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1.0voD

Jako konzervacni latky ve vinu povoluje Smérnice o cizo-
rodych latkdch a poZivatinach €. 50 [1] pouZivani oxidussificitého
a kyseliny sorbové. Limit maximélniho obsahu je 200 mg/l

Hodnocenf kvality vina z hlediska této Smérnice proto zlstd-
vd velmi problematické, vzhledem k vysokym obsahim oxidu
sifi¢itého i kyseliny sorbové a je nutno obsahy oxidu sificitého
i kyseliny sorbové ve vinech sledovat. Ve vin€ se mohou vysky-
tovat i sifiGitany pfirozeného plvodu, vznikajici mikrobidlni
redukei endogennich sirant [2].

Sifi¢itany jako konzervaéni Cinidla byly dlouho poklddany
v ddvkdch, ve kterych se aplikuji, za neSkodné lidskému zdravi,
malych mnozZstvich. Pfedpokldda se, Ze asi 5 - 10 % populace
astmatikll vykazuje zvy3enou citlivost na sificitany, coZ vede
k riznym poruchdm. Alergickd citlivost se pfisuzuje hlavné
volnym sifi¢itanovym aniontim [3].

PouZivani oxidu sificitého jako stabilizitoru vina md ve
vinafstvi dlouhou tradici. Oxid sificity chrdni vino od
destruktivniho plisobeni peroxidu, ktery vznikd oxidaci kyseliny
askorbové kyslikem. ZvySend oxidace je provazena vznikem
vedlejSich chutovych zplodin plisobenim bakterii a kvasinek [4].
Ve vinech se znaénd &dst sificitani slucuje s aldehydy za vzniku
hydroxysulfonatové adiéni slouceniny a jen mald st je pfitomna
ve formé volnychsifiditanovych anionti [5]. Podil rznych forem
zévisi na pfitomnosti ostatnich sloZek, podminkich skladovéni,
zplsobu zpracovini, teploté a pH.

Kyselina sorbovd md vedle konzervacnich wcinkll vliv na
jable&no-mlé&né kvaseni, kdy se za urcitych podminek méni na
kyselinu hexanovou & hexanoat, doddvajici vinu neZidouci
pachut, b&Znymi prostfedky neodstranitelnou [6].

Pii vyhodnocovani kvality vina podle Smérnice . 50 jsou pro
stanoveni obsahu oxidu sifi€itého a kyseliny sorbové u nés platné
metody podle CSN [7, 8]. Pro stanoveni celkového obsahu oxidu
sifi¢itého je pfedepsdna titraCni metoda jédometrickd, kterd ma
viak nékteré nedostatky, pfedeviim malou citlivost, vyskyt
interferenci a znacnou pracovni ndroCnost, coZ vylucuje jeji
pouZitelnost k rutinnim analyzém. Tato metoda je Office interna-
tional du Vin (OIV)* oznacena jako rychld, zkuSebni metoda [9].
Relativné citlivd, avSak dlouhou destilaci unavnd a Casové
niro¢nd je i metoda Moniera-Williamse [10], kterou Food and
Drug Administration v USA (FDA)** pouZiva jako referencni.

Uvedené nedostatky nemaji plné automatizované metody
zaloZené na principu pritokové injekéni analyzy. Je to metoda
p-rosanilinovd [11] a metoda s malachitovouzeleni [12]. Obé tyto
metody byly navrieny Association of Official Analytical
Chemists (AOAC)™, jako pokusné rozhod& metody. Maji ve
srovndni s metodou podle Moniera-Williamse niZs{ mez stano-
vitelnosti a lepsi reprodukovatelnost [13].

Metoda FIA je zaloZena na vstiikovani definovaného objemu
vzorku bez vzduS$né segmentace do proudu nosiCe, kiery se

+  Mezindrodni dfad pro vino
++ Ufad fizeni jakosti potravin a 1&¢iv (USA)
+++ Svaz autorizovanych analytickych chemiki

spojuje s proudem reagenéniho Cinidla. Detekce je spektro-
fotometrickd. Doba setrvani v systému je konstantni. Stuper
disperze je moZno Fdit zm&nou celé fady faktord, jako je objem
vzorku, délka a primér pritokovych hadic a misicich spiral
a rychlost pratoku. Pfi stanoveni celkového oxidu sificitého se
uvolnéni provadi automaticky in-line, coZ pfispiva ke zlepSeni
pfesnosti a spravnosti stanoveni [14].

V soucasné dobé je pro stanoveni kyseliny sorbové ve vinech
s Uspéchem pouZivani metoda vysokoicinné kapalinové chro-
matografie (HPLC) s vyuZitim normalnich i reverznich fazi. Tato
metoda umoZiiuje velmi rychlé stanoven{ s nendro¢nou piedipra-
vou vzorku s mezi stanovitelnosti nad 0,1 mg/l [15].

2. EXPERIMENTALNI CAST
2.1 Material

Konzervaéni &inidla, tj. obsah celkového oxidu sificitého
a obsah kyseliny sorbové, byla sledovdna v roce 1989
u pfirodnich vin z tuzemské produkce.

Sledovany soubor obsahoval 108 vzorki vin, z toho
48 vzorkl Cervenych a 60 bilych. KaZzdy analyzovany vzorek
pfedstavoval lihev plivodniho neposkozeného baleni. Stanoveni
celkového oxidu sificitého i kyseliny sorbové Casové na sebe
bezprostredné navazovalo.

2.2 Metody

Ke stanoveni kyseliny sorbové byla pouZita metoda HPLCna
reverznich fazich. K analyzam byl pouZit kapalinovy chro-
matograf HEWLETT-PACKARD HP 1090 s fotodiodovym
detektorem DAD. Chromatografické déleni probihalo na kovové
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Obr. 1 Pracovni sestaveni pro stanoveni celkového oxidu

siFicitého metodou FIA na pristroji FIA-star 5010

C =deslilovand voda

Ci1 = roztok hydroxidu sodného

R; =roztok kyseliny sirové

Ro = roztok malachitové zelené

R3 = roztok dihydrogenfosfore€nanu sodného, pH = 8
or (oranZovd), ye (Zlutd), w (bild) znamena barevné
oznadeni hadigek odli$nych svym primérem a tim
i prittokem Gerpanych roztoki
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koloné 100 x 2,1mm s naplni Hypersil ODS, 5 pm. Jako mobiln{
faze slouZila smés KHoPO4 (¢ = 0,01 mol/l) o pH = 25 s
acetonitrilem v poméru 70 : 30, pritok 0,3 ml/min [15].

Ke stanoveni celkového obsahu oxidu sifi¢itého jsme zvolili
metodu FIA s malachitovou zeleni. K analyzim byl pouZit novy
typ pristroje FIA-star 5010 Tecator se spektrofotometrickou
detekci [16] - viz obr.1. V systému FIA roztok vzorku nejprve
reaguje se silnou zdsadou - vodny roztok hydroxidu sodného
(¢ = 1 mol/l), aby doslo k uvolnéni sifiitanl vdzanych na alde-
hydy. Pak je proud vzorku okyselen roztokem kyseliny sirové
(c =1 mol/l), k uvolnéni plynného oxidu sificitého. Vznikly oxid
sifi¢ity difunduje pfes teflonovou plynopropustnou membrédnu do
proudu roztoku malachitové zelené spojeného s roztokem fosfd-
tového pufru (NaH2PO4, ¢ = 0,3 mol/l), o pH = 8. Oxid sifiity
odbarvuje malachitovou zeleni a pokles absorbance se méri
spektrofotometricky pfi vinové délce 615 nm (obr.2). Jako
doplnék k detekci adicni sloudeniny oxidu sifi¢itého dochdzi ke
zméné absorpéniho spektra malachitové zelené. Citlivost méfen{
pfi obou vinovych délkéch je stejné [17].
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Obr. 2 Scan-zavislost absorbance na vinové délce
vinova délka A = 615 nm, gain = -1,0 (faktor zvétSeni),
max. absorbee 0,5; min. absorbance 0,0; reakéni ¢as 90 s

U bilych vin byl vzorek pfimo aplikovan do pfistroje, u Cerve-
nych vin vzhledem k mnoha interferencim bylo nutno vzorek
destilovat.

V rdmci pfipravy vzorku jsme ovéfili pouZiti destilacni
jednotky Kjeltec 102 Tecator [18]. Pfi této automatické metodé
se k 100 ml vzorku pfida 20 ml kyseliny fosfore¢né (c = 0,6 mol/1)
a destiluje se v pfistroji 3 minuty. Pfi nizkém pH se uvolni oxid
sificity, jimd se v peroxidu vodiku (35 %) a vznikajici kyselina
sirova se titruje odmérnym roztokem hydroxidusodného (c=0,05
mol/l) na bromfenolovou modf. Tento postup v podstaté predsta-
vuje modifikaci metody OIV [19].

Srovnatelné vysledky jsme ziskali pfi jimdni destilaci uvolné-
ného oxidu sifi¢itého do alkalického roztoku, ktery byl analy-
zovan pfimym néstfikem do piistroje, za podminek jako u bilych
vin. Déle jsme ovéfili doporucovany standardni postup AOAC

s "tetrachlormerkurdtovym dinidlem" (TCM), pouZivany pro
pevné potraviny [20]. Pfi pfipravé TCM cinidla se rozpusti 2,3 g
chloridu sodného, 5,45 g chloridu rtuthatého a 13,6 g dihydro-
genfosfore¢nanu draselného v 1 000 ml destilované vody a objem
se doplni na 2 000 ml [21]. Velmi dobré vytéZnosti (90 - 98 %)
jsme dosahovali extrakei pfi pH = 4,5 a pfi fedéni 2 ml vina s 58
ml roztoku TCM.

3. VYSLEDKY A DISKUSE

Optimalizace podminek stanoveni FIA, tj. urceni priitoku,
faktoru zvétieni, rozsahu a reak¢niho Casu bylo provedeno se
standardnim roztokem sifi¢itanu sodného (c = 200 mg/l). Pro
zjiSténi pfesnosti méfeni bylo provedeno 20 analyz standardniho
roztoku. Smérodatnd odchylka priméru S x- = 0,2, smérodatnd
odchylka jednotlivych méfeni Sx = 0,9. Varia¢ni koeficient
v = 0,6 %, vytéZnost je 90 %, detekcni limit je 3 mg/l.

Korelace metody FIA s malachitovou zeleni s metodou podle
Moniera-Williamse [22] byla potvrzena u souboru vzorkl vina
(n = 15). Koeficient korelace se bliZ{ jedné (r = 0,9656). Nahodnad
chyba v laboratofi vyjddfend jako smérodatnd odchylka pro defi-
nované n za podminek opakovatelnosti Sy = 4. Vybérova sméro-
datna odchylka mezi hodnotami metodou FIA a metodou podle
Moniera-Williamse S4 = 12.

ProtoZe ob& proménné, tj. vysledky obou srovnivanych
metod, jsou zatiZeny chybami, byl referencni rozdil mezi obéma
metodami vypo&itin z koeficientl regrese a linedrni zdvislost
obou proménnych je vyjidfena ortogonalni regresni primkou.
Predpokladem je 95 % konfidencni pravdépodobnost, tj. 95 %
bodi korelaéniho diagramu je zahrnuto do elipsy, jejiZ osou je
ortogonalni regresni pfimka [23]. Rovnice regresni pfimky je y =
0,9758x + 12 (y = bix + bp). Smémice pfimky charakterizujici
pootodeni od idedlni pfimky tg y = 0,9758 je vyrazem proporcio-
nélni chyby. Vyrazem systematické chyby je koeficient by = 12.
ProtoZe hodnota proporciondlni chyby je zanedbatelnd, je refe-
renéni rozdil mezi obéma metodami 12 mg/l oxidu sificitého
v oboru redlnych koncentraci.

Zvolené metody stanoveni celkového oxidussificitého a kyse-
liny sorbové patfi v soucasné dobé k progresivnim modernim
metoddm, vyuZivijicim Spickovou pfistrojovou techniku.

Tab. 1. Prehled obsahu celkového axidu siFicitého ve vinech

Vino Podet Pocet vzorki s obsahem celkového SO,
vzorkll
celkem do 100 mgA  100-150 150-200 nad 200
mg/ mg/ mg/
bilé 60 5 34 21 0
Eervené 48 22 25 1 0
Tab. 2. Prehled obsahu kyseliny sorbové ve vinech
Vino Poéet Pocet vzorkl s obsahem kyseliny sorbové
vzorkil
celkem do100 mgA  100-150 150-200 nad 200
mg/ mg/l mg/l
bilé 60 5 22 30 3
&ervené 48 1 22 23 2
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Tab. 3. Prehled obsahu konzervacnich ldtek ve vinech

Vino Podet Podil (%) vzorki s obsahem konzervaénich latek
vzorki
celkem do200 mgA  200-250 250-300 nad 300
mgl mgl mg/l
bilé 60 5 12 46 37
dervené 48 19 21 52 8

Tim, Ze vychdzime z téchto metod doklidanych pfesnymi
vysledky stanoveni celkového oxidu sificitého i kyseliny sorbo-
vé, snaZime se upozornit pfedeviim na zplisob soucasného
vyhodnoceni kvality vina.

Zjisténé hodnoty jsou uvedeny v tabulce 1, 2, 3. Pfi souctu
obou konzervacnich Cinidel nevyhovuje poZadavkim Hygie-

nickych pfepist 95 % bilych vin a 81 % dervenych vin.
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Ke stanoveni celkového obsahu oxidu sifi¢itého byla pouZita metoda
pritokové injekéni analyzy (FIA) s malachitovou zeleni. Pfi pfipravé
vzorku byl ovéfen jednak destilacni postup s jednotkou Kjeltec 1002
Tecator (destilace trvd 3 minuty), jednak extrakce s tetrachlormerku-
ritovym cinidlem (TCM). Metoda FIA je rychld a spolehliva, analyza bez
pfipravy vzorku trva 90 s.

Kyselina sorbova byla stanovenarychlou a jednoduchou metodou HPLC.

Kpaycoga, SI. - lInunap, B. - Keaanep, B. - Coo6oaona, 3.:
Coaepxanue pﬂﬁpeme“ﬂlﬂx KOHCCPB“PYTOIL,HX BE€LJCCTB
B oTeuecTBeHHbIX Bunax. Ksac. npym., 38, 1992, N ° 4, crp. 106
- 108

B yeasx onpejeAeHus CyMMApHOrO COJEpXKaHWs /ABYOKHMCH CEpbl
npuMeHeH MeTog nporo4Horo anaauda (FIA) ¢ maaaxuToBO#
3eAensio. Ilpu noAyyeHHn npobel UCCAEAOBAACA X0O4 AHCTHAAALMH
¢ ycranoskoit Keearey 1002 Tekatop (AMCTHAAALHA NPOJOAXKALTCA
3 MHHYTBD) M AaA€e 3KCTParMpoBaHHE C TETPAaXAOPMEPKYPAaTHBIM
peaktueom. Metog FIA - GpicTpogeficTByioljuit M HAJEXHEIT,
anaaus 6e3 npuroToBAeHus npobsl nmpojoaxkaerca 90 cex.
Copbunosas xucaora G6mAa omnpegeAeHa mnpu
6ricTpoeiicTByoujero u npocroro meroga HPL C.

MOMOLY M

Krausovi, J. - Spinar, B. - Kellner, V. - Svobodovi, Z.: Level of
Preserve Compounds in Domestic Wines. Kvas. prum., 38, 1992, No.
4, pp. 106 - 108

The whole content of sulphur dioxide was determined by the method
of flow injection analysis (FLA) using malachite green. In the sample
preparation the distillation procedure using Kjeltec 1002 Tecator (the
distillation time is 3 min) and the extraction with tetrachloromercuric
agent (TCM) were tested. The FIA method is rapid and reliable. The
analyseis lasts 90 swithout a sample preparation. Sorbic acid was determi-
ned by a rapid and simple HPLC method.

Krausova, J. - §pinar, B. - Kellner, V. - Svobodova, Z.: Der Gehalt
der genehmigten Konservationsmittel in inlindischen Weinen. Kvas.
prum., 38,1992, Nr. 4, S. 106 - 108

Zur Bestimmung des Gesamtgehalts an Schwefeldioxid wurde die
Methode der DurchfluB-Injektions-Analyse (FIA) mit Malachitgriin
appliziert. Bei der Zubereitung der Probe wurde das Destilla-
tionsverfahren mit der Einheit Kjeltec 1002 Tecator erprobt (die Destilla-
tion dauert 3 Minuten) sowie auch die Extraktion mit dem
Tetrachlormerkurat-Reagens (TCM). Die Methode FIA ist schnell und
verlilich, die Analyse ohne Probezubereitung dauert 90 s.

Die Sorbinsiure wurde mittels der schnellen und einfachen HPLC-
Methode bestimmt.



