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Identifikdcia a stanovenie organickych kyselin vo vine
izotachoforézou

JAN FARKAS — MARIAN KOVAT — JOZEF POLONSKY

Sthrn. V praci sa pouZila metdda kapildrnej izotachoforézy na sledovanie obsahu jednotlivych kyselin vo
vine. V priebehu 15 min moZno sii¢asne jednou analyzou stanovif 14 najcastejsie sa vyskytujiicich kyselin
vo vine. Sledovalo sa 5 hlavnych kyselin pocas kvasenia mustu a vytvarania vina. Vyhodou izotachoforézy
je rychlost a dostatocna presnost stanovenia kyselin vo vine ; preto je vhodna na sledovanie fyzikalnoche-
mickych zmien a biochemickych procesov pri vytvarani vina. Jej prednostou je, Ze sa moze vyuzit aj pre
sériové analyzy.

Pri sledovani a kontrole kvality vina maji velki dlohu analytické metody. Su to
najmi moderné fyzikdlnochemické metddy, ktoré umoziuji rychlejSiu a presnejsiu
analyzu vina, na zéklade ¢oho sa usmerfuji procesy v¥voja a oSetrovania vina.

V oblasti fyzikalnochemickych analytickych metdd si vzhfadom na svoje moznosti,
najmaé pri separacii anionov kyselin, zasiuhuje osobitni pozornost kapildrna izota-
choforéza. Tato nova elektroforeticka technika sa zacala rozvijat najméd vsedemde-
siatych rokoch. V tomto obdobi bolo zostrojenych niekolko typov pristrojov [1, 2],
z ktorych niektoré st i komeréne pristupné, napr. firma LKB Bromma (Svédsko)
a Shimadzu (Japonsko). Roku 1982 sa vyrobila i prva prototypova séria pristroja pre
tito techniku so spajanymi kolonami v Ustave radioekolégie a vyuZitia jadrovej
techniky v KoSiciach.

Z analytického hladiska je velmi fazké stanovit spofahlivého ukazovatela kyslosti
vina. Hodnotenie kyslosti vina sa obmedzuje najma na stanovenie titrovateInych
kyselin, pripadne hodnoty pH. Tieto metédy nedavaji dostatodnit informéciu, preto
sa dopliajii senzorickym hodnotenim. Siiasnd kvalitativna a kvantitativna analyza
kyselin v zmesiach je doteraz problémom i v zmesiach omnoho jednoduchsich, ako
je vino. Komplexné analyzy kyselin vo vine sa robia iba zriedkavo. Dévod moZno
vidiet v znacnej Casovej i experimentalnej narocnosti jednotlivych stanoveni. Tieto
sa zakladaji na chromatografickych, enzymatickych, prip. niektorych klasickych
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postupoch [14]. Medzi hlavné sledované zloZky patri kyselina vinna, jabl¢na,
mliecna a octova.

Na stanovenie Kyseliny vinnej bolo navrhnutych niekolko postupov [3]. Najcastej-
Sie sa pouZiva pomerne rychle kolorimetrické stanovenie [4], prip. zraZanie vo forme
vinanu vépenatého [3]. Na stanovenie kyseliny jabl¢nej sa odporti¢aji predovset-
kym enzymatické postupy, prip. pouZitie ionexov na predsepariciu a nasledné
kolorimetrické vyhodnotenie. Obidva postupy zahffiaji empirické faktory [3].
Podobne sa predseparaciou ionexov stanovuje kyselina mliecna. PrisluSna frakcia
eludtu sa oxiduje na acetaldehyd, ktory poskytuje farebnu reakciu [5]. Kyselina
octovi sa stanovuje v sume prchavych kyselin po destilacii vina vodnou parou. Pri
vysokych obsahoch SO, a kyseliny mliecnej je potrebna korekcia vysiedkov.

V ostatnych rokoch probiém stanovenia kyselin uspokojujtico vyriesila kapilarna
izotachoforéza. Tato technika sa vyznaCuje vysokou separacnou schopnostou,
rychlostou a presnostou stanovenia, preto je vhodna na sledovanie fyzikalnochemic-
kych zmien a biochemickych procesov, ktoré prebiehaji pri vytvarani vina. Na
moZnosti vyuZitia kapildrnej izotachoforézy vo vinarskej technoldgii pri sledovani
kyselin, katiénov a aminokyselin poukazali Farkas a Polonsky (1978), Bicar (1978),
Sudraud a Chauvet (1979) a Kaiser a Hupf (1979).

Experimentilna ¢ast

Meranie sme uskutoéniliv KVUVV, Modra, na pristroji zhotovenom na Chemic-
kom ustave UK v Bratislave [10]. Blokova schéma pouzitého pristroja je na
obrazku 1. Kapildra vnitorného priemeru 0,35 mm, dizky /=25 cm z materidlu
FEP je vybavena vodivostnym detektorom.

Zdroj pridu [11] umozriuje stabilizovat prid v rozmedzi 0—500 pA (s presnos-
tou 0,01 % rel.), s napafovym rozsahom 0—20 kV. Separa¢na jednotka je podobna
opisanej v [1]. Vzorka sa ddvkovala mikrostriekackou.

Pri stanoveni jednotlivych kyselin vo vine sme vyskiSali separdciu v tychto
systémoch :

1. 0,01 M HCI + histidin, pH 6,0,

2. 0,01 M HCI+ BISTRIS propén, pH 6,0

3. 0,01 M HCI + kreatinin, pH 5,0

4. 0,01 M HCl+ B-alanin, pH 4,0

5. 0,01 M HCl + f-alanin, pH 3,0.
Ako zakondujici elektrolyt sa pouzila 5.107° M kyselina kaprylova upravena
TRISom na pH 8,0. Ako aditivum do vodiaceho elektrolytu sa pridal Mowiol
(polyvinylalkohol) v koncentricii 0,2 %. Kyselina chlorovodikova sa distila izoter-
mickou destilaciou, kyselina kaprylova viacnasobnou extrakciou s vodou, BISTRIS
propan (firma Sigma, NSR) prechodom cez kolénu anexu, histidin (firma Reanal,
Madarsko), f-alanin, kreatinin a TRIS (firma Lachema, Brno) rekrystaliziciou
v etanole.
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Obr. 1. Blokova schéma zariadenia pre kapilarnu izotachoforézu. 1 — zdroj pridu, 2, 3 — rezervoar
vodiaceho, resp. zakonCujuceho elektrolytu, 4 — ddvkovacie zariadenie, 5 — detektor, 6 — vyhodnoco-
vacie zariadenie, 7 — registraCné zariadenie, 8 — kapilara.

Fig. 1. A block scheme for capillary isotachophoresis equipment. 1 — power supply, 2, 3 — reservoir of
leading or terminating electrolyte, 4 — dosing equipment, 5 — detector, 6 — evaluating equipment, 7 —
recording equipment, 8 — capillary.

Vysledky a diskusia

V prvej faze sme sa snazili o najoptimainejSiu separaciu hlavnych sledovanych
zloZiek : siranov, vinanov, jabl¢nanov, mlie¢nanov, octanov, jantaranov a citrénanov
v zavislosti od ich pK hodnét, resp. od pH vodiaceho elektrolytu. Uspokojujice
vysledky sme dosiahli v systéme 5 pri pH 3,0. PretoZe Cas analyzy za tychto
podmienok bol pomerne dlhy (asi 21 min), snaZili sme sa ndjst systém, v ktorom by
bol ¢as analyzy kratsi. Podarilo sa to za podmienok v systéme 2. Obrazok 2 ukazuje
zaznam modelovej zmesi kyselin za tychto podmienok. Pri sledovani obsahu kyselin
sme pouzili obidva systémy. Na zvySenie pohyblivosti kyseliny jabl¢nej a citrénove;j,
ktoré st pri pH 6,0 velmi blizke, sme vyuzili zvySeny naboj protiiénu, v nasom
konkrétnom pripade BISTRIS propanu — néaboj 27 [12].

Pri dalsich pokusoch sme sledovali zmeny obsahu kyselin v priebehu kvasného
procesu v hroznovom muste a vine.

Zmeny obsahu jednotlivych kyselin pri vyvoji vina sledované izotachoforeticky
vyplyvaji zo zdznamov na obrazkoch 3—S5 a tabulky 1.

Na obrazku 3 je izotachoforeogram najdolezitejSich kyselin v muste. Zo zdznamu
na obrazku 4 a tabulke 1 vidiet, Ze po prekvaseni mustu sa zniZil obsah kyseliny
vinnej vyzraZzanim vinanov, ako aj obsah kyseliny jabl¢nej, z Casti ktorej vznikla
kyselina mlie¢na. Pri dalsom vyvoji vina sa podstatne zniZil obsah kyseliny vinnej
a kyseliny jabl¢nej (obr. 5) a nepatrne stipol obsah kyseliny mliecnej. Obsah
kyseliny jantarovej sa uz nemenil.

Znizovanie obsahu kyseliny vinnej a kyseliny jabl¢nej siivisi s vyvojom vina.
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Obr. 2. Zaznam modelovej zmesi kyselin v sys-
téme ¢. 2. Injektované mnozstvo 1 ul, koncen-
tricia asi 107, prid 40 pA, R — odpor. 1 —
chloridy, 2 — sirany, 3 — §tavelany, 4 — vinany,
5 — jabl¢nany, 6 — jantarany, 7 — citrénany, 8
— pyrohroznany, 9 — octany, 10 — mliecnany,
11 — fosforecnany, 12 — asparagéty, 13 —
sorbany, 14 — askorbany, 15 — kaprylany.

Fig. 2. A record of acid model mixture in the
system No. 2. Injected amount 1 pl, concentra-
tion ca. 107*, current 40 pA, R — resistance.
1 — chlorides, 2 — sulphates, 3 — oxalates,
4 — tartrates, 5 — malates, 6 — succinates,
7 — citrates, 8 — pyruvates, 9 — acetates,
10 — lactates, 11 — p osXhates, 12 — asparta-
tes, 13 — sorbates, 14 — ascorbates, 15
— caprilates.

Tabufka 1. Zmeny v obsahu kyselin pri vyvoji vina sledovanych izotachoforézou

Table 1. Changes in acid content during wine fermentation followsd by means of isotachophorests

Obsah kyselin stanoveny izotachoforézou [g.17'] . i
Oznacenie vzorky Titrovatelné
Détum analyzy Kyselina | Kyselina | Kyselina | Kyselina | Kyselina kyssllirlly
vinna jablénd | citronova | jantirovd | mliedna (g1
Must Rizling
vlassky 5,48 8,67 0,92 0,2 e 12,4
24.10. 1980
Vino Rizling :
viassky 4,97 6,50 0,94 0,77 0,35
31.10. 1980
Vino Rizling
vlasky 3,50 5,97 1,09 0,75 0,40 10,8
25.11. 1980
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Obr. 3. Zaznam analyzy muStu Rizling via$sky v systéme ¢. 5. Injektované mnoZstvo 2 pl, riedenie 1:25,
prid 40 pA, R — odpor. 1 — chloridy, 2 — sirany, 3 — vinany, 4 — citrénany, 5 — jabl¢nany, 6 —
mlie¢nany, 7 — kaprylany, X — neidentifikovand zona.

Fig. 3. A record of analysis of Rizling via§sky must in the system No. 5. Injected amount 2 yl, dilution
1:25, current 40 pA, R — resistance. 1 — chlorides, 2 — sulphates, 3 — tartrates, 4 — citrates,
5 — malates, 6 — lactates, 7 — caprilates, X — unidentified zone.

Kyselina vinna sa vyzrdza vo forme vinanov v dosledku ich mensej rozpustnosti
v pritomnosti alkoholu.

Kyselina jabléna sa zniZuje vo vine ti¢cinkom mlie¢nych baktérii, priom sa tvori
kyselina mlie¢na a vedlajSie produkty, ako prchavé kyseliny, 2,3-butdndiol a iné
[13]. Uginkom Schizosaccharomyces pombe vznika z kyseliny jabl¢nej vo vine
etanol. ‘

Pri nadmernom obsahu kyselin vo vine sa ich odbiiravanie podporuje, naproti
tomu pri nizkom obsahu kyselin sa odbiravaniu zabrafiuje.

Tabufka 2 uvadza obsah najdolezitejSich kyselin v rdznych druhoch vina pri
stanoveni izotachoforézou.

Pri porovnani vysledkov stanovenia kyselin vo vine izotachoforézou a titracne je
obsah kyselin vo vine stanioveny pomocou izotachoforézy vidy vyssi, pretoze sa
stanovuje suma aniénov kyselin.

Z dosiahnutych vysledkov vyplyva, Ze aplikdciou izotachoforézy pri sledovani
obsahu kyselin pri vyvoji vina mozno lepsie sledovat procesy vytvarania vina a podfa
potreby spravne do nich zasahovat.
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Obr. 4, Ziznam analyzy vina Rizling vladsky v systéme €. 5. Injektované mnozstvo 2 ul, riedenie 1:25,
prud 40 pA, R — od_}aor. 1 — chloridy, 2 — sirany, 3 — vinany, 4 — citrénany, 5 — jabl¢nany, 6 —
mlieCnany, 7 — jantdrany, 8 — octany, 9 — kaprylany, X — neidentifikované zony.

Fig. 4. A record of ana]}{sis of Rizling vlassky wine in the system No. 5. Injected amount 2 pl, dilution

1:25, current 40 pA, R — resistance. 1 — chlorides, 2 — sulphates, 3 — tartrates, 4 — citrates,
5 — malates, 6 — lactates, 7 — succinates, 8 — acetates, 9 — caprilates, X — unidentified zones.

Tabulka 2. Obsah najdolezitejsich kyselin v roznych druhoch vina

Table 2. The content of the most important acids in various wine sorts

) . Obsah kyselin stanovenych izotachoforézou [g: i Titrovatelné
Druh vina a pévod kveelis
Kyselina Kyselina Kyselina g _11 y
vinna jabléna lie x [s-17]
jabléna mliecna
Veltlin zeleny 1979
JRD Modra 1,93 0,5 2,45 4,9 4,2
Veltlin zeleny 1979 1,98 0,55 2,55 5,1 4,6
Muskat otonel 1979
JRD Modra 1,68 2,57 0,70 - 4,95 39
Tramin 1979
JRD Senkvice 1,32 2,85 1,15 5,32 43
Rizling rynsky 1979
JRD Mojmirovce 3,60 6,10 0,3 9,7 8,6
Veltlin ¢erveny 1979
JRD Raca 1,48 0,17 484 6,49 4,9
Veltlin ¢erveny 1979
JRD Raca 1,35 0,30 4,95 6,60 4.8
Sauvignon 1980
JRD Raca 1,85 6,6 0,75 9,2 8,9
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Obr. 5. Zaznam analyzy vina Rizling vla$sky v systéme €. 2. Injektované mnoZstvo 2 ul, riedenie 1:25,
prid 40 pA, R — odpor. 1 — chloridy, 2 — sirany, 3 — vinany, 4 — jabl¢nany, 5 — jantarany, 6 —
citrénany, 7 — octany, 8 — mlie¢nany, 9 — kaprylany.

Fig. 5. A record of analﬁsis of Ryzling viaSsky wine in the system No. 2. Injected amount 2 pl, dilution

1:25, current 40 pA, R — resistance. 1 — chlorides, 2 — sulphates, 3’ — tartrates, 4 — malates,
5 — succinates, 6 — citrates, 7 — acetates, 8 — lactates, 9 — caprilates “

Vyhodou izotachoforézy je rychlost a dostatotna presnost, pretoze za asi 15 min
sa jednou analyzou kvantitativne stanovi obsah jednotlivych kyselin vo vine.
Z tychto dovodov je izotachoforéza vhodna aj na sériové analyzy pre velkovyrobu.
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Orsipejiesieniie BRIA # KOMEYECTBR OPraEEieCKEX KHCIOT B BHEE
HyTeM H3oTaxodopesa

Pesiome

B pa6ore HCIONB30BAH METON KaNWIIAPHOTO M30Taxodopesa s HabNIOASHMA 3a CONEPKAHHEM
OTHENBHBIX KHCIOT B Butie. B Teyenne 15-T4 MEHYT MOKHO GIHOBPEMEHHO OJHAM aHA/1430M YCTaHOBHTh
14 mawbosiee 4aCTO BCTPEYAIONMHXCH KHCNOT B BuHe. HaGmogalkCch 5 rilaBHBIX KHUCIOT B Npolecce
6posxennus coxa ¥ 00pa3oBanus BiHa. L{peuMyIiecTBoM #30Tax0odope3a SBIAAETCS CKOPOCTD U JOCTaTOY-
Has TOYHOCTE ONPENeNCHAMs KUCIOT B BHHE ; IOITOMY OH IPHUIONEH IS HabliofeHus 3a PH3NKO-XUMH-
YECKHMH WIMEHEHHAMM M OMOXWMHYECKMMH NpOLECcCaMi Npu oOpa3oBaHMM BuHa. MeTOR MOXHO
HCTIONB30BaTh M [UISl CEPHMHBIX aHAJH30B.

Acid determination in wine by means of isotachophoresis
Summary

The present work deals with a method of capillary isotachophoresis for content determination of
separate acids in wine. This method enables by means of one analysis the 14 in wine most frequently
occurring acids to be determined simultanecusly — and this within 15 minutes. The 5 most important
acids were subjected to investigation in the course of must fermentation and wine production. Advantage
of isotachophoresis is the short time and adequate precision of acids’ determination in wine ; for these
reasons it is suitable for investigating physical and chemical changes as well as bio-chemical processes
during wine production. Its applicability in the serial analysis is also of great significance.
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