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1. ÚvoD

KySelina sorbová [z,4-hexadienová, CrI3[CH= cH)zicooH
je ]ednlm z konzervaČnich prostředků pouŽÍvanýcn v ná.
po]ovém průmysiu. Je]Í api ikace Ve vinarstvi Je povoiena
ny8lenickou smérnÍci a Iimit maximáInÍno obsahu ve
VInu je stanoven na hodnotu 200 mg.I-r [1j. Sledování
obsahu kyselÍny sorbové ve vínech ;e nutné nejen z nle-
dískE hy8ienického, ale Í z důvodu moŽných nesativních
učinků na senzorické vlastnostÍ vína. Je dokazán V]iV
kysel iny sort lové na jabiečnomléčné kvašenÍ, kdy za ur.
Čllýcn podminek se mění kysel ina sorbová na kyselÍnu
nexanovou neDo na hexanoat, který dodává vÍnu neŽá.
doucÍ pactrut, klerá je běŽnymi prostredky neodstrani-
te lná [2].

Při stanovei.í kyseiiny sorbové se uplatňují téměř vše.
chny t.rěŽrié analytické principy: metody titrační [3]'
kolorÍmetrie [2' 3]' spektrálnÍ metody v oblasti UV i IC
[4, 5], izotachoforéza [6], chromatosrafie na tenké vrst-
vě [7.| '  plynová chromatograÍie IB].

Velký úspěch v poslednÍ době v zahraničí slaví metoda
vysokoúčinné kapal inové chromatografÍe IHPLC) s vy-
uŽitím normálnÍch i reverzních Íází 19, 10' 11].

Naší snahou bylo vyvinout jednoduchou a rychlou me.
todu HPLC stanovenÍ obsahu kyseliny sorbové ve víně
s nenáročnou předúpravou vzorku.

2. MAŤERIÁL A METoDY

- kysel ina Sorbová p.a' ILachema]
- acetonitr i l  LÍchrosolv IMerckJ
- methanol Líchrosolv IMerck)
- KH2PO4 p.a. [MerckJ
- mikrokolonky PRESEP 1, plněné sorbentem sGx C18

(Tessek Praha)
- kapalÍnový chromatograÍ Hewlett Packard HP 1090

S fotodiodovým detektorem IDAD]
- kolona: kovová, 100 X 2'1 mm, náplň HYPERSIL oDS'

5pm
- mobi lnÍ Í.áze: A - KH2PO4 [c:0,01 mot.I- l]

o pH 2,5
B - acetonitril
NB : zol\o

optimalÍzace chromatografických podmÍnek byla pro.
váděna se StandardnÍm roztokem kvselÍnv sorbové
o.koncentraci 200 m8.I-1. betekce tytá prováoena v UV
oblasti při vlnové délce odpovÍdající absorpčnÍmu maxÍ-
mu kyseliny Sorbové. K izolaci kyseliny sorbové bylo po.
uŽito metody extrakce na pevném sorbentu v kolonce
PRESEP 1. Směs 1 ml vzorku vína a 1 ml fosfátového
pufru o pH 2'5 byla prosáta kojonkou předem promytou
methanolem a desti lovanou vodou. Kyselína sorbová,
která se zachyti la na náplni kolonky, byla eluována 1 mI
methano]u. Ziskalý eluát byl nastřikován na HPLC ko.
lonu.

Vyhodnocení chromatogramů bylo provedeno z ploch
píků metodou externího standardu. Výsledky StanovenÍ
by1y zpracovány běžnými statiStickými metodami, při
porovnání dvou metod byl pouŽit Studentův test pro pá.
rové hodnoty [12].

Jako referenční ,metolda s]oužilo v ČsFn běžně pouŽÍ-
vané kolorimetrické stanovení, př i kterém se kyselÍna
sorbová izoluje ze vzorku destilací s vodní párou ó
v destilátu se zjíštuje po oxidaci barevnou reakcí s ky.
selinou thiobarbiturovou. r a0j

dardnítro roztoku kyseliny sorbové. Z průběhu UV spekt.
ra {obr. 1] bylo zj ištěno absorpční maximum kysel iny

obr' 7. Průběh absorpčního spektra kyseliny sorboué

sorbové ),:258 nm. Pro zjÍštěnÍ přesnosti měření bylo
provedeno Ío analýz standardního roztoku. Průměr:200,1
m8: !-1, směrodatná odchylka: 0,53, variační koeficieni:
0,3 70, 95 % interval spoiehlivosti: 200,1 + 0,4 mg. l-1.
Detekční lÍmit je niŽší neŽ 0,1 mg. I-1.

Byl získán chromatografický záznam HPLC ana|ýzy
reálných vzorků bílého a červeného vína po předchozí
ÍzolacÍ na kolonce PRÉSEP 1. (obr. 2, 3), Pto zj ištěnÍ
přesnosti metody bylo provedeno 10 analýz jednoho
vzorku vína: Moravské bÍlé, průměr: 150,8 mg. 1-r, smě-
rodatná odchylka: 1,1, variační koeficient: o,7 0/o, 95o/o
interval spolehl ivosti: 150,8 + 0,8 mg. l-r.

Porovnání metod stanovenÍ kyseliny sorbové
Metodou HPLC bylo analyzováno 15 vzorků bí]ých vÍn
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ReáIné vzorky vín různých odrůd byly
dukce podniku Moravské vinařské závody
ník 1987'

3. VÝSLEDKY A DISKUSE

ByI pořízen chromatografÍcký záznam
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obr.3. Ch|omatog|am Dzorku čérueného uÍna: Melodie,
obsah kasel iny sorboué _ 125 mg,I_l

různých závodů, u nichŽ byl stanoven obsah kyseliny
sorbové kolorimetrickou metÓdou v podnikové laboratoři
MVz Mikulov. Výsledky Jsou uvedeny v tabulce 7, Z po-

Tabulka 7. Porounání metod stanoDení kaselina sorbo\ě
X : metoda HPLC Y - metoda ko'lorimetrickó
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rovnání výsledků vyplývá, že rozdÍI mezi metodami je
přibliŽně 6 rel. %, zatÍmco tolerovaný mezÍIaborat'orní
rozdíI .je 10 rel' 0/o. Rozdíl výsledků obou testovaných
metod byl vyhodnocen studentovým testem pro párové
hodnoty a nenÍ statÍsticky významný (t:0,77, tu.,, =
:?1\\

Monitorizace souboru vín

Během let 1987 a 19BB bylo změřeno 150 vzorků bí.
Iých vín z rtů'znýc}r závodů podniku MVZ Mikulov' Y ta.
bulee 2 je zpracován přehled obsahů kyselÍny sorbové
v jednotlivých závodech. Za pozÍtÍvní lze označit fakt,
že vzorky se zvýšeným obsahem kyseliny sorbové se ob.
jevovaly jen ojediněle' pouze u jednoho závodu byl zj iš.
těn vyšší počet. Jedná se pravděpodobně bud o projev
technologických nedostatků, nebo popř. o přídavek do-
vozních vín do výrobků bez předchozí kontroly obsahu
kyseliny sorbové. Distribuce obsahu kyseliny podle pro.
centuálního zastoupení z celkového počtu 150 vzorků je
znázorněna graficky na obr. 4. z ceIé}lo souboru jen ].2

< 100 mg/I- lU!

> ž0o mg/l-l,l

J50-200 mgll-

obr.4. Distr ibuce obsahu kaselŽna sorboué u celém sou.
boru 150 Úzorků bíIýeh uín

vzorků (8 o/o) překročilo povolený l imÍt. Velký rozptyl
výsledků ukazuje na důleŽitost pečtivého dodržování
dávkování kyseliny sorbové, resp. sorbanu draselného
do vÍna a na nutnost kontroly dovozních vín přidáVa-
ných do našich výrobků.

[12] EcKSCHLAGER, K.,  HoRsÁK, I . ,  KoDE]Š, z ' :  vyhodnocováni
anbiytÍckých výsledků a metod, 1. vyd. SNTL, Praha 1980

Lektoroual Doc. lng. Fedor MaIÍk, Csc.

Špinar, B. - Kellner, v. . čulík, |.: HPLC stanovení ob.
sahu kyseliny sorbové ve vínebh. Kvas. prů'm., 36, 1990,
č. 4' s. 99-101.

Byla Vyvinuta rychlá a jednoduchá HPLC metoda sta-
novení obsahu kyseliny sorbové ve vínech. Doba stano-
vení je 2 aŽ 3 minuty. K izolaci kyseliny sorbové z mat-
rice lze s výhodou použít kolonky tuzemské výroby. Me.
toda je vhodná pro sledovánÍ obsahu kyseliny sorbové
v hladÍnách nad 0,1 mg. I-1 a je použitelná nejen pro
víno, ale Í pro další výrobky nápojového průmyslu. 

.

lllnrrnap, E. - Kenllnep, B. - t|ylur, í.: onpe4euenue flpu
IloMotr1ll xn4xocrnoů xpoMaTorpaluu noÁ BbrcoruM ,4aB.

100-150 mg/)-29.31

číslo
vzorku xtmg.r-r1l  Y(ms. l- t čís1o

vzorku x(mg. l-

1
2
3

o

7
I

185 | 188
s6ls5

108 | 110
r42 | 139
145 I 148
133 | 138
!r2 | 109
r72 | 174

10
1L
12
13
L4
15

l5t

198
164
200
124
93

740

l .ó

r97
161
205
72L
93

145

Tabulka 2. Přehled obsahů' kyseliny sorboué u jednotliuých záuodeeh

4r
Ý9
36
14
30

4,9
3,5
2,8
0

26,7

zBO

223
775
380

95
!29
7B
64

tct

Počet vzorků
s obsahem kys. sorb.

nad 200 mg . l-1

| ,_ -- -0/0 z celkového I 
MaximálnÍ obsah

ň^ňrll l lÍys' sorbové
I mo l-t

Minimální obsah I Průměrný obsah
kys. sorboyé l kys. sorbové

mg. l -r  I  mg. f  - l

!67
L71
lc l

724
189
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Příprava kyseliny L-iablečné pomocí imobilizovaných
bakteriálnÍch buněk :
Ing. HANA KUČERoVÁ, Ing. BoHUMIL ŠPAČEK, CSc., Konzervárny a lihovary, státní podnÍk vědeckotechnických
a obchodních služeb,

Ing. IARoSLAV ČERNÝ,. CSc., Ústav organické chemie a biochemie čsAV.

Klíčová s|ova: Kgselina L.iablečnó., kaselina |umarouá, Emobtlizaee buněk, alginát, kontinuóIní přípraua kaseting
L.Íablečně.

JIeHueM .oo"p*u""" copdunonoů KI.tcJIoTbr r rrluax. Ksac.
npyu., 36, 1990, Nq 4, crp. 99-101.

Errn paspadorau óstcrpo1eťtcrsyrcuuů z npocroú uero4
HPLC onpeaeJleHl-Ifl coÁep)Kaunn copdnrroBoti xuc"rorH s su-
uax. Bpelta o.npeÁeÚ'IeHI]Í 2-3 rr,rr.rHyrrr. A"'rg ll3o"lupo-
aanua copdunonotž xucnorrt I-I3 MaTpI,lubI Mo111Ho BbIroÁHo
npuMenuTb Ko''IoHKIl oTeqecTBegnoro npol.í3BoÁcTna. MeroÁ
noÁxoÁlrT A'Ifi lIccJIeÁoBa'HI{fi coÁepxaHuq copóuHonoťl xt,lc.
JIoTbI B ypoBH'Ix 0,1 ur . l-1 u óH npnMeHr.iM He ToJIbNo
ÁJIÍ Bl]Ha' a TaKxe I,r Á"1' Ápy|ux rzs4enxIi npoMbIIIJJ'IeH.
HOCTI.I HANI,ITKOB.

!.

Špinar, B. . Kellner, V. . čulÍk, t.: Sorbic Acid Determř
nation in Wines Using HPÍ,c. KVas' průrn', 36, 1990, No. 4,
pp 99-101.

A rapÍd and simple HPLC method for the determina-
tíon of sorbic acid Ín Wines was develooed. The t ime

1. ÚvoD

Imobi1ízace biokatalyzátorů - enzymů, organel, mí.
krobiálnÍch a rostlinných buněk a jiných biologických
systémů - je v současné době předmětem celosvětové
pozornosti. Imobi1izované biokataIyzátory uskutečňují
biochemické reakce za mnohem stabilněiších podmínek
než jej ich volné Íormy a celý proces je mnohem výhod-
nější z hlediska ekonomÍckých ukazatelů. S rozvojem
technik imobilizací celých buněk v 70. letech se objevila
řada studiÍ o možném využitÍ ímobilizovaných buněk pro
přípravu organických kysel in [1].

V poslední době stoupá poptávka po kyselině L-jab-
lečné vzhledem k jejímu využití v potravinářStví [např.
ochucovadlo v nealkohol ických nápojích, cukrovinkách,
ovocných a zelenínových konzerváchJ, farmaceutickém
průmyslu, medicíně, zpracování kovů, výrobě čistících
prostředků atd. organickou syntézou vzniká směs D.fo.
rem a L-forem; L.izomer se získává např. izolací z pří.
rodních štáv nebo rozdělením směsi izomerů. Žaany
z uvedených způsobů však není technologicky příliš
efektívní. Bylo proto vyvinuto značné úsilí k vypraco.
vání ekonomicky výhodné přípravy kyseliny L-jablečné
pomocí buněk mikroorganismů. Jako surovina pro fer.
mentační přípravu byl studován ethanol |2], n.parafíny
.[3] a acetát t4]. Tyto práce maií však pouze teoretický
význam, protože iejich efektivnost není pro eventuální
průmyslovou apl ikaci dostatečně vysoká.

zatím jedínou ekonomicky výhodnou přípravou ie vy.
užití enzymové transformace kyseliny fumarové [5]. Na
tomto princípu ie zaloŽen doposud iediný průmyslově
vyuŽítý postup k přípravě kyseliny L.iablečné, který vy.
vinu]a iaponská firma Tanabe Seiyaku Co., I,td' V konti.
nuálním procesu bylo zpočátku používáno buněk BreDŽ.
bacterium ammoniagenes, imobil izovaných v oolyakryl-
amidovém gelu [5]' v současné době byla účinnostpro.
cesu zvýšena zavedením nového kmene BreuÍbactertum
ftauum a použitím ,ť-carrageenanu iako nosné matrice
[6]. Produktivita imobíl izovaných buněk dosahule za op.
timá]ních Dodmínek 42 kg kyseliny L.jablečné za hodinu
v koloně o ob1.emu 1 000 l.

Příprava kyseliny L.iablečné enzymovou transformací
kvse]íny fumarové bvla studována v Ústavu organické
cňemie'a biochemie čsev. nyt ověřen neien postup ja.
nonských autorů, ale i další možnosti, které bY mohlv
přispět k řešení problematiky. Byly nalezeny bakteriální
kmenv s vvsokou schopností konverze fumarátu na L-

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

šoinar, B. . Kellner, V. - čulík, l.: HPlC.Bestimmrrng des
Sorbins-Sáuregehalts in llleineu. Kvas. prúm., 36, 1990,
Nr. 4, S. 99-101.

Es wurde eÍne schnelle und einfache HPlc-Methode
der Bestimmung des Sorbinsáuregehalts in Wein ent.
n'Íckelt. Die Bestimmungsdauer betrágt 2 bis 3 Minuten.
Zur Isolation der Sorbinsáure aus der Matrix klnnen
mit Vorteil Kolonnen inlándischer Provenienz ansewandt
werden. Die Methode ist fiir die Ermíttlung des Sorbin.
sáuregehalts im Niveau Íiber 0,1 mg.l-l geeignet und
kann nicht nur bei Wein, sondern auch bei anderen Er-
zeugnissen der Getránkeindustrie appliziert werden'

malát a byly určeny optimální podmínky pro jejich vy.
uŽiti [1]. Tyto základní poznatky byly předány do Vý.
zkumného ústavu koncernu Konzervárny a.lihovary, je.
hož úkolem bylo vypracovat nový pracovní postup, u-
moŽňující ekonomicky přijatelnou přípravu kyseliny L.
jablečné imobilizovanými mikrobiálními buňkami, využi-
tými v kontinuálním procesu.

2. MATERIÁL A METoDY

2.1 Mikroorganlsmus a médlum

Z Íady mikroorganismů byl vybrán pro vysokou trans-
formační aktivitu přeměny fumarátu na L.fialát, pro vy-
sokou stabilítu a možnost různých zásahů do procesu
imobilÍzace bez ovlivněnÍ aktivity přírodnÍ izolát, určený
v Čs' sbírce mikroorganismů University I. E. Purkyhě
v Brně jako Corynebacté|ium specles,

Kultivace se prováděly v kompletním médiu (K'M)
o složení: živný bujón č.1 [8 g)' kyselý hydrolyzát ka-
seinu [5 g), kvasničný .aútolyzát [10 s]' pitná voda
(k doplnění na 1000 ml], pH 7,0 (úprava NaoH]. Dále
se pouŽívalo médium o složení: kyselý hydrolýŽát ara.
šidové mouky [250 ml)' kvasníčný autolyzát [5 g]' pitná
voda (k doplnění na 1000 mlJ' pH 7,0 [úprava NaoHJ.
obě méd1a byla sterilována při 120 oC 30 minut. .'

Kmen byl udrŽován na agarech KM a pasážován po
30 dnech, dlouhodobě byl uložen v 150/o vodném roztoku
glycerolu při _20 oC.

2.2 Kultivace

100 ml Erlenmayerovy baňky s 10 ml média byly oč.
kovány kmenem vyrostlým na šikmém agaru. Po 24. ho.
dínách kultÍvace na rotačnÍ třepačce (frekvence otáček
1g0 min' lJ při 37 "C byly zaočkovány 1 ml tohoto ino.
kuta 500 ml varné baňky se 100 ml média. Tyto baňky
byly opět inkubovány na rotačnÍ třepačce při 37 oC po
dobu 24 aŽ 30 hodin'

Fermentor o celkoÝém plnicím obsahu 75 l (Bioengi.
neering, Švýcarsko) byl plněn 35 l médía a očkován
0.7 l inokula. narostlého v 500 ml baňkách za 24 hodin'
Kultívace probíhala 3o aŽ 52 hodin při 37 "c, vzilušněnI
B,5 l/.min a frekvenci otáček rníchadia 400 za ÍÍiinutu.
Počáteční pH 7'0 nebylo během ťermentacé regulovánÓ.


