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V literatufe byly popsiany éetné methody ke kvalitativnimu dika-
w1 ke kvalhtggl_vvrgmu stanoveni kyseliny pyrohroznové. Z fermentativ-
nich methed ma vyznam manometrlcky zpusob, popsany Warburgem
|1, 2]. Z chemickych method je to zvlasté tvorba hydrazoni, které byly
stanoveny bud vazkové [3-7], nebo po rozpusténi v louhu kolorime-
tricky, jak popsal Case [8], jehoZ methoda v modifikaci podle Lu [9]
je nejéa~téji uiiv‘ilna v novéj§ich pracich Tvorby addiinich slouéenin
.( C ook [10], dukaz po redunkm na kyselmu mléénou popisuje E egri-
we [11]. V jinych methodach uZiva se oxydace kyseliny pyrohroznové
bud peroxydem [12-14], nebo chloraminem [15], manganistanem [16],
cerisulfatem [17] nebo jodistanem [18]. Z ¢etnych barevnych reakei,
slouZicich predeviim k dikazu kyseliny pyrohroznové, je nutno uvést
reakeci s nitroprussidem podle Simomna a Piaux [19] a kondensact
se salicylaldehydem podle Csonka [20] a Strauba [21].

V posledni dobé Slavik a Michalec [22] modifikovali me-
thodu Friedemanovu a Haugenovu [23]. pfi niZ rudici kyse-
liny oxaloctovou a ketoglutarovou prevedli v heterocyklické latky pu-
sobenim hydrazinu v prostfedi kyseliny chlorovodikové. Stanovili in-
tensitu zbarveni sodné soli dinitrofenylhydrazonu, ktery byl extraho-
van sodou z organického rozmpoustédla.

Zadné z uvedenych method mebylo vSak uZito k stanoveni kyseliny
pyrohroznové vedle nadbytkn kyseliny mlééné. Proto byla ohricena
pozornost k polarografickému stanoveni.

Kyselina pyrohroznova poskytuje redukéni polarografické viny [24-
28]. Zavislost téchto vin na pH sledovali Miller a Baumberger
[29]. Tito autofi vykladali vznik dvou vln, jejichi vzdjemny pomér se
méni s pH zakladniho roztoku a jejichZ suma zstiva konstantni a od-
povida dvouelektronovému déji, ketoenol tautomerii, Jejich zavéry vy-
vratil Brdiéka [30], kdyz ukazal, Ze kyselina fenylgloxylova, u niz
je enolisace vyloucena, se chova stejnym zpusobem. Presto viak Zam -
botti a Ferrante [31] pFipisuji dvé vlny na polarografické k¥ivce
kyseliny pyrohrozmové keto- a enol-formé, podobné jako Kuzim a
Elpiner [32], kteti predpokliddaji, Ze pritomnost aminokyselin pod-
poruje enolisaci. Ve své daldi praci podal. Brdicka [33] vyklad
elektrodovych déja pfi redukei podobnych kyselin, kdy ve vlné pfi po-
sitivnéjSich potencialech dochazi k redukei nedisociované kyseliny, v
druhé vlné k redukci amiontu. Vy3ka prvé vlny je zvySovama tverbou
nedisociovanych molekul rekombinaci [33] v okoli elektrody. K reduk-
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ci anmiomtu dojde pFi negativnéjsim potenciilu tehdy, az reakéni rychlost
nestaéi vytvafret nedisociované molekuly.

K analytickym téelim uzil vln kyseliny pyrohroznové jeding S a n-
tavy [34], ktery sledoval polarograficky vznik kyseliny pyrohroznové
b&hem alkoholického kvaSeni. — V této praci byly redukéni vlny kyseliny
pyrohroznové pouzity k stanoveni ve vzorcich kyseliny mlééné a mléc-
nanu vipenatého rizné G&istoty.

L
Experimentalni éast

Bylo pouZito obvyklého polarografického zaFizeni spolu s derivaénim zapoienim
podle Vogela a Rihy [35]. Polarograficki stanoveni byla provadéna v nadobkach
bez oddéleného dna a jen tam, kde pFitomnost silné povrchové aktivnich latek bra-
nila prichodu proudu adsorpci ma anodé, bylo uZito Kalouskovy nadobky s oddéle-
nou kalomelovou elektrodou, kterd byla pfed kaZdym stanovenim vyplachnuta ana-
lysovanym roztokem. Kyslik byl odstrafiovin dusikem. K vyhodnoceni kfivek bylo
uzito methody standardniho pridani, umoziiujici jednotné odéitani p¥i vlnach, nékdy
znaéné protaZenych. Jako standardu bylo pouZivino sodné soli kyseliny pyrohrozno-
vé, Merckova preparitu, predisténého krystalisaci z ethanolu, ktery laskavé poskytl
Dr K. Slavik.

K identifikaci kyseliny pyrohroznové byla zjisfovana zavislost vin na pH a
srovnivana se zivislosti, malezenou Brdiékou [33].

Stanoveni kyseliny pyrohroznové v kyseliné mlééné a mesziproduktech jeji vy-
roby mohlo byt providéno riiznymi zpusoby:

1. 1 g kyseliny mlééné byl rozpuitén v 10 ml vody a zaznamenina kfivka
v tomto roztoku. P¥i mapéti 0,8 a7z 1,0 V byla pozorovina vlna kyseliny pyrohrozno-

vé. (Obr. 1 vlevo.)
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Obr. 1. Stanoveni kyseliny pyrohroznové v kyseliné mlééné v kyselém prostiedi.
kiivka (1) 9,5 ml vody + 0,5 ml kyseliny mlééné , Vietecka”; kfivka (2) dtto +
5 ml 0,005m roztoku sodné soli kyseliny pyrohroznové; k¥ivka (3) 9,5 ml acetato-
vého pufru (1,0m) pH 4,7; kiivka (4) dtto + 0,5 ml 0,005m roztoku sodné soli
kyseliny pyrohroznové. — K¥ivky byly zaznamenany p¥i citlivosti 1:10 od 0 V,h =

= 55 c¢cm, Hg X dno.
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2. 1 g kyseliny mlé&né byl rozpudtdn v 10 ml acetitového pufru pH 4,7.
V tomto prostfedi byla vlna kyseliny pyrohroznové u napéti 09 az 1,1 V. (Obr. 1
vpravo.) ’
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3. 2 g kyseliny mlééné bylo rozpusténo ve 20 ml vody. Z tohoto roztoku byloe
odpipetovino 5 ml a ztitrovano In NaOH za pouZiti thymolové modfe jako indika-
toru. Tak bylo stanoveno mmodstvi volné kyseliny.

K dalsim péti mililitrdm ptivodniho moztoku bylo pFiddno stejné mmozstvi louhu
bez indikitoru, kapkou roztoku byla na indikitorovém papirku ovéfena alkalicka
reakce roztoku a roztok doplnén ma 10 nebo 25 ml. Takto pfipraveny vzorek byl
pfeveden do elektrolytické nadobky a byla zaznamenéna kiivka. Vlna aniontu kyse-
liny pyrohroznové je u mapéti 1,3 V. (Obr. 2.)
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Obr. 2. Stanoveni kyseliny pyrohroznové v riznych vzorcich kyseliny mlééné v alka-
lickém prostredi.

Kfivka (1) a (3) kyselina mlééna od firmy DFiza, citl. 1:15; (5) a (7) Merck DAB 6;
(9) a (11) kyselina mlééna od firmy Vietecka, citl. 1:30. Sudé kfivky zaznamendny
vidy po pfidani 1 ml 0,00lm roztoku sodné soli kyseliny pyrohroznové k 10 ml od-
povidajiciho roztoku. Kazda analysa je vZdy dvakrat opakovana. — K¥ivky od
—10 V, h = 28 em, Hg X dno.

4. 1 az 2 g kyseliny mlééné byly rozpusiény v 25 ml 0,5n Nay,CO3 a roztok
po uniknuti kysliéniku uhliditého a ochlazeni byl polarografovin. Vina aniontu ky-
seliny pyrohroznové byla pozorovana op&t u mapéti 1.3 V.

Vysledky, ziskané témito étyfmi zpusoby, byly shodné. Rézna pH byla zvolena
proto, aby mohl byt p¥ipad od pripadu eliminovan vliv ruficich litek. Nejlépe mé-
Fitelné vlny byly ziskavany zpisoby 3 a 4, z nichz 4 byl podstatné rychlejsi a je
proto nejvhodnéjsi. Zatim co v kyselejSich roztocich nerusi latky, b&Zné prichézejici
v hiologickém materidlu, nelze pouZit stanoveni v alkalickych prostfedich v pritom-
nosti aldehydickych latek a cukrd.

U vzorkd mléénanu vdpenatého bylo postupovino tak, Ze 0,5 g az 1 g vzorku
bylo rozpusténo v 10 ml vody tfiminutovyin zihfevem pri 80V C. Bylo zjiSténo, 7Ze
takovy zéhfev nema na obsah kyscliny pyrohroznové zidny vliv. Po vychladnuti byl
roztok polarografovan a vlna kyseliny pyrohroznové byla mezi 1,3 aZ 1,5 V.

Pfi stanoveni kyseliny pyrohrozové v laku z okurek a kyselého zeli
byly polarografoviany pfimo tyto tckutiny za pouZiti derivaéniho zapojeni podle V o-
gela a Rihy [35]. )

P¥ehled vysledkii

Kyselina pyrohroznova byla nalezena v mnoZstvich od 0.2% do 0,0079% v ky-
seliné mlééné razného pavedu a é&istoty. (Tab. I, obr. 2 a 3.)
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Obr. 3. Stanoveni kyseliny pyrohroznové v kyseliné mlééné riizné Gistoty v prostiedi
uhligitani.

Vzorky byly dodiny cukrovarem v Seredi, n. p. Kfivka (1) 2 ml roztoku kyseliny,
oznaené ,Potraviniiska 50%"“; (2) dtto + 0,2 ml 0,002m roztokm sodné soli kyse-
liny pyrohroznové (NaP); (3) 2 ml roztoku kyseliny, ozna&ené ,Potravinaiska 80%";
(4) dtto, + 0,1 ml 0,002m NaP; (5) 2 ml roztoku kyseliny mlééné oznasené , Tech-
nicka I“; (6) dtto + 0,2 ml 0,002m NaP; (7) 2 ml roztoku kyseliny oznagené , Tech-
nicka II“;'(8) dtto + 0,2 ml 0,002m NaP; (9) 2 ml roztoku mateéného louhu; (10)
dtto + 0,2 ml 0,002m NaP; (11) roztok kyseliny mlééné DAB 6, 1. &; (12) dtto +
0,2 ml 0,002m NaP. — Krivky byly zaznameniny od 1,0 V pf¥i citl. 1:30, h = 28 cm,
Hg X dno.

Tab. 1. Stanoveni kyseliny pyrohroznové v kyselind mlééné ruzného pivodu

o T _— 'v}‘ohkys pyé-
o o kys. py- b kys. rohroznov
OznaZeni rchroznové | mlééné nakyselina
mléénoun

|
Mallinckrodt I ' 0,0156 79,2 0,02
Mallinckrodt II - 0,0155 78,0 0,02
Mallinckrodt iIi | 0,0156 79,0 0,02
Merck DAB 5 I 0.016 78,0 0,02
Pivod meuddn L0025 740 0,03
Dfiza — napaden plisni 002 52,5 0,04
Merck DAB 6 . 0,04 75,5 0,05
Pivod neudin | 0,04 79,1 0,055
Vsetecka : 0,06 745 0,09
Vignatti ‘ 0,05 >1,8 0,10
Vignatti II i 0,08 52,5 0,16
Kahlbaum — Schering i 015 77,2 0,195
»Milchsdure” ; 0,22 . 79,0 0,28

|

Dale byla stanovena koncentrace kyseliny pyrohroznové ve vzorcich kyseliny
mlé€né ruzné 'éistoty a v meziproduktech vyroby, které byly laskavé poskytnuty
cukrovarem v Seredi, n. p. Vysledky jsou shrnuty v tab. 2.
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Tab. 2. Stanoveni kyseliny pyrohroznové v kyseliné mlééné ruzné Eistoty

% kys. py- 0
0 Coyv- | O Ky s ) Yo kys. py-
Omatei |z | |l | gy |
i e na susinu
Potravina¥ska 0,0083 53,0 0,016 19,5 0,042
Potravinatska 0,0198 78,5 0,025 50,8 0,039
Technicka I 0,010 51,0 0,021 34,7 0,030
Technicka II 0,019 52,0 0,037 45,1 0,043
Ca-laktat 0,0042 20,0 0,021
Mateény louh 0,0052 14,7 0,035
Zipara 0,0041 20,6 0,020
Kys. mlééna
podle DAB 6,
1. é. ) 0,0215 58,5 0,037

V tabulce je uddno procentické mnozstvi kyseliny pyrohroznové ma vihové
mnoZstvi vzorku kyseliny jako primér z nékolika soubéznych analys. Vzorky matec-
ného louhu, zipary a Ca-laktitu byly konservoviny pridavkem 0,5% fenolu, kdyz
bylo zjisténo, %e pritomnost fenolu nema na polarografické chovani kyseliny pyro-
hroznové vliv. Touto konservaci bylo dosaZzeno toho, Ze obhsah kyseliny pyrohroznové
se ve vzorku meménil ani b8hem nékolika mésicii.

V liku z okurek hylo nalezeno asi 1,5 mg%, v liku z kyselého zeli asi 5 mgQ
kyseliny pyrohroznové.
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Obr. 4. Stanoveni kyseliny pyrohroznové v ldiku = kyselého zeli pomoci derivaéni
methody podle Vogela a Rihy.

K¥ivky 1 — 4 p¥i zapojeni derivaénim, kiivky 5 — 8 pFi zapojeni normalnim. K¥iv-

ka 1 a 5 vzorek liku, kfivky 2 — 4 a 6 — 8 po postupném pfidavani 0,3 ml 0,01

roztoku sodné soli kyseliny pyrohroznové k 10 ml vzorku. — Kf¥ivky zaznamenaviny

od 0,6 V pii citl. 1:2 p¥i zapojeni deriva&nim a s citl. 1:30 p¥i zapojeni normalnim.
h = 42 cm, otaéka kola 45 sec. .

Dile bylo sledovano, zda kyselina pyrohroznova nevznika z kyseliny mlééné
oxydaci bghem skladovini. Bylo zji§téno, Ze koncentrace kyseliny pyrohroznové se
neméni, ponechime-li sledovanou kyselinu mléénou volné na vzduchun. Ke zménam
nedoilo ani po mékolikahodinovém probublivini kysliku v kyselém ani v alkalickém
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prostfedi a to ani v koncentrovanych ani ve uedenych roztocich. Na rozdil od tvrzeni
Ganassiniho [36] mnedoslo v roztoku ke zmé&nam, at bylo zavadéni plynu pro-
vadéno potmé&, & na sluneénim svétle. Zato v piitomnosti katalysatorii, jakymi jsou
soli Zeleza, lze pozorovat — ye shodé s pracemi Neuberga [37] — znalny varlist
viny kyseliny pyrohroznové. (Obr. 5.)
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Obr. 5. Vliv katalysdtoru na oxydaci kyseliny mlééné.

0,45% - roztok mléénanu vapenatého byl bublin 2 hod. na slunci kyslikem. Lich¢

kiivky: pfed osvétlenim, sudé kfivky: po osvétleni. Krivka (1), (2) bez katalysatoru.

kiivka (3), (4) s 10-5m FeSOy; kiivka (5), (6) s 105m FeCl;. Druha vina u nega-

tivnéjdich potenciali nebyla zde registrovana. — K:lvky byly zaznameniviny od 0.6
Y pFi oceitl 1015, h = 70 cm.

Diskuse

Protoze kyselina pyrohroznova byla nalezena ve vSech vzorcich
kyseliny mlééné, které hyly k disposici, bylo sledovine, zda kyselina
pyrohroznova vznika jiz pri vyrobé kyseliny mlééné, nebo teprve pii
jejim skladovani.

Z tdajt, uvedenych v tab. 1 je patrné, ze kyselina pyrohroznovi
provazi kyselinu mléénou béhem celého vyrobniho procesu a p¥i pri-
pravé nejéistsi vapenaté soli hromadi se v odpadnich "produktech. Ky-
selina pyrohroznovd vznikid mejspise enzymatickou oxydaci kyseliny
mlééné. Takova reakce byla popsima za pasobeni éisté kultury B. Del-
brickii [38] mnebo kvasnic ethanolického kvaseni [39] na mléénan
vapenaty, Vznik kyseliny pyrohroznové byl zjistén pii rozkladu kyse-
liny mlééné dehydrazou této kyseliny [40] a Mazé [41] isoloval do-
konce 12 druht mikroorganismi, které na padé z mléénanu vapematé-
ho a mineralnich latek tvorily kyselinu pyrohroznovou vedle nékterych
jinych ketolatek.

Zda se tedy, Ze kyselina pyrohroznova provazi pravidelné produk-
ty mlééného kvaseni, pro coZ svédéilo téZ zjisténi kyseliny pyrohrozmo-
vé v laku z okurek a z kyselého zeli.

Vysledky pokusi o oxydaci vzduSnym kyslikem sv&déi pro to, ze
oxydace kyseliny pyrohroznové by byla moZna jen v pritomnosti stop
tézkych kovi, které pfi této autoxydaci puasobi jako katalysatory. Pro-
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toze melze predpokliadat pFitomnost stopy katalyticky aéinnych tézkych
kovéi ve viech zkoumanych Vzorcich za souéasného -pésobeni svétla, zda
se, Ze oxydace b8hem skladovani neni hlavnim zdrojem kyseliny pyro-
hroznové v kyseliné mlééné. Pro tento zavér svédéi také zjisténi, Ze
v pFitomnosti katalysatorii pri oxydaci na sluneémim svétle byla pozo-
roviana vedle vlny kyseliny pyrohroznové jesté dalsi vina u vice mega-
tivnich potenciali, ogdpovidajici redukci aldehydu. Dochazi zde nejspi-
Se k dalsimu rozkladu kyseliny pyrohrozmové za vzniku acetaldehydu.
Tato druhi vina nebyla v analvsovanych vzorcich pozorovima a je tedy
pravdépodobné, 7e vznik kyseliny pyrohroznové neprobihal takto ka-
talysovanou oxydaci vzduinym kyslikem.

Koneéné je tfeba diskutovat presnost stanoveni, které plyne z tab.
3, v niz jsou shrnuty analysy mléénanu vapenatého rizného pivodu a z
prvych t¥i idajd v tab. 1, kde v raznych vzorcich od firmy Mallinckrodt
byla zFejmé& kyselina téhoZ ptvodu.

Tab. 3. Stanoveni kyseliny pyrohroznové ve vsorcich mléénanu vdipenatého

1 2 3 4 5 6 | Primer | Prim

chyba
Sered 2)X kryst. 0,605 | 0,005 | 0,006 | 0,006 0,0055 | 9,19/,
Guldewerke DA pV 4 0,013 0,014 {0,014 | 0,013 | 0,015 {0,013 | 0,0137 | 4,6%
Pivod meudan 0,024 | 0,024 |0,024 | 0,023 | 0,022 | 0,024 | 0,0233 | 3,5%,
Medica 0,027 {0,026 {0,028 | 0,025 0,0265 | 3,8
Ingelheim 0,035 {0,0 7 | 0,035 | 0,036 0,0357 | 1,79,

Pozndmka: V tabulce jsou udivany hodnoty ve vihovyeh procentech kyseliny
pvrohroznové na vzorek.

Bylo zjisténo, ze polarograficky lze stanovit 0,0005 g kyseliny py-
rohroznové p¥i m. zf. 1:1,000.000. P¥i koncentracich 0,2% az 0,003 %
kyseliny pyrohroznové v pivodnim vzorku (coZ byly pozorované meze)
lze kyselinu pyrohroznovou stanovit s primérnou chybou = 2 az 10%
na vysledek podle koncentrace a &istoty vzorku. Mensi presnest byla
zjisténa hlavné u nejnizsich koncentraci a v pFitomnosti koloidnich la-
tek, které &inily vlny obtiZné meéfitelné. Uvedena chyba znamena ptes-
nost na 0,004% pri nejvyssich a 0.0003% p¥i nejniziich koncentracich.

Souhrn

Polarograficky byla stanovema kyselina pyrohroznova v kyseliné
mlééné a mléénanu vapenatém. Ve vzorcich kyseliny mlééné razné &is-
toty a pivodu bylo malezeno od 0,29 do 0,0003% kyseliny pyrohroz-
nové. ProtoZe pfi oxydaci kyseliny mlééné vzdudnym kyslikemn je mutna
pritomnost stop t&8zkych kovd a sluneéniho svétla, bylo usouzemo, Ze
kyselina pyrohroznova nevznika z kyseliny mlééné oxydaci pri sklado-
vani. ale pfedevSim fermentativné p¥i vyrobé kyseliny mlééné, Tento
pfedpoklad byl potvrzen nialezem kyseliny pyrohroznové ve viech vzor-
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cich meziprodukti vyroby kyseliny mlééné a v mékterych produktech
mlééného kvageni. Popsanou methodou lze stanoviti 0,0005 g kyseliny
pyrohroznové p¥i mezném zfedéni 1:1,000.000 s chybom 2°'— 10% po-
dle koncentrace a @istoly vzorku.

Ounpepenende MMPOBUHOTPAAHOH KMCIOTHL B MOJIOYHOW KHCJIOTeE
[Ierp 3yman
Llenmpanvenolit nonapozpaguuecknst nncmumym s Ilpaze
BriBopg b

IMoasiporpaduueckumM myTeMm ompejeneHa NMUPOBHHOTpAAHAasl KUCIOTA B MOJIOYHOI
KACJIOTE ¥ B MOJIOYHOKHCIOM Kambuue. B o6pasijax MOMOUHOH KHCIOTHI pasHOM
YMCTOTBI M PA3HOTO NPOMCXOXAeHus1 HalaeHo ot 0,2°/, po 0,003°/, nupoBuHOrpasj-
HO# KucroTHl. BBHAY TOro, uYTO NpPU OKMCIEHHH MOJIOYHOH KUCJAOTHI BO3AYIIHLIM
KHCJIOPOJOM HEOOXOMMO NIPUCY TCTBHE TSIKEJBIX METAJIJIOB ¥ CONHEYHOTO CBETA, 3aK/I0-
4YEHO, YTO HEPOBAHOTPAJHAS KMCIOTA HE HOJYYAETCSI U3 MOJIOYHOM KACIOTHI OKUCTIEHHEM
Opa OOMELIEHHH B CHIaJax, HO IPR/E BCero (hepMeHTaUMOHHBIM Oy TEM LIPYU OIPOR3BOJ~
CTBE MOJIOYHO! KHCJIOTH'. DTOT BBIBOJ IOATBEDKAEH HAXOW/EHUEM DUPOBHHOIPAIHOK
KHCJIOTHI BO BCEX 06pa3nax IpOMEXYTOUHBIX IPOAYKTOB OPOM3BOACTBA MOJOYHOH KHC-
JIOTHl 4 B HEKOTOPBIX HPOAYKTAX MOJIOYHOrO GposkeHusi. ONMMCaHHBIM METOIOM MOXK-
Ho ompepensTh 0,0005 r uupoBHHOrpajHOH KHCIOTHI NpH NpEEeNbHOM pasGaBiaeHuu
1:1,000.000 ¢ oun6ioii 2—107/, B 3aBUCHMOCTH OT KOHLEHTPAUMA M YAUCTOTHI 06pasua.

[Tonyueno B Pepaxuaio 6 despana 1952r.

BESTIMMUNG VON BRENZTRAUBENSAURE IN DER MILCHSAURE
PETR ZUMAN

Zentralinstitut fiir Polarographie in Prag
Zusammenfassung

Es wurde polarographisch die Brenztraubensiure in Milchsidure und Calciumlactat
bestimmt. In den Proben von Milchsiure verschiedener Reinheit und Herkunft wur-
den 0,2—0,003% Brenztraubensiure gefunden. Da bei der Oxydation von Milchsiure
durch atmosphiirischen Sauerstoff die Gegenwart von Spuren von schweren Metallen
und Sonnenlicht notwendig ist, kam man zu der Schlussfolgerung, dass Brenztrauben-
sdure aus Milchsiure nicht durch Oxydation wihrend der Lagerung, sondern in erster
Reihe fermentativ bei der Milchsdureerzeugung entsteht. Diese Voraussetzung wurde
durch den Befund von Brenztraubensiure in allen Proben der Zwischenprodukte
der Milchsiureerzeugung und in einigen Produkten der Milchgirung bestitigt. Mittels
der angefiihrten Methode ist es méglich, 0,0005 g Brenztraubensiure bei einer Grenz-
verdiinnung von 1:1,000.000 mit 2 — 10% Fehler je nach Konzentration und Rein.
heit der Probe zu bestimmen. '

In die Redaktion eingelangt den 6. II. 1952
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