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STRESZCZENIE

Alkohole (etanol, butanol, 1,3-propanodiol, 2,3-butanodiol, glicerol), kwasy organiczne (kw. cytrynowy, kw.
bursztynowy, kw. mlekowy, kw. propionowy, kw. mastowy), cukry (glukoza), a takze acetoine rozdzielano na
kolumnie Aminex HPX-87H przy zastosowaniu dwodch detektoréw — refraktometrycznego i UV-DAD pracu-
jacych w uktadzie szeregowym. Badano wptyw poszczegdlnych parametréw chromatograficznych na jakos¢
rozdziatu. Wyznaczono niektére parametry walidacyjne dla zaproponowanej metody.

Opracowana metoda pozwala na jako$ciowgq analize wielu substancji w brzeczkach fermentacyjnych w szcze-
gblnosci, gdy niektdre z nich koeluuja ze soba.

The use of high performance liquid chromatgraphy (HPLC) for determination
of polyols in fermentation broth

ABSTRACT

Alcohols (ethanol, butanol, 1,3-propanediol, 2,3-butanediol, and glycerol), organic acids (citric acid, succinic
acid, lactic acid, propionic acid, and butyric acid), sugar (glucose) and acetoin were separated on an Aminex
HPX-87H column using two detectors: refractive index detector and UV-DAD detector. The influence of
chromatographic parameters on chromatographic separation was analyzed. Some validation parameters
for proposed method were determined.
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1. WSTEP

Poliole to wielowodorotlenowe alkohole majgce
dwie lub wiecej grup wodorotlenowych (-OH) przy-
taczonych do réznych atoméw wegla. Jednym z nich
jest 1,3-propanodiol (1,3-PD)-— alkohol o znaczagcym
potencjale przemystowym. Zainteresowanie tym
zwigzkiem znacznie wzrosto w ostatnim czasie ze
wzgledu na mozliwo$é jego wykorzystania w pro-
cesach otrzymywania tworzyw sztucznych, takich
jak poliestry, polietery i poliuretany — tworzyw
o duzym stopniu biodegradowalnosci. W produkgji
poliuretanéw alkohol ten zastepuje toksyczny gli-
kol etylenowy. Poliole sg stosowane do produkcji
rozpuszczalnikéw, lubrykantéw, kosmetykdw, tek-
styliow, produktow zywnosciowych i preparatow
farmaceutycznych [1].

1,3-PD jest jednym z najstarszych znanych produktéw
fermentacji. Odkryty i zidentyfikowany w 1881 roku
przez Augusta Freunda jako produkt fermentacji gli-
cerolu z udziatem Clostridium pasterianum [1].
Roczna produkcja 1,3-PD siega 100 tys. ton i wytwa-
rzany jest on gtdwnie na drodze syntezy chemicznej
z akroleiny lub tlenku etylenu. Jest to jednak proces
wysoce kosztochtonny (konieczno$é¢ wytworzenia
odpowiednich warunkéw — wysoka temperatura,
ciSnienie, zastosowanie katalizatoréw). Technolo-
gie te powoduja takze powstawanie toksycznych
produktéw ubocznych, ktdrych utylizacja nastrecza
dodatkowych problemoéw. Mikrobiologiczna synteza
1,3-PD moze by¢ zatem optymalnym rozwigzaniem,
ze wzgledu na korzysci ekologiczne i mozliwosc¢ za-
gospodarowania odpadowego glicerolu.
Biotechnologiczna produkcja 1,3-PD prowadzona jest
z wykorzystaniem réznych szczepdéw mikroorgani-
zmoéw (Citrobacter spp., Klebsiella spp., Lactobacillus
spp., Enterobacter spp., Clostridium spp. i in.) i réz-
nych substratéw (gtéwnie glukozy i glicerolu) [2, 3].
Intensywnie rozwijane sg takze technologie oparte
na zastosowaniu drobnoustrojéw zmodyfikowanych
genetycznie [4]. Szczegdlne zainteresowanie budzi
glicerol jako substrat, ze wzgledu na fakt, ze jest to
produkt uboczny przy produkcji biodiesla. W 2009
roku produkcja biodiesla w Unii Europejskiej osia-
gneta poziom 10 milionéw ton, w Polsce 1,5 min ton.
Poziom produkcji tego biopaliwa w Polsce generuje
wytworzenie 200-300 tys. ton fazy glicerynowej, kto-
ra moze by¢ wykorzystana jako substrat w procesach
biotechnologicznych (co pozwoli na obnizenie ceny
biodiesla) [5, 6].

Wykorzystanie glicerolu przez drobnoustroje obej-
muje dwa szlaki metaboliczne — pierwszy, z udziatem
dehydratazy glicerolu prowadzi do syntezy 1,3-PD,

drugi, z udziatem dehydrogenazy glicerolu moze
prowadzi¢ do powstania 2,3-butanodiolu (2,3-BD)
i innych metabolitéw (mleczanéw, propioniandéw,
octanow iin.). Mikroorganizmy sg zdolne do utylizacji
glicerolu z wykorzystaniem obu szlakéw metabolicz-
nych jednoczesnie [7]. Badania nad izolacjg szczepow
zdolnych do syntezy 1,3-propanodiolu stworzyty
koniecznos¢ opracowania metody jednoczesnego
oznaczania wszystkich tych zwigzkow.

Celem pracy byto opracowanie metody jednocze-
snego oznaczania 1,3-PD, 2,3-BD, glicerolu, acetoiny,
mleczandw, propionianéw, octanéw, maslanéw
i etanolu technikg HPLC. W tym celu wykorzystano
chromatograf cieczowy Agilent Technologies 1200
Series, z szeregowo podtgczonymi detektorami: ul-
trafioletowym z przegladem widma i refrakcyjnym.
Planowano takze dokonaé walidacji metody poprzez
oznaczenie limitéw detekcji, limitow oznaczalnosci
i precyzji metody. Opracowanie takiej metody
pozwolitoby na precyzyjng ocene zdolnosci wyizo-
lowanych szczepéw mikroorganizméw do syntezy
1,3-propanodiolu i/lub innych metabolitow.

2. MATERIALY | METODY

Oznaczenia wykonano na chromatografie cieczcowym
Agilent Technologies 1200 Series wyposazonym
w automatyczny podajnik préb (G1329B), pompe
binarng (G1312B) oraz kolumne Aminex HPX-87H
300x7,8 (BIO-RAD). Do oznaczen badanych substanc;i
uzyto dwdch detektoréw pracujacych w uktadzie
szeregowym: detektora refraktometrycznego (RI)
(G1362A) oraz detektora diodowego (G1315C)
z przegladem widma (190-400 nm) (DAD).
Testowano parametry chromatograficzne:
¢ temperatura rozdziatu: 30-65°C;
e przeptyw fazy ruchomej 0,5-0,6 ml/min;
e eluent:
—substancja zakwaszajgca eluent: kwas siarkowy;
kwas fosforowy,
— pH fazy regulowane stezeniem kwasu siarkowe-
go w fazie ruchomej (0,0005M-0,02M),
— dodatek substancji organicznej do fazy — aceto-
nitrylu (0, 10, 30%) oraz izopropanolu.
Do kolumny chromatografu cieczcowego wprowa-
dzano 4 pul préby. Obliczenia wykonano w oparciu
o metode standardu zewnetrznego z wykorzysta-
niem powierzchni lub wysokosci pikéw (pomiar i
integracja komputerowa z zastosowaniem programu
ChemStation for LC 3D systems, Agilent).
Wszystkie standardy pochodzity z firmy SIGMA-
ALDRICH.
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Zdolnos¢ rozdzielczg kolumny R wyznaczono z row-
nania [8]:
t,- 4

R =221
s 2W2+W1

(1)
gdzie:
t,— czas retencji piku eluujgcego wczesniej,
t,— czas retencji piku eluujacego pozniej,
w, — szerokos¢ piku eluujgcego wezedniej mierzo-
na przy podstawie,
w, —szerokos¢ piku eluujgcego pdzniej mierzona
przy podstawie.
Granica wykrywalnosci (ang. Limit of Detection
— LOD) — najmniejsza ilo$¢ lub stezenie substancji
mozliwe do wykrycia za pomocg danej techniki ana-
litycznej z okreslonym prawdopodobienstwem.
Granice wykrywalnosci wyznaczono w oparciu
o metode graficzng. Wykonano po 6 réwnolegtych
oznaczen dla 3 poziomow stezen (c) wybranych ana-
litdw. Dla kazdej serii pomiaréw obliczano wartos¢
odchylenia standardowego (s) i wyznaczano zalez-
nos¢ liniowa s = f(c). Z wykresu odczytywano wartos¢
wyrazu wolnego s i wyznaczano wartos$¢ granicy
wykrywalnosci zgodnie z zaleznoscig [9]:
LOD =3s, (2)
O poprawnosci wyznaczonych wartosci granic wy-
krywalnosci swiadczy spetnienie zaleznosci
10MDL>c>MDL (3)
gdzie:
c—nhajnizsza wartosé stezenia wykorzystywanego
wzorca,
MDL — ang. Method Detection Limit — Granica
wykrywalnosci metody analitycznej.

Granica oznaczalnosci (ang. Limit of Quantification
— LOQ) — najmniejsza ilo$¢ lub stezenie substancji
mozliwe do iloSciowego oznaczenia za pomoca dane;j
techniki analitycznej z okreslonym prawdopodobien-
stwem.
Granice oznaczalnosci wyznaczono na podstawie
zaleznosci [9]:

LOQ = 3LOD (4)
Powtarzalnosc¢ — okresla stopien zgodnosci miedzy
wynikami uzyskanymi tg samg metodg (w danym
laboratorium, przez danego analityka z wykorzysta-
niem danego urzadzenia pomiarowego w krétkim
czasie) i na tej samej probce przy wielokrotnym
powtarzaniu oznaczen [8, 9].
Powtarzalno$¢ metody obliczono zgodnie ze wzo-

rem:
S

Vv =—-.100 [%] (5)

sr

gdzie:
CV — wspodtczynnik zmiennosci (ang. Coefficient
of Variation),

X, — wartosc srednia powierzchni piku z 10 po-
wtérzen dla roztworow wzorcowych analitow
(1g/1),

s —odchylenie standardowe.

Poprawnos¢ (prawdziwosc¢) — okresla stopien zgod-
nosci wyniku oznaczenia, bedgcego wartoscia srednig
z serii pomiardéw, z wartoscig oczekiwang [9].
Poprawnos¢ metody wyznaczono postugujac sie
metodg z uzyciem standardu zewnetrznego. Sporza-
dzono 8 mieszanin roztwordéw wzorcowych zawiera-
jacych 1,3-PD, 2,3-BD, acetoine oraz kwas propiono-
wy w znanych stezeniach (0,25-1,25 g/l w réznych
kombinacjach). Wykonano analize chromatograficzng
przygotowanych roztwordow w trzech powtorzeniach.
Nastepnie wyznaczono poprawnosci metody, ktorej
miarg jest odzysk standardu (R):

TO
R =—2.100 (6)
w ktérym: ’
To—ilos¢ (stezenie) substancji oznaczonej w préb-
ce za pomocg analizy chromatograficznej,
Ts — znana ilo$¢ (stezenie) substancji w prébce.

3. WYNIKI | DYSKUSJA

Kolumna chromatograficzna Aminex HPX-87H firmy
Bio-Rad jest kolumng dedykowang do oznaczania cu-
kréow, alkoholi, kwaséw organicznych i stosowana jest
w monitoringu procesow fermentacyjnych czy analizie
ptynéw biologicznych itd. [10]. Rysunek 1 przedstawia
przyktadowy chromatogram rozdziatu brzeczki fer-
mentacyjnej na kolumnie Aminex HPX-87H.

Przy zastosowaniu danych parametréow chromatogra-
ficznych nie jest mozliwa analiza 1,3-PD oraz 2,3-BD,
gdyz substancje te koeluuja. Podjeto prébe optyma-
lizacji parametréw chromatograficznych w celu uzy-
skania metody umozliwiajgcej analize jakos$ciowa oraz
ilosciowg 1,3-PD w probach mogacych zawierac inne
substancje (m.in. 2,3-BD, acetoing, kw. propionowy).
Testowano takie parametry jak rodzaj eluentu, tem-
perature rozdziatu oraz przeptyw fazy ruchome;.
Zmiana stezenia kwasu siarkowego w fazie ruchomej
i zwigzana z tym zmiana pH eluentu nie wptywaty
znaczgco na zdolno$¢ rozdzielczg kolumny (Rys. 2).
Moze to by¢ spowodowane tym, iz pH eluentu naj-
bardziej wptywa na rozdziat kwaséw organicznych
o pKa<4 [10], natomiast pKa kwasu propionowego
jest wieksze od 4. Rodzaj dodanego kwasu do eluen-
tu takze nie wptynat znaczgco na rozdziat badanych
zwigzkéw. Zastosowanie kwasu fosforowego nie
wptyneto istotnie na wartos¢ zdolnosci rozdzielczej
kolumny (Rys. 2).

Zastosowanie wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) do oznaczania polioli w brzeczkach fermentacyjnych
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Rysunek 1. Przyktadowy chromatogram rozdziatu cukréw, kwaséw organicznych i alkoholi
w brzeczce fermentacyjnej. Parametry analizy: kolumna Aminex HPX-87H, 0,001 M H,SO,,
0,6 ml/min, 30°C, detektor RI
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Rysunek 2. Wptyw stezenia kwasu w eluencie na zdolnos¢
rozdzielczg kolumny. Parametry: kolumna Aminex HPX-87H,
temp. 30°C, 0,6 ml/min

Kolejnym testowanym parametrem byta temperatura
procesu. Zaobserwowano, iz wraz ze wzrostem tempe-
ratury zwiekszaty sie czasy retencji 1,3-PD oraz 2,3-BD,
natomiast czasy retencji kwasu propionowego i ace-
toiny ulegaty skroceniu. Najlepszy rozdziat 1,3-PD od
2,3-BD uzyskano w temperaturze 65°C, natomiast w
temperaturze 30°C uzyskano najlepszy rozdziat 1,3-PD
od kwasu propionowego/acetoiny (Rys. 3). W niskich
temperaturach 1,3-PD koeluowat z 2,3-BD, natomiast
w wysokich 1,3-PD koeluowat z kw. propionowym
i acetoing. Kwas propionowy i acetoina koeluowaty ze
sobg bez wzgledu na temperature procesu chromato-
graficznego. Temperatura 40°C zostata wybrana jako
najlepsza dla oznaczania 1,3-PD w prébach mogacych
zawierac 2,3-BD oraz kw. propionowy i acetoine, gdyz
umozliwita najlepszy rozdziat 1,3-PD od 2,3-BD oraz
kwasu propionowego i acetoiny (Rys. 3).
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Rysunek 3. Wptyw temperatury na czasy retencji (RT) wybranych zwigzkow.
Parametry rozdziatu: kolumna Aminex HPX-87H, 5 mM H,SO,, 0,6 ml/min, detektor RI




W kolejnych eksperymentach dodawano do fazy
ruchomej modyfikator organiczny w postaci aceto-
nitrylu lub izopropanolu. Dodatek 30% acetonitrylu
do eluentu znacznie skracat czas retencji kwasow
organicznych i acetoiny (analiza z wykorzystaniem
detektora DAD). Niemozliwa byta analiza pozostatych
zwigzkéw, gdyz odczyt z detektora Rl charaktery-
zowat sie bardzo duzym szumem przez co znacznie
spadat wspodtczynnik odpowiedzi dla zwigzkéw ana-
lizowanych z uzyciem tego detektora (niemozliwe

byto wykrycie 1,3-PD na poziomie 1g/l). Podobny .

efekt uzyskano w przypadku zastosowania 10%
acetonitrylu oraz 5% izopropanolu (dane nie pre-
zentowane).

Standardowo stosowang szybkosScig przeptywu
fazy ruchomej dla kolumny Aminex HPX-87H jest
0,6 ml/min. W jednym z eksperymentéw zmniej-
szono jg do 0,5 ml/min uzyskujac lepsze zdolnosci
rozdzielcze.

Na podstawie przeprowadzonych analiz do dalszych
doswiadczen wybrano nastepujgce parametry anali-
zy chromatograficznej: temperatura 40°C, przeptyw
0,5 ml/min oraz 0,5 mM H,SO, jako eluent (Rys. 4).
Poniewaz parametry te nie umozliwity jednocze-
snego catkowitego rozdziatu 1,3-PD, 2,3-BD, kwasu
propionowego oraz acetoiny z wykorzystaniem
detektora RI, zastosowano uktad sktadajgcy sie
z dwdch detektoréw — Rl oraz UV-DAD pracujgcych
w uktadzie szeregowym.

Oznaczanie dioli wykonano przy uzyciu detektoraRl,
natomiast acetoine i kwas propionowy oznaczono
przy zastosowaniu detektora UV. Zaréwno acetoina
jak i kwas propionowy absorbujg swiatto UV, jednak

ich widma absorpcyjne réznig sie od siebie (Rys. 5).
Oznaczenia acetoiny wykonano przy dtugosci fali, w
ktérej wykazuje ona maksimum absorpcji— przy 276
nm (Rys. 6B). Przy tej dtugosci fali kw propionowy nie
daje sygnatu na detektorze UV-DAD. Kwas propiono-
wy oznaczono przy dtugosci fali wynoszacej 226 nm
(Rys. 6A), poniewaz przy tej dtugosci fali wystepuje
najwieksza réznica w ilosci absorbowanego swiatta
przez kwas propionowy i acetoine.

\\
\ kw. propionowy

acetoina
.

300 320 340 360 380 nm

240

280

Rysunek 5. Widma absorpcyjne kwasu propionowego
oraz acetoiny

Oznaczenia iloSciowe kwasu propionowego dokona-
no na podstawie nastepujacych wyliczen [11]:
—Postugujac sie krzywa kalibracyjng, sporzadzong dla
roztworéw wzorcowych kwasu propionowego przy
dtugoscifali 226nm obliczono jego stezenie w prébie
na podstawie wyznaczonej wysokosci (powierzchni)
piku kwasu propionowego przy 226 nm (Hprop,, ).
— Wysokos¢ (powierzchnie) piku kwasu propio-
nowego przy 226 nm (Hprop,,,) wyznaczono
w nastepujacy sposodb:
Hprop,,,=H,,;-Ha,, (7)
H,,,— wysokosci (powierzchnia) piku przy 226nm
(odczytane z chromatogramu),
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Rysunek 4. Przyktadowy chromatogram rozdziatu
fermentacyjnej. Parametry analizy: kolumna Aminex
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cukrow, kwaséw organicznych i alkoholi w brzeczce
HPX-87H 0,5 mM H,SO,, 0,5 ml/min, 40°C, detektor RI
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Rysunek 6. Przyktadowy chromatogram rozdziatu kwaséw organicznych przy
226 nm (A) oraz 276 nm (B). Parametry analizy:
kolumna Aminex HPX-87H 0,5 m MH,SO,, 0,5ml/min, 40°C, detektor UV

Ha,,  wysokosci (powierzchnig) piku acetoiny przy

226 nm, obliczona z réwnania:

Ha,, =aC +b (8)
w ktérym:
aoraz b—wspdtczynniki w réwnaniu kalibracyjnym
sporzadzonym dla roztworéw wzorcowych
acetoiny przy dtugosci fali réwnej 226nm,

C, — stezenie acetoiny (obliczone przy dtugosci
fali 276 nm).

Przy oznaczeniach ilosciowych mezo-2,3-BD postu-

zono sie nastepujacg procedura:

— Postugujac sie krzywa kalibracyjng sporzadzong
dla mezo-2,3-BD obliczono jego stezenie na pod-
stawie wyznaczonej wysokosci (powierzchni) piku
mezo-2,3-BD (H,,).

— Wysokos¢ (powierzchnig) piku mezo-2,3-BD (H, )
wyznaczono w hastepujgcy sposob:

Hgo=Hy- Hag, - Hprop, 9)
H. —wysokosci (powierzchnia) piku z detektora RI
(odczytane z chromatogramu)
Ha  — wysokosci (powierzchnig) piku acetoiny
(detektor Rl), obliczona z rdwnania:

Ha,=aC +b (10)

gdzie:

a oraz b — wspoétczynniki w réwnaniu kalibracyj-
nym sporzadzonym dla roztworéw wzorco-
wych acetoiny (detektor RI),

C, — stezenie acetoiny (obliczone przy dtugosci
fali 276nm).

Hprop, — wysokos¢ (powierzchnig) piku kw. pro-

pionowego (detektor Rl), obliczona z réwnania:

Hprop,=aC  + b (112)
gdzie:

a oraz b — wspodtczynniki w réwnaniu kalibracyj-
nym sporzgdzonym dla roztworéw wzorco-
wych kwasu propionowego (detektor Rl),

Corop ™ stezenie kwasu propionowego (obliczone

przy dtugosci fali 226 nm, zgodnie z metodyka
opisang powyzej).

Zaproponowana metoda pozwala na ilosciowe ozna-
czanie znacznej liczby substancji w czasie trwania
jednej analizy. 1,3-PD jak rowniez 2,3-BD i koelujgce
z nim acetoina i kwas propionowy mogg by¢ ozna-
czone z stosunkowo dobrg doktadnoscig. Srednie
wartosci odzysku (R) obliczone ze wzoru (6) dla




Tabela 1. Doktadnos$¢ metody — odzysk standardu R (%)

Substancja 1,3-PD meso-2,3-BD | acetoina kyvas
propionowy
Odzysk standardu R
Zys S(;’)‘ arau 102,5 113,8 98,6 92,4
0

Tabela 2. Wartosci liczbowe granic wykrywalnosci (LOD), granic oznaczalnosci (LOQ) oraz wspotczynnika

zmiennosci (CV%)

Substancja . kwas .
1,3-PD | mezo-2,3-BD | DL-2,3-BD | acetoina . glicerol
Parametr propionowy
LOD g/l 0,009 0,04 0,04 0,02 0,03 0,007
LoQ g/l 0,027 0,13 0,12 0,05 0,08 0,02
CV [%] dla 1g/I 0,65 0,9 0,9 1 0,8 0,2

1,3-PD, 2,3-BD oraz kwasu propionowego i acetoiny
umieszczono w Tabeli 1.

W kolejnych doswiadczeniach wyznaczono parametry
walidacyjne dla zaproponowanej metody. Wartosci
granicy wykrywalnosci, oznaczalnosci oraz precyzji
dla 1,3-PD, 2,3-BD, acetoiny, kwasu propionowego
oraz glicerolu przedstawiono w Tabeli 2.

4. PODSUMOWANIE
Przedstawione powyzej badania miaty na celu poka-

zanie w jaki sposdb poszczegdlne parametry wpty-
wajg na rozdziat badanych zwigzkédw. Opracowana

metoda pozwala na jakosciowg analize wielu réznych
substancji (cukréw, alkoholi, kwaséw organicznych)
w brzeczkach fermentacyjnych, w szczegélnosci
gdy niektére z nich (1,3-PD, 2,3-BD, acetoina, kwas
propionowy) koeluujg ze sobg przy danych parame-
trach analizy chromatograficznej. Kolumna Aminex
HPX-87H umozliwia separacje molekut dzieki takim
mechanizmom jak wykluczenie jonowe, wymiana
jonéw, wymiana liganddw, sgczenie molekularne dla-
tego tak trudne jest zoptymalizowanie parametréow
chromatograficznych.

Badania zrealizowano w ramach projektu , Biotechnologiczna konwersja glicerolu do polioli i kwaséw
dikarboksylowych”. Badania finansowane z Europejskiego Funduszu Rozwoju Regionalnego w ramach
programu Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka, projekt PO I1G 01.01.02-00-074/09.

Zastosowanie wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) do oznaczania polioli w brzeczkach fermentacyjnych
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