Vyuziti HPLC na intoméni¢ich p¥i sledovani zakladnich

obsahovych sloZek vina

Ing. STANISLAV ONDROUSEK, CSc., Konzervarny a lihovary,

663.2

statni podnik veédeckotechnickych a obchodnich

sluzeb, Praha, [INDRA PAPEZOVA, katedra kvasné chemie a bioinzenyrstvi VSCHT, Praha

Klitova slova: HPLC, organické kyseliny, vino, iontoménice, diethylenglykol, analjza

OvoD

Nejvyznamnéjsi slouceniny, které zasadné& ovliviiuji
organolepticky charakter vina, jsou organické kyseliny,
sacharidy, alkoholy, estery a liatky polyfenolového typu.
Pro analyzu vsech t&chto latek byla vypracovana fada
metod stanoveni pcmoci plynové chromatografie i kapa-
linové chromatografie. Organické kyseliny vina jsou
v soutasné dobé Casto stanovovany primo na kolonéach
s reverznimi fazemi [1,2], popf. s iontoménii [3,4],
z nichZ nejpouzivanéjsi jsou Aminex HPX 87 H (Bio-Rad-
-USA), ORH-801 (Interaction-USA), nebo LC DG-1 (Sho-
dex-Japonsko).

Také ke stanoveni sacharidi je €asto vyuZivana Kapa-
linovd chromatografie, a to jak ionexova, tak chroma-
tografie na modifikovanych silikagelech [5,6]. Plynové
chromatografie je v tomto piipadé méné Casta, protoZe
vyzaduje pFevedeni sacharidi na dostatecné& tékavé de-
rivaty.

Pro stanoveni alkoholii je naopak vhodné&jsi pouZiti
plynové chromatografie, i kdyz i zde je moZno UspéSné

vyuzit chromatografie na iontcménicich, zvlasté pak pro
stanoveni netékavych alkohold jako je glycerol [7].

Podrobngjsi pfehled o moZnostech chromatografické-
ho stanoveni jmenovanych latek ve viné& a dal3ich potra-
vinach podava Evans [8].

Protoze ionexové kolony jsou u néds pro svoji cenu
fptiblizne 1000 USS) obtizné dostupné, vyuZiva se
gasto k chromatografickému stanoveni organickych ky-
selin a sacharidii kolon s modifikovanymi silikagely pri
pouziti pomé&rné slozitych, drahych a Casto toxickych
smé&si organickych rozpousStédel. V této praci jsme se
pokusili o pfipravu kolon s iontoménici €s. produkce zn.
OSTION, které jsou béZné dostupné na nadem trhu. Chtg-
li bychom tak roz3ifit moZnosti jejich pouZiti ve vyso-
koudinné kapalinové chromatografii.

EXPERIMENTALNI CAST

Pro stanoveni organickych kyselin, sacharidd, etha-
nolu, methanolu, glycerolu a diethylenglykolu bylo po-
uZito zafizeni sestavené z ptistroji riznych vyrobci.
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Linearni davkova¢ HPP 4001, diferenciadlni refraktometr
RIDK 101, dvouliniovy zapisovaé TZ 4200 a integrator
CI-100 z Laboraternich pfistrojd Praha, UV-detektor 2138
Uvicord z LKB Bromma Svédsko, ultratermostat Ul
z VEB ML Lipsko NDR a smyékovy déavkoval vlastni
konstrukce. Ocelové kolony rozmérd 25 X 0,8 cm z La-
boratornich pFistrcji Praha byly naplnény na plnicim
zaFizeni vlastni konstrukce a sklenéné kolony 62 X 0,6
cm byly ziskany z Mikrotechny Praha.

Jako napln& kolon byly pouZity iontoménite OSTION
LG KS 0803, OSTION LG KS 0800 a OSTION LG KS 0400
ze Spolku pro chemickou a hutni vyrobu Usti nad La-
bem. Na dpravu vzorki bylo pouZito iontoméni¢d Dowex
1X8 a Dowex 1X4 firmy Bio-Rad (USA) a Amberlite IRA
410 firmy Rohm and Haas (USA).

Vzorky standarddi kyseliny citronové, vinné, jable¢né,
jantarové, mlééné, fumarové a octové p.a. Cistoty byly
ziskdny z Lachemy Brno. Dédle byly pouZity chemikalie:
kyselina sirovd a chlorovodikovd, chlorid lithng, siran
sodn¢, uhli¢itan sodny a uhliitan amonny — v3echny
p.a. Cistoty.

K ovéfeni metodiky bylo testovdno devét druhd Cer-
venych a bilgch vin &eskoslovenského i zahraniZniho
pivodu, oznaenych v dalsim textu A aZ I.

OPRAVA VZORKD

Pro stanoveni organickych kyselin ve viné s pouZitim
refraktometrické detekce bylo tFfeba analyzované vzorky
upravit timto zpisobem: 200 ml anexu v chloridové for-
mé bylo promyto 500 ml Na,CO; (¢ =2 mol.1-!]) do
negativni reakce na chloridy, 200 ml (NH4),CO; (c =
=15 mol.1-!) a vodou do vymyti p¥ebytku uhliitanu.
Na 10 ml takto upraveného iontcmé&nice, umist&éného ve
sklen&né kolon& 20 X 1 cm s n&levkou, se davkovalo
5 ml vina a po protefeni vzorku byla kolona diikladné&
promyta 8 X 5 ml redestilované vody. Eluat byl doplnén
do 50 ml a pouZit ke stanoveni sacharidf, ethanolu a
glycerolu ve vin3. Kyseliny byly z kolony eluovédny 15 ml
HCl (c = 1mol.1-!), (nutno ptidavat opatrn& po &4s-
tech pro nebezpe&i tvorby velkého mnoZstvi CO;), pro-
myty 15 ml redestilované vody a eludt doplnén do 50 ml
Timto zplisobem byly pFipraveny vzerky vina ke stano-
veni organickych kyselin a byly d4vkovany pfimo na
kolonu.

Z ovéfovanych anexl se jako nejvhodné&j3i ukéazal
Dowex 1X8, poté Amberlite IRA 410 a jako nejméné
vhodny Dowex 1X4, vzhledem k pomalému pridtoku vzor-
ku. Pouziti viech tii uvedenych anexii je v3ak v z&sadé
mozné.

VYSLEDKY A DISKUSE

Pro nalezeni optimalnich podminek dé&leni smési or-
ganickych Kkyselin obsaZenych ve viné byly testovany
¢tyfi kolony napln&né silng kyselym katexem v riznych
iontov§ch formdch, pfi riiznych teplotach dé&leni a za
pouziti riznych eluénich ¢inidel.

Byly ovéfovany &tyfi iontové formy silné kyselych ka-
texti OSTION LG KS 0803 a to H+, Na+, Li+ a Ca?*+ for-
ma. Pripravené iontom&nite byly naplnény do kolon
62 X 0,6 cm a byla na nich délena standardni smés sed-
mi organickych kyselin, tj. kyseliny citrénové, vinné,
jable€né, jantarové, mlé¢né, fumarové a octoveé.

Z ovéfovanych iontovych forem se nejhiire osvédcEila
vapenatd forma, pri které bylo dé&lent testovaci smési
kyselin zcela nedostatetné. Lep3ich vysledki bylo dosa-
7eno s kolonou v lithné fcrmé& (elu€ni €inidlo LiCl ¢ =
= 0,01 mol.1—1). PFi 60°C se na této kolon& délilo vSech
sedm testovanych kyselin, av3ak z kvantitativniho hle-
diska bylo rozdé&leni jednotlivych pikli nedostatecné.

Pomérné dobrych vysledkii bylo dosazeno na koloné
v sodné formé& (elu&ni &inidlo H;SO; ¢ = 0,005 mol .1-?
a Na,S0; ¢ = 0,005 mol.1-1), na které se dé&lily také
viechny sledované kyseliny, ale pro dokonalé rozdéleni
bylo tFeba prakticky 40minutové analyzy. PouZiti kolony
s ionexem v sodném cyklu v3ak miZe byt vhodné tam,
kde je tfeba d&lit vzorky s vy35im obsahem kyseliny
citronové a vinné.

Ve srovnani s kolonou v sodné formé& se z provozniho
hlediska i vzhledem k jednoduchosti pfipravy, ukéazala

jako vhodné&jsi pro stanoveni organickych kyselin vodi-
kova forma, ktera vykazovala obdobné vysledky jako
forma sodna, aviak s krat3imi retenénimi Casy.

Aby byly nalezeny optimélni podminky pro vlastni
chromatografii, tj. teplota, pritok a sloZeni elutniho €i-
nidla, byla provedena Fada d&leni smé&si organickych
kyselin vina na sklen&né kolon& 62 X 0,6 cm naplné&né
OSTIONEM LG KS 0803 ve vodikové formé&. Ze zavislosti
zobrazenych na obtr. 1 a 2 byla uréena nejvhodnéjsi tep-
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Obr. 1. Relativni retence [a) vzhledem ke kyseliné fu-
marové pro rizné koncentrace H;S0,
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Obr. 2. Relativni retence (a) vzhledem ke kyseliné fu-
marové pro rizné teploty analjzy
v§znam symbold viz obr. 1
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lota dé&leni 55°C a koncentrace kyseliny sirové c =
= 0,005 mol .1~ Optimélni priitok natomto typu kolo-
ny byl 0,75 ml.min-!. Protoe sklen&na kolona 62 X 0,6
cm miZe pracovat do maximalniho tlaku 3,0 MPa a ne-
bylo tedy moZno zvy3ovat pritok elu®niho &inidla, pohy-
bovala se doba jedné analfyzy okolo 30 minut. Vyhodou
této kolony v3ak je, Ze ji ]lze velmi jednodu$e naplnit bez
pouZiti specidlniho plnicfho za¥izeni.

V daldim prib&hu prace bylo ové&fovano pouZiti ionto-
méniéd OSTION LG KS 0800 a OSTION LG KS 0400 (zr-
nénf 10 um) v ocelovych kolonach 25 X 0,8 cm. Kolony
byly naplnény obéma materidly do protitlaku 20,0 MPa
a 5,0 MPa a umistény do sklen&ného tempera&niho plas-
té. Vysledky ziskang dé&lenim standardni smési sedmi or-
ganickych kyselin byly u obou pouZitych kolon lep3i nez
v pripadé sklené&né kolony 62 X 0,6 cm. Také doba ana-
lyzy se zkrétila, a to v pfipadé OSTIONU LG KS 0400
na 25 minut a u OSTIONU LG KS 0800 na 20 minut. Ne-
vyhodou iontoméniée OSTION LG KS 0400 je v3ak mékkéa
struktura jeho skeletu [pouze 4% DVB), coZ ma za na-
sledek znacné zvy3eni protitlaku pfi pritoku vé&t3im neZ
0,3 ml.min-! a nebezpe&i po3kozeni napln& kolony.
Ukédzky chromatogramil smési standardd organickych
kyselin jsou zndzornény na obr. 3 a 4. K vlastnfmu ana-
lytickému stanoveni organickych kyselin ve viné& byla

?
1
1
3
6
i.r
5
k. | | U
o PSS SRS
0 das ( min) . 30

Obr. 3. Chromatogram standardniho roztoku organickych
kyselin na OSTIONU LG KS 0803 H+
kolona 62 X 0,6 cm, eluéni éinidlo H,SO4 (c = 0,005 mol .
.1-1), pritok 0,75 ml.min-1, detekce UV 206 nm (0,01
AUFS)

1 — kyselina citrénovd, 2 — kyselina vinnd, 3 — kyselina

jableénd, 4 — kyselina jantarovd, 5 — Kkyselina mlééna,
6 — kyselina fumarovéd, 7 — kyselina octové
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Obr. 4. Chromatogram standardniho roztoku organickich
kyselin na OSTIONU LG KS 0800 H+

kolona 25 X 0,8 cm, eluéni ¢&inidlo H,SO; (c = 0,005
mol . 1-1}, pritok 0,5 ml.min-!, teplota55°C, detekce
UV 206 nm (0,01 AUFS)

oznadeni pikii viz obr. 3

Obr. 5. Chromatogram organickgch kyselin bilého vina B
na OSTIONU LG KS 0800 H+

kolona 25 X 0,8 em, eluéni d&inidlo H,SO,
mol .1-1), pritok 0,5 ml.min—1
refraktometrickd (R 8X )

oznaceni pikd I aZ 7 viz obr. 3, 8 — néb&hovy pik HCI

{c = 0,005
teplota 55°C, detekce

’

tedy pouZita ocelovad kolona 25 X 0,8 cm, plnénd OSTIO-
NEM LG KS 0800 v H+ formé&, jako elu€ni ¢&inidlo kyse-
lina sirovd (¢ = 0,005 mol.1-1), pritok 0,5 ml.min—},
teplota 55°C a UV detekce pri vinové délce 206 nm
(0,01 AUFS). Vzorky vina byly prefiltrovany a davkova-
ny primo na kolonu a obsahy jednotlivych kyselin byly
vypolteny z predem pripravenych kalibraénich rovnic.
Vzhledem Kk vysoké citlivosti UV detekce bylo moZno
aplikovat velmi mald mnozstvi vzorku (2 ul), coZ je vy-
hodné zvlasté u materiald obsahujicich velké mnoZstvi
barviv, ktera postupné znehodnocuji délici kolonu. Pfi
téchto analyzach v3ak doSlo k interferenci bliZe neurdes-
né latky s kyselinou jantarovou, takZe se v prepoétu jeji
obsah pohyboval na 5 aZ 10ndsobku b&Zného obsahu.
O jakou latku se jednalo, se ndm nepodafilo zjistit, moh-
lo by v3ak jit o n&ktery z biogennich aminfi, napf. hista-
min, ktery vykazuje v oblasti okolo 206 nm absorpé&ni
maximum. Proto jsme byli nuceni UV detekci nahradit
detekci refraktometrickou.

V tomto pripad& v3ak do3lo pri déleni organickych
kyselin k jejich interferenci se sacharidickymi sloZkami
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vina, Kyselina vinna caste¢né interferovala s glukosou
a kyselina jabletna s fruktosou, coz prakticky znemozni-
lo jejich kvantifikaci. Z toho diivodu musely byt ze
vzorkidl vin pfitomné sacharidy odstranény, a to pomoci
silné bazickych anexi.

PrestoZe se v literatufe k odstranéni sacharidii z vina
doporu€uje pouZiti Dowexu 1X8 v OH~ formé [4], nepo-
darilo se nam ani u Dowexu 1X8 ani u jinych vyzkou3e-
nych iontoméni¢i v OH—- formé interferujici sacharidy
odstranit, nebct jsou velmi silng vazany a koeluuji s or-
ganickymi kyselinami pfi vymyvani kyselinou chlorovo-
dikovou z preparacni kolony. Z tohoto diivodu jsme ové-
Fili moZnosti pouZiti jinych iontovych forem, a to fosfa-
tové a uhliitanové. V pFipad€ anexi ve fosfatové formé
se nam podafilo pritcmné sacharidy odstranit, avSak
vznikla kyselina fosfore€na interferuje s kyselinou vin-
nou. Jako jediné vhodné feSeni se uk&azalo pouziti silné
bazického anexu v uhli¢itanové formé. V tomto pfipadé
lze ze vzorki vina odstranit jak pFitomné sacharidy, tak
barviva Cervenych vin.

Pomoci této Gpravy a pri pouZiti kolony 25 X 0,8 cm
naplnéné OSTIONEM LG KS 0800 v H+ cyklu byly prove-
deny analyzy vzcrkd vin a jejich vysledky jsou uvedeny
v tabulce 1. Na obr. 5 je znazornén chromatogram orga-
nickych kyselin bilého vina B. Z tabulky je zfejmé, Ze
obsah organickych kyselin v rznych druzich vin je
znatné rozliény a souvisi nejen s cdridovym charakte-
rem, ale i mistem vyroby a mikrobiologickym stavem
v prib&hu kvaseni.

SouCasné se stanovenim organickych kyselin bylo na
stejné koloné&, pouze za ¢&aste¢né pozménénych pracov-
nich podminek, provedeno stanoveni sacharidd, ethanolu
a glycerolu. Vysledky téchto analyz jsou uvedeny v ta-
bulce 2 a na obr. 6.

ProtoZe se v poslednich letech objevily v nékterych
statech Evropy pfipady tpravy vina diethylenglykolem
a methanolem, pokusili jsme se o mozZnost stanovit ob&
tyto latky ve vin& pomoci kolony uZité ke stanoveni or-
ganickych Kyselin. I v tomto pfipad& jsme pouZili re-
fraktometrické detekce a prib&h analyzy, vCetné pra-
covnich podminek, je znazornén na obr. 7. Zjistili jsme,
7e touto metodou lze stanovit koncentrace pribliZzné 10
mg.1-1 diethylenglykolu a 20 mg.1-! methanolu a to
pfimo bez predchozi{ tpravy vzorku. PFi kontrole nebyl
v Zadném analyzovaném viné nalezen diethylenglykol a
obsahy methanolu se pohybovaly do 30 mg.1-%

Celkové lze konstatovat, Ze predloZend metodika chro-
matografického stanoveni organickych kyselin vina na
zafizeni a kolonach ¢s. vyroby je dobfe pouZitelna v na-
sich podminkach. V porovnéni s firemni literaturou [9]
se prokazalo, e je mozno prakticky nahrad't ve svété
uzivané kolony americké a japonské produkce Cesko-
clzvenskymi iontom#niéi s vyrazné€ niz3i cenou. To ma
z hlcdiska praktického rozdifeni této metody zdsadni
vyznam, nebot se jedna o vyrazné antiimportni opatfenl.
Nespcrnou vyhodou je také to, Ze na jedné kolong, a za
prakticky stejnych podminek, lze stanovit daldi velmi
vyznamné slozky vin, tj. sacharidy, ethanol, glycerol,
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Obr. 6. Chromatogram sacharidi, ethanolu a glycerolu
na OSTIONU LG KS 0800 H+
kolona 25 X 0,8 cm, elutni ¢&inidlo H,SO; [c = 0,005
mol .1-1), pritok 0,5 ml.min-1, teplota 85°C, detek-
ce refraktometrickd (R 16 X J

9 — sacharidy, 19 — neidentifikovéano,
12 — ethanol

11 — glycerol,

Obr. 7. Chromatogram bilého vina F bez pridavku a
s pridavkem diethylenglykolu na OSTIONU LG KS 0800
H+
kolona 25 X 0,8 cm, eluéni ¢&inidlo H,SO, (c = 0,005
mol . 1Y), pritok 0,25 ml.min—!, teplota 85°C, detek-
ce refraktometrickd (R 2X |
11 — glycerol, 13 — diethylenglykol,
15 — methanol., 12 — ethanol
carkovany pik § — ke vzorku vina byl pridédn diethylen-
glykol (20 mg.l1—1)

14 — ethylacetat,

methanol a diethylenglykol. Touto univerzalnosti se vy-
hodnos: p-uziti iontomznicovych kolon jesté zvy3uje,
navic s ohledem na jednoduchost a dostupnost pouZi-
vaného elu¢niho €inidla, kterym je ve vSech pFipadech
vodny roztck kyseliny sirové.

Tato prace byla vypracovana v prib&hu roku 1988 na
Katedfe kvasné chemie a bioinZenyrstvi VSCHT Praha.

Lektoroval Ing. Jiri Uher

Tab. 1. Obsah organickjch kyselin v dervenych a bilgch vinech ¢s. a zahraniéniho puvodu v g/l

Vzorek A B c | D E F G | H 1
Kyselina citr6novd 0,65 | o064 0,44 0 0 0,74 0,54 0,79 0,60
Kyselina vinna 3,18 | 2,38 2,42 2,70 2,99 2,41 2,80 3,46 3,02
Kyselina jablecna 3,42 | 3,75 4,59 2,01 0,50 2,67 0,69 1,19 1,73
Kyselina jantarové 1,01 | 0,96 0,90 1,21 1,05 0,98 0,68 0,96 0,79
Kyselina mlécnd 2,69 | 1,95 0,55 2,84 3,94 1,64 3,10 0,70 1,69
Kyselina octova 0,62 0,22 0,37 0,27 0,51 0,52 0.43 0,30 0.46
Kyseliny celkem 11,57 9,90 9,27 9,03 5,99 8,96 8,24 7,40 8,20
Pozn.: vysledky jsou priimérem dvou paralelnich stanoveni
Tab. 2. Obsah sacharidd, ethanolu a glycerolu v éervenych a bilych vinech &s. a zahraniéniho puvodu v g/l
vzorek A B | c D E F ‘ G | H I
- - ! _!
sacharid | 9,2 21,4 6,1 7.4 10,1 224 | 215 stopy 26,2
Ethanol y | 915 83,7 94,8 85,7 97,0 952 | 930 | 1118 87.5
Glycerol | 9,2 10,2 7.8 11,1 7,6 7,5 7.7 16,7 6,9

Pozn.: v¢sledky jsou primérem dvou paralelnich stanoveni
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Clanek pojednava o moznostech stanoveni organic-
kych kyselin, sacharidd, ethanolu, methanolu a diethy-
lenglykolu ve viné na kolondach plnénych ceskosloven-
skymi iontocmeéni¢i znaCky OSTION. PfredloZend meto-
dika dpravy vzorku, pomoci anexi v uhli¢itanové forms,
umoziuje pouzit k detekci jmenovanych latek di-
ferencidlniho refraktometru. Ziskané vysledky proka-
Zuji srovnatelnost pripravenych kolon s obdobnymi ko-
lonami zahrani¢niho piivodu. Souéasti ¢lanku jsou ana-
lytické rozbory deviti druh@ c¢ervenych a bilych vin
c¢eskoslovenské i zahrani¢ni produkce.

Onppoymek, C. - MNanexosa, H.: HcnoaszoBanHe metona
HPLC npH HcClelOBAHHH OCHOBHBIX COCTAB/SIOLIHX BHHA.
Ksac. npywm., 35, 1989, Ne 4 ctp.99—103.

CraTbsi 3aHHMAeTCsi BO3MOKHOCTSAMH ONpeAeCHHsI Opra-
HHYECKHX KHCJOT, caxapH]0B, 3TaHOIa, METaHoJada W JH3TH-
JICHIVIHKOJSE B BHHE Ha KOJOHKAaX, HANOJIHAEMbBIX YeXo0C.10-
BalKHMH HOHHooOMenHHKamn wmapkn OCTHOH. Ilpexano-
KeHHas MeTolAHka oOpaboTkn obpas3ua NpH NMOMOIUH aHH-
OHTOB B KapOoHaTHOH ¢(opMme M03BOJISET NPHMEHHTH 175
onpejesedHss Ha3BaHHLIX BellecTB 1H(OEpeHUHAIBHDII pe-

¢pakromerp. IloayueHHble pe3y/bTaThl J0Ka3blBAlOT CpaB-
HHMOCTb TMOATOTOBJEHHBIX KOJOHOK ¢ dHAJOTHYHBIMH KO-
JIOHKaMH 3apy0GexHoro npoucxoxaenns. Yactp paGoTsl npH-
BOAHT aHaJIHTHYeCKH{l 0630p AeBATH COPTOB KPacHBIX H Oe-
JILIX BHH YEXOCJOBALKOIO H 3apyGesKHOro NpPOHCXOMKAEHHS.

Ondrousek, S. - PapeZovd, ]J.: Application of HPLC with
Ion Exchanger in Determination of Basic Components
of Wine. Kvas. priim., 35, 1989, No. 4, pp.99—103.

The determination of organic acids, saccharides, etha-
nol, methanol and diethylene glycol in wine using co-
lumns, filled with Czechoslovak ion exchanger OSTION
is described. After a sample treatment with anion ex-
changer in the form of carbonate the detection of the
above mentioned substances can be made with a diffe-
rential refractometer. The results proved good proper-
ties of the Czechoslovak preparate OSTION in compa-
rison with similar foreign preparates. Further, the ana-
lytical results of nine sorts of red and white wines from
Czechoslovak and foreign production are described in
the article.

Ondrousek, S. - PapeZova, ].: Die Ausnutzung von HPLC
auf den lonenaustauschern bei der Verfolgung der
Grundkomponenten des Weines. Kvas. prim., 35, 1989,
€. 4, s.99—103.

Der Artikel behandelt die Méglichkeiten der Bestim-
mung der organischen Sduren, der Saccharide, des
Ethanols, Methanols und Diethyiengiykols im Wein auf
den Kolonnen, die mit den tschechoslowakischen Ionen-
austausch=rn der Marke OSTION gefiillt sind. Die vor-
gelegte Methodik der Eearbeitung des Musters, mit Hil-
fe der Annexe in der Karbonatform, ermdglicht diz
Anwendung der Differentialrefraktometer zur Detek-
tion der genannten Stoffe. Die gewonnenen Ergebnisse
zeigen die Vergleichbarkeit der verbereiteten Kolon-
nen mit analogischen Kolonnen einer ausldndischen
Herkunft. Einen Bestandteil des Artikels bilden die
Analysen von neuen Arten von Rot- und Weisswein der
tschechoslowakischen und ausldndischen Produktion.



