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1. OvoD

V poslednich pé&ti letech se ve v¥ech oblastech kvas-
né chemie a fermenta¢niho primyslu roziiFily analytic-
ké metody plynové chromatografie {1, 6]. Tato metoda
je také nejobvyklejS§im zpilisobem stanoveni etanolu v bio-
logickych kapalinach. UmoZiiuje velmi rychlé a pitesné
stanoveni sloZitych smési chemickych slouenin {i v ne-
patrnych koncentracich) jednou anal§zou vzorku. Zatim-
co pyknometrické a riizné oxidatné reduk&ni metody pro
stancveni etanolu urfuji pouze ,,celkovou redukéni akti-
vitu“ vzorku [nebo jeho izolovanych frakci), umoZiiuje
plynova chrematografie oddélit etancl od ostatnich t&-
kavych a redukénich slouéenin, rusicich jeho stanoveni
[2, 3]. Ve srovnédni s plynovou chromatografii jsou vyse
uvedené metody nejen malc presné, ale i Casové néaroé-
né a proto nevhodné pro stanoveni etanolu ve fermen-
tacnich médiich mikrobidlnich kultivaci. Pti vyrobé kvas-
ni¢né bilkoviny ze sulfitovgch v¢luh@i (nebo z jejich
smési se syntetickym lihem) nepfevysi obsah etanolu
v médiu obvykle 0,5 % hmot. etanolu. Kromé& tvorby
intermedidrnich metabolitt (tj. pfedevSim acetaldehydu
a kyseliny octové) znemoZiiuje stinoveni etanolu klasic-
kymi metodami predevdim sloZeni sulfitovych v¢luhd,
které jsou komplikovanou smési anorganickych a orga-
nickych sloucenin [4, 5].

Z rozséhlé literatury o stanoveni etanolu plynovou
chromatografii v kapalinach vyplyva, Ze se jako sorben-
tl pro tytc GCely nejéastéji pouZiva nékterych typid poly-
etylénglykolu na rizn¢ch nosifich. Nejnovéjsi metody
viak déavaji prednost rdznym druhiim poréznich poly-
mérnich kuli¢ek, napf. Porapak Q, Chromosorb 101,
Synachrom apod. Na nich lze délit rizné typy poldrnich
chemickych slou€enin (kyseliny, alkoholy aj.) bez
chvostovdni retenénich pik; jejich daldi vyhodou je
chemicka stabilita a jednoduchost piipravy kolon. Jako
prvni pouZil t&chto poréznich polymérii pro stanoveni
vody, niZz8ich alkohold, glykoli, esteri a C; — C; téka-
vych kyselin Hollis [7]. Jiné druhy poréznich polymérd
byly pouvZity pro smési vody, niZz§ich mastnych alkoholil
a C,; — Cs mastnych kyselin [8, 9].

Fermentani média se nékdy analyzuji pfimou injikaci
vzorku do plyncvého chromatografu, v&tSinou se vSak
pfed analyzou upravuji (napf. filtraci, destilaci, difazi,
extrakci aj.).

V tétlo préci jsme vypracovali rychlou metodu pro ru-
tinni stanoveni etanolu v sulfitovych vyluzich plynovou
chromatografii na Porapaku Q. Etanol se musi pfedbé&z-
né vydestilovat ze vzorku fermentatniho média, protoZe
velké mnoZstvi balastnich latek v sulfitovém vyluhu ne-

dovoluje pfimou analyzu vzorkii. Prvni Cast prace popi-
suje metndiku a zafizeni pro ziskdvéani destildtu a pro
plynové chromatografickou analyzu, druhd ¢ast uvadi
experimentélni ovéfeni metody.

2. METODIKA

2.1 Priprava destilitu vzorku fermentatniho média pro
plynové chromatografickou anal§zu

2.1.1 Destilaéni eparatura

Destila¢ni pristroj pro predbéZné oddeleni etanolu ze
vzorku (obr. 1) se sklada z 50 ml varné baiiky se za-
brusem nasazenym na jednoduchy pfestupnik a ten na
spiralovy chladi¢ (miiZe se pouZit i Liebiglv, asi 300 mm
dlouhy). Usti chladide je vloZeno do kalibrované zku-
mavky (nebo cdmérné baiiky) obsahu 10 ml, umisténé
v ledové vodni ldzni (smés vody a ledu).

80mm

80 mm

250mm

Obr. 1. Destilaéni pristroj

2.1.2 Pracovni postup

Do varné baiiky se odpipetuje 10 ml filtrdtu nebo
supernatantu fermenta&niho média, zalkalizuje se kapkou
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40 %niho NaOH (na pH asi 10). Po pfidani varnych ku-
licek se baika nasadi na prestupnik. Zkumavka na ji-
mani destildtu se umisti pod cihladi¢ do ledové vodni
lazné a zakaji se destilace, ktera trva asi 10 minut. Jima
se asi 8 ml destildtu. Po vyjmuti zkumavky a vytempe-
rovdni se obsah doplni destilovanou vodou na objem
10 ml.

2.2 Podminky metody plynové chromatografie

2.2.1 Pristroj: laboratorni plynovy chromatograf Chrom

II (Laberatorni pfistroje Praha, CSSR) s modifikaci
kominkového plamenoioniza&niho detektoru, jehlov§ch
ventild (na piesné&jsi regulaci priitoki plynii) a s regu-
laci teploty vstfikovaci komiirky plynového chromato-
grafu.

2.2.2 Kclona: sklengnd, délky 3 m X 3 mm, napln&na
Porapakem Q (80-—100 mesh).

2.23 Nosny plyn: Zarovkovy dusik: 26 ml/min, vstupnf
tlak 1,46 kp/cm?, vystupni tlak: atmosféricky.

2.24 Plamen: elektrolyticky vodik: 35 ml/min, vzduch:
600 ml/min.

2.25 Teplota kolony: 182 °C, vstiikovaci komirky: 220 °C.

2.26 Velikost vzorku: 4 ul destildtu, injikovaného Ha-
miltonovou stfikatkou objemu 5 ul.

2.2.7 Rychlost posuvu papiru zapisovade: 10 mm/min.
2.2.8 Citlivost zapisovade: 1:20 nebo 1 :200.

2.3 Identifikace a kvantitativni stanoveni etanolu v mé-
diu

2.3.1 Stanoveni etanolu ve vzorku

Kvalitativné se etanol stanovi porovnanim retenénich
Casli chromatografického piku vzorku a referenéniho
vodného roztoku.

Ke kvantitativni analyze slouZi metoda absolutni ka-
librace:

Po ustdleni pracovnich podininek plynového chromato-
grafu se na kolonu davkuji 4 xl destilatu vzorku a na
registranim papife se ihned zaznamena zacatek (start)
chromatografického zéznamu. Pc uplynuti p&ti minut se
analyza mtZe opakovat. Celkovd doba pro tfi paraleini
analyzy j. 15 minut. Na zdznamu se zjisti vy3ka piko
[nebo pfi nestabilité a nepfesné nastavitelnosti podmi-
nek plynové chromatografie se vyvpoéte plocha piku vy-
nésobenim vy3ky a 3ifky piku v poloving vysky) a vy-
poCitd se primér. Z kalibra&ni kfivky (vy$ka nebo plo-
cha piku versus koncentrace etanolu) odeéte se odpovi-
dajici obsah etanolu v médiu. Pf¥i kinetick¢ch studiich
Gasto stali analyzovat pouze jeden vzorek a méFit vysku
piku, ¢imZ se zkrati celkova doba pro stanoveni etanolu
v médiu na 15—20 minut.

2.3.2 Sestrojent kalibraénich krivek

2.3.2.1 Pretisténi etanolu
roztokiu

Velzsjemny absolutni etanol se ptedestiluje s 5 % hmot.
mnoZstvi (vztaZeno na etanol) dobfe otidt&ného kovové-
ho sodiku pod CaCl,. Jimé& se as! 750 ml stfedni frakce
destilatu.

2.3.2.2 Postup prdce

V odmérnych bafikdach se pfipravi alespofi p&t roztoki
odstupniované koncentrace v rozmezi 0,001 aZ 0,02 %
(pro citlivost pfistroje 1:20) a pét roztokdi v rozmezi
0,02—0,4 % (pro citlivost 1:200]) nafed&nim predisténé-
ho lihu do destilované vody. Do plynového chromatogra-
fu se potom injikuji 4 ul kaZdého standardniho roztoku
(po 5 min se stanoveni tFikrdt opakuje). Vypoé&ita se
primér vy3ek nebo ploch pikfi a pro pfisluiné citlivosti
se sestroji kalibracni k¥ivky.

pro pripravu standardnich

Kalibra¢ni kfivka pro citlivost 1:200 a typicky chro-
matogram jsou na ‘obr. 2 a obr. 3. Retenéni &as etanolu
byl pfesné 4 min. 3
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Obr, 2. Kalibratni graf pro etanol; 1 — »yska pikid nebo
2 — plocha piku versus koncentrace etanolu
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Obr. 3. Typicky chromatogram pro keantitativni stano-
veni etanolu na Porapaku Q

3. VYSLEDKY

Optimaélni rychlost dusiku (nosnéhc plynu) byla zjis
téna experimentaln& z prib&hu van Deemterovy k¥ivky,
meéfené etanolem. Pocet teoretickych pater pro etanol
byl 785. Pro urfenf separacni schopnosti kolony byly za
stejngch chromatografickych podminek stanoveny re-
ten&ni Casy Fady tékavych latek, zFedénych destilovanou
vodou na roztoky 0,1 % hmot. Zji§téné relativni retenc-
ni Casy (vzhledem k etanolun} t&chto sloudenin, tj. me
tanolu, prcpanolu, 2-propanolu, n-butanolu, 2-metyl-1-
-propanolu (izcbutylalkoholu), 2-metyl-2-propanolu (terc.
butylalkoholu), 3-metyl-1-butanolu [(izoamylalkoholu]j,
acetaldehydu, krotonaldehydu, acetonu, metyletylketonu,
dietyiéteru, etylacetatu a kyselin mraven&i, octové a
propionové jsou uvedeny v tab. 1.

Tabulka 1 ukazuje, Ze kolona je vhodna i pro stano-
veni pFipadnych metaboliti etanolu, tj. acetaldehydu,
kyseliny cctové aj. Zadna z testovanych slouéenin ne-



Rutinni stanoveni etanolu v sulfitovgch fermenta&nich
médiich metodou plynové chromatografie

254

KVASNY PROMYSL
ro¢. 21/1975 — ¢&islo 11

rudi stanoveni etanolu, kromé kyseliny mravenéi, kterd
v analyzovanych destilatech neni nikdy pritomna.

Tabulka 1. Relativni retenéni &asy [R«/Ketannl] néktergeh
tékavych organickych sloufenin wvzhledem
k etanolu na Porapaku Q ([dal3i podminky
stanoveni jsou uvedeny v textu).

T
Slou¢enina \ Rx
| R etanol
|
metanol 0,50
acetaldehyd 0,74
kyselina mravenéi 0,99
etanol 1,00
aceton 1,49
2-propanel 1,54
dietyléter 1,93
n-propanol 1,96
kyselina octovi 2,30
2.metyl-2-propanol (terc. butylalkohol) 2,34
metyletylketon 3,02
etylacetit | 3,18
2.butanol | 3,20
2-metyl-1-propanol (izobutylalkohol) | 3,52
krotonaldehyd | 3,84
n-butanol 4,10
kyselina propionovi 4,74
3.metyl-1-butanol (izoamylalkohol) ‘ 7,78

Tabulka 2. Stanoveni presnosti, reprodukovatelnosti (re-
lativni chyby stanoveni a smérodatné odchyl-
ky) pFi stanoveni etanolu chromatografickou

metodou
Koncentrace etanolu
(zjisténd pykno-
Ukazatel chromatografické metody (pramérné metrickou metodou)
hodnoty z 12 stanoveni) [% hmot.]
| o0728 0,1536
piku [mm] 41,6 90,7
etanol [9, hmot.] 0,0739 0,1587
nalezeno etanolu [9; 101,5 103,8
chyba chromatografického stanovenf[%] | +1,88 +1,58
smérodatné odchylka | +0,0016 i +0,0036

3.1 OvéFeni pFesnosti a reprodnkovatelnosti destilatni
a plynové chromatografické metody

Ve standardnich vzorcich s koncentraci 0,0728 % a
0,1536 % hmot. etanolu byl obsah etanolu stanoven
jednak plynovou chromatografii, jednak pyknometrickou
metodou [10]. Zji5t&nd4 chyba chromatografické metody
byla ve srovndni s pyknometrick§m stanovenim vZdy
mensi neZ +5 % rel. (tab. 2). Pro zji§téni reprodukova-
telnosti metody byla analyza destilath 12krat opakovéna
a byla vypo&tena stfedni chyba stanoveni a smérodatna
odchylka. Stfedni relativni chyba byla vZdy niZsi neZ
+ 2 0. Smérodatnd odchylka pfi stanoveni etanolu v kon-
centraci 0,0728 % ¢inila * 0,0016 a pfi stanoveni etanolu
v koncentraci G,1536 % &inila * 0,0036 (lab. 2).

3.2 Vliv sulfitového vyluhu na pFesnost chromatogra-
fického stanoveni etanoln v destilatech modelovych
vzorkit

Pro zji§téni vlivu sulfitového vfluhu na presnost sta-
noveni etanolu byly v odmé&rnych baiikdch (objemu
25 ml) ptipraveny modelové vzorky pipetovdnim odstup-
fiovanych mnoZstvi standardnihc vodného roztoku eta-
nolu, destilované vody a sulfitového vyluhu z Vratimov-
skych papiren (s obsahem asi 2 % redukujicich latek a
hustoty 15°Bg) podle schématu, vvedeného v tabulce 3.
Vzorky byly pFedestilovdny a chromatografovdny. Pri-
mérny obsah etanolu ze tF{ paralelnich stanoveni byl
zjidtén po odedteni v¢Sky piku z kalibra&ni kFivky. V§-
sledky analyz jsou uvedeny v tubulce 3.

Tabulka 3. Ndvratnost etanolu pii plunové chromatogra-
fickém stanoveni po destilauci ze standard-
nich vzorkid a z modelovich vzorkd s pridav-
kem sulfitovgeh vjluhi. * — vzorky nebyly
destilovdny, ostatni byly pred chromatografii

predestilovdny
Podil kapalin v odmérné bafice \ Nalezeno etanolu
(obsabu 25 ml) [ml]
Cislo |[——
vzorku | etanol voda sulfitovy [hmot. %] i recovery

v§luh | %]
1* H 20 0 0,086 100,0
2¢ 10 15 0 0,166 100,0
t 5 15 10 o 0,272 100,0
1 5 20 0 0,088 102,3
2 10 15 0 0,168 101,2
3 15 10 0 0,288 1058
4 5 10 10 0,087 | 101,2
5 10 5 10 0,172 103,6
6 15 0 10 0,288 1058
2 5 | 0 20 0,086 100,0
8 5 | 10 10 0,087 | 101,2
9 5 | 15 5 0,087 | 101,2

10 0 | 0 25 0,000 | —

|

Z vysledkia vyplyva, Ze v destilatech vzorkili byly vidy
zjistény vysSi hodnoty etanolu ve srovndni se stanove-
nim etanolu bez destilace. Maximélni stfedni chyba sta-
noveni byla 5,8 9% relativnich. Nepodstatné vy38i hodno-
ty etanolu byly pravdépodobné& zpilisobeny nepresnostmi
v kalibraci nadob. SloZeni sulfitového v§luhu tedy nemé
za uvedenych podminek Zadny§ vliv na presnost stano-
veni etanolu.

Zavérem lze shrnout, Ze pifesnost a reprodukovatelnost
plynové chromatografického stanoveni etanolu pfi vy-
hodnocovédni z v¢sky piku je za uvedenych podminek
velmi dobra. PFi tfech paralelnich analyzédch je chyba
stanoveni 5,8 9. Rozdily mezi stanovenim etanolu ve
vodnych roztocich chromatografickou a pyknometrickou
metodou nepresahovaly 5 %. T kdyZ zahrneme vszchny
vlivy na presnost stanoveni etanolu v sulfitovgch vylu-
zich, je chyba stanoveni niZ3i neZ 10 %, coZ pro sledo-
vany cil stadi. Celkovda doba stanoveni etanolu v sulfi-
tovém vyluhu je max. 30 min,
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Sestakova, M.: Rutinni stanoveni etanolu v sulfitovych
fermentatrich médiich metodon plynové chromatografie.
Kvas. prim., 21, 1975, ¢&. 11, s. 252—255.

Byla vypracovdna rychld metoda adsorp&ni plynové
chromatografie na Porapaku Q, vhodnad pro rutinni sta-
noveni etanclu v sulfitovych fermentafnich meédiich
injikaci 4 ul jejich destilata (Hamiltonovou stFikackou)
do plynového chrematografu Chrom 2 (s plamenoioni-
zatnim detektorem). V prvni €asti je popsén jednoduchy
destilatni pfistroj pro predb&zné vydestilovani eta-
nolu z 10 ml zalkalizovaného vzorku, v dalSi Casti je
uveden podrobny postup chromatografické metody a
ovéfeni jeji pFesnosti a reprodukovatelnosti.
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Celkovéa doba stanoveni je asi 30 minut. Chromatogra-
fické stanoveni standardnich roztokii etanolu bylo
také srovndvadno se stanovenim pyknometrickym. Sulfi-
tové vyluhy neovlivnily pfesnost chromatografického sta-
noveni a maximélni stfedni chyba (pfFi méreni vysek
piki) byla 5.8 % rel. Vysledky ziskané ob&ma metodami
se lisily max. o 5 % rel.

lllecrakosa, M.: lMpumenenue rasosoit xpomarorpauu nas
onpeje/ieHHsl B NPOH3BOACTBEHHBIX YCJIOBHAX CONAEPMKAHHA
31WJ0BOro cnupra B cOpaxuBaemoil cyabhuTHOH OGapae.
Ksac. npym. 21, 1975, Ne 11, ctp. 252—255.

Bbia paspaGoraH CKOpPOCTHBIH MeTO1 A Onpeje/eHH:
B MPH3BOJCTBEHHBIX YCJOBHAX C NOMOUBIO aAcOpOUHOHHOM
razoBoii xpomarorpa¢un Ha Porapak Q cojepxKaHHs 3TH-
JOBOro cnupra B cOpakuBaemoil cyanputhoii Gapae. Ilpu
nomowH wmnpHua [aMHABTOHA BNPHLICKHBAOT B XpPOMaro-
rpa¢p XPOM 2, 060py10BaHHBIH NJIAMEHHO-HOHH3AIHOHHbLIM
JeTeKTopoM, 4 uJ JHCTHAAATA, TNoJydeHHoro H3 10 Mma
ofpasua cyapuTHON Oapabl. B nepsoit uactu craThH Onu-
caH MPOCTOHl AMCTHIIALMOHHBIE NpHOOP MpHMEHsIeMblii 117
NPUrOTOBJEHHs AHCTHAAATA, B JadbHedHX ab3auax
JAI0TCH TOYHBIE YKa3aHus MO MeTOo/lHKe Xpomatorpaduuec-
Koro aHasamusa. [lpHBeleHa OlEHKa TOYHOCTH H BOCHPOH3BO-
JIHMOCTH MeToJa.

Becy ananua sanumaer npumepHo 30 munyt. M3 cpas-
HEHHSi XPOMaTOrpapHuecKoro MeTOla ONpesleseHHs 3THAO-
BOTO CNHPTA C MHKHOMETPHUECKHM BHJHO, YTO CYJb(HTHAT
Gapaa He BJHSET HA TOUYHOCTb XpoMmaTtorpaduyeckoro ompe-
fenenns. MakcuMaabHas CpejHsisi MOTpelHocTh Oblia 5.8
(B OTHOCHTE/LHOM BhIpaKeHHH). MakcHMasbHasi pasHHua
MeXIy pe3yJbTaTaMH [MOJYYEHHBIMH CPaBHHBAEMBIMH Me-
TonamMn He npeBbimiaer 5% (B OTHOCHTE/NBHOM BBIpAKC-
HHU).

Sestakova, M.: Application of Gas Chromatography for
Routine Determination of Ethanol in Fermenting Suiphite
Waste Ligquor. Kvas. prim., 21, 1975, No. 11, pp. 252—255.

A new time-saving method has been elaborated for
sulphite waste liguor. It is based on adsorption gas
chromatography on Porapak Q and requires injection

(by means of a Hamilton syringe) of 4 ul of distillate,
obtained from a sample of fermenting substance, into a
CHROM 2 chromatograph fitted with a flame-ionization
detector. In the first part of the article the authoress
describes the design of a simple distilling apparatus
which is used to prepare distillate from 10 ml samples.
Following paragraphs deal with the technique of chro-
matographic determinaticn, with the accuracy of the
method and its reproducibility.

The analysis takes 30 minutes. The comparison of the
chromatographic method with pycnometric one shows
that the specific properties of sulphite waste liquor
have no negative effects upon the reliability and ac-
curacy of determination. The maximum mean error was
58 % and the difference between the results given by
the two mentioned methods did not exceed 5 %.

Sestakovd, M.: Routinemdfige Athanolbestimmung in
Sulphit-Fermentationsmedien mittels Gaschromatogra-
phie. Kvas. priim., 21, 1975, No. 11, S. 252—255.

Es wurde eine schnelle Gaschromatographische Me-
thode ausgearbeitet, die fiir die routinemifige Athyl-
alkoholbestimmung in  Sulphit-Fermentationsmedien
geeignet ist. 4 ul Destillate der analysierten Medien
werden mittels Hamilton-Spritze in den Gaschromato-
graph Chrom 2 (mit Flammenionisationsdetektor) mit
Porapak Q - Sédule injiziert. In dem ersten Teil wird der
einfache Destillationsapparat fiir die Destillierung des
Athylalkohols aus der alkalisierten 10-ml-Probe be-
schrieben, im weiteren wird ausfithrlich die vorgeschla-
gene chromatographische Methode sowie auch ihre Ge-
nauigkeit und Reproduzierbarkeit angefiihrt.

Die Gesamtdauer der Analyse betrégt ungefdhr 30 Mi-
nuten. Die chromatographische Bestimmung der Stan-
dard-Athanollosungen wurde auch mit der pyknometri-
schen Bestimmung verglichen. Die Genauigkeit der
chromatographischen Bestimmung wurde durch die
Sulphitlaugen nicht beeintridchtigt und der maximale
mittlere Fehler (bei Messung der Peak-Hohen) betrug
58 9 rel. Die Unterschiede zwischen den Ergebnissen
der chromatographischen und pvknometrischen Be-
stimmungen waren nicht grésser als 5 % rel,




