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METODA COLORIMETRICA DE DETERMINARE A

CONCENTRATIEI DE ALCOOL ETILIC DIN MEDIH DE FERMENTATIE

{57) Rezumat: Prezenta inventie se refers ia
o metoda colorimetricd de ceterminare can-
va a concentratie ¢e alcoo etilic din me-
de fermertatie, ublizabidd in industria
sselor fermentative. biotshnoiogie, bioio-
= bAetcda asigurd determinarea cantitativs
atanciuiw din medii de ferrnentatie st din
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Prezenta inventie se referd la o
metodd calorimetricd de determinare
cantitativd a concentratiei de alcool etilic
din medii de fermentatie si alte fichide
biologice, ce se poate utiliza in industria
proceselor fermentative, farmaceutica,
biotehnologie, biologie.

Pana In prezent, se CUNoSC urma-
toarele metode de determinare canti-
tativd a alcoolului etilic din medile de
fermentatie si alte lichide biologice:

- metoda prin determinarea densi-
titii cu picnometrul, ce admite erort
mari de analizd (aproximativ 7%) ce de-
vine inoperanta in cazul analizei efectuate
n lichide biclogice - medii de fermentatie
- din cauza erorilor mari inregistrate,
metade volumetrice oxidative directe, de

3C,H.0H + 2 K,Cr.0; + 8 H.S0, — 3 CH,CO0H + 2 Cro(S0,);

Aceasta reactie nu poate fi utk
lizatad direct, deoarece reactile colate-
rale ce conduc la bioxid de carbon si ap&
[oxidarea completd], sau anhidrida ace-
tica (oxidarea incompletd), se produc
intr-o proportie ce depinde de conditile
de lucru. Dacd se utilizeaz initial un ex-
ces de bicromat de pctasiu pentru oxi-
darea etanolului, acest exces poate fi de-
terminat prin metode volumetrice (titrare
cu sare Maohr, In prezenta de feraingd)
sau spectrofctometrice {la maximul de
absorbtie stabilit experimental). Meto-
dele volumetrice presupun erori impor-
tante, fie din cauza metodei nsasi, fie
din cauza operatorului.

Metoda canform inventiel Nl&tura
dezavantajele mai sus-mentionate prin
aceea ca determinarea dupé distilares
controlat3, timp de 30 ... 40 min la tem-
peratura de 98 ... 100°C a mediulu de
fermentatie, pentru indepartarea Compo-
nentelor ce interferd in reactia finalad de
oxidare si recuperarea in proportie de
g8 .. 99% a alcoolului etilic prezent in
mediu, se efectueazad pe volume deter-
minate de distilat -10 mk, in functie de
concentratia alcoolului etilic prezent n
distilat, dilutii corespunzitoare sensibi-
litatii metode 8,1 ... 0,8g % ml. avénd
loc o reactie de oxidare cantitativa, cu
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determinare a concentratiei aicoclului
etilic, folosind atacul oxidant al K ; Cr, O
n mediu acid; aceastd metoda este grau
de aplicat in medii de fermentatiz, lichide
hiologice, din cauza complextatii compu-
silor prezenti, ce interferd n reacta de
oxidare, presupunénd ercri importante si
procedee cromatografice: cromatografia
de lichide de inaltad performanta, croma-
tografia de gaze. Aceste procedee pre-
supun achizitionarea unei aparaturi cos-
tisitoare, inaccesbild unitatilor mici, cu
posibilitati materiale modeste.

Reactia chimica implicata in deter-
minarea centitativd a alcaoclului etilic prin
axidare cu bicromat de potasiu si acic
sulfuric este descrisa de ecuatia:

5 +2 K80, + 11 H.C
20 ml solutie de K.,Cr,0, 33,782 g/1.
in exces, 1n mediu de H,50, conc.p.a. cu
oy = 1,84 g/cm™ urrnatd de amoge-
nizarea reactantilor si racirea rapida, in-
tensitatea coloratisi obtinute dstermi-
nandu-se spectrofotometric la 580 nm.
in celule de 1 cm?, iar calculul concen-
tratiei de alcool etilic se efectueaza cu
ajutoru! unei curbe etalon pentry alcoo!
etilic absolut, p.a., tindnd cont de dilutile
efectuate.

Inventia prezinta avantajui dozarii
cantitative a alcoolului etilic in distilat,
prin reactia de oxidare cu un exces ce
bicromat de potasiu in mediu acid. Apli-
carea ei se realizeazd usor, cu CONsuU-
muri reduse de reactivi i aparatura ac-
cesibila.

Se dau, in continuare, exemple de
realizare a inventiet prin determinari can-
titative 8 alcoolului etilic. n medii sir-
tetice de fermentatie-dextroza, xiloza- si
n medii naturale pe bazéd de melasa, suc
de sarg, suc de sfecls.

Exemplul 1. Determinares slco-
oluiui etilic n medii sintetice de fermen-
tatie - pe baz3 de dextrozd, xioza. M ediui
de fermentatie utilizat contine dextraza
[sau xiloza) in diferite concentratii, celule
de drojdii, metabgliti secundani si alcooi
atilic- ca metabolit principal.
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Pentru determinarea alcoolului eti-
lic, este necesarad o operatie de distilare
pentru indepdrtarea componentelor ce
interferd n reactia de oxidare finala.
timp de 30 min, la 88 ... 100°C, ope-
ratie ce asigurd recuperarea in proporfie
de 88 ... 99 % a slcodlului etilic prezent
in mediul de fermentatie.

Reactivii utilizati sunt: solutie
33,792 g/1 de K,Cr,0,, H.S0; concen-
trat, cu doge = 1,84 g/om’,

La un valum de 100 ml din mediui
de fermentatie contindnd zaharuri simple
neconsumate, etanal, celule de drojdie,
proteine, exometaboliti, s&ruri minerale,
se efectueaza operatia de distilare timp
de 30 min, la 88 ... 100°C.

Pe un volum de 10 mi distilat,
exact masurat, (la concentratii mari de
alcool etilic, se efectueaza dilutit cores-
punzétoare sensibilitatii metodei -G.1 ...
0,6 g % ml) se determind alcoolul etilic
adaugand 20 mi solutie 33,782 g/I
K,Cr.0,, in exces, si 10 ml H.S0, con-
centrat p.a. dagc = 1,84 g/cm®, dupéd
omogenizare si récire rapidé - 15 min -
se efectueazd determinarea spectrofo-
tomemtricd la 580 nm, n celule de
1 cm?®, fatd de un martor prepsrat in
acelasi mod ca si proba din mediul de
fermentatie, dar inlocuind distilatul (sau
dilutia acestuia) cu apd distilata.

Calculul concentratiei de alcool
etilic se efectueazd cu ajutorul unei
curbe etalon realizata cu alcool etilic ab-
solut, p.a., tnand cont de dilutiile efec-
tuate in distilat.

Exemplul 2. Determinares slco-
olului etilic in medii de fermentatie pe
baza de melasé, suc de sorg, suc de
sfecld. Mediile naturale de fermentatie
contin zaharuri (mono si cligozaharide]
neconsumate, metaboliti de fermentatie,
proteine, celule de drojdie, saruri mi-
nerale, ce nu permit determinares dr-
rectd a alcoolului etilic,

In vederea abtinerii unui volun din
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mediul de fermentatie, pe bazg de me-
lasa, accesibil determindrii alccolului eti-
lic, 100 mi din acesta se supune unei
operatii de distilare inaintata. la 88 ...
100°C., timp de 30 min (realizédndu-se n
acest mod recuperares in proportie de
8B ... 99% a alcoolului etific si indepar-
tarea componentelor ce interfera i re-
actia de dozare). Din distilatul obtinut. -
50 mi - se preleveaza volume exact ma
surate- 10 mt; in functie de concentratia
alccolului etilic prezent n distiat, se
efectueaza dilutii corespunzatoare sensi-
bilitati metodei (0,1 ... 0.6 g%/ml} -
1/20 1n exemplul de fata. Intr-un volum
de 10 mi de distilat - sau dilutia scestuia
- exact masurat se determina alcooiui
etilic, adaugénd un volum de 20 ml ce
solutie 33,792 g/I de K,Cr,0;. in exces
st 10 ml H,80, conc.p.a. dye = 1,84
g/cm® dupd omogenizarea $i récirea
rapidd a probei (15 min) se efectueazs
deterrinarea spectrofotometnica, Ia fun-
gimea de und3 de 580 nm, in celule de
1 cm?, faté de un martor pregatit n ace-
tasi mod ca si proba din mediu: de fer-
mentatie, dar inlocuind distilatul cu apa
distilats.

Extinctia (E] inregistrata la &
probe paraiele, 8 fost 0.50.

Calculul concentratiei ce aicool
etilic se efectueaza cu ajutorul une:
curbe etalon realizatd cu alcool etilic ab-
solut p.a.. tindnd cont de dilutile efec-
tuate,

Stabilirea curbsr etalon. Curba
etalon s-a realizat pe o solutie de alcool
etilic absolut 5 g% ml. S-au reslizat diluti
a carer concentratie n alcool etitic a fest
cupringd intre 0,1 si 3.5 g% ml si care
au fost prelucrate conform modului de
lucru descris {reactia de oxidare cu bi-
cromat de potasiu in mediu acid].

Valorile medii obtinute din 10
curbe etalon paralele sunt prezentate in
tabelul 1.

Tabeiui 1

Ctanal § 0,10 £ 0,15 || 0,20

gSemi

0.25

0,35 || 0.40 0.50

0,13 || 0,18 || 0,26

0,33

0,46 || 0.52 3,86
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Prelucrarea rezultatelor: pentru
proba luatd in lucru, extinctia (E) nregis-
tratd pe 3 probe paraiele a fost 0,50:
din curba etalon, si tindnd cont de di-

B

lutiile efectuate {1/20 in distilat se de-
termind concentratia de alcaal etilic in
valoarea de 4,25 goml.

Revendicare

Metoda colorimetricd de de- 36
terminare cantitativd a concentratiei de
alcool etilic in medii de fermentatie,
caracterizata prin aceea cé, dupéa dis-
tilarea controlata timp de 30 ... 40 min,
la temperatura de S8 100°C, a 3
mediului de fermentatie pentry inde-
partarea componentelor ce interfera n
reactia finald de oxidare si recuperarea
in proportie de 98 ... 99% din alcool
etilic prezent in mediu, se efectueaza pe 40
volume determinate de distilat de 10 mi,
in functie de concentratia alcoolului etilic
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prezent in distilat dilutii corespunzatoare
sensibilitdtii metodet de 0,1 ... 0.6 gla
100 ml, avand loc o reactie de oxidare
cantitativd, cu 20 mi solutie 33,732
g/1 de KCr.O; n exces, in mediu de
H.S0, concentrat cu dyge= 1.84 g/cm’,
urmata de omogenizarea reactantilor si
racirea rapidd, intensitatea coloratiel
obtinute determinandu-se spectrafoto-
metric la 580 nm. in celule de 1 cm”,
iar calculul concentrstier de alcool etilic
se efectueazd cu ajutorul unsi curbe
etalon pentru alcool stilic absoiut, p.a.
tindnd cont de dilutile efectuate.
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