ti stupiitt [35]. Cty¥i spodni
stupnég byly reak&ni, horni stupeii slouZil k odvadéni
média a destrukci p&ny. Jednotlivé stupné byly oddéle-
ny perforovanymi piepaZkami a v3echny stupné byly
opatfeny mechanickym michénim. PouZitym mikroorga-
nismem byla Candida utilis ¢ 136 ze Sbirky katedry
kvasné chemie a technologie VSCHT, Praha. Zdrojem
uhliku a energie pro rist bunék byl synteticky etanol.
Podminky kultivace jsou uvedeny v jiné prdci [36].

2.2 Chemikalie

Standardni smé&si etanolu, kyseliny octové, propiono-
vé, i-mdaselné, i-valerové a valerové, popfipad& acet-
aldehydu byly pfipraveny z Gistych sloZek navaZovédnim
a Ped&nfm. Vzorky pro analyzu se odebiraly z ustale-
nych stavil kontinualnich kultivaci [36].

2.3 Podminky chromatografické analjzy

K separaci etanolu a t8kavych mastnjch kyselin se
poufila sklen&na kolona délky 240cm o vnitfnim pra-
méru 3 mm, plnénd Chromosorbem W AW (0,125 aZ
0,160 gm) a s 10 % HallcomiduM18 a 1% H;FO,. Oba
konce kolony byly opatfeny ucpivkami z kfemenné
vaty, preparované 5% vodnym roztokem H;PO,. Touto
preparaci ucpavek se dosdhlo vELS] symetri€nosti elué-
nich ki¥ivek ne# p¥i poufiti ucpavek bez H3;PO,. Vzhle-
dem k tomu, Ze v ucpavce na vstupu do kolony se za-
chycovaly netdkavé slo¥ky vzorku, anorganické soli,
byla ucpdvka vZdy jednou denn& vymé&né&na.

Po napln&ni se kolona stabilizovala takto: nejdfive
se vyhfFdla po dobu 4 hodin na teplotu 80°C pfi pri-
toku dusiku 30 ml.min—!. Potom se teplota programové
zvySovala rychlosti 10°C.min—! na 145°C a stabilizo-
vala 8 hodin.

Vlastni analyzy se provadély pfi teploté kolony
132 °C, teplotd néastfiku 170°C a pritoku nosného plynu
dusfku 40 ml.min~! na plamenovém ionizaénim detek-,
toru.

NéastFik se provadél pfimo na kolonu.

2.4 Oprava vzorki

K uvolnéni tékavych mastnych kyselin pfitomnych ve
vzorku ve formé soli a k odstranéni rozpusténych orga-
nickych latek pfitomnych v kultivaénim médiu se vzor-



KVASNY PRUMYSL
rod. 24/1978 — {islo 9

Aplikace plynové chromatografie pri analjze produktii
buneéného metabolismu 209

ky upravovaly takto: do kénické zkumavky se pipeto-
valo 5 ml dobfe promichaného vzorku, ke vzorku se p¥i-
dal 1ml 25% kyseliny metafosforené a po stani 30
min se vzorek odstfedil. Ciry roztok se potom davkoval
pfimo do chromatografu.

2.5 Pracovni postup

Vidy pfed zapofetim prdce se kolona vypreparovala
10 nastfiky 1 ul vodnym roztokem smési Kyseliny octo-
vé a propionové v 1% H;PO, o koncentraci kaZdé kyse-
liny 1g.1-1. B&hem analyzy se pfed kaZdym ndstFikem
vzorku nebo standardniho rozioku kyselin provddél na-
stiik 0,5 4l uvedené smési kyselin octové a propionoveé.
Objem vzorkél a standardd byl vZdy 0,5 gl

Ke kvantitativnimu vyhodnoceni analgz se pouZilo
metody absolutni kalibrace z ploch elué€nich kfivek.
K tomu se pfipravily standardni smé&si o rizném obsa-
hu etanolu, kyseliny octové a propionové ve vod& s od-
povidajicim pFidavkem 25% kyseliny metafosforeéné.

3. VYSLEDKY A DISKUSE

Na zvolené néplni Hallcomidu M 18 s 1% H,PO, se za
danych podminek dostateén& separuje etanol i t&kaveé
mastné kyseliny, jak je zfejmé z obr. 1.
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Obr. 1. Typicky chromatogram na Chromosorbu W AW
s 10% Hallcomidu M-18 a 1% H;PO,

1 — etanol, 2 — kyselina octova, 3 — kyselina propionova, 4 —
kyselina izomaselnd, 5 — Kkyselina n-mdselnd, 6 — Kkyselina izo-
valerova, 7— kysslina n-valerova.

Vzhledem k tomu, Ze acetaldehyd jako jeden z pro-
duktd bun&éného metabolismu by mohl byt v analyzo-
vanych roztocich pfitomen, sledovala se rovnéZ moZ-
nost separace acetaldehydu od jmenovanych latek. Za
podminek analyzy je na dané kolon& relativni retenni
tas acetaldehydu vztaZeny na etanol 0,75, tzn. stanove-
ni nerusi.

V redlnych vzorcich byly identifikovdny vedle etanolu
pouze Kkyselina octova a propionovd. Acetaldehyd je ne-
stabilnim produktem, lze proto pfedpokladat, Ze p¥i da-
ném zpfisobu kultivace, tj. pFi relativné vysokém par-
cidlnim tlaku kysliku (2,94.10-2 MPa), pfivaddéném do
prvniho stupng fermentoru se acetaldehyd oxiduje na
kyselinu octovou.

Kvantitativni stanoveni etanolu neéini potiZe.

K dosaZeni spravnfch a reprodukovatelnych  wysledka
i pro tg8kavé kyseliny je v3ak nutno dodrZet uréity po-
stup, vypracovany na zakladé analyz standardnich smé&-
si. Pro danou néplii kolony a analyzovan§ systém bylo
zjisténo, Ze k ziskdni reprodukovatelnych vysledkl je
nutné pfed davkovanim vzorkd i standarddl vZdy vy-
preparovat Kolonu opakovanymi néstfiky smési 1%

H3;PO, a kyselin, které jsou pfitomny ve vzorcich. Tato
preparace slouZi k mnasyceni aktivnich center naplné
kolony pfisludnymi kyselinami [37]. Tim se vyloudi
obsazovdani zminénych center kyselinami obsaZenymi ve
vzorcich a vysledky se nezkresluji.
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Obr. 2. Koncentraéni zdvislost pro etancl, plocha piku
versus koncentrace
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Obr. 3. Koncentradni zdvislost pro kyseliny, plocha piku
versus koncentrace:
() — kyselina octova, A — kyselina propionova.

Tabulka 1. Visledky stanoveni standardnich smési eta-
nolu, kyseliny octové a propionové. Uvedené hodnoty
jsou primérnymi hodnotami z 10 stanoveni.

. Standardni ken- | Stanovena kon- | Standardnf re-
Standardni vzorek eairice Coiichia lativni_ odchyl-
g/l gt kv %
T
Etanol 1 10,1 10,5 L 2,5
21,4 21,1 | 2,8
| 31,5 | 32,3 { 3,2
Kyselina octové | 0,603 0,624 i 4,2
‘ 1,230 { 1,280 | 4.5
‘ 2,843 | 2,750 | 5.3
Kyselina propionova | 0,432 | 0,461 | 5,1
| 0,763 0,810 k 4,9
! 2,536 2,394 [ 5,5

Reprodukovateinost stanoveni je rovnéZ ovlivnéna ve-
likosti a zplisobem nastfiku. Pri vy53ich néstficich nebo
vy38ich koncentracich kyselin se eluéni kiivky defor-
muji a tim vznikaji chyby pf¥i kvantitativnim vyhodno-
ceni. OptimAlIni néstfik pro ov&fovany rozsah koncentra-
ci byl 0,5ul. LepSi reprodukovateinosti se dosdhlo vol-
bou nastfiku pfimo do kolony oproti néstfiku do prosto-
ru nastfikové komory. V nastfikové komofe piichazi




Aplikace plynové chromatografie pri analfze produktll
buneéného metabolismu

210

KVASNY PRUMYSL
roé. 24/1878 — &islo 9

vzorek do styku s kovem [nerezavéjicim), na némZ ma-
Ze probihat za zvySené teploty rozklad, popripadé
sorpce kyselin.

Popsand metodika byla provéfena v oboru koncentra-
ci etanolu 0,100 aZ 5,000 g.1-!, kyselin 0,500 aZ 3,00
g.1-1 Detektor vykazoval pro etanol linedrni odezvu
v Zirokém rozmezi sledovanych koncentraci [(obr. 2],
kalibratni kPfivky pro stanoveni kyseliny octové a pro-
pionové nejsou v celém rozsahu linedrni, jak je ziejmé
z obr. 3.

Pro zminény obor koncentraci byla urfena relativni
smérodatnd odchylka z 10 paralelnich méfeni. Vysiedky
jsou shrnuty v 7ab, 1.

Na zdkladé dosaZenych vysledkd je ziejmé, Ze vypra-
covand metoda je z hlediska pFesnosti i reprodukovatel-
nosti vhodnd pro analytickou kontrolu kultivatniho pro-
cesu. Obsah etanolu a té&kavych mastnych kyseliny C;
a¥? C; lze sledovat v oboru koncentraci, cdpovidajicich
pomérfiim v uvedeném typu véZového fermentoru, ktery
je schopen zpracovdvat vysoké koncentrace etanolu i
dostatetnd vyuZit kyslik ze vzduchu a kromé& toho i ky-
selinu octovou jako C-zdroj k tvorbé biomasy.

Proti metodéam, které vyZaduji p¥ehdnéni vodni pérou
[38, 39], popfipadé extrakci sledovanych latek do ne-
vodného prostfedi [40] pfed vlastnim stanovenim, do-
voluje uvedeny postup rychlé a pfimé stanoveni tgka-
vych mastnych kyselin ve vodném prostfedi.
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Je popsédna metoda pro sianoveni etanolu a ‘tékavych
mastnych kyselin umoZiiujici pfimé stanoveni téchto
latek ve vodném prostiedi kultivaéniho média. Analyzy
se provdd8ly na plynovém chromatografu Chrom 41,
k separaci se pouZilo ndpiné Chromosorb W AW s Hall-
comidem M18 a 1% H;PO4. Vysledky ukézaly, Ze vy-
pracovand metoda je vzhledem k pfesnosti a reprodu-
kovatelnosti stanoveni vhodnd pro analytickou Kkontro-
lu kultivadniho procesu.

Maua, {. Yarep, M., Bosunkosa, 3.: lpHmencnue rase-
BOH xpomarorpadMu npH aHaJMH3e NPOAYKTOB KJIeTOUHOTO
meraGoanama. Keac. npvm, 24, 1978, No 9, crp. 208 -211.

Omnican MeTon 445 OUpellejieHHA 3TaHoda M JeTy4HX
AHPHBIX KHCJOT, JdIOWHIE BO3MOMKHOCTb NPAMOro YCTAHO-
BJEHHS 3THX BeUleCTB B BO/JHO{ (pa3e KyJbTypaJbHOIl cpe-
aul. AHaausel NPOBOAHJINCL Ha ra3oBoM Xpomartorpade
Chrom 41 gjia cenapauud Oblia npumeHesa Hacajnka Chro.
mosorb W AW, Hallcomid M 18 u 1 %-nas HzPOs Pe-
3yJbpTaThl  [I0KA3adH, YTO paspaloTasHbill  METOa  BBIHLY
TOYHOCTH M BOCNPOH3BOJAHMOCTH ONpEIeJCHHSA TOJXOAUT
s Uedgell aHaJAHTHYeCKOTO KOHTPOJA NPOUEecca KYIbTHBH-
POBAHHS.

Paca ], Unger P., Vozidkova Z.: Application of Gas
Chromatography for Analysis of Cell Metabolic Products.
Kvas. prim. 24, 1978, No. 9, pp. 208—211.

A metod for the astimation of ethanol and volatile
fatty acids by gas chromatography by direct treatment
of cultivation broth is described. The measurements
were made on a gas chromatograph Chrom 41. The
packing material was Hallcomid M-18 with 1% H;PO,
on Chromosorb W AW. With the experimental conditions
found in this study the method described gave repro-
ducible and accurate results for the analytical control
of cell cultivation.

Paca ], Unger F. Voziadkova Z.: Applikation der Gas-
chromatographie bei der Analyse der Produkte des Zell-
Metabolismus. Kvas. pram. 24, 1678, No. 9, 5. 208—211.

In dem Artikel wird eine Methode zur Bestimmung
des Athanols und der fliichtigen Fettsduren beschrieben,
die die direkte Bestimmung dieser Substanzen im
Wassermilieu des Kultivationsmediums ermoglicht. Die
Analysen wurden auf dem Chromatographen Chrom 41
durchgefiihrt; zur Separation wurde die Fiillung Chro-
mosorb WAW mit Hallcomid M 18 und 109p H;PO, an-
gewendet. Die Ergebnisse zeigten, daB die vorgeschla-
gene Methode mit Hinsicht zur Genauigkeit und Repro-
duzierbarkeit der Ergebnisse fiir die analytische Kon-
trolle des Kultivationsprozesses geeignet ist.



