Kvantitativne stanovenie obsahu kyseliny kojovej
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Kyselina kojovd sa produkuje mnohymi druhmi rodu
Aspergillus a Penicillium na vhodnych kultivaénych pé-
dach (Korzybski et al. 1967; Zelinka, 1960; Miller, 1961).
Kvantitativne stanovenie kyseliny kéjovej v roztokoch sa
mozZe urobit bud spektrofotometricky meranim ¢ervené-
ho sfarbenia s FeCl, a FeCl;, titraciou slabymi roztokmi
NaOH a KOH alebo gravimetricky tak, Ze sa kyselina ko-
jova vyzrdZa ako mednatd sol (Bielik, 1956). Ina titrac-
na metéda je zaloZend na kvantitativnom rozklade kyse-
liny kdjovej alkalickym roztokom jodu (Birkinshaw a
Raistrick, 1931). V naSej praci popisujeme metodu
kvantitativneho stanovenia kyseliny kdjovej metodou
difazie v agarovej platni. Jav diftzie v agarovej platni
je kvantitativhe determinovany Fickovymi zdkonmi a jeho
praktické vyuZitie sa podrobne popisuje Kavanaghom
(1963) v monografii o analytickych metédach v mikro-
biol6gii. Pri spektrofotometrickom stanoveni sa vyuZila
farebna reakcia kyseliny koéjovej s Fe,(S0,); (Cervené
zafarbenie) a Folinovym skimadlom [modré zafarbenie).

MATERIAL A METODY

Mikroorganizmy. Aspergillus tamarii, zbierkové €islo 107
pochédza zo Zbierky mikroorganizmov katedry botaniky,
Prirodovedeckej fakulty Univerzity Karlovej v Prahe. Pe-
nicillium sp. €islo V-29 je zo Zbierky mikroorganizmov
Ustavu molekuldrnej biolégie SAV.

Kultivacia mikroorganizmov. Kultivdcia sa robila v Petri-

ho miskdch na Sabouraudovom agare (Imuna, n. p., Sa-
riSské Michalany).

PouZité zliteniny. Kyselina ké6jova sa izolovala z huby
Aspergillus tamarii podla metédy popisanej Dobiasom et
al. (1977). Fey[S04)3.9 H,0 p. a. (Lachema n. p. Brno)
a Folin-Ciocalteuovo skiimadlo (Stahl, 1969).

Metdda stanovenia difaziou v agarovych platniach,
Standardné platne pre stanovenie sa pripravia nasledov-
nym spésobom. Do Petriho misky o priemere 9cm sa
pridd 2ml 0,05 M Fe;(SO04);3 a 18 ml 2% horticeho aga-
rového roztoku, zmes sa dobre premie$a a agarovy gél
sa necha stuhnif pri laboratornej teplote. Na takto pri-
pravené agarové platne sa umiestnia kovové cylindriky
s priemerom 6 mm a v§$kou 10 mm, do ktorych sa naplni
roztok kyseliny kéjovej o zndmej koncentrécii, alebo fer-
mentaénd tekutina po kultivdcii hdb. Pri kvalitativhom
teste produkcie kyseliny kéjovej sa na agarovi platiu
umiestnia agarové blo¢ky vyrezané z agarovej pOdy

v Petriho miske, na ktorej radstol skimany druh huby.
Agarové platne s naplnenymi cylindrikmi alebo agarovy-
mi blockami sa vloZia do termostatu pri 25°C. Pocas
tejto doby kyselina kéjova difunduje z cylindrikov a aga-
rovych blockov do agarovej platni, reaguje s Fe,(S04)3
a vytvdara okolo nich ¢Cerveno sfarbené zoény. Velkost
priemeru zén sa odé&itava po 17 hodindch difazie a urobi
sa graf zavislosti velkosti z6n od méblovej koncentracie
kyseliny koéjovej. Pri kvalitativnom teste produkcie ky-
seliny kéjovej v agarovych blofkoch je tato farebna zéna
zrejma uZ po dvoch hodindch difazie.

Spektrofotometrickd metidda stanovenia. Zo zdkladného
roztoku 0,01 M kyseliny koéjovej sa riedenim s destilova-
nou vodou pripravila séria roznych koncentracii. Z kaZ-
dej koncentracie sa zobral 1 ml roztoku pre oba spdsoby
stanovenia. Pri pouZiti farebnej reakcie s Fe;(S04)3 sa
do 1 ml roztoku kyseliny kéjovej pridalo 0,1 ml 0,05M
Fe,(S0;4)3.9 H,0 a po 20 mindtach sa odéitala absorban-
cia pri 500 nm (Spekol, Carl Zeiss Jena, NDR). V druhom
pripade k 1 ml roztoku kyseliny kéjovej sa pridalo 5 ml
0,5M Na,CO; a 1 ml Folinovho skimadla a po 20 mind-
tach sa odé&itala absorbancia pri 660 nm. Z nameranych
hodndt sa urobila grafickd zdvislost absorbancie na mo-
lovej koncentracii kyseliny kéjovej v Standardnych roz-
tokoch.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Kvalitativna detekcia z agarovych blotkov je prezento-
vand na obrdzku 1, kde okolo blo€kov s ¢islom 1 sa
vytvorila z6na Cervenohnedého sfarbenia. Je to dokaz,
#e A. tamarii produkuje kyselinu kéjovd, naopak Peni-
cillium sp. V-29 kyselinu kéjovd nevytvara. Podobne sfar-
bené zony sa vytvorili aj okolo cylindrikov, ktoré boli
naplnené roznymi koncentraciami kyseliny kojovej. Vel-
kost z6n je linedrne zdvislda od koncentrdacie kyseliny
kojovej v intervale koncentrédcie 0,0125 aZ 0,1 mol.1-?
(obr. 2). Uvedena zavislost bola dokdzand aj pri Statis-
tickom spracovani vysledkov pomocou koeficientu kore-
lacie na hladine vyznamnosti p = 0,01 (Reisenauer,
1970). Takisto sa dosiahli linedrne zavislosti absorbancie
od koncentracie kyseliny kéjovej pri oboch spdsoboch
spektrofotometrického stanovenia (obr. 3). Pri danych
podmienkach spektrofotometrického stanovenia sd obe
metody rovnako citlivé (11,1 ug Kyseliny k6jovej). Roz-
diel v3ak sa ukaZe pri vypofte moélovej extink&nej koe-
ficiencie ¢, pritom sa berie do Gvahy koncentracia kyse-
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Obr. 1. Detekcia produkcie kyseliny kdjovej na agarovej
platni 06
1 — A tamarii, 2 — Pen‘cillium sp. V-29
liny kéjovej v reak®nej zmesi. Pri pouZiti Fe,(S0); (Y
dostdvame hodnotu ¢ = 95.102 mol-! , 1.em-1 a pri
pouZiti Folinovho skiimadla ¢ = 4,7.10° mol-!.1.cm~1.
Pri tomto hodnoteni je metoda spektrofotometrického 2
stanovenia kyseliny kojovej s pouZitim Folinovho ski- Oa
madla citlivejSia, a da sa zvysit eSte tym, Ze sa zmensi
objem reakénej zmesi. Pri stanoveni obsahu kyseliny ko- | | I L | | |
jovej vo fermentaénych tekutinich nami popisanymi me-
todami treba vSak braf do tvahy moZnosti pritomnosti 02 06 110 14 18 22 26

inych fenolovych zla€enin, ktoré reagujia s pouZitymi ¢i-
nidlami. V tomto pripade G¢inok interferujicich metabo-
litov je moZné vyliucit tym spbsobom, Ze kyselina kdjova
sa kvantitativne vyzrdZa s roztokom CuSO; a vo filtrate
sa stanovi pritomnost fenolovych zli¢enin. Popisané me-
tody stanovenia kyseliny ko6jovej boli vypracované pri
Stadiu jej produkcie a priprave jej biologicky aktivnych
derivatov (Dobias et al. 1977, Dobias et al., 1980). V po-
slednych rokoch znovu prichddza do tvahy jej pouZitie
ako antioxidantu, latky s ochrannym t¢inkom proti UF
Ziareniu a stabilizator potravin. Jej vyhoda oproti synte-
tickym latkdm s podobnymi vlastnostami je v tom, Ze
sa lahko rozkladda pédnou mikroflérou. Pri laboratérnych
pokusoch s A. tamarii sme pozorovali, Ze tato huba po
ur¢itom ¢ase sama rozklada vyprodukovand kyselinu ko-
jova, Pouzité ¢inidla (Fe,(SO4); a Folinovo skimadlo)
pri kvantitativnom stanoveni kyseliny kojovej sa doteraz
v literatire nepopisuja.
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Obr. 2. Kvantitativne stanovenie kyseliny kéjovej diftiziou
v agarovych platniach (vid. Materidl a metédy)

— = mmol.l~!

Obr. 3. Spektrojotometrické stanovenie kyseliny kdjovej

1 — pri pouziti Fey(SO4)3, 2 — pri pouziti Folinovho ski-
madla (vid. Materidl a metody)
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Vypracovali sa metédy na kvantitativhe stanovenie
obsahu kyseliny ko6jovej v roztokoch pomocou difazie
v agarovych platniach a spektrofotometricky. Pri spektro-
fotometrickom stanoveni sa vyuZiva reakcia s Fe;(S04);
a Folinovym sktmadlom. Citlivost spektrofotometrického
stanovenia je 7,8.10~-° mol.1-! a pri platiiovej met6de
2.10-2 mol.1-1, Platiiovii met6édu stanovenia je moZné
pouZif aj na kvalitativny test produkcie kyseliny ko6jo-
vej u velkého siboru mikroorganizmov ako aj pri 3tadiu
fyziol6gie producentov.
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Ho6uac, H., Bprko. 0., Hemen, MN.: KosnuecTBenHoe onpe-
JaelieHHe KOiHeBOl KHMCAO0ThI B (hepMEeHTHBIX MKHIAKOCTAX FpH-
6o meromom auddysun B NAHTKAX arapa W cnekrpogoro-
merpud. Kgpac. npym. 31, 1985, Ne 11, erp. 260—262.

Buiin paspaGoTaHbl METOALl KOJHYECTBEHHOro Ompejese-
HHSI cOJEp:KaHMs KOfeBOR KHCJOTH B pacTsopax NpH IO-
moun auddysHH B NJAHTKax arapa M nyteMm crnektpodoto-
merpun. Ilpm  cnektpodoromerpuueckom  onpeieaeHHH
Henoab3yercss peakunsi ¢ Fep/SOy/; m peakTtHBa ¢OaHHA.
YyBCTBHTEILHOCTD CHNEKTPOPOTOMETPHUECKOrO OnpeseaeH s
apaserca 7,8—10-5 mon.n—! W NpH MeTOle C MJHTKAMH
2.10-2 moa. a—1. TlpuMeHeHHHe NAHTOK BO3MOKHO H J1s1
KOJIHYECBEHHOT0 HCCJeL0BaHHs NPOAYKIHH KOHEeBOH KHCAOTHI
A7 GOJLIIOrO KOJHYECTBA MHKPOOPTaHH3MOB TakKkKe Kak
H NPH H3Y4eHHH (QH3HOJOTHH NPOAYIUEHTOB.

Dobias, J. - Brtko, ]. - Nemee, P.: Quantitative Delermi-
na‘ion of Kojic Acid in Fermentation Broth of Fungi
Using Diffusion in Agar Plates and by Spectrophoiome!ry.
Kvas. priim. 31, 1985, No. 11, pp. 260—262.

The methods for the quantitative determination of kojic
acid in solutions using diffusion in agar plates and
by spectrophotometry are described. The method of spec-

’,, o e

trophotometry uses reaction with Fe,;(SO4)3 and Folin
reagent. The sensitivity of this determination is 7.8.10~5
mol .1-1. The sensitivity of the plate method is 2.10-2
mol .1-1, The plate method can be used as a qualitative
test of the kojic acid production with a large collection
of microorganisms as well as for physiological studies
of the producers.

Dobias, J. - Briko, J. - Nemee, P.: Quantitative Bestimmung
des Kojisduregehalts in den Fermentationsfliissigkeiten
von Pilzen mittels Methode der Diffusion in Agarplatten
und spektrophotometrisch. Kvas, pram. 31, 1985 Nr, 11,
S. 260—262.

Es wurden Methoden fiir die quantitative Bestimmung
der Kojisdure in Losungen mittels Diffusion in Agar-
platten und mittels Spektrophotometrie ausgearbeitet.
Bei der. spektrophotometrischen Bestimmung wird die
Reaktion mit Fe,(S04); und Folin-Reagens ausgenutzt. Die
Empfindlichkeit der photometrischen Bestimmung ist
7.8.10-5 mol.1-! und bei der Platienmethode 2.10-?
mol .1-1. Die Plattenmethode kann auch fiir den quali-
tativen Test der Produktion der Kojisdure bei grofien
Mikroorganismengruppen sowie auch bei dem Studium
der Physiologie der Produzenten angewandt werden.
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