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Kontrola fermentac¢nej vyroby kyseliny glutimovej

MARTA JENDRICHOVSKA - BOHUMIR SABO

Stuhrn. Na sledovanie produkcie kyseliny glutdmovej pri fermentaénom spdsobe vyro-
by sme poutzili titra¢né, chromatografické a enzgymové metédy a metédu kapilarnej izota-
choforézy. Diskutujeme o vhodnosti pouzitia jednotlivych analytickych metdd. Presnost
merania vyjadrujeme koreldciou s metédou automatického analyzatora aminokyselin,
ktort sme zvolili ako porovnévaciu. Pre rychlu orienta¢nu analyzu kyseliny glutimovej vo
fermenta¢nom médiu odporuc¢ame tenkovrstvii chromatografiu. Pouzitelnost komplexo-
metrickej titracie je obmedzend, pretoze stanovuje sumarne véetky aminokyseliny v rozto-
ku a v pripade pouzitia melasy ako C-zdroja vyzaduje ¢asovo naro¢nu tGpravu vzoriek. Ko-
rela¢ny koeficient pri metéde kapildrnej izotachoforézy s automatickym analyzatorom
aminokyselin je 0,946 a pri enzymovej metéde 0,928. Ak sa vyzaduje iba sledovanie pro-
dukcie kyseliny glutamovej, je enzymova metdoda najvyhodnejsia.

Kyselina glutdmova ako prirodna latka s vyznamnymi chutovymi vlastnos-
tami ma v potravinarskom priemysle rozsirené pouzitie najma pri zvyrazno-
vani chuti vo findlnej dprave potravin. Uplatiuje sa predovSetkym v tych
technologickych procesoch pripravy pozivatin, v ktorych sa v dosledku tech-
nologického spracovania znizila pévodna chutova hladina. Preto sa medzi
najvacsich spotrebitelov glutamanu sodného zaraduje konzervarensky a tu-
kovy priemysel. Za poslednych tridsat rokov jej spotreba prudko vzréstla
a v sucasnosti dosahuje svetova produkcia ro¢ny objem 300 000 ton, pricom
sa ziskava vylu¢ne fermentdciou.

Kontrola fermentacnej vyroby kyseliny glutdimovej vyzaduje metédy, ktoré
poskytuju rychlu a presnu analytickd informdciu, umoznujicu sledovat a ria-
dit fermentdciu i separaciu a purifikaciu finalneho produktu.

V minulosti sa na stanovenie kyseliny glutimovej ¢astejSie vyuzivali meto-
dy chemického stanovenia, zaloZzena na farebnosti reakcie s p-benzochiné-
nom, hydroxylaminom, Folinovym ¢inidlom a podobne. Novsie prace sta-
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novuji kyselinu glutdmovi na principe vytvorenia komplexu s mednatymi
iénmi, ktory sa meria fotometricky [1] alebo titracne [2]. Nevyhodou je rusivy
vplyv inych aminokyselin a ¢asovo naro¢na tprava vzoriek pouzitim vymienia-
¢ov idénov alebo roéznych zrazacich ¢inidiel. Zloch a kol. [3] odskiusali sedem
stanoveni tohto typu a vSetky posudili ako neperspektivne. Iba po skonceni
vyskumu sa dé4 predpokladat aplikacia na znamy technologicky postup, ktory
produkuje $tandardné vzorky, ale aj tam je potrebné porovnanie s objektiv-
nejSou separa¢nou metddou.

Metédy chromatografickej separacie na tenkych vrstvach (TLC) a papieri
sa pouzivajui na orienta¢né stanovenie produkcie kyseliny glutimovej vo fer-
mentacnom roztoku. Separdcia na tenkej vrstve je rychlejsia a [ahko realizo-
vatelnd, pozname vela vhodnych vyvyjacich systémov, detekcnych Cinidiel
a sorbentov. Osvedcdili sa systémy réznych pomerov n-butanolu, kyseliny oc-
tovej a vody. Vyhovujice su sorbenty celuldzy a silikagélu. Ako detekéné ¢i-
nidlo sa pouZiva roztok ninhydrinu v roéznych modifikdciach {4]. Rychla
a osvedcend separdcia elektroforézou mé vela modifikacii — na napieri [5], na
polyakrylamidovych a sodiumdodecylsulfatovych géloch [6] a pod. TLC
a elektroforéza poskytuji rychlu kvalitativnu informéciu nielen o produkcii
kyseliny glutdimovej, ale aj o tvorbe neZiaducich prodktov, metabolitov v za-
vislosti od ¢asu fermentacie. Vhodné je spojit tieto separa¢né metddy s kvan-
titativnym vyhodnotenim vhodnym denzitometrom.

Vysokoudinna kvapalinova chromatografia md vyhody vo $pecifickosti,
spolahlivosti a citlivosti. Vzorky vSak vyzaduji pred¢istenie na vymienacoch
i6nov a derivatizéciu, ¢o je ¢asovo naro¢né. Jedna z poslednych prac [7] opi-
suje jednoduchd separdciu kyseliny glutdmovej a ostatnych aminokyselin
izokraticky bez derivatizacie za pritomnosti mednatych iénov a alkylsufonatu
pouzitych ako aditiva pre selektivitu a naviazanie latok v roztoku - pred kolonova
uprava nie je potrebnd. Stanovenie kvapalinovou chromatografiou, primera-
ne ¢asovo naroéné, mdze poskytnit daiSiu vyhodu sicasného sledovania na-
rastu metabolitov, ak je to v uréitom $tadiu vyskumu alebo vyroby potrebné.

Za jedno z najspolahlivejsich stanoveni aminokyselin sa povazuje separa-
cia na automatickom analyzatore aminokyselin (AAA). Casto slizi ako po-
rovnévacia alebo rozhodujica metdda. Vyvoj v tejto oblasti smeruje k zjed-
nodusovaniu metddy, skrateniu ¢asu analyz a modifikdcif ninhvdrinového ¢i-
nidla. Je teda mozné vypracovat rychlej$i program stanovenia kyseliny gluta-
movej a vzhladom na to, Ze fermenta¢né roztoky obsahuji malo bielkovin,
zvolit aj jednoduchsiu upravu vzorky.

V poslednych rokoch je rozpracovand a na stanovenie aminokyselin sa od-
poruca kapildrna izotachoforéza. Jej velka vyhoda spociva v selektivite, rych-
losti a malej naro¢nosti na upravu vzoriek. Uvddza sa moznost simultdnneho
stanovenia organickych iénov, anorganickych soli a vysokomolekulovych aj
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nizkomolekulovych substancii [8]. S ispechom sa pouZiva pri kontrole fer-
menta¢ného spdsobu vyroby lyzinu [9]. Odporicaji sa systémy, ktoré umoz-
fiuju separovat kyselinu gutdmovi [10]. Kapildrna izotachoforéza predstavuje
rychle a selektivne stanovenie kyseliny glutdmovej na dostupnom tuzemskom
zariadeni, vhodné aj na kontrolu pocas separacie a izoldcie v dalSom $tadiu
technologického procesu.

Ako vyhodné a perspektivne metddy kontroly fermentaénych procesov po-
kladime enzymové analyzy a vyuZzitie enzymovych elektréd. V pripade pro-
dukcie kyseliny glutdmovej st zndme aplikacie enzymov glutamatdehydroge-
nazy, glutamétdekarboxylazy, glutamatoxiddzy a glutaminosyntetazy [11].
Enzymové elektrédy maji v porovnani s konvenénymi enzymovymi stanove-
niami vyhodu v tom, Ze sa moOzZu pouZivat opakovane pre viaceré analyzy
a mOzu pracovat kontinudlne, ¢im sa zniZuji ndklady na pouZity enzymovy
preparat.

Ucinok L-glutamatu je vysoko $pecificky — 1000-ndsobne viési ako D-gluta-
matu a velmi rychly, menej ako 500 ms. Hranica citlivosti je 3 pmol . 1! kyse-
liny glutdmovej. Pouzitie enzymu glutamdatdekarboxyldzy je menej vhodné,
pretoze treba pouzit naro¢nejsie elektrochemické metddy alebo senzory na
stanovenie volného oxidu uhli¢itého, kyslika a peroxidu vodika, ktoré st pro-
duktom enzymovej reakcie. Presnost merania senzorov sa ¢asto porovnava
s konvenénymi metédami automatického analyzdtora aminokyselin alebo ply-
novou chromatografiou [12, 13]. Regresny koeficient bol 1,04 pre senzor
amoniaku a 0,99 pre kyselinu glutdmovu.

Na zédklade doterajSich ddajov literatiry sme odskisali vybrané analytické
metddy na stanovenie kyseliny glutdmovej vo fermenta¢nom médiu, ktoré sa
moZu vyuzit pri kontrole produkcie kyseliny glutdmovej vo vyskume i v prie-
myselnej praxi.

Material a metody

Ako producenta kyseliny glutdmovej sme pouzili kmen Corynebacterium
glutamicun CCM 2428 z Ceskoslovenskej zbierky mikrorganizmov. Zlozenie
fermentacnych pod, sposob a parametre fermentacného procesu uvadza praca
Simkovej a Spitalnikovej [14].

Vzorky fermenta¢ného média sme upravili 50 % roztokom kyseliny sirovej
na pH 1,5, zohriali na vodnom kupeli na 70 az 75 °C a centrifugovali alebo fil-
trovali cez papierovy filter ,,modré paska“. Ciry supernatant sme vhodne rie-
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dili. Na overenie a §tandardizaciu metéd sme pouzili kyselinu glutimova
(Glu) fy Fluka, analytickej Cistoty. .

Chromatografiu na tenkej vrstve (TLC) sme robili na sorbentoch Silufol
UV,,, alebo Lucefol® vo vyvijacej stistave n-butanol: kyselina octova: voda
(4:1:1alebo12:3: 5) podla povahy delenej zmesi. Aminokyseliny sa po
postriekani 0,3 % roztokom ninhydrinu v etanole a po zahriati 15 min pri
100 °C vyfarbili ako ¢ervené §kvrny na bielom podklade. Organické kyseliny
sa postrekom 0,3 % alkoholického roztoku bréomfenolovej modrej deteguji
ako zlté $kvrny na modrom podklade.

Kompexometricki mikrometodu, zaloZent na tvorbe komplexu aminoky-
selin s mednatymi iénmi, opisuje Gawargious [2] vo svojej praci.

Princip, pracovny postup a vypocet enzymovej met6dy stanovenia L-Glu je
uvedeny v navode, ktory je sicastou komeréného setu fy Boehringer.

Podmienky stanovenia Glu kapildrnou izotachoforézou boli tieto:
Chemikalie: p-alanin Fy LOBA FEINCHEMIE purum
polyvinylpyrolidon KOCH LIGHT LAB pure
TRIS Boehringer, Mannheim
Pristroj: izotachoforeticky analyzator ZKI 001 &s. vyroby (URVIJT VVZ
PJT Spisska Nova Ves)
Elektrolyty:
L:1.102 mol.I"" HCI + B-alanin do pH 3,1
0,05 % polyvinylpyrolidon
T: 5. 10 mol . I"! kyselina octovd + TRIS do pH 4,1

hnaci prid v predseparacnej kapilare 250 pA
hnaci prad v analytickej kapilare 40 pA
davkovanie kohutom 30 pl

Stanovenie aminokyselin automatickym analyzatorom aminokyslein:
Pristroj: automaticky analyzator aminokyselin typ AAA 1 339 (Mikro-
techna, n. p., Praha) nastaveny na I. program — hydrolyzaty
Princip: chromatografia na vymiefiatoch i6nov
Podmienky: kolona dizky 0,37 m a priemeru 3,7 mm
vymiefaé¢ ionov - OSTION LG ANB (Spolek pro chemickou
a hutni vyrobu, n. p., Usti n. Labem)
Ostatné podmienky su uvedené v navode na obsluhu ,,Automaticky analyza-
tor aminokyselin AAA 339, s. 14.
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Vysledky a diskusia

Fermenta¢né pokusy umoznili v praktickych podmienkach vypracovat
a overit vhodné metédy stanovenia Glu vo fermentacnych roztokoch. Vyskyt
dal$ich aminokyselin a niektorych organickych kyselin zavisi od producenta
a technologickych parametrov, ako je zlozenie pody, pH, teploty a pod. Na
rychle orienta¢né stanovenie tychto zlic¢enin sme pouzili chromatografiu na
tenkej vrstve. Kazda vzorka bola detegovana ninhydrinovym ¢inidlom na pri-
tomnost aminokyselin aj roztokom brémfenolovej modrej na identifikaciu or-
ganickych kyselin. Hranica detegovatelnosti aminokyselin bola 0,5 pg a orga-
nickych kyselin 20-30 pg. Vo vzorkach s nizkym obsahom Glu je niektora
z organickych kyselin prioritnd a ostatné tri aZ Styri sa vyskytuji v menSom
mnozstve. Schéma chromatogramu reprezentacnej vzorky je na obrazku 1.
Pomocou $tandardov sme identifikovali kyselinou jantarovia (R 0,92), o-ke-
toglutdrovi (Rg 0,85), mlie¢nu (R 0,68), pyrolidonkarboxylovi (R 0,50),
glutamin (R 0,18) a Glu (R 0,25).

Komplexometrické stanovenie priamou titraciou 0,02 mol . I"! siranom
mednatym za vizualnej indikacie murexidom sme robili v boratovom pufri pH
9,0. Vzorky z fermentécie po filtracii vhodne riedené a zneutralizované hy-
droxidom sodnym boli dostato¢ne transparentné, vhodné na titraciu, ak sa

A B
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Os
(=1
= 2
O (@ O OGlu
= 7
ok

Glu vzorka'  Glu vzorka’

Obr. 1. Chromatogram kyseliny glutimovej vo fermeta¢nom roztoku. A — detekcia ninhydrinom,
B — detekcia bromfenolovou modrou. 1-3 — aminokyseliny. 4-8 — organické kyseliny. Glu — kyse-
lina glutdmova.

Fig. 1. Example of Glu separation on TLC in fermentation solution. A - detection by ninhydrine.
B — detection by Bromphenol Blue. — 1-3 — amino-acids. 4-8 — organic acids: Glu - glutamic acid.

) (‘Sample.)
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Tabulka I. Aminokyseliny vo fermentaénych roztokoch kyseliny glutimovej
Table 1. Amino-acids in fermentation solution of glutamic acid

Aminokyseliny! 24 68 72
[g. 1] [h] [h] [h]
N, - 0.43 0.56
Gly 0.11 0.13 0.17
Ala - 0.41 0,45
Ile - 0.16 0,13
Leu - 0.28 0,26
Lys - 0.25 0,27
N, = 0.58 0.55
Glu 5.3 11.02 11,70

24, 68. 72 — doba fermentécie (hod.)’L

N,. N, — aminokyseliny neidentifikované

Tab. No. 1. Aminoacids in fermentation solution of glutamic acid
1 — aminoacids (g/l)

2 — fermentation time (h)

N,. N, - not identified aminoacids

Tabulka 2. Porovnanie metéd stanovenia kyseliny glutdmovej analyzdtorom aminokyselin
(AAA) a komplexometricky v 24. a 72. hodine fermentdcie
Table 2. Comparison of glutamic acid determination methods by amino-acids analyser (AAA)
and by complexometry at the 24th and 72nd h of fermentation

Glug.I"!]v24.h Glu[g.I""]v72.h

1 AAA komplexo- AAA komplexo-
metricky! metricky!

1 5,64 5.67 8,58 11,66
2 5.28 5:75 8,21 12,00
3 6.00 5,80 9,02 11,81
4 5.55 5.90 8.61 11,69
5 5.58 5.72 8.43 11,75
- 5.57 5,77 8.57 11,78
5 0.31 0.30 0.13
Sy [%] 5.6 1.6 35 1.1
[ 1,25 19.64
oo 2.306 2,306

X,  — aritmeticky priemer; Arithmetic mean.

s, p — smerodajnd odchylka: Standard deviation.

5,a.m — Telativna smerodajna odchylka: Relative standard deviation.

i — pocet stanoveni obidvoma metddami na jednej vzorke: Number of determination by both
methods with one sample.

t - hodnota Studentovho kritéria (vyznamnost rozdielu na hladine a = 0.05). Value of Student’s
criterion (importance of difference in level a = 0.05).

Glu - kyselina glutamovd; Glutamic acid.

IComplexometrically.
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ako substrat pouzila glukéza. Nevyhodou tejto metédy je sumarne stanovenie
vietkych aminokyselin pritomnych v roztoku. Z chromatogramu vidiet, Ze
dalSie aminokyseliny sa tvoria postupne s ¢asom fermentécie, ¢o bolo aj kvan-
titativne overené stanovenim niektorych vzoriek na automatickom analyzato-
re aminokyselin (tab. 1). Suma aminokyselin predstavuje v poslednych odbe-
roch kladnt chybu 25-30 %. Statistické vyhodnotenie vyznamnosti rozdielu
obidvoch metéd uvadza tabulka 2, kde vidiet, Ze v poslednom odbere (72. h)
fermentacie je rozdiel $tatisticky vyznamny. Ide o sustavnui proporcionélnu
chybu.

Vzorky, kde sme ako substrdt pouzivali melasu, boli tmavé netransparent-
né roztoky, ktoré bolo treba upravovat cez vymienace i6nov. Najvyhodnejsi
bol Dowex 1 v acetdtovom cykle a elicia 0,3 mol . I"! octanom sodnym.
V koncentracii 15-30 mg Glu na 3 g vihkého ionexu bola vytaznost 92-100 %.
Nevyhnutnost pouZitia ¢asovo narocnej tpravy vzorky a sistavnd proporcidl-
na chyba znevyhodiuje tito metédu. Mozno ju vSak uspeS$ne uplatnit napr.
pri purifikdcii substancie, kde analyzované vzorky byvajui transparentné amaju
jednoduchsie zloZenie ako fermentacné média.

Enzymové stanovenie L-Glu komerénym testom predstavuje modernu se-
lektivnu met6du, ¢asovo a pristrojovo nendro¢ni. Vysledkom enzymove;j re-
akcie glutamatdehydrogendzy, diaforazy a tetrazoliovej soli je ¢erveny forma-
zanovy produkt, ktorého absorbanciu sme merali pri 492 nm na Spekole 11.
Enzymovym testom sme stanovili 15 vzoriek. Niektoré sme stanovili sucasne
aj automatickym analyzatorom aminokyselin. Korela¢ny koeficient mal hod-
notu 0,982 (tab. 3).

Tabulka 3. Porovnanie vysledkov stanovenia kyseliny glutdmovej enzymovou metédou a izo-
tachoforézou s analyzatorom aminokyselin (AAA)
Table 3. Comparison of results of glutamic acid determination by enzymatic method and isota-
chophoresis with amino-acids analyser (AAA)

Vzorka! Kyselina glutdmova’ [g . I'']
enzymaticky? AAA izotachoforézou*

1 5,27 5.37 6,21

2 6,40 5,90 6,72

3 8.64 8.92 8.70

4 6,27 7,08 7,18

5 5.84 6.26 6,52

6 6,15 6.64 7,54
Korela¢ny
koeficient® 0,928 - 0,946

ISample: *Glutamic acid; *By enzymatic method; 'By isotachophoresis: *Correlation coefficient.
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Obr. 2. Kalibra¢nd ¢iara kyseliny glutdmovej z izotachoforézy.
Fig. 2. Calibration curve of glutamic acid of isotachophoresis. ('Zone length; 2Glutamic acid.)

Obr. 3.1zotachoforeticky zdznam kyseliny glutdmovej vo fermenta¢nom roztoku. Glu - kyselina

glutamova.
Fig. 3. Isotachophoresis record of glutamic acid in fermentation solution. Glu - glutamic acid.
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Pri optimalizacii technologického procesu je vsak dolezité sledovat aj pro-
dukciu metabolitov, a preto je vyhodné pouzit analytické separa¢né metdody,
ako je kvapalinova chromatografia alebo kapildrna izotachoforéza. Pri sta-
noveni izotachoforézou sme pouzili elektrodovy systém vieobecne vhodny
pre organické kyseliny, v ktorom mozno podla povahy vzorky stanovit popri
Glu aj dalsie organické kyseliny. Kalibra¢na Ciara je na obrazku 2. Rovnica
linedrnej regresnej zavislosti je vyjadrena vztahom y = -0,6 + 1138x a rela-
tivna chyba stanovenia je 2,15 %. Priklad izotachoforeogramu realnej vzorky
je na obrazku 3. Uprava vzoriek vyzaduje iba riedenie ¢irych supernatantov
po filtracii. Cas analyzy je 35 min. Izotachoforéza spaja poziadavky selektivi-
ty aj rychlosti. Korelaény koeficient s automatickym analyzatorom aminoky-
selin je 0,946 (tab. 3).

Ako z uvedenych vysledkov vyplyva, na kontrolu fermentacnej vyroby ky-
seliny glutdmovej mozno vyuzit niekolko analytickych metdd. Vyber a aplika-
cia konkrétnej metody bude zavisiet od zloZenia fermenta¢ného média, tech-
nolégie vyroby i poziadaviek na rozsah informacie. Na kvalitativnu analyzu
odpord¢ame chromatografiu na tenkej vrstve a na kvantitativne stanovenie
kapilarnu izotachoforézu. Analyzator aminokyselin slizi ako porovnévacia
metdda. Enzymové stanovenie je najvyhodnejsie ak sa sleduje iba produkcia
kyseliny glutdmovej.

Cielom préce bolo ukazat, aké metddy stanovenia kyseliny glutdmovej sa
v st¢asnosti pouzivajui na kontrolu fermentaénych procesov. Doterajsie po-
znatky su zédkladom pre dalSie experimentalne préce, ktorych dlohou bude
optimalizdcia fermentaénej vyroby kyseliny glutamovej.
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Kourpoas gepMeHTaTHBHOTO NPOM3BOJCTBA MY TAMHHOBON KHCIOTHI
PezwomMme

B paoTe aBTOPLI MPUMEHMIIN IJIA MCCIEN0BAHMA MPOLYKIMHI TJIyTaMMHOBOM KMCJIOTbI
npu epMeHTATMBHOM criocobe MPOM3BOACTBA TUTPOBAJBHBIN, XPOMaTOTPadUYeCcKuit,
9H3UMATUYECKUIT METOZ M MeTOJ KalMJLIAPHOro u3oTaxodopesa. ABTOPbI AMCKYTUPYIOT
0 TIPUTOZHOCTH MCIIOJIB30BAHNSA OTAEJIbHBIX aHAINTHYECKUX MeTOLOB. To4HOCTL M3Mepe-
HUA BbIpa3eHa KOPpeJIsleit ¢ 9TaTOHHBIM METOAOM — METOJOM aBTOMaTU4YeCKOT0 aHaM-
3aTOpa aMMHOKMCJIOT. JJIA CPOHHOTO OPMEHTHUPOBAYHOTO aHAIM3A [Ty TAMUHOBOM KMCJIOTEI
B epMEHTaTUBHOI cpeje aBTOPBI PEKOMaHAYIOT TOHKOCJIONHY0 XpomaTtorpadmio. ITpu-
MEeHEeHMe KOMILIEKCOMETPUUYECKOTO TUTPOBAHNUA OIrPaHMYEHHOE, ONpeesIfAeT TOJIbKO CyM-
My BCEX aMMHOKMCJIOT B PAaCTBOPE M B CJIy4ae MPMMEeHeHMA MelacChl B Ka4eCTBe MCTOYHM-
Ka yriepoja TpebyeT MHOroBpeMeHHyro o6paborky mpob. KoppelauuoHHs 1 K03 uumeHT
MeTOa KaIALIAPHOTO M3oTaxodopesa ¢ aBTOMATHYECKUM aHAIM3aTOPOM aMUHOKUCJIOT
0.946 1 v susuMatiyeckoro Metoga 0.928. Ecmt tpebyercest Toabko HabmoaeHne 3a 1po-
JVKIMeNt TJIY TAMUHOBOM KICJIOTBI CAMBIM MOAXOALINM SBJIAETCS S9H3UMATHIECKIIT METO]

Control of fermentation production of glutamic acid
Summary

To control the production of glutamic acid by fermentation following methods were used: titra-
tion. chromatography. enzvmatic methods and capillary isotachophoresis. Suitability of particular
analvtical methods is discussed. Exactness of measurement is expressed by correlation with the
method of automatic amino-acids anaiyser. which was chosen as a reference. For glutamic acid
analvsis in fermentation medium a thin layer chromatography is recommended. Complexometric
titration use is limited as for it determines all amino-acids in a solution. and in the case if molasses
as a C-source. the method requires time-consumming sample preparation. Coefficient of correla-
tion for capillary isotachophoresis method with automatic amino-acids analyser was (.946 and
cnzymatic method 0.928. If only determination of glutamic acid production is required. the most
suitable is the enzymatic method.
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