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Lihovarsitvi a drozddarstvi

Stanoveni kyseliny mravené¢i a octové v sulfitovych vyluzich

a fermentacnich médiich plynovou chromatografii

663.14.031.236
543.544.2 547.291 547.292

Ing. MILADA SESTAKOVA, odbor mikrobidlnich v§rob VUKPS, Praha

1. Ovod

PouZitf sulfitového v§luhu (ziskaného jako odpadni
produkt z nové zavddénych postupli vyroby sulfitové
celuldzy) pro mikrobialni produkci vyZaduje exaktné&jsi
a rychlejsi analytické postupy pro sledovdni chemické-
ho sloZeni a biologické jakosti sulfitového vyluhu (SV)
ve vyrob& celulézy i pfi kultivaci mikroorganismu.

Chemické sloZeni a biologickd jakost sulfitového v§-
luhu pFevéZn& zévisi na chemickém sloZeni vychozi su-
roviny a na podminkéch jeji hydrolyzy, tj. sulfitového
vafeni dfeva.

Biologickd jakost hydrolyzétu je v podstatd charak-
terizovana frakci t&kavych sloudenin, kterou tvori prede-
v3im t&kavé kyseliny, kyslitnik sifigity, fural, aceton,
metanol aj. V&tSina z nich brzdf Zivotni procesy kvas-
niénych bunék.

ProtoZe stanoveni t&chto slouenin v rostlinnych
hydrolyzétech bylo do neddvné doby obtizné a maélo
pfesné, bylo také studium jejich tvorby a osudu v pro-
cesu hydrolyzy dieva a mikrobidlniho zpracovéni hydro-
lyzdtu vEnovédno jen maélo praci. Obvykle se v literatu-
fe uvadi sumdrni obsah néktergch skupin chemicky pfi-
buznych slou&enin [1, 2, 3].

Zasadni zmé&nu vyzkumu tEkavé frakce rostlinngch
hydrolyzatd pfineslo vyuZiti plynové chromatografie,
kterd umoZnila stanovit v&tSinu neutrdlnich sloudenin
tékavé frakce rliznych hydrolyzatd [4, 5, 6, 7]. V lite-
ratufe jsme vSak nena3li Zddnou metodu, kterd by uspo-
kojila poZadavek sériového stanoveni ni#$ich mastnych
kyselin v rostlinngch hydrolyzatech s dostate€nou pfes-
nostf, a je také zndmo, Ze plynov& chromatografické
stanoveni t&chto kyselin je spojeno s Fadou t&Zkosti.
Hlavni potiZi je maléa citlivost stanoveni plamenoioni-
zafni detekci ve srovnani s ostatnimi &leny homologic-
ké Frady mastnych kyselin a vyraznd tendence ke
chvostovéni, kterou nelze zcela potladit ani doporuco-
vanymi Gpravami ndpln& kolon aj. [8—14].

PFi chromatografickém dé&leni byly pozorovény ztraty
téchto kyselin, zpilisobené katalytickym rozkladem na
kovovych €astech pfistroje, interakci s kyselinou fosfo-
re¢nou, obsaZenou v néplni, nebo ireversibilni sorpci
na nosi¢i [15—18].

Ani v3eobecng& pfijaté pfevad&ni karboxylov§ch kyselin
na jejich estery nebo jiné derivaty a jejich izolace ze
vzorkll pro chromatografickou analyzu nejsou uspoko-
jivym fFeSenim pro stanoveni nizkych koncentraci ky-
seliny mraven&i a octové ve vodnych roztocich; izolace
derivatli je Casto obtiZnd, zdlouhavé, vysledky. variabil-
ni [19—21].

PFi zavAd&ni nového technologického postupu vyroby
sulfitové celulézy ze smrkového dfeva a sulfitovych
kvasnic z Na-bisulfitovych v§luhii je stanoveni kyseliny
octové a mravenéi nezbytné nejen ke zji¥t&ni obsahu
téchto potencidlnich inhibitorti kvasinek a pro vypra-
covani optimédlniho technologického postupu sulfitové-

ho vateni, ale také k exaktn&j3imu vypoctu vytéZnosti
krmnych kvasnic.

Po orientaénim zhodnoceni a pfezkouSeni ni&kolika po-
psanych metod [22, 23] jsem zfskala nejslibngjsi vy-
sledky citlivou metodou Mrdze a Sedivce [24], kterou
autofi vypracovali pro stanoveni t&chto kyselin v lidské
mo¢&i.

Cilem na3i prdce bylo prezkouSet a modifikovat tuto
metodu pro stanoveni t&€kav§ch sloudenin v SV a Zjistit
variabilitu obsahu slouenin v riiznych vzorcich SV
tuzemské i zahraniéni provenience.

2. STANOVENI KYSELINY MRAVENCI A OCTOVE
2.1 Princip metody

Volné a vazané formy kyseliny mravendi a octové,
obsaZené v SV, se prevedou esterifikadni smési s vniti-
nim standardem na etylestery t&chto kyselin, které se
analyzuji po pfimé injikaci plynné smé&si na chromato-
grafickou kolonu head space technikou. Kvalitativng se
kyseliny uréf porovnanim reten¢niho &asu piku s re-
tentnimi ¢&asy referenénich sloucenin a kvantitativna
z kalibraéniho grafu, sestrojeného ze standardnich roz-
tokt@i pfisludnych sloucenin.

2.2 Chemikalie

Standardni vodny roztok mravenéanu sodného
(0,1888 g HCOONa v 500 ml).

Standardni vodny roztok octanu draselného
(0,5560 g CH3COOK . 3 H,0 v 500 ml].

Roztok metyletylketonu v etanoln (2ml v 50 ml).

Esterifikadni smés

Asi do 350 ml etanolu (velejemny kvasny lih) se za
stdlého michéni a chlazeni pfidd po &astech 100 ml kon-
centrované Kyseliny sfrové. Smés se vytemperuje na
laboratorni teplotu, pfidd se 10 ml roztoku metyletyl-
ketonu a doplni se etanolem do 500 ml.

2.3 Zdkladni parametry plynové chromatografie

Plynovy chromatograf Chrom 4-1 s plamenoioniza&nim
detektorem.

Kolona sklen&na (2,5m . 3mm), napln&na 20% PEG 400
na Chromosorbu W (60—80 mesh).

Teplota:
kolony = 82°C,
vstfikovaci komory = 100°C,
detektoru = 100 °C.

Plamen FID:
priitok elektrolytického vodiku 0,5ml.s—1,
priitok vzduchu 8,33 ml.s—1.

Optimédlni pridtok nosného plynu (Zarovkovy dusik):

0,52 ml.s-1,
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Rychlost posuvu papiru zapisovace:
0,33 mm .s-1. 2 L 4 7

i
Citlivost zdznamu:

pro kyselinu mravendéi 1 : 100,
pro kyselinu octovou 1:100 a 1 :1000.

Néstfik vzorki makroinjek®ni (medicindlni) stFika&kou 3
0 objemu 1 ml.

2.4 Pracovni postup

Do reakéni lahvicky (objemu 20ml se Sroubovym
bakelitovym uzdvérem, v jehoZ stfedu je vyvrtdn otvor
o priiméru 4—5mm a opatfen vloZkou ze silikonové
pryZe o tlousice 2—3mm) se odmé&Fi 2ml vzorku SV a
pridaji 2 ml esterifikadni smési. Lahvidka se uzavie ba-
kelitovym uzdvérem s vloZkou a obsah se opatrn& pro- 2 l

miché, aby se vioZka nesmocila kapalinou. Lahvitka se
vloZi do termostatu a pfi 55°C se zahfivd po dobu 1h.
Soutasné se také temperuje injekéni stfikatka. Po
skonfeném zahfivani se nasaje z lahvitky bZhem 5 aZ 7
10s 1ml plynné fdze do injekCni stfikacky a ihned l

vstfikuje do plynového chromatografu. Na chromato-

gramu [(obr. 1) se zmé&Fi v§ika piku esteru Kkyseliny
mraventi a kyseliny octové (vyndsobené faktorem pro
korekci méFeni pfi citlivosti 1:1000) a vnitfniho
standardu [metyletylketon) a vypofte se jejich wvza-
jemny pomér. Z kalibraénich grafi se potom odecte
obsah kyseliny mravenc¢i a octové v 1 ml vzorku SV.

Kalibraéni kiivka

Do sady lahvicek se odmé&Fi 0; 0,4; 08; 1,2; 16 a
2,0 ml piislusného standardniho roztoku a doplni se 1 — diethyether, 2 — ethyester kyseliny mravenéi, 3 — aceton,
4 — ethylester kyseliny. octové, 5 — vnitini standard, 6 — ethyl-
egter k);lseliny pmpiouo;é a methanol, 7 — ethanol. Kyselina octo-
; 5 ’ = va a ethanol zaznamenén Fi citlivosti 1 :1000, ostatni sloufeniny
Tabulka 1. Nekor‘:gované (tr) a korigované (t'r] re PP Citlivast] 1 100, y P ¥

tencni éasy a relativni retence (rxs) téka-

vych organickjch sloudenin na PEG 400

C

| | RECESS TR | I}
0
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Obr. 1. Typicky plynovy chromatogram sulfitového vy-
luhu

destilovanou vodou na objem 2,0ml. Vysledné roztoky

S ! e ‘ i " obsahuji v 1 litru 0 a% 250 mg kyseliny mraven&i a 0 aZ
| [em] [em] Xs 500 mg kyseliny octové. Do kaZdé lahvitky se pridaji
2ml esterifikatni smési a ddle se postupuje podle uve-
sathas 11 A% | 022 deného pracovniho postupu. Na chromatogramech se
diethylether 1.5 0.4 ‘ 0,30 zme&Fl vy3ky vin esteri kyseliny mravendi a octové a
;ﬁ:l:;‘:’;dﬂhﬂmi I M e vnitfniho standardu, vypodte se jejich vzdjemn§ pomér
:::;f;neth luu; 3.;9 §"} g-;ﬂ a tento pomér se vynese do diagramu proti koncentraci
methylelgylkemn 5:0 3:9 1:0 piislusné kyseliny (obr. 2 a 3).
2-methyl-2-propanel 5.6 4,5 1,12
propionan ethylnaty 5.8 4.7 1.16 2.5 Identifikace tékavych organickych slounenin v SV
methanol 5.9 4.8 1,18
2-propanol 6.5 5.4 . 1,30 Jednotlivé piky jsme identifikovali relativni retenci
el ,:;2 il ;ﬁ: nebo podle pfidavku referenéni sloudeniny k analyzo-
\ vanému vzorku.

Tabulka 2. Stanoveni kyseliny mravenéi (KM) nebo octové (KO) pFi priddvdni standardniho roztoku kyseliny
k Na-SV nebo Ca-SV a pri obrdceném postupu priddvdni. V je vyska piku prislu§né kyseliny (Vkum
nebo Vko] nebo vnitFniho standardu [Vs:).

sV Standard Voda VEm Vst [ Mnozstvi KM VKo Vsi Mno#stvi KO
[ml] [ml] [ml] [em] [em] I [1g] (%] [em] [em] [rel %]
i i \ | | \ |
Na-SV | L | |
0,5 0 ! 1,5 0.8 11,1 31,8 100 1,95 | 11,90 1980 100
0,5 0,5 1,0 45 14,0 165.0 1005 | 502 13,00 | 4575 104,8
0,5 1,0 0,5 8,62 15,1 291,6 104,5 | 6,55 10,40 | 7195 110,9
0,5 ‘ 1,5 0 12,80 15,4 414,0 97,99 10,90 | 13,40 9300 90,9
0 | 0,5 ! 1,5 3,2 13,8 125,0 100 | 2,70 13,10 2500 100
0,5 0,5 ‘ 1,0 4.4 14,0 162,5 98,2 4,36 11,23 4580 102,2
1,0 0,5 0,5 6,9 16,7 212,0 105,9 715 13,40 6230 87,2
1,5 0,5 :' 0 .7 15,5 258,0 110.8 8,62 12,30 8260 87,4
Ca-SV ‘ | [
0.5 0 [ 1s 2,50 15,40 82,5 100 250 | 14,15 2150 100
0.5 0,5 | 1,0 6,42 15,62 212,0 105,5 4,92 12,90 4530 94,4
0,5 10 | 05 7,36 11,20 353,5 103,6 8,30 14,10 6950 90,7
0,5 1,5 0 11,35 12,85 458,0 100,6 10,00 12,10 9405 88,6
0 0,5 | LS 4,00 18,60 125,0 100 3,02 14,80 2500 100
0,5 0,5 1,0 | 5,30 11,99 231,0 117,2 4,50 . 12,00 4450 97,6
1,0 0,5 0,5 H 4,15 7,20 300,0 104,8 7,30 12,80 6550 101,3
L5 0.5 0 | 650 8,60 392,6 11,3 10,50 14,54 8260 89,3
| |
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Tabulka 3. Obsah kyseliny mravenéi a octové v riznygch
vzorcich SV tuzemské i zahraniéni viroby

Kyselin;i Kyseh‘:;n
v v mraven octov
Oznaden{ SV [mg.1-1] g1
Ca-Vratimov i 16,0 2,15
Ca-Vratimov 0.5 5,08
Ca-Vratimov 0,0 3,78
Ca-Vratimov 17,0 3,86
Ca-Vratimov 0.0 2,62
Ca-Vratimov 38,6 3,92
Ca-Vratimov 0.0 3,66
Ca-Vratimov 21,0 3.42
Ca-Vratimov 35,0 3,37
Ca-Vratimov 64,0 5,10
Ca-Vratimov 110,5 4,65
Ca-Vratimov 45,0 5,34
Ca-Vratimov 16,5 4,76
Ca-Vratimov 82,0 4,32
Ca-Vratimov 56,5 4,25
Ca-Vratimov 118,5 4,75
Ca-Vratimov 20,0 4,76
Ca-Vratimov 38,6 3,92
Ca-Vratimov 0,0 3,03
Ca-CSSR 9.5 5,44
Ca-CSSR 70 5,33
Ca-CSSR 0.0 3,25
Ca-CSSR 162,5 4,62
Ca-CSSR 26,5 4.54
Ca-CSSR 75,0 4,27
Ca-CSSR 0,0 4,25
Ca-CSSR 17.8 2,38
Ca-CSSR 1925 4,63
Ca-Svédsko 13,1 4,20
Na-CSSR 62,0 3,78
Na-CSSR 84,0 4,42
Na-CSSR 23,8 4,08
Na-CSSR 63,0 3,02
Na-Svédsko 0,0 5,53
Na-Svédsko 8,8 4,20
Na-Svédsko 0,0 5,36
Na-Svédsko 0,0 3,25
Na-3védsko .5 4,94
Mg-CSSR 6,2 4,86
Mg-CSSR 96,4 13,85
Mg-NSR 121,0 4,27

Pro zjisténi retenc¢nich ¢asli jsme chromatografovali
1% hmot. vodné roztoky organickych sloulenin, které
by se mohly vyskytnout na chromatogramu v blizkosti
pikl stanovovanych estert kyselin. Mrtvy ¢as byl mé&fen
pfi injikaci svitiplynu (metan) a relativni retence byly
vypoditdny vzhledem k vnitfnimu standardu. Zméfené
a vypocitané hodnoty jsou v tabulce 1.

2.6 Pfesnost a reprodukovatelnost stanoveni kyselin

Chromatografickou analyzou pé&ti riznych neesterifi-
kovanych SV a 1% roztokdl organickych sloudenin (ta-
bulka 1) jsme zjistili, Ze ZAdné chromatografické piky
nekoliduji s piky etylesterii nizkomolekuldrnich mast-
nych kyselin. Stanoveni kyseliny mravenéi a octové tedy
nenf rudeno Zddnou normélni sloZkou SV.

Pred kaZdou piipravou nové esterifikaéni smési byla
vZidy chromatograficky kontrolovdna jeji d¢istota. Pro
pfesnost analyzy mé vyznam CcCistota etanolu a peéliva
pifprava esterifika&ni smé&si za pomalého pridivani ky-
seliny sirové k etanolu a chlazeni, ¢imZ se zabrédni nad-
mérné tvorbé dietyleteru.

Spravnost a piesnost metody jsme ovérili analyzami
SV, k nimZ jsme pfed analyzou pfidavali odstupiiovand
zndmé mnoZstvi standardu pifslusné kyseliny a naopak,
ke zndmému mnoZstvi standardu pFisludné kyseliny jsme
pfed analyzou pfidavali odstupifiované zndmé mnoZstvi

SV. Metodu jsme ovéfili s Na- a Ca-SV a vypocitali
jsme pfisludné variaéni koeficienty (tab. 2).

1
/.
\\:1 %
& @
0 |

125 250
—> HCOOH, ug/mi

Obr. 2. Kalibraéni graf pro stanoveni kyseliny mravendi
Abscisa = obsah kyseliny mravenéi ve vzorku, ordindta = pomér

vy3ek chromatografického piku ethylesteru kyseliny mravendéi
a vnitiniho standardu.

/

I
g 250 S0

—= CH COo0H wy/ml

Obr. 3. Kalibraéni graf pro stanoveni kyseliny octové

Abscisa = obsah kyseliny octové ve vzorku, ordindta = pomér v§-
Sek chromatografického piku kyseliny octové a vnitinho standardu.

Reprodukovatelnost metody byla ovéfena desetkréat
opakovanou analyzou téhoZ vzorku Na-SV. Statistickym
zpracovdnim vysledki byl nalezen pro kyselinu mra-
ven¢i variaéni koeficient v = 6,74% a pro kyselinu
octovou 5,82 %.

SloZeni SV tedy nemd priikazny vliv na sprdvnost sta-
noveni obou nizkomolekuldrnich kyselin. Rozdily mezi
nalezenymi a teoreticky vypocéitanymi hodnotami sledo-
vanych kyselin zfejmé& nejsou zpilisobeny SV, nybrZ me-
todickymi chybami stanoveni kyselin.

3. OBSAH KYSELINY MRAVENCI A OCTOVE V SV ROZ-
NYCH VYROBCICH TUZEMSKE A ZAHRANICNI PRO-
VENIENCE

V priib&hu dvou let jsme prevdZné stanovili obsah té-
kavych kyselin v Ca-SV, zasilanych z Vratimovskych pa-
piren a také jsme analyzovali Ca-, Na- a Mg-SV, ziskané
z jinfch vyroben SV a vyzkumngch pracovist v CSSR a
zahraniéi.

Zjistili jsme, Ze SV tuzemské a zahraniéni vyroby
vykazuji podobné rozmezi obsahu t&kavych kyselin (a-
bulka 3). Pouze u Mg-SV jsme zaznamenali abnormaln3
vysoky obsah kyseliny octové. Obsah kyseliny mravenéi
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se pohyboval v rozmezi 0,0 aZ 192,5mg.1~! a kyseliny
octové 2,15 aZ 5,53 g.1-1.

Zavérem lze shrnout, e uvedend plynov& chromato-
grafickd metoda je vhodna nejen pro stanoveni kyseliny
mravendi a octové v SV a sulfitovych fermenta&nich
médiich, ale Ze ji lze doporuit pro sledovéani téchto

kyselin také v jingych znamgych rostlinnych hydro-

lyzatech.
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Sestdkova M.: Stanoveni kyseliny mravenéi a octové
v sulfitevjeh vyluzich a fermentafnich médiich plyno-
von chromatografii. Kvas. prim. 24, 1978, &. 7, s. 149 aZ
152,

Byla vypracovdna metoda plynové chromatografie pro
kvantitativni stanoveni tékavych organickych kyselin
v sulfitovych vyluzich a fermenta¢nich médiich head
space technikou. Volné i vézané formy kyseliny mra-
venti a octové se prevedou pfi 55°C na etylestery té&ch-
to kyselin, které se ddle déli na Chrom4-1 s FID a se
sklen&nou kolonou (2,5m.3 mm) pln&nou 20 % PEG 400
na Chromosorbu W (60—80 mesh) pfi 80°C. Statistickym
ovérfovanim reprodukovatelnosti metody byl nalezen pro
kyselinu mraven&i variaéni koeficient 6,74 % a pro ky-
selinu octovou 5,82 %.

Analyzou 41 vzorkid sulfitovgch v§luhd tuzemské i za-
hrani¢ni provenience byl zji5t&n obsah kyseliny mra-
vendi v rozmezi 0 aZ 1925 mg.1-! a kyseliny octové
2,38 aZz 13,85 g.1-1

Wlectakosa, M.: TpuvenenHe rasoBoii XpomaTorpaduu Ans
OnpefiesieHHs CONEPIKAHHS MYPABLHHON H YKCYCHOH KHCJOT
B CyabpuTHOH Gapje H cGpamuBaembx cpepax. Kpac. npym.
24. 1978, Ne 7, cTp. 149—152.

JIns KONHYECTBEHHOTO OMpe/ie/ieHHA COAepHkKaHWA JeTy-
4HX OpraHHYecKHX KHCIOT B cyabputHoii Gapae u copa-
JKHBaeMBIX cpefax OwlJ1 pa3paboTaH HOBbIi MEeTOA paBHO-
BecHoil mnapomoit asm u rasosoii xpomarorpadun. OGe
KHCJOTH B CBOGOJHON H CBfi3aHHON (opMax NepeBoAATCS
npu temnepatype 55°C B CJOMKHblE 3THIOBbiE 3(HPH ITHX
KHCJIOT, KOTOpHe Aajblle pa3iesioTcs cAenylowum obpa-
3om: na xpomatorpade Xpom 4-1 ¢ INH]] B crekaauHoOk
KoJionne nuamerpom 2,5 M. 3,0 mm ¢ 20 % moaH3THArIHKOIA
400 na Xpomocop6e B (60—80 mew) npu TemnepaTtype
80°C. CraTHCTHYeCKas NPOBEPKAa BOCIPOH3BOJMMOCTH Me-
TOlA TOKasana IS MYPaBbHOIl KHCJIOTH KO3(pHIHEHT
papunauun 6,74 %, a aas ykcycnoit xueaors 5,82 %.

Ha ocHoBanui pe3yabTaToB aHaiausa 41 obpasua cyab-
¢uTHOH Gapasl YEXOCJOBALKOTO M 3apy0erkHOro NpoH3BOA-
cTBa 6LIJIO YCTAHOBJEHO, UTO COAep#aHHe B HHX MYPaBbi-
HOll KHcaoTh KoaeGierca ot 0 go 1925 mr. a?, a ykeye-
noit ot 2,38 no 13,85 r. ol

Sestdkovd M.: Application of Gas Chromatography for
the Determination of Formic and Acetic Acids in Sul-
phite Spent Liquor and Fermentation Media. Kvas. prim.
24, 1978, No. 7, pp. 149—152.

A new gas chromatography method has been elaborated
for quantitative determination of volatile organic acids
present in sulphite spent liguor and fermentation media.
The method is based on the so-called ,head space”
technique and transformation of free and bound formic
and acetic acids at 55°C into their ethylesters, which
are then partitioned on Chrom 4-1 with FID in a 25 m —
— 3.0 mm glass column containing 20 % PEG 400 on
Chromosorb W (60 — 80 mesh) at 80°C. The coefficients
of variation for the reproducibility of the method are
6.74 % for formic acid, 5.82 for % acetic acid.

Analyses of 41 samples of sulphite spent liquor of
Czechoslovak and foreign origin show that the con-
centration of formic acid varies from 0 to 192.5 mg.l1-?,
the range for the acetic acid being from 2.38 to
13.85 g.1-1.

Sestikova M.: Bestimmung der Ameisen- und Essigsiure
in Sulfitablangen und Fermentationsmedien mittels Gas-
chromatographie. Kvas. priim. 24, 1978, No. 7, S. 149—
—152.

Es wurde eine gaschromatographische Methode zur
quantitativen Bestimmung der fliichtigen organischen
Sduren in Sulfitablaugen und Fermentationsmedien bei
Applikation der Head-Space-Technik ausgearbeitet. Die
freien und gebundenen Formen der Ameisen- und
Essigsdure werden bei 55°C auf die Athylester dieser
Sauren iiberfiihrt, welche weiter getrennt werden, auf
Chrom 4-1 mit FID und mit Glaskolonne (2,5m . 3mm)]
gefiillt mit 20 % PEG auf Chromosorb W (60 — 80 mesh)
bei 80°C. Durch statistische Priifung der Reproduzier-
barkeit der Methode wurde fiir die Ameisensdure der
Variationskoeffizient 6,74 % und fiir die Essigsdure
5,82 % ermittelt.

Durch Analysen von 41 Sulfitablaugenproben Ein- und
auslindischer Provenienz wurden bei der Ameisensdure
Gehalte im Bereich 0 bis 192,5 mg.l-! und bei der
Essigsdure 2,38 bis 13,85 g.1-! festgestellt.
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