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1. Ovop

Kyselina sorbova (2,4-hexadienova, CH;(CH=CH),/COOH
je jedmim z Konzervacnich prostredkdl pouZivanycn v na-
pojovém primysliu. je)l aplikace ve vinafstvi je povolena
nygienickou smérnici a limit maximalniho obsahu ve
vinu je stanoven na hodnotu 200 mg.1-! |1]. Sledovans
obsahu Kkyseliny sorbové ve vinech je nutné nejen z nle-
diska hygienického, ale i z diivodu moznych negativnich
uCinkli na senzorické vlastnosti vina. Je dokazan vliv
kyseliny sorbové ma jableCnomlécéné kvaseni, kdy za ur-
cityenh podminek se méni kyselina sorbova na kyselinu
nexanovou nepo na hexanoat, ktery dodava vinu neZa-
douci pacnut, kierd je béznymi prostredky neodstrani-
telna |2]. _

Pfi stanoveni kyseliny sorbové se uplatiiuji témér vSe-
chny Dbézné analytické principy: metody titracéni [3],
kelorimetrie [2, 3], spektrdlni metody v oblasti UV i IC
[4, 5], izotachoforéza [6], chromatografie na tenké vrst-
vé [7], plynovd chromatografie [8].

Velky uspé&ch v posledni dob& v zahranici slavi metoda
vysokoacinné kapalinové chromatografie (HPLC) s vy-
uZitim normadlnich i reverznich fazi [9, 10, 11].

Nasi snahou bylo vyvinout jednoduchou a rychlou me-
todu HPLC stanoveni obsahu kyseliny sorbové ve viné
s nendrocnou pfedidpravou vzorku.

2. MATERIAL A METODY

— Kkyselina sorbovd p.a. (Lachema)

— acetonitril Lichrosolv (Merck)

— methanol Lichrosolv (Merck)

— KH,P0O,4 p.a. (Merck)

— mikrokolonky PRESEP 1, plnéné sorbentem SGX Cjg
(Tessek Praha)

— kapalinovy chromatograf Hewlett Packard HP 1090
s fotodiodovym detektorem (DAD)

— kolona: kovova, 100 X 2,1 mm, naplii HYPERSIL ODS,
5 pum

— mobilni faze: A — KH;P0,; (c = 0,01 mol.1-1)

o pH 25
B — acetonitril
A/B = 70/30

Optimalizace chromatografickych podminek byla pro-
vddéna se standardnim roztokem Kyseliny sorbové
o koncentraci 200 mg.1-1. Detekce byla provadéna v UV
oblasti pri vlnové délce odpovidajici absorpfnimu maxi-
mu kyseliny sorbové. K izolaei kyseliny sorbové bylo po-
uZito metody extrakce na pevném sorbentu v kolonce
PRESEP 1. Smés 1 ml vzorku vina a 1 ml fosfatového
pufru o pH 2,5 byla prosata kolonkou pfedem promytou
methanolem a destilovanou vodou. Kyselina sorbova,
kterd se zachytila na nédplni kolonky, byla eluovdna 1 ml
methanolu. Ziskany eluat byl nastfikovan na HPLC ko-
lonu.

Vyhodnoceni chromatogramt bylo provedeno z ploch
pikii metodou externiho standardu. Vysledky stanoveni
byly zpracovany béZnymi statistickymi metodami, pri
porovnani dvou metod byl pouZit Studentlv test pro pa-
rové hodnoty [12].

Jako referentni metoda slouZilo v CSFR b&Zn& pouZi-
vané kolorimetrické stanoveni, pfi kterém se Kkyselina
sorbovd izoluje ze vzorku destilaci s vodni parou a
v destilatu se zjiStuje po oxidaci barevnou reakci s ky-
selinou thiobarbiturovou.

Reédlné vzorky vin rtznych odriid byly ziskdny z pro-
dukce podniku Moravské vinafské zavody Mikulov, roé-
nik 1987.

3. VYSLEDKY A DISKUSE

Byl pofizen chromatograficky zdznam analyzy stan-

dardniho roztoku kyseliny sorbové. Z prbghu UV spekt-
ra (obr. 1) bylo zji§téno absorp&ni maximum Kyseliny
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Obr. 1. Priibéh absorpéniho spektra kyseliny sorbové

sorbové A = 258 nm. Pro zji§téni presnosti mé&Feni bylo
provedeno 10 analyz standardniho roztoku. Priimér: 200,1
mg.1-1, smérodatnd odchylka: 0,53, variadni koeficient:
0,3 %, 95 % interval spolehlivosti: 200,1* 0,4 mg.1-1
Detekéni limit je niZ$i neZ 0,1 mg.1-1,

Byl ziskan chromatograficky zdznam HPLC analyzy
realnych vzorkii bilého a &erveného vina po predchozi
izolaci na kolonce PRESEP 1 (obr. 2, 3). Pro zjisténi
presnosti metody bylo provedeno 10 analyz jednoho
vzorku vina: Moravské bilé, pramér: 150,8 mg.1-1, sm&-
rodatnd odchylka: 1,1, variadni koeficient: 0,7 %, 95 %
interval spolehlivosti: 150,8 + 0,8 mg.1-1

Porovnani metod stanoveni kyseliny sorbové .
Metodou HPLC bylo analyzovano 15 vzorkii bilych vin
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Obr. 2. Chromatogram vzorku bilého vina: Moravské bils,
obsah kyseliny sorbové — 152 mg.l-1
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Obr. 3. Chromatogram vzorku d&erveného vina: Melodie,
obsah kyseliny sorbové — 125 mg.l-1

riizngch z4voddi, u nichZ byl stanoven obsah Kkyseliny
sorbové kolorimetrickou metodou v podnikové laboratofi
MVZ Mikulov. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 1. Z po-

Tabulka 1. Porovndni metod stanoveni kyseliny sorbové

X = metoda HPLC Y = metoda kolorimetrickd
VS“)Srllfu X(mg.1-1| Y(mg.1-1 vsés'rlgu X(mg.1-1)| ¥(mg.1-1)
1 185 188 g 151 158
2 96 95 10 108 197
3 108 110 1 164 161
1 142 139 12 200 205
5 145 148 13 124 121
6 133 138 14 03 a3
7 112 100 15 140 145

8 172 174

rovnani vysledkt vyplyva, Ze rozdil mezi metodami je
pfiblizng 6 rel. %, zatimco tolerovany mezilaboratorni
rozdil ‘je 10 rel. %. Rozdil vysledkid obou testovanych
metod byl vyhodnocen Studentovym testem pro parové
hodnoty a neni statisticky vyznamny (¢t = 0,77, £, =
= 2,15].

Monitorizace souboru vin

Béhem let 1987 a 1988 bylo zméFeno 150 vzorkd bi-
lych vin z rtiznych zdvodt podniku MVZ Mikulov. V ta-
bulce 2 je zpracovdn piehled obsahii Kyseliny sorbové
v jednotlivich zavodech. Za pozitivni lze oznadit fakt,
Ze vzorky se zvySenym obsahem Kkyseliny sorbové se ob-
jevovaly jen ojedinéle, pouze u jednoho zavodu byl zji§-
tén vyS8i podet. Jedna se pravdépodobné bud o projev
technologickych nedostatkli, nebo popf. o pridavek do-
voznich vin do vyrobk{i bez pfedchozi kontroly obsahu
kyseliny sorbové. Distribuce obsahu kyseliny podle pro-
centudlniho zastoupeni z celkového poftu 150 vzorkid je
zndzornéna graficky na obr. 4. Z celého souboru jen 12

100-150 mg/1-29. 37

< 100 mg/1-10%

-> 200 mg/1-8%

150-200 mg/1-52. 6%

Obr. 4. Distribuce obsahu kyseliny sorbové v celém sou-
boru 150 vzorkid bilgch vin

vzorkl (8 %) prekrodilo povoleny limit. Velky rozptyl
vysledkli ukazuje na dtleZitost peélivého dodrZovani
davkovani kyseliny sorbové, resp. sorbanu draselného
do vina a na nutnost kontroly dovoznich vin pfidava-
nych do naSich vyrobki.

Tabulka 2. Prehled obsahil kyseliny sorbové v jednotlivych zdvodech

% o Potet vzorkil 0 Maximélni obsah | Minimdalni obsah Primérny obsah
svod Pocet vzorki s obsahem kys. sorb, | 0 Z celkového kys. sorbové Kys. sorbové Kys. sorbové
Zévo celkem poétu
nad 200 mg.1-1 mg.l-1 mg.1l-1 mg.l-1
I 41 2 4,9 280 95 167
I ~29 1 3,5 213 129 171
III 36 1 2,8 223 78 151
v 14 0 0 175 64 124
v 30 8 26,7 380 155 189
Celkem 150 12 8 380 64 160
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Spinar, B. - Kellner, V. - Culik, J.: HPLC stanoveni ob-
sahu kyseliny sorbové ve vinech. Kvas. prtm., 36, 1990,
¢. 4, s. 99—101.

Byla vyvinuta rychld a jednoduché HPLC metoda sta-
noveni obsahu kyseliny sorbové ve vinech. Doba stano-
veni je 2 aZ 3 minuty. K izolaci kyseliny sorbové z mat-
rice 1ze s vyhodou pouZit kolonky tuzemské v§roby. Me-
toda je vhodnéd pro sledovani obsahu kyseliny sorbové
v hladindch nad 0,1 mg.l1-! a je pouZitelnd nejen pro
vino, ale i pro dalsi vyrobky ndpojového primyslu.

Wnunap, B. - Kenavuep, B. - YUyank, Sl.: Onpenenenue npu
MOMOINM XKHMAKOCTHOH XpomatorpadMu Nox BHICOKHUM JaB-
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JIeHHeM cojiepXKaHusi COpOUHOBON KHMCJAOTHI B BMHaX. Kaac.
npym., 36, 1990, Ne 4, crp. 99—101.

Brlr paspaGoraH GBICTPOAEHCTBYIOWMI M MPOCTOR METOJ,
HPLC omnpepesieHds coxep¥aHusg COPOUHOBON KUCJOTH B BH-
Hax. Bpems ompeneneHusi 2—3 MHHYTH. JlJs H30JHPO-
BaHWA COPOMHOBOH KHCJIOTBHI M3 MATPHIl MOMKHO BBITOJHO
IPHMEHHTh KOJIOHKH OTEUeCTBEHHOro NpoHu3BojcTBa. Meron
NOAXOJHUT JJIS1 MCCJICLOBAHHUS CONEPKAHUS COpOHHOBOM KUC-
Jorel B ypoBHax 0,1 Mr.Ja—l u OH NpPUMEHHM He TOJNBKO
I/ BMHA, a TakXe M IS APYTHX H3[eNuil NPOMBIILJIEH-
HOCTH HaIHTKOB.

Spinar, B. - Kellner, V. - Culik, ].: Sorbic Acid Determi-
nation in Wines Using HPLC. Kvas. prtm., 36, 1990, No. 4,
pp 99—101.

A rapid and simple HPLC method for the determina-
tion of sorbic acid in wines was developed. The time

of the determination is from 2 to 3 minutes. The iso-
lation of sorbic acid from matrix can be performed in
the column of a domestic provenience. The method is
suitable for the detection of sorbic acid above 0,1 mg
.1-1 and it can be used not only with wines but with
other beverages as well.

Sninar, B. - Kellner, V. - Culik, J.: HPLC-Bestimmung des
Sorbins-Sduregehalts in Weineu. Kvas. prim., 36, 1990,
Nr. 4, S. 99—101.

Es wurde eine schnelle und einfache HPLC-Methode
der Bestimmung des Sorbinsduregehalts in Wein ent-
wickelt. Die Bestimmungsdauer betrdgt 2 bis 3 Minuten.
Zur Isolation der Sorbinsdure aus der Matrix konnen
mit Vorteil Kolonnen inl&ndischer Provenienz angewandt
werden. Die Methode ist fiir die Ermittlung des Sorbin-
sduregehalts im Niveau iiber 0,1 mg.1-1 geeignet und
kann nicht nur bei Wein, sondern auch bei anderen Er-
zeugnissen der Getrdnkeindustrie appliziert werden.
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1. OVOD

Imobilizace bickatalyzdtori — enzymid, ‘organel, mi-
krobidlnich a rostlinnych bun&k a jinych biologickych
systémii — je v soudasné dob& predmétem celosv&tové

pozornosti. Imobilizované biokatalyzatory uskuteciiuji
biochemické reakce za mnohem stabilngj$ich podminek
neZ jejich volné formy a cely proces je mnohem vyhod-
néjsi z hlediska ekonomickych ukazateld. S rozvojem
technik imobilizaci celych bunék v 70. letech se objevila
Fada studii o moZném vyuZiti imobilizovanych bun&k pro
pFipravu organickych kyselin [1].

V posledni dob& stoupd poptdvka po kyseling L-jab-
le¢né vzhledem k jejimu vyuZiti v potravinafstvi (napft.
ochucovadlo v nealkoholickych népojich, cukrovinkéich,
ovocnych a zeleninovych konzervdach), farmaceutickém
primyslu, medicing, zpracovdni kovi, vyrobé& d&isticich
prostfedkll atd. Organickou syntézou vznikd smés D-fo-
rem a L-forem; L-izomer se ziskdvA napf. izolaci z pfi-
rodnich $tdv nebo rozd&lenim smési izomerd. Zadny
z uvedenych zplsobl v3ak neni technologicky pfili§
efektivni. Bylo proto vyvinuto znaéné dusili k vypraco-
vani ekonomicky vyhodné p¥ipravy kyseliny L-jable¢né
pomoci bun&k mikroorganismd. Jako surovina pro fer-
mentacni p¥ipravu byl studovdn ethanol [2], n-parafiny
3] a acetat [4]. Tyto prdce maji vSak pouze teoreticky
vyznam, protoZe jejich efektivnhost neni pro eventudlni
primyslovou aplikaci dostatecné vysoka.

Zatim jedinou ekonomicky vyhodnou pfipravou ie vy-
uZiti enzymové transformace kyseliny fumarové [5]. Na
tomto principu ie zaloZen doposud jediny pramyslové
vyu¥ity postup k pt¥ipravé kyseliny L-jable¢né, ktery vy-
vinula japonskéd firma Tanabe Seiyaku Co., Ltd. V konti-
nudlnim procesu bylo zpodatku pouZivdno bunék Brevi-
bacterivm ammoniagenes, imobilizovan§ch v polyakryl-
amidovém gelu [5], v soufasné dob& byla tudinnost pro-
cesu zvy$ena zavedenim nového kmene Brevibacterium
flavum a pouZitim x-carrageenanu jako nosné matrice
T16]. Produktivita imobilizovanych bun&k dosahuje za op-
timdlnfch podminek 42 kg kyseliny L-jable€né za hodinu
v kolon& o objemu 1000 1.

P¥iprava kyseliny L-iabletné enzymovou transformaci
kyseliny fumarové bvla studovdna v Ustavu organické
chemie a biochemie CSAV. Byl ovéfen nejen postup ija-
ponskych autord, ale i dal3i moZnosti, které by mohly
pFispst k FeSeni problematiky. Byly nalezeny bakterialni
kmeny s vysokou schopnosti konverze fumaratu na I.-

imobilizace bunék, algindt, kontinudlni pfiprava kyseliny

malat a byly urfeny optimélni podminky pro jejich vy-
uZiti [1]. Tyto zéakladni poznatky byly pfeddny do Vy-
zkumného tdstavu koncernu Konzervdrny a’ lihovary, je-
hoZ tdkolem bylo vypracovat novy pracovni postup, u-
moZiiujici ekonomicky pfijatelnou pfipravu kyseliny L-
jableéné imobilizovanymi mikrobidlnimi buiikami, vyuZi-
tymi v kontinualnim procesu.

2. MATERIAL A METODY
2.1 Mikroorganismus a médium

Z fady mikroorganismié byl vybrdn pro vysokou trans-
formaéni aktivitu pfem&ny fumardtu na L-malat, pro vy-
sokou stabilitu a moZnost riznych zdsaht do procesu
imobilizace bez ovlivnéni aktivity p¥irodni izolat, uréeny
v Cs. sbirce mikroorganismii University J. E. Purkyng
v Brné jako Corynebacterium species.

Kultivace se provadely v kompletnim médiu (KM)]
o sloZeni: Zivny bujén & 1 (8 g), kysely hydrolyzat ka-
seinu (5 g), kvasniény -autolyzdt (10 g), pitnd voda
(k doplnéni na 1000 ml] pH 7,0 (dprava NaOH). Dale
se pouZivalo médium o sloZeni: kysely hydrolyzat ara-
$idové mouky (250 ml), kvasniény autolyzat (5 g), pitnd
voda (k doplnéni na 1000 ml), pH 7,0 (dprava NaOH]
Ob& média byla sterilovdna pfi 120°C 30 minut.

Kmen byl udrZovdn na agarech KM a pasdZovan po
30 dnech, dlouhodob& byl uloZen v 15% vodném roztoku
glycerolu pfi —20 °C.

2.2 Kultivace

100 ml Erlenmayerovy batiky s 10 ml média byly oc-
kovany kmenem vyrostlym na §ikmém agaru. Po 24 ho-
dindch kultivace na rotadni tfepace (frekvence otdcek
190 min—1) p¥ 37°C byly zaotkovany 1 ml tohoto ino-:
kula 500 ml varné baiiky se 100 ml média. Tyto batiky
byly opét inkubovdny na rotacm t¥epadce pfi 37°C po
dobu 24 aZ 30 hodin.

Fermentor o celkovém plnicim obsahu 75 1 [Bloengi-
neering, Svycarsko) byl plndn 35 1 média a o&kovin
0,7 1 inokula, narostlého v 500 ml baiikdch za 24 hodin.
Kultivace probihala 30 a¥ 52 hodin p#i 37 °C, vzdudnéni
851/min a frekvenci otdfek michadla 400 za mniinutu.
Pod4tetni pH 7,0 nebylo bghem fermentace regulovéano.



