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Metodyka oznaczania sumarycznej zawartosci inhibitoréow fermentacji ciemnej oraz
monocukrow w brzeczkach fermentacyjnych technikag HPLC-RID-UV-VIS/DAD

Streszczenie: W pracy przedstawiono wyniki badari oraz opracowang w ich rezultacie metodyke ilosciowego
oznaczania sumarycznej zawartosci inhibitoréw fermentacji ciemnej oraz monocukréw w brzeczkach fermentacyjnych z
wykorzystaniem techniki chromatografii cieczowej (RP-HPLC-RID-UV-VIS/DAD). Najbardziej przydatng do zbadania
sumarycznej zawartoSci inhibitorow w probkach rzeczywistych okazafto sie zastosowanie warunkéw chromatografii
wykluczania jonowego (IExclC) z kolumng Shodex (1) SH1011, 7 um, 8x300 mm, przy natezeniu przeptywu (1,2 mL/min)
eluentu o skfadzie H.O + 0,2% HCOOH z termostatowaniem kolumny w 60°C oraz objetoSci dozowania brzeczki
fermentacyjnej v=50 uL. Metodyka charakteryzuje sie niskimi wartoSciami granicy wykrywalno$ci (0,073 mg/L) oraz
oznaczalnosci (0,219 mg/L), szerokim zakresem liniowosci (0,219-3,600) oraz dobrg powtarzalno$cig (RSD ponizej 4,4
%). Opracowana metodyka zostata z powodzeniem zastosowana do zbadania sumarycznej zawartosci inhibitoréw w
rzeczywistych probkach brzeczek fermentacyjnych z oznaczeniem dodatkowym zawarto$ci monocukrow.

Stowa kluczowe: chromatografia cieczowa (RP-HPLC-RID-UV-VIS/DAD), inhibitory fermentacji ciemnej, przygotowanie
probki

Methodology for determining the total content of dark fermenters and monosugars
in fermentation broths by HPLC-RID-UV-VIS/DAD

Abstract: The paper presents the results of research and the methodology developed for the quantitative determination
of the total content of dark fermenters and monosugars in fermentation broths using the liquid chromatography technique
(RP-HPLC-RID-UV-VIS / DAD). The use of lon Exclusion Chromatography (IExcIC) conditions with the Shodex column
(1) SH1011, 7 um, 8x300 mm, with a flow rate of 1.2 mL/min eluent with H20 + 0.2% HCOOH with the eluent proved to
be the most useful for testing the total content of inhibitors in real samples. column thermostat at 60°C and dosing
volume of fermentation broth v=50 uL. The methodology is characterized by low detection limit values (0.073 mg/L) and
determination (0.219 mg/L), wide range of linearity (0.219-3.600) and good repeatability (RSD below 4.4 %). The
developed methodology has been successfully used to examine the total content of inhibitors in real samples of
fermentation broths with additional monosugars.

Key words: liquid chromatography (RP-HPLC-RID-UV-VIS/DAD), dark fermentation inhibitors, sample preparation

1. Wstep
(Introduction)

Przystgpienie Polski do Unii Europejskiej spowodowato wzrost Swiadomosci zwigzanej z zagrozeniem
Srodowiska, wywotanym stosowaniem energii nieodnawialnej. Wykorzystywanie paliw kopalnych, w celach
energetycznych powoduje negatywne skutki dla naszego $rodowiska, dlatego stosowanie odnawialnych,
czystych zrédet energii jest niezbedne, gdyz mozna je pozyskiwaé w zrownowazony sposéb, ze zrédet
niekopalnych i niejgdrowych. Energia odnawialna obejmuje energie stoneczng, wiatrowag, wodna,
oceaniczng, geotermalng, biomase i inne zrédta energii. Wiekszo$¢ globalnego biowodoru jest obecnie
produkowana poprzez reforming parowy, jednak coraz czesSciej zwraca sie uwage na metody
biotechnologiczne, takie jak ciemna fermentacja i foto-fermentacja. Wodor w ciemnej fermentacji wytwarzany
jest przez fermentujgce beztlenowe mikroorganizmy, natomiast w foto-fermentacji wodoér wytwarzany jest
dzieki mikroorganizmom fotosyntetycznym, ktére wykorzystujg czasteczki wody lub proste kwasy jako
donory elektronéw (np. bakterie fotosyntetyczne). Ciemna fermentacja ma kilka zalet w stosunku do foto-
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fermentacji, m.in. jako surowiec mozna wykorzystywaé rézne organiczne odpady i $cieki, oraz nie zalezny od
warunkow pogodowych [1].

Biomasa lignocelulozowa jest odnawialnym i tanim surowcem, sktadajgcym sie z trzech biopolimeréw
(celulozy, hemicelulozy oraz ligniny). Lignina wystepujgca w materiale lignocelulozowym utrudnia
bezposrednie wykorzystanie biomasy do produkcji biopaliw. Konwersja biomasy lignocelulozowej polega na
obrébce wstepnej biomasy lignocelulozowej (hydroliza utleniajgca, kwasna lub zasadowa) w wyniku czego
nastepuje delignifikacja. Dzieki rozerwaniu struktury ligniny zwigksza sie podatno$¢ materiatu na hydrolize
enzymatyczng oraz fermentacje ciemng [2, 3, 7].

Wytwarzanie biopaliw drugiej generacji z surowcéw lignocelulozowych metodami fermentacyjnymi jest
ztozonym procesem mikrobiologicznym, w ktérych stosuje sie réznego typu fermentujgce mikrooganizmy,
ktére wytwarzajg biowodér. Produkcja biowodoru jest zalezna od wielu parametréw takich jak: pH,
temperatura, rodzaj podtoza biologicznego, konkurencja mikrobiologiczna, produkty uboczne czy dostepnosé
makro- i mikroelementéow. Efektywne prowadzenie procesu fermentacji ciemnej jest zwigzane z
monitorowaniem biowodoru oraz inhibitoréow powstajgcych w brzeczce fermentacyjnej. W zwigzku z tym,
celowe jest opracowanie nowych metodyk, umozliwiajgcych oznaczenie stezenia inhibitorow oraz
monocukréw w brzeczkach fermentacyjnych.

Obecnie w literaturze wystepuje wiele metod stosowanych do oznaczania monosacharydéw (glukozy
czy ksylozy) za pomoca wysokosprawnej chromatografii cieczowej, wyposazonej w detektor RID z kolumna
Aminex HPX-87H z wktadkg ochronna Carbo-P. Wykorzystywang kolumne termostatowano w 80°C,
natomiast jako faze ruchomg uzywano 5 mM H2SO4 przy predkosci przeptywu 0,6 mL/min. Oznaczanie
catkowitej zawartosci zwigzkoéw fenolowych zazwyczaj wykonuje sie za pomocg metody kolorymetrycznej
Folina-Ciocalteu. Poszczegélne wolne kwasy fenolowe mozna oznaczyé przy uzyciu techniki HPLC
wyposazonej w detektor UV oraz kolumne Eclipse SDB C18. Kolumne termostatowano w 35°C.
Rozdzielanie przeprowadzono stosujgc faze ruchoma A (0,5% kwas octowy w ultraczystej wodzie) oraz faze
ruchoma B (5,0% ultraczysta woda z dodatkiem 0,5% kwasu octowego w metanolu) z zastosowaniem eluciji
gradientowej. Objetos¢é dozowanej prébki wynosita 20 uL przy predkosci przeptywu 1 mL/min z czasem
rozdzielania trwajgcym 55 minut [4].

W pracy przedstawiono nowe procedury badania sktadu brzeczek fermentacyjnych ciemnej
fermentacji, w zakresie oznaczania sumarycznej zawartosci inhibitoréw fermentacji oraz monocukrow.
Metodyki opracowano w oparciu o zastosowanie techniki chromatografii cieczowej (RP-HPLC-RID-UV-
VIS/DAD).

2. Czes¢ eksperymentalna
(Experimental)

2.1. Materialy
(Materials)

W badaniach wykorzystano substancje wzorcowe, w tym sole nieorganiczne: chlorek sodu, siarczan
(VI) sodu (cz.d.a. POCH). Substancje wzorcowe cukrow: D(+) Glukoza (299,5% Sigma Aldrich), D(+)
Celobioza (299% Sigma Aldrich), D(+) Ksyloza (299% Sigma Aldrich), D(+) Mannoza (=299% Sigma Aldrich),
D(-) Arabinoza (298% Sigma Aldrich, D(+) Galaktoza (=298% Sigma Aldrich). Substancje wzorcowe kwaséw
organicznych, zwigzkéw feonolowych i furanowych: Kwas bursztynowy (Laborchemie), Kwas mlekowy (85%
Sigma-Aldrich), Hydroksyaceton (90% Sigma Aldrich), Gwajakol (299% Acros Organic), Kwas wanilinowy
(97% Sigma Aldrich),1,2-dihydroksybenzen (299% Sigma Aldrich), Kwas 4-hydrokysbenzen (99% Sigma
Aldrich), Kwas trans-ferullowy (99% Sigma Aldrich), Wanilina (99% Sigma Aldrich), Kwas syryngowy (=295%
Sigma Aldrich), 5- hydroksymetylofurfural (299% Sigma Aldrich), Furfural (99.9% Sigma Aldrich), Kwas
lewulinowy (99% Sigma Aldrich), Syringol (99% Sigma Aldrich), Fenol (296%, Sigma Aldrich), Kwas
mréwkowy (80% POCH), Kwas octowy (>99% Sigma Aldrich), Kwas butanowy (299% Sigma Aldrich).

Jako rozpuszczalnik do przygotowania roztworéw substancji wzorcowych zastosowano wode
dejonizowang. Do badan technikg RP-HPLC-RID-UV-VIS/DAD zastosowano wode dejonizowang z 0,2%
HCOOH (80% POCH) oraz technikg RP-HPLC-RID zastosowano wode dejonizowang.

2.2. Aparatura
(Instruments)

W badaniach nad oznaczaniem sumarycznej zawartosci inhibitoréw fermentacji zastosowano
wysokosprawny chromatograf cieczowy (Merck — Hitachi, Niemcy), wyposazony w pompe L-7100 z tzw.
niskocisnieniowym systemem gradientowym. Kolumne Shodex (1) SH1011, 7 ym, 8x300 mm, H811077
(termostatowano za pomocg termostatu ACS). Uklad posiadat dwa szeregowo potgczone detektory:
spektrofotometryczny (L-7450 — Merck — Hitachi, Niemcy) w zakresie UV-VIS z wykorzystaniem czujnikéw
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fotodiodowych (DAD) oraz réznicowy refraktometrycznym (RID — RI Detector 2100 — Knauer, Niemcy).
Dodatkowo aparat posiadat zawér do zmiany kierunku przeptywu fazy ruchomej w kolumnie - back-flush
(Merck, Niemcy), sterowany manualnie. Do rejestracji oraz obrébki wynikéw wykorzystano oprogramowanie
HSM.

Dodatkowo w badaniach nad oznaczaniem sumarycznej zawartosci inhibitoréw fermentacji do
zastosowano wysokosprawny chromatograf cieczowy (Merck — Hitachi, Niemcy), wyposazony w pompe L-
7100 z tzw. niskocisnieniowym systemem gradientowym. Kolumne Rezex Pb?* (300x7.8 mm, 8 um) —
Phenomenex, Torrance, CA, USA (termostatowano za pomocg termostatu CT80). Ukfad posiadat sprzezony
réznicowy detektor refraktometryczny (RID — RI Detector 2100 — Knauer, Niemcy). Do rejestracji oraz
obrébki wynikéw wykorzystano oprogramowanie Turbochrom.

2.3. Metody postepowania
(Methods)

2.3.1. Analiza ilosciowa
(Quantitative analysis)

Analize ilosciowg wykonano w oparciu o krzywg Kkalibracyjng, ktéra przedstawia zaleznosc
powierzchni piku od stezenia syringolu. W tym celu przygotowano roztwdr wyjsciowy syringolu w wodzie
dejonizowanej w stezeniu okoto 3,6 mg/mL. Poprzez rozcienczenie roztworu wyjsciowego w wodzie
dejonizowanej, przygotowano roztwory kalibracyjne w stezeniach 2,4; 1,2; 0,9 mg/mL.

2.3.2. Wyznaczenie parametréw metodyki i zapewnienie jakosci wynikéw
(Determination of method parameters and ensuring the quality of results)

Granica wykrywalnosci (LOD) zostata wyznaczona na podstawie rownania (1):
3.3%a

LOD = 1)
gdzie: Sa - odchylenie standardowe wyrazu wolnego prostoliniowej krzywej kalibracyjnej,

b — wspétczynnik kierunkowy krzywej kalibracyjne;.
Granice oznaczalnosci (LOQ) wyznaczono na podstawie rownania (2):

LOQ =3LOD (2)

Zbadano liniowos¢ przebiegu krzywej kalibracyjnej w zakresie stezen 0,9 — 3,6 mg/mL. Ocene liniowosci
odpowiedzi detektora (RID) w badanym zakresie dokonano na podstawie wspoétczynnika regresji (r).
Wyznaczane zaleznosci liniowe (pole powierzchni piku od stezenia analitu) krzywej kalibracyjnej powinny
by¢ réwne lub nieistotnie rézne od 1.
Precyzje metody oszacowano na podstawie wspétczynnika zmiennosci (RSD - ang. Relative Standard
Deviation) [5]:
5

RSD = - 3
gdzie: s - odchylenie standardowe wynikow trzech powtérzen danego stezenia

i — Srednia wartos¢ z trzech pomiaréw danego stezenia.

2.4. Fermentacja ciemna z wykorzystaniem hydrolizatéow powstaltych z biomasy
lignocelulozowej
(Dark fermentation using hydrolysates derived from lignocellulosic biomass)

Prébki poddane badaniom, zostaly przygotowane w nastepujgcy sposéb: materiat biomasy
lignocelulozowej (kaczany kukurydzy) pocieto na zrebki za pomocg rozdrabniacza ogrodowego (Meec
Tools). Nastepnie materiat zmielono w mtynie ZM 200 (Retsch) z wykorzystaniem sita o srednicy 0,75 mm.
Biomase lignocelulozowg suszono przez 4 godziny w suszarce laboratoryjnej w temperaturze 105°C, do
statej masy. W celu powolnego ochtodzenia, materiat umieszczono w eksykatorze zawierajgcym Srodek
suszgcy w postaci NaOH. Po osiggnieciu temperatury pokojowej, przeniesiono w ilosci po 1 g do fiolek
wiréwkowych do ktérych dodano po 20 mL roztworu katalizatora hydrolizy utleniajgcej (1:20 — m/V). Badane
procesy réznity sie rodzajem uzytego katalizatora, kazdy proces zostat wykonany w trzech powtdérzeniach.
Wykorzystywane katalizatory zestawiono ponize;j:

I. Przefiltrowany nasycony wodny roztwér Ca(OH):2 - doprowadzony do pH + 11,5 za pomocg 0,5 M
NaOH.

II. Wode dejonizowang zmieszano z (30% v/v) roztworem H202 otrzymany roztwér doprowadzono do
pH + 11,5 za pomoca 0,5 M NaOH.
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lll. Przefiltrowany nasycony wodny roztwor Ca(OH)2 zmieszany z roztworem H20:2 (30% v/v) otrzymany
roztwér doprowadzono do pH £ 11,5 za pomocg 0,5 M NaOH.

IV. Odczynnik Fentona przygotowany przez zmieszanie wodnego roztworu FeSO47H20 oraz H20:2
(30% v/v) w stosunku molowym 1:25 — doprowadzono roztwér do pH + 3.0 za pomocg 0,5%
kwasu szczawiowego.

V. Roztwér zawierajgcy FeS047H20 oraz 2,2'-bipirydyne (2 mM Fe?* i 4 mM bipirydyny), do ktérego
dodano roztwér H202 (30% v/v), tak aby stosunek molowy FeSO47H20 i H202 w mieszaninie
reakcyjnej wynosit 1:25.

Obrobke wstepng biomasy lignocelulozowej prowadzono przez 6 godzin w temperaturze 25°C,
w wytrzgsarce z taznig wodng. Nastepnie, probki odwirowano w wiréwce (Hettichzentrifugen, D-78533
Tuttlingen,) przez 10 minut przy predkosci 5000 RPM i przesgczono przez lejek Buchnera w celu oddzielenia
fazy statej od roztworu. Osad przemyto trzykrotnie wodg dejonizowang, a nastepnie dwukrotnie acetonem,
aby zapewni¢ catkowite usuniecie ligniny i pochodnych hemicelulozy. Osad suszono w suszarce
laboratoryjnej przez 24 godziny w 105°C, ktéry nastepnie umieszczono w eksykatorze z substancja suszaca,
w postaci NaOH. Statg pozostalo$¢ po wstepnej obrébce chemicznej (1 g) przeniesiono do roztworu
enzyméw cellulolitycznych (20 mL), zawierajgcego Viscozyme L (Novozymes Corp., Kopenhaga Dania)
uzupetnionego B-glukozydazg (Sigma-Aldrich, Sztokholm, Szwecja). Biomase lignocelulozowg z roztworem
enzymow umieszczono w fiolkach wiréwkowych, ktére wytrzgsano w 42°C przez 24 godziny w wytrzgsarce z
taznig wodng. Enzym rozdzielono od powstatego hydrolizatu przez ogrzewanie fiolek wirbwkowych w 60°C,
nastepnie odwirowano (Hettichzentrifugen, D-78533 Tuttlingen, 3000 RPM). Enzymatyczne hydrolizaty
wykorzystano jako ,wsad cukrowy” do ciemnej fermentacji przeprowadzanej przy uzyciu mieszanego osadu
czynnego (miejska oczyszczalnia sciekéw, Saur Neptun Gdansk, Polska) po procedurze Faloye [6]. Ciemng
fermentacje przeprowadzono w sterylnych 1200 mL szklanych bioreaktorach o objetosci roboczej 1 L. Bulion
fermentacyjny pracowat w regulowanych warunkach pH. Poczgtkowy bulion fermentacyjny sktadat sie z 900
mL hydrolizatéw i 100 mL wstepnie mieszanego osadu $ciekowego przygotowanego zgodnie z procedurg
Faloye. Stezenie monocukrow w poczatkowym bulionie fermentacyjnym ustalono na 5,5 g/L. Bulion
fermentacyjny doprowadzono do pH + 7,00 za pomocg 1 M NaOH. Przed inokulacjg warunki anaerobowe
wytworzono przez przedmuchiwanie reaktorow sterylnym azotem (Linde, czystosé¢ N5) przez 60 minut.
Proces fermentacji ciemnej przeprowadzano w temperaturze 37°C utrzymujgc ciggte mieszanie 320 RPM.

2.6. Przygotowanie probki do analiz HPLC
(Sample preparation for HPLC analysis)

Z trwajacego procesu fermentacji ciemnej pobrano probki do badan oznaczania sumarycznej
zawartosci inhibitoréw fermentacji oraz badah zmiany stezen wystepujacych cukréw w brzeczkach
fermentacyjnych. Brzeczki fermentacyjne poddano inkubacji w 60°C w suszarce laboratoryjnej przez 15
minut w celu usuniecia biatek — metodg denaturacji termicznej. Nastepnie prébki brzeczek fermentacyjnych
zamrozono w celu przechowywania probki. Kolejnym krokiem podczas przygotowania prébki byto
rozmrozenie brzeczki fermentacyjnej. Umieszczono probke w wiréwce (Hittachi EBA 8S) i wirowano przez 5
minut przy predkosci 3000 RPM - wcelu wstepnego usuniecia fazy statej. Faze wodng (1,0 mL)
przefiltrowano przez filtr strzykawkowy hydrolfilowy-celulozowy 0,45 pm (Hahnemuhle FineArt HmbH,
Niemcy) i przeniesiono do fiolki 1,5 mL. Analizie chromatograficznej poddawano probke o objetosci 50 L.

2.7. Optymalne warunki rozdzielania
(Optimum separation conditions)

W badaniach zastosowano RP-HPLC-RID-UV-VIS/DAD z eluentem H20 + 0,2% HCOOH o natezeniu
przeptywu 1,2 mL/min. Temperatura termostatowanej kolumny wynosita 60°C. Czas analizy 30 minut. Po
czasie 7,6 minuty zastosowano przeptywu zwrotnego w celu wyeluowania wzorca syringolu.

3.  Wyniki i dyskusja
(Results and discussion)

3.1. Optymalizacja warunkéw rozdzielania chromatograficznego
(Optimization of chromatographic separation conditions)

Warunki prowadzenia rozdzielania chromatograficznego (RP-HPLC-RID-UV-VIS/DAD) brzeczki
fermentacyjnej poddano optymalizacji w zakresie: rodzaju kolumny, dtugosci kolumny, temperatury
termostatowanej kolumny oraz natezenia przeptywu eluentu. Efekt zmian poszczegdlnych parametrow
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oceniano na podstawie poréwnania rozdzielenia poszczegdlnych frakcji (sole, cukry oraz inhibitory: kwasy
organiczne, zwigzki fenolowe oraz furanowe).
Dobdr odpowiedniej kolumny wykonano poprzez rozdzielanie mieszaniny wzorcowej skfadajgcej sie
Z mieszaniny soli, cukréw oraz inhibitoréow (Tabela 1). Badano kolumny:

v' Shodex (1) SH1011, 7 ym, 8x300 mm, H811077

v LiChrospher® 100RP-18e, 5 um x 12.5 mm, No.250044

v" Potgczone systemem ManCurt® dwie kolumny Merck 50931 LiChrospher 100RP-18 — 5 ym x 25

mm.

Na podstawie uzyskanych wynikéw, najlepsze rozdzielenie poszczegdinych grup uzyskano po
zastosowaniu kolumny Shodex (1) SH1011, 7 uym, 8x300 mm, H811077, ktérg wykorzystano do dalszej
optymalizacji metodyki. Dla kolumny Shodex (1) SH1011 dobrano optymalne warunki temperatury kolumny,
natezenia przeplywu eluentu oraz objetosci dozowania. Szczegodlowy zakres badan nad doborem
optymalnych warunkéw rozdzielania zestawiono ponizej:

e temperatura: 40; 60; 80°C
e predkosci przeptywu eluentu: 0,6; 1,2; 1,6 mL/min
e objeto$¢ dozowania: 25; 50; 100 L.

Wyniki badan nad rozdzielaniem chromatograficznym wykazaty, ze w temperaturze 40°C nie
uzyskano rozdzielenia pomiedzy frakcjg soli icukréow, natomiast przy zastosowaniu 60 i 80°C nie
zaobserwowano znaczgcej réznicy w uzyskanych wynikach. Ze wzgledéw ekonomicznych wybrano
temperature 60°C. W kolejnym etapie dobrano optymalng predkos$é przeptywu eluentu, ktéra wynosita 0,6
mL/min, przy tej predkosci czas analizy trwat ok. 70 min. Natomiast stosujgc 1,6 mL/min napotykano
problemy z pobieraniem frakcji cukrowej, gdyz zbyt blisko siebie eluowaty frakcje soli oraz cukréow. Kolejnym
etapem bylo zoptymalizowanie objetosci dozowania. Stosujgc 25 pL uzyskiwano zbyt mate stezenie frakc;ji
cukréw, ktére uniemozliwiato dalsze rozdzielania chromatograficzne z wykorzystaniem kolumny Pb?*.
Podczas dozowania 100 pL otrzymano przetadowanie stezeniowe, ktére uniemozliwiato oznaczanie
inhibitorow fermentacji.

Najlepsze wyniki rozdzielania otrzymano dla kolumny Shodex (1) SH1011, 7 um, 8x300 mm, H811077
0 natezeniu przeptywu 1,2 mL/min ztermostatowang kolumng w temperaturze 60°C oraz objetosci
dozowania 50 pL (Rys.1.).

Tabela 1. Mieszaniny wzorcowe wykorzystywane w optymalizacji metody RP-HPLC-RID-UV-VIS/DAD.
Table 1. Standard solutions used in the optimization of the RP-HPLC-RID-UV-VIS/DAD method.

Mieszanina wzorcowa
Sole (L) [mg/mL] Cukry (2.) [mg/mL] '”h'b'tor{nzzr/mﬂ"ac“ (3.

Chlorek sodu 12,0 Glukoza 54 Kwas bursztynowy 0,015
Siarczan (VI) sodu 13,4 Ksyloza 54 Kwas mlekowy 0,014
Mannoza 55 Hydroksyaceton 0,015

Celobioza 54 Gwajakol 0,015

Arabinoza 54 Kwas wanilinowy 0,005

Galaktoza 8,4 1,2-dihydroksyaceton 0,001

4-hydroksybenzen 0,002

Wanilina 0,007

Syringol 0,012

HMF 0,015

Furfural 0,014

Kwas lewulinowy 0,014

Kwas syryngowy 0,004

Fenol 0,016

Wzgledem chromatogramoéw zamieszczonych na Rys.l. i Rys.2. wyznaczono pomiedzy frakcjg
cukréw oraz inhibitoréw:
e wspodtczynnik retencji (k=2,94),
o wspdtczynnik selektywnosci (a=2,95).
Jako czas martwy przyjeto pik pochodzacy od wzorcow soli (1). W tabeli 2. Zestawiono czasy retencji
wzorcow.
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Tabela 2. Czas retencji mieszanin wzorcowych cukrow (2.) oraz inhibitoréw fermentaciji (3.).
Table 2. Retention time of the reference mixtures of sugars (2.) and fermentation inhibitors (3.).

Czas Substancje
retencii Celobioza | Glukoza | Ksyloza | Galaktoza | Arabinoza | Mannoza | Inhibitory
Tr [Min] 4,55 5,45 5,76 6,23 6,79 7,28 14,55

Intensity [(mWV)

Rys. 1.

Fig. 1.
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Chromatogram rozdzielenia mieszaniny wzorcowej zawierajgcej sole (1.), cukry (2.) oraz inhibitory fermentacji
(3.) wg Tabeli 1 o catkowitej objetosci dozowania 50 uL - RP-HPLC-RID.

Chromatogram for the separation of the reference mixture containing salts (1.), sugars (2.) and fermentation
inhibitors (3.) according to Table 1 with a total dosing volume of 50 uL - RP-HPLC-RID.
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Rys. 2. Chromatogram rozdzielenia mieszaniny wzorcowej zawierajgcej sole (1.), cukry (2.) oraz inhibitory fermentacji
(3.) wg Tabeli 1 o catkowitej objetosci dozowania 50 pL - RP-HPLC-UV-VIS/DAD.

Fig. 2. Chromatogram for the separation of the reference mixture containing salts (1.), sugars (2.) and fermentation
inhibitors (3.) according to Table 1 with a total dosing volume of 50 uL - RP-HPLC-UV-VIS/DAD.

3.1. Wyznaczenie podstawowych parametréow metodyki
(Determination of the basic parameters of the methodology)

Do oznaczen ilosciowych wykorzystano metode krzywej kalibracyjnej. Wykonano kalibracje dla
syringolu w oparciu o cztery punkty kalibracyjne. Kazdy punkt kalibracyjny powtérzono 3-krotnie. Krzywa
kalibracyjna postuzyta do oznaczenia sumarycznej zawartosci inhibitorow fermentacji w rzeczywistych
probkach brzeczek fermentacyjnych.

Opracowana metodyka RP-HPLC-RID-UV-VIS/DAD charakteryzuje sie dobrg granicg wykrywalnosci
(LOD), oznaczalnosci (LOQ) oraz powtarzalnoscig (RSD). Uzyskane wyniki wskazuja, ze metodyka nadaje
sie do rutynowych oznaczen sumarycznej zawartosci inhibitorow fermentacji. Wyznaczone parametry
metodyki zestawiono w tabeli 3.

Tabela 3. Zestawienie uzyskanych wartosci parametrow kalibracyjnych dla syringolu.
Table 3. Comparison of obtained values of calibration parameters for syringol.

Zwigzek a b R? [ng(/)n? L] [ng?n? L] lowedc [Sr;iqzlf:ﬁ R[os/ol])
0,9 4,38
syringol 581382 | 430499 | 0,9915 | 0,073 0219 | 0,219-3,600 1,2 1,29
36 1,23
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3.2. Wyznaczenie sumarycznej zawartosci inhibitorow fermentacji w prébkach rzeczywistych
brzeczek fermentacyjnych RP-HPLC-RID-UV-VIS/DAD
(Determination of the total content of fermentation inhibitors in real samples of fermentation

broths RP-HPLC-RID-UV-VIS/DAD)

Oznaczanie sumarycznej zawartosci inhibitoréw fermentacji wykonano w odniesieniu do krzywej
kalibracyjnej wzorca — syringolu. Analizy HPLC brzeczek fermentacyjnych przeprowadzano po
wczesniejszym etapie przygotowania probki. Podczas trwania rozdzielania, zbierano frakcje cukrowg miedzy
4,0 oraz 7,6 minutg rozdzielania. Frakcje cukrowg oznaczano weditug procedury NREL wykorzystywanej w
pracach [8]. Po zebraniu frakcji cukrowej wykonano przeptyw zwrotny eluentu (tzw. back-flush), ktéry polegat
na zmianie kierunku przeptywu eluentu, w celu wyeluowania w postaci jednego piku frakcji pochodzgcej od
inhibitoréw fermentacji (Rys. 3.).

Na podstawie chromatogramu otrzymanego z rozdzielenia prébki rzeczywistej — proces Il — 16h
wyznaczono wspotczynnik retencji (k=3,00) oraz selektywnosci (a=2,95) pomiedzy frakcjg cukrow oraz
inhibitorow. Jako czas martwy przyjeto pik pochodzacy od wzorcow soli (1) (Rys. 3, 4.). W tabeli 4.
przedstawiono czasy retencji zwigzkéw powstajgcych podczas procesu Il — 16h.

Tabela 4. Czas retencji probki rzeczywistej — proces Il — 16h.
Table 4. Retention time of the real sample - process Il - 16h.

Czas Substancje
retencji Celobioza | Glukoza | Ksyloza | Galaktoza | Arabinoza | Mannoza | Inhibitory
Tr [Min] 4,78 5,43 <LOD <LOD 6,77 7,22 14,31

Na podstawie krzywej wzorcowej wzgledem roztworu wzorcowego syringolu, otrzymane powierzchnie
pikdow przeliczono na stezenia sumarycznej zawartosci inhibitorow zawartych w brzeczce fermentacyjne;.
Wyniki przedstawiono w tabeli 5.

Tabela 5. Sumaryczne zawartos¢ inhibitorow powstajgcych podczas fermentacji ciemnej w procesach I-V
oraz procesie modelowym ,glukoza”.
Table 5. Total content of inhibitors formed during dark fermentation in 1-V and the ,glucose” model process.

Czas Stezenie [g/L]
[h] | I 1l W, v glukoza
0 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
16 <LOQ (~0,13) | <LOQ (~0,12) <LOD 0,56 <LOD <LOD
24 1,14 1,41 <LOD 1,19 <LOD <LOD
48 1,36 1,58 0,73 1,24 <LOQ (~0,12) 0,66
116 1,70 1,82 1,18 1,57 0,62 1,05

LOD=0,073 mg/mL
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Rys. 3. Chromatogram rozdzielenia badanej probki brzeczki fermentacyjnej (proces Il) po czasie 16h — detektor RID.
Fig. 3. Chromatogram of separation of the tested fermentation broth sample (process Il) after time 16h - RID detector.
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Rys. 4.Chromatogram rozdzielenia badanej probki brzeczki fermentacyjnej (proces Il) po czasie 16h — detektor DAD-3D.
Fig. 4. Chromatogram of separation of the tested fermentation broth sample (process Il) after time 16h — DAD-3D

detector.
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3.3. Wyznaczenie stezenia cukrow w brzeczkach fermentacyjnych
(Determination of the concentration of sugars in fermentation broths)

Frakcje cukrowg zebrano w czasie trwania rozdzielania oznaczania sumarycznej zawartosci
inhibitorow fermentacji ciemnej. Dla kazdego badanego procesu zbierano frakcje cukrowa w czasie ok 4,0-
8,0 minuty czasu trwania rozdzielania. Zebrang frakcje cukrow poddano obrébce wstepnej, ktéra umozliwiata
dalsze rozdzielanie frakcji na poszczegdlne cukry wystepujace w danym procesie oraz w danym czasie
fermentacji ciemnej. Zebrang frakcje cukréw przefiltrowano przez kationowg, a nastepnie anionowg kolumne
jonowymienng. Procedure wymiany jonowej zakonczono odparowaniem pozostato$ci w strumieniu azotu.
Frakcje cukrowa rozpuszczono w 200 pyL wody dejonizowanej, a nastepnie przesgczono przez hydrofilowy-
celulozowy filtr strzykawkowy o $rednicy poréw 0,45 ym. Analize cukréw wykonano na wysokosprawnym
chromatografie cieczowym RP-HPLC (Merck — Hitachi, Niemcy), wyposazony w pompe L-7100 z tzw.
niskocisnieniowym systemem gradientowym. Temperature kolumny uzyskano oraz utrzymywano za pomocg
termostatu CT80. Uktad posiadat sprzezony réznicowy detektor refraktometrycznym (RID — RI Detector 2100
— Knauer, Niemcy). Rozdzielanie RP-HPLC frakcji cukrowej trwato 25 minut wykorzystujac uktad HPLC-RID,
temperatura rozdzielania 60°C; kolumna: Rezex Pb?* (300x7.8 mm, 8 um) — Phenomenex, Torrance, CA,
USA,; eluent: H20; przeptyw: 0,6 mL/min; catkowita objetos¢ dozowanej prébki 50 L.

Na podstawie krzywej wzorcowej wzgledem glukozy oraz celobiozy otrzymane powierzchnie pikéw
przeliczono na stezenie cukrow zawartych w brzeczce fermentacyjnej. Wyniki przedstawiono w tabeli 6.

Tabela 6. Stezenia cukrow zawartych w brzeczce fermentacyjnej w procesach rzeczywistych I-V.
Table 6. Concentrations of sugars contained in the fermentation broth in real processes I-V.

Czas Celobioza Glukoza Ksyloza Galaktoza ng?rfgfé
Proces
[h] [mg/mL]
0 0,40 14,7 0,71 0,78 0,85
I 24 0,31 1,81 <LOD 0,75 <LOD
48 0,25 0,95 <LOD 0,74 <LOD
116 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
0 0,25 19,06 0,71 0,95 0,90
I 24 0,21 3,18 <LOD 0,36 <LOD
48 0,20 1,78 <LOD <LOD <LOD
116 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
0 0,25 19,79 0,71 0,96 0,99
. 24 0,12 0,37 0,36 0,71 <LOD
48 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
116 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
0 0,31 40,42 0,73 1,75 1,21
V. 24 0,29 3,06 <LOD 0,36 0,49
48 0,26 2,16 <LOD <LOD 0,47
116 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
0 0,29 34,49 0,72 1,78 1,12
V. 24 0,17 1,51 <LOD 0,36 0,38
48 0,14 0,62 <LOD 0,36 0,36
116 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

LOD=0,01 mg/mL
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4. Podsumowanie
(Summary)

W pracy przedstawiono metodyke oznaczania sumarycznej zawartosci inhibitorow fermentacji z
wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprzezonej z detektorem RID oraz UV-VIS/DAD.

W celu ilosciowego oznaczenia sumarycznej zawartosci inhibitoréw, a takze oddzielenia frakcji
cukrowej, dobrano optymalne warunki rozdzielania w zakresie rodzaju kolumny, predkosci przeptywu
eluentu, temperatury rozdzielania, a takze objetosci dozowania. Procedure doboru warunkéw rozdzielania
wykonano dla wzorcowych mieszanin cukréw, soli oraz inhibitorow fermentacji w sktad ktérych wchodzity
kwasy organiczne, fenole oraz zwigzki furanowe, dobrane na podstawie studium literaturowego. Przy
doborze  warunkéw  kierowano sie  zapewnieniem mozliwie krétkiego czasu  rozdzielania
chromatograficznego, a takze zapewnieniem wzglednie duzych wspétczynnikow odpowiedzi, ktére majg
istotny wptyw na granice wykrywalnosci oraz oznaczalnosci. Ostatecznie wybrano kolumne w postaci
Shodex (1) SH1011, 7 ym, 8x300 mm, H811077, predkos$¢ przeptywu 1,2 mL/min, temperatura kolumny
60°C.

Podstawowe parametry kalibracyjne (LOD, LOQ, RSD, RZ2 oraz zakres liniowosci) uzyskane dla
zoptymalizowanej metody wykazujg uzytecznos¢ i mozliwos¢ stosowania metodyki do badan kontroli
procesow fermentacji. W metodzie HPLC analizowano zaleznosci powierzchni piku od stezenia syringolu.
Wykorzystywana w pracy metoda charakteryzowata sie zaleznoscig liniowg. Krzywa wykazywata liniowos¢ w
zakresie 0,219-3,600 mg/mL. Granica wykrywalnosci zoptymalizowanej procedury analitycznej wynosi 0,073
mg/mL. Granice oznaczalnosci otrzymano na poziomie 0,219 mg/mL. W celu okreslenia precyzji oznaczen
postuzono sie wspotczynnikami zmiennosci (RSD, %), zwanym rowniez wzglednym odchyleniem
standardowym, ktory wynosit 1,23% dla stezenia 3,6 mg/mL.

Uzyskane wyniki podstawowych parametrow kalibracyjnych w potaczeniu z prostotg oraz krétkim
czasem analizy, wskazujg na mozliwos¢ stosowania opracowanej metodyki do rutynowej kontroli procesu
fermentacji.

Badania probek rzeczywistych wykazaty, ze najwiecej inhibitorow fermentacji oznaczono dla proceséw
I i Il Z kolei najnizsze stezenie otrzymano w procesie V, nizszg niz dla procesu modelowego (glukoza).
Powstajgce inhibitory fermentacji (zwtaszcza kwasy, fenole i zwigzki furanowe) obnizajg optacalnosé
procesu, poniewaz zmniejsza sie wydajnosc¢ przeksztatcenia zwigzku organicznych do wodoru.

Wykorzystywana biomasa lignocelulozowa do fermentaciji ciemnej skfada sie ze zmiennych ilosci
hemicelulozy, celulozy i ligniny. Sktadniki weglowodanowe (ij. celuloza i hemiceluloza) sg zamknigete w
ztozonej strukturze i nie sg dostepne dla mikroorganizméw wykorzystywanych w fermentacji ciemnej. Aby
zwiekszy¢ dostepnosc sktadnikow weglowodanowych zawartych w materiale dla drobnoustrojow biomase
lignocelulozowg poddaje sie r6znym technikom obrébki wstepnej (procesy I-V). Jednakze podczas wstepne;j
obrébki uwalniane jest szerokie spektrum dodatkowych zwigzkéw organicznych, ktére mogg hamowaé
wytwarzanie Hz lub zmienia¢ szlak metaboliczny bakterii uzywanych w procesie ciemnej fermentacji. Kwasy
organiczne sg naturalnym metabolitem mikroorganizmdw, natomiast w efekcie przemian wtérnych glukozy
mogg powstawac, np. furfural, 5-HMF, kwas lewulinowy. Z konwersji ligniny mogg powstawac: zwigzki
fenolowe (np. fenol, wanilina, aldehyd syryngowy).

Stezenia zwigzkéw furanowych i fenolowych mogg znacznie hamowac produkcje H2. Powstajgce
kwasy organiczne w brzeczce fermentacyjnej wptywa na mechanizm pompy protonowej oraz zmienia site
jonowg brzeczek, jednak powstajgce produkty sg transportowane na zewnatrz komorek. Zwigzki furanowe
(furfural, 5-HMF) i fenolowe mogg hamowaé proces fermentacji przez btony komorkowe, kitdre zaktédcajg i
zmieniajg szlak metaboliczny enzymoéw. Pochodne furanu majg bardziej negatywny wptyw na ciemng
fermentacje w poréwnaniu ze zwigzkami fenolowymi.

Opracowana metodyka HPLC-RID-UV-VIS/DAD jest metodyka przesiewowa, ktéra umozliwia szybkie
wykrycie momentu w ktérym zaczynajg sie tworzy¢ inhibitory fermentacji ciemnej oraz wydajnos$¢ procesu
wytwarzania biowodoru zacznie spadaé. Potgczenie opisanej metodyki z metodykg oznaczania konkretnych
inhibitorow fermentacji z wykorzystaniem techniki chromatografii gazowej w sprzezeniu ze spektrometrem
mas (GC-MS) jest bardzo korzystne i potrzebne do dalszych badan naukowych.
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