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Stanovenie kyseliny vinnej v kvasni¢nych vinnych kaloch rychlou
fotometrickou metédou a izotachoforézou

EVA KOLESAROVA - ELENA BUBELINIOVA

Sthrn. Sledoval sa vplyv niektorych parametrov ovplyviujicich separéciu kyseliny
vinnej z kvasni¢nych vinnych kalov pri jej stanoveni rychlou fotometrickou metédou.
Zistilo sa, ze na uvedeny proces vplyva ¢as zdhrevu vzorky, mnozstvo kyseliny vinnej
v kvasni¢nych vinnych kaloch a riedenie kvasni¢nych vinnych kalov. Navrhli sa optimalne
podmienky separécie. Fotometricka metoda sa porovndvala s metédou kapildrnej izota-
choforézy po predchadzajicom cisteni na ionexe. Z vysledkov vyplyva, ze fotometrickd
metédu mozno v praxi aplikovat aj pri stanoveni kyseliny vinnej v kvasni¢nych vinnych
kaloch.

Na stanovenie kyseliny vinne (KV) vo vine sa v sicasnosti pouzivaju fo-
tometrické [1], elektromigracné (izotachoforéza) [2] a chromatografické (vy-
sokotlakova kvapalinovd chromatografia, GLC metdda po esterifikdcii [3]
a iénexova chromatografia [4]. Aplikdcia tychto metdd na stanovenie KV
a jej soli v druhotnych surovinach vindrskeho priemyslu (vylisky, kvasnic-
né vinne kaly — KVK) je moznd iba po separacii uvedenej kyseliny zo surovi-
ny. Na tento proces vplyva vela faktorov. Je to predovsetkym pH, teplota,
iénova sila, ¢as vymyvania KV z KVK, obsah KV v KVK, obsah povrchovo-
aktivnych latok a riedenie [5]. Pretoze i6nova sila a obsah povrchovoaktiv-
nych latok su veli¢iny nezdvisle premenné, pri separdcii KV z KVK sme ich v
nagich experimentoch neregulovali. KV sme po separacii z KVK stanovovali
rychlou fotometrickou metédou [6], ktord sme porovnali s kapildrnou izota-
choforézou po predchddzajiicom Cisteni na ionexe [1].
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Material a metédy

Na analyzu sme pouZili KVK z Vinarskych zdvodov Pezinok, susiny 16,9 °-
pri sledovani vplyvu ¢asu zdhrevu na stanovenie KV, 13,9 % pri sledovan:
vplyvu riedenia na separaciu KV a 10,05 % pri porovnani metdd, ktoré sme
skladovali v mraziacom boxe pri —20°C.

Separdcia KV z KVK. Prislusné mnozstvo KVK sme zriedili 50 ml destilo-
vanej vody a varili 15 minit. Potom sme kaly centrifugovali 10 minut pri 30(x
ot/min. supernatant sme vliali do 100 ml odmernej banky a sediment po premy-
ti vodou znovu centrifugovali. Ziskany supernatant sme spojili s predoslym
Takto upravené roztoky sme pouZzili na stanovenie KV.

Fotometrické stanovenie KV. Pouzili sme modifikovani Rebeleinovu meto-
du, ktora sa uvadza ako rychla fotometrickd metdda [6]. Zaklada sa na odfar-
beni vzorky aktivnym uhlim (adsorpciu KV na aktivnom uhli sme nesledova-
li), tvorbe farebného komplexu s metavanadicnom aménnym. Na meranic
sme pouzili Spekol 11 (Carl Zeiss, Jena) a 10 mm kyvetu.

Stanovenie KV kapildrnou izotachoforézou. Po separécii KV z KVK horu-
cou vodou sme KV izolovali na silne bazickom menici anionov Dowex 1xZ
v acetatovom cykle. Ionovy vymienac a izolaciu KV sme pripravili podia {1}
Izolacia sa zaklada na vytesnovani octanovych funkénych skupin kyselinou
vinnou a jej eliciou siranom sodnym.

Na stanovenie KV sme pouzili kapilarnu izotachotorézu, ktora sa pre svoju
rychlost a jednoduchu pripravu vzorky osved¢ila pri analyze organickych ky-
selin [2].

Pracovali sme na izotachoforetickom analyzatore ZKI 001 (Ustav radioe-
koldgie a vyuzitia jadrove) techniky, SpiSska Novd Ves). Na analyzu kyseliny
vinnej sme pouzili elektrolytovy systém: vodiaci elektrolyt — 1 . 10 mol.dm™
HCl + pB-alanin, 0,1 % HEC, pH 3,2; zakonujuci elektrolyt — 5 . 10~
mol.dm* CH,COOH + Tris, pH 4,05. Hnaci prud v predseparac¢nej kapilare
bol 200 pA. hnaci priad v analytickej kapildre 45 nA. Vzorky sme po zriedeni
redestilovanou vodou a po filtrdcii davkovali do izotachoforetického analyza-
tora davkovacim kohitom v mnozstve 30 pl. Regresné rovnice a koeficient
koreldcie sme vypocitali podla [7].

Vysledky a diskusia

V prvej sérii experimentov sme sa zamerali na ur¢enie podmienok separa-
cie KV z KVK. KV sme separovali z KVK hortcou vodou jednorazovou ex-
trakciou. Pri viacstupiiovej extrakcii sa rozdiel vo vysledkoch v porovnani s
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jednostupriovou extrakciou nepotvrdil. KedZe rozpustnost hydrogénvinanu
draselného, pritomného z KVK, je pri 100 °C 6,75 g.dm™, nebolo potrebné
upravovat pH roztokov na zvySenie rozpustnosti soli KV. Vplyv ¢asu varu na
separdciu KV z KVK je zrejmy z obrdzku 1. Sledovali sme mnozstvo stano-
venej KV v zavislosti od ¢asu zdhrevu, meniaceho sa v rozpiti 5-30 minit,
pricom navazok KVK pri jednotlivych experimentoch bol priblizne 1,5 g.
Z grafického vyjadrenia vyplyva, Ze maximélne mnoZstvo KV sa odseparuje
po 15-mindtovom vare.
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Obr. 1. Vplyv ¢asu zahrevu na hmotnostny zlomok kyseliny vinnej v kvasni¢nych vinnych kaloch
va pri jej fotometrickom stanoveni. 2, 4, 6 - ¢isla uddvajiice pocet merani.
Fig. 1. Effect of the heating period on the mass fraction for tartaric acid contained in yeast wine
sludges WK\, when rapid photometric method was used. 2, 4, 6 — Account of measurements. 'Ti-
me.

Dalej sme sledovali vplyv mnozstva KV z KVK na jej stanovenie. Postupo-
vali sme metddou standardného pridavku hydrogénvinanu draselného, ktory
sme vyjadrili ako hmotnost KV. Jednotlivé merania sme robili pri réznych na-
vazkoch KVK. Zavislost celkovej stanovenej KV od mnozstva pridaného
hydrogénvinanu draselného je priamkova. Vysledky regresnej analyzy pri
jednotlivych ndvazkoch uvddza tabulka 1. Z uvedencho je zrejmé, Ze so zvy-
Sujicim sa §tandardnym pridavkom hydrogénvinanu draselného klesa vytaz-
nost KV pri jej stanoveni z KVK. So stanovovanym mnozZstvom KV sa zvac-
Suje sustavna proporcionalna chyba. Hodnoty smernic uvedenych priamok
klesaju v zavislosti od velkosti navazku KVK. Nizsiu vytaznost KV ovplyviu-
je aj zvySujuci sa navazok KVK. To je zrejmé aj z obrazku 2, kde sme sledo-
vali zavislost hmotnostného zlomku stanovenej KV (—WK\,) od hmotnostného
zlomku KVK vo vode (W, ). Rovnica danej zavislosti ma tvar:

Wy = 0,0404 - 0,01871n Wy, 7 = 0,9888.
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Tabulka 1. Regresnd analyza zavislosti celkovej stanovenej kyseliny vinnej m, [g] od mnozst
pridan¢ho hydrogénvinanu draselného m, [g], vyjadreného ako g kyseliny vinnej, pri roznych nz-
vazkoch kvasni¢nych vinnych kalov
Table 1. Dependence of total determined quantity of tartaric acid m, [g] on the quantity of ac-
ded potassium hydrogen tartrate m, [g] which is expressed as g of tartaric acid, when weightes
amounts of yeast wine sludges are distinct

Rovnica regresnej [ Koef. koreldcie? Vytaznost KV pri
priamky? ' Stand. pridavku 0.6 ¢
m, = a+ bm,, hydrogénvinanu dra-
selného* [%]

| Diferenc¢ne presny
| ndvazok kvasni¢nych
‘v vinnych kalov' [g]

; 1,0000 " m, = 0.0157 + 0.9761m, 0,9924 J 93.76

2,0000 - m, = 10,0390 + 0.9564m, 0.9994 ; 92,45
| 3,0000 | m, = 0.0412 + 0,9244m, 0.9456 : 90,93
| 4,0000 ! m, = 0.0923 + 0,8921m, 0.9789 3 89.97

Urobilo sa 5 merani pri jednotlivych navazkoch kvasni¢nych kalov. Each weight of sample of ve-
ast wine sludge was determined 5 times.

'Exact difference weight of sampie of yeast wine sludges: 2Equation of regression curve; 3Corre-
lation coefficient: *Yield of tartaric acid under standard deviation of potassium hydrogen tartrate
0.5g.

To znamend, Ze pre konkrétnu sledovanu surovinu so stipajicim riedenim
mnozstvo stanovovanej KV prudko klesd. Maximélne mnozstvo KV sa odse-
paruje pri velmi nizkych hodnotach W, . Sicasne sa viak so zmensujicou
hodnotou Wy, zmensuje presnost stanovenia, ¢o spOsobuje manipulécia
s malym mnozstvom vzorky. Volba idedlneho W, sa pohybuje v rozpati
0,1-0,15 kg.kg', pricom dolnd hranicu uvedeného rozpitia uréuje metéda
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Obr. 2. Zavislost hmotnostného zlomku ky-
o seliny vinnej v kvasni¢nych vinnych kaloch
° Wiy od hmotnostného zlomku kvasni¢nych
002k vinnych kalov vo vode W, .
° Fig. 2. Dependence of mass fraction for tar-
taric acid contained in yeast wine sludges
- - - L W, on mass fraction for yeast sludges con-
Qo1 03 W kv vas b,
oz o oo (kg.vxkgﬁ tained in water W, .



ranovenia. ExaktnejSie vymedzenie tohto rozpatia nie je mozné, kedze zlo-
enie suroviny v jednotlivych ro¢nikoch i pocas kampane znac¢ne koliSe.

Tabulka 1 a obrazok 1 naznacuju, ze separacia KV z KVK nie je ni¢ in€ ako
Zesorpcia KV. Objasnenie mechanizmu desorpcie je pomerne komplikované,
sretoze KV moze byt absorbovana na bunkovych stenéach kvasiniek, bentoni-
‘e a zvySkoch hrozna, ktoré si v KVK pritomné. Obrazok 2 naznacuje, Ze ide
» fyzikdlnu adsorpciu, ktora méa obdobny priebeh ako Langmuirova adsor-
o¢na izoterma. Pri separdcii je dolezité dodrzat ¢as zahrevu, pretoze vplyvom
‘eploty kvasni¢né bunky autolyzuji, ¢im sa meni chemické zlozenie a Struktu-
-2 KVK z hladiska adsorpénych vlastnosti a podmienky desorpcie sa kompli-
<uju (obr. 1).

“abulka 2. Porovnanie rychlej fotometrickej metody a metody kapildrnej izotachoforézey pri
stanoveni kyseliny vinnej v kvasni¢nych vinnych kaloch

Table 2. Determination of tartaric acid in yeast wine sludges using the rapid photometric met-

hod compared with the capillary isotachophoresis

T —T =

Wy l Interval spolahlivosti Smerodajnd
Metoda! | kg . kg'] pre 99 % hladinu odchylka® \
‘ i pravdepodobnsoti’ |
! i
rvchla fotometrickd metoda? i 0,0109 ‘ + 0,0010 0,0011 \
kapildrna izotachoforéza’ \ 0,0107 } + 0,0015 0,0005
SSNPE I | S— J

Tx\' — hmotnostny zlomok KV v KVK, predstavujici aritmeticky priemer KV z 8 paralelnych

'._\'K\, — mass fraction for tartaric acid contained in yeast wine sludges. This ratio represents arit-
hmetic mean from 8 parallel measurements.

Method: 2Confidence interval for the 99% reliability level; *Standard deviation; *Rapid photo-

metric method; SCapillary isotachophoresis.

V daliej sérii experimentov sme odskusali uvedeny izola¢ny postup (pri né-
vazku 1,5 g KVK) na stanovenie KV v KVK rychlou fotometrickou metddou,
ktord sme porovnavali s metédou kapildrnej izotachoforézy. Z vysledkov
(tab. 2) vyplyva, Ze rychlu fotometrickti metddu, ktord sa v sicasnosti pouzi-
va vo vindrskej praxi pri stanoveni KV vo vinach a mustoch, mozno aplikovat
uvedenym sposobom aj na stanovenie KV z KVK.

Metdda za danych podmienok analyzy ddva reprodukovatelné vysledky,
ktoré sa daju porovnat s vysledkami stanovenia KV metddou kapildrnej izota-
choforézy. Vsetky stanovenia su vSak zatazené suistavnou chybou pri separacii
KV zo vzorky, ktori mozno korigovat vhodnym riedenim.
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Onpejienienne BHHHOK KHCAOTHI B GPOHIbHLIX BHHHBIX OCAIKaX CKOPbIM ()OTOMETPHYECKHM Me-
TO/IOM H MeTOJOM H30Taxodopesa

Pezmome

Pabora uccrenoBajia BIMAHME HEKOTOPBIX IIapaMeTPOB, OKA3bIBAMOIIMX BIMSAHME Hz
cemapalyio BBIHHOW KMCJIOTHI U3 OPOAMJIBHBIX BUHHBIX OC3JKOB IIpM €& OIpefesieHIs:
CKOPBIM (POTOMETPUHECKUM MEeTOZOM (MOAM@MIMPOBaHHbI MeTox Pebesnenna). O6HODY -
KWJIOCh YTO Ha 9TOT IPOLECC OKa3blBaeT BIMSAHME BPeMs HarpeBa NMpoObI, KOIMHECTE:
BBLIHHOV KMCJIOTBHI B OPOAMIIBHBIX BMHHBIX OcajikaX U pasbaBiieHne OpOAMIbHBIX BUHHBIX
ocafok. BHecsocs npensoxenne 06 ONTUMAIBHBIX YCIOBMAX cenapalmy. dotoMmeTpuyec-
KOV MeTOZ OBbLJI CPAaBHEH ¢ METOJOM KalMJJIAPHOT0 M30Taxodopesa MocIe IpeALIecTBY -
11[eJ1 OYMCTKM HA MOHNUTe. Pe3ynbTaThl MOKA3bIBAIOT, YTO (POTOMETPUUECKUIT METOR MOKHC
TOXKe IPYMMEHMUTDb NPYU ONpeneseHNMy BUHHOM KUCJIOTHI B GPOAMIIBHBIX BMHHBIX OCAfKax
B [IPOKTUYECKUX YCIOBUAX.

Determination of tartaric acid in yeast wine sludges using rapid photometric method and isota-
chophoresis

Summary

Effects od separation of tartaric acid from yeast wine sludges were investigated using the rapic
photometric method by the determination of tartaric acid. It was determined, that the describec
process is influenced by the time of sample heating and quantity of tartaric acid in yeast wine slud-
ges and the dilution of yeast wine sludges. Optimal conditions of separation were proposed. Pho-
tometric method was compared with the capillary isotachophoresis. Samples were first purifiec
with ion exchanger. The resuits of comparison chow the application possibility of photometric
method also for the determination of tartaric acid in yeast wine sludges in practice.



