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ein Niederschlag,  der  abzen t r i fug ie r t  werden k a n n  und  kleber/~hnliche, d. h. viscose 
Eigenschaf ten  besi tz t .  Schon sehr geringe Mengen des wasserlSslichen St / t rkekorn-  
pro te ins  genfigen, u m  einen re la t iv  d ich ten  Niederschlag  zu erreichen (Tab. 8). Die 
Aminos~turenzusammensetzung dieses Niederschlages  (Tab. 9) /~hnel~ dcr des Fre ien  
Pro te ins  und  der  des Klebers .  

Der  F~l lungsmechanismus  kann  ebenfal ls  qua l i t a t i v  und  q u a n t i t a t i v  verfolgt  
werden,  wenn die gel6sten l~eak t ionskomponen ten  sowie die nach  F/~llung des Klebers  
durch  Zentr i fngieren erha l tene  Mare L6sung s/~ulenchromatographisch an  Sephadex  
G 10 f rak t ion ie r t  werden.  Das S~u lench roma tog ramm (Abb. 8) zeigt  eine A b n a h m e  des 
wasseriSsl ichen Antei ls  des Fre ien  Pro te ins  durch  Ausf/~llung au f  47% (Kurve  3). 
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Thin-Layer Chromatographic Separation and Reflectance-Spectrophotometric 
Determination of Sorbic Acid in Wine 

Summary.A rapid method for the determination of sorbic acid in red and white wines is described. 
The sorbic acid is isolated from the wine by TLC on silica gel and quantitatively determined 
in situ by refleetance-spectrophotometry. Standard deviation and variation coefficient values 
are listed. 

Zusammen/assung. Es wird eine Sehnellmethode zur Bestimmung yon SorbinsKure in Rot- 
und Weigwein beschrieben. Die Sorbins~ure wird dabei aus dem Wein diinnschichtchromato- 
graphiseh auf Kieselgel G-Schiehten abgetrennt mid remissionsphotometrisch bestimmt. Stan- 
dardabweiehungen und Variationskoeffizienten werden angegeben. 
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Einleltung 
Zum Nachweis and zur Bestimmung der Sorbinsgure sind in der Literatur zahlreiche Metho- 

den beschrieben [1]. Die verschiedenen Methoden beruhen meist auf dem unges~ttigten Charak- 
ter des Sorbins~uremolekfils. Als mehrfach ungesgttigte organische Verbindung zeigt Sorbin- 
si~ure eine ausgeprggte Absorption bei 262 am, auf der viele spektralphotometrische Bestimmungs- 
methoden beruhen [2, 3]. Sorbins~ure kann auch colorimetrisch nach Umsetzung mit Thiobar- 
bitursi~ure [4] bestimmt werden. Da zahlreiche andere Substanzen st6ren k6nnen, sind spek- 
tralphotometrische Methoden nur anwendbar, wenn der Konservierungsstoff zuvor isoliert wird. 
Zum Abtrennen der Sorbinsgure eignen sich die Wasserdampfdestillation [4] und die direkte 
Extraktion mit organischen L6sungsmitteln [5]. Die Nachteile dieser Methoden liegen vor allem 
darin, dug hierbei die Sorbins~ure nicht frei yon stSrenden Begleitsubstanzen erhalten wird [6]. 

I)a mit der Wein-Verordnung vom 15.7. 1971 ein Zusatz yon Sorbins~ure zum Wein - -  
his zu 40 rag/1 ohne and bis zu 200 mg/1 mit Dekl~ration - -  in der BRD zugelassen wurde, sind 
zum Zwecke der Weinkontrolle mSglichst einfache and yon St6reinfliissen (S02 !) freie Analysen- 
methoden erJ~orderlich. Wir fanden, dab die direkte Dfinnschichtchromatographie des Weines 
mit anschlieBender remissions-photometrischer Bestimmung der Sorbins~ure ein geeignetes Ver- 
fahren darstellt. 

Experimenteller Teil 

1. Diinnsehichtehromatographische Technil~ 
Kieselgel G-Fertigplatten (Merck; 250 ~tm), bei 100--105 ° C 1 Std lang aktiviert. DC-Trennung 

in einer Vario-KS-Kammer (CAMAG). Fliegmittel A: Toluol/Essigsguregthylester/Ameisen- 
sSmre (25 @ 20 -~ 5). FlieSmittel B: Toluol/EssigsS~ureS~thylester/Chloroform/Ameisensgure 
(25 ~- 13 ~- 10 @ 2). Chromatographieren bei ge6ffnetem Sehieber fiber dem FlieSmittel. 

2. Qualitativer Naehweis 
Auf die DC-Platten 5--10 ~1 Weft3- bzw. t~otwein und zum Vergleich 5 ~1 einer methano- 

lischen Sorbinsiiurel6sung (1 fxg/tzl) auftragen. F fir die Entwicklung: FlieBmittel A. Nach 30 rain 
Lau{zeit Platten einige min an der Luft trocknen and mit einer ges~ttigten wS~Srigen 2-Thio- 
barbiturs~ure (TBS)-L6sang besprfihen [7]. Sorbinsi~ure-Flecken (l%f = 0,56) fiirben sich rot. 

3. Quantitative Bestimmung 
a) Vorbereitung der Proben. Weinproben mit einem Mindestgehalt yon etwa 50 mg Sorbin- 

siiure je 1 bei Zimmertemperatur direkt auf die DC-Platten auftragen. Bei Sorbins~uremengen 
unter 50 mg/1 Weinproben einengen (s. z. B. [4]). Hierzu 50 ml des zu untersuehenden Weines 
mit n-NaOH oder KOI-I bis zur deutlich alkalischen Reaktion versetzen und im Rotationsver- 
dampfer bei 35 ° Czur Troekene dampfen. Rfickstand mit 3 ml 2 n-tiC1 ansi~uern, in destilliertem 
Wasser aufnehmen und in einem 10 ml-Megkolben bis zur Marke auffiillen. 

b) Ansetzen der Eichl6sungen. 10 mg Sorbinsgmre fiber CaC12 bis zur Gewiehtskonstanz 
trocknen, in einem 10 ml-Megkolben in 1 ml Methanol 15sen and mit sorbins~urefreiem Weil~- 
bzw. Rotwein zur Marke auffiillen. Von dieser LSsung 0,25, 0,50, 0,75 und 1,0 ml in 5 ml-lVIeB- 
kolben geben und mit dem gleiehen Wein auffiillen. Wie vergleiehende Untersuchungen ergaben, 
kann start Wein 12°/oiges Methanol zum Ansetzen der Eichl6sungen benutzt werden. 

c) Di~nnschichtchromatographie und quantitative Auswertung. Auf jede Platte 7 x 5 ~1 des zu 
untersuehenden Weines bzw. der Konzentrate sowie jeweils 5 ~1 der Eichl6sungen auftragen. 
Nach dem Chrom~tographieren (Fliefimittel B ; Laufzeit 50 rain, Rf-Wert der Sorbinsiiure 0,46) 
Platten 15 rain an der Luft trocknen. Anschlieflend Remission bei 262 nm mit dem Zeiss-Chro- 
matogramm-Spektralphotometer messen. Flgehen der automatisch aufgezeichneten glocken- 
f6rmigen Remissionsgrad-Ort-Kurven aus Halbwertsbreite und Peakh6he errechnen. Mit I-Iilfe 
der aus den aufgetragenen VergleichslSsungen erhaltenen Eichgeraden Sorbins~ure-Gehalt der 
Proben ermitteln. 

Versuchsergebnisse 

1. Linearitiit 
Zur Uberpriifung der Beziehung _F2 ~ m [8--10] warden jeweils 5 fzl EichlSsungen ver- 

schiedener Sorbins~Lurekonzentrationen auf DC-Platten aufgetragen. Nach dem Chromato- 
gralohieren warden die Remissionsgrad-Ort-Kurven aufgenommen und die Peakfl~Lchen bestimmt. 

Die Werte  erfiillen im Bereich zwischen 0,25 a n d  1,0 ~g Sorbins~ure/Fleek die 
obige Beziehung, d . h .  be im Auf t ragen  der Fli~chenquadrate (F ~) gegen die Sub- 
s tanzmenge (m) ergeben sich Geraden (Abb. 1); diese gehen Mlerdings n icht  durch 
den Nul lpunkt .  Die Ord ina tenabschni t t e  a n d  Steigungen sind yon  P la t te  zu P la t te  
verschieden. Die EiehlSsungen mfissen daher zusammen mi t  der u n b e k a n n t e n  Probe 
auf derselben P la t t e  ehromatographier t  werden. 
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2. Einflu/3 yon Begleitstogen 
a) Inhaltsstoge des Weines. I m  Wein enthaltene Sorbins~ure wurde unter den 

gegebenen chrom~tographischen Bedingungen yon den verschiedenen Begleitstoffen, 
die im selben UV-Bereieh wie Sorbins/~ure absorbieren, einwandfrei abgetrennt. 
Dies folgt d~raus, dab in sorbins~urefreien Weinproben keine bei 262 nm absor- 
bierenden Verbindungen gefunden wurden, die denselben R~-Wert wie Sorbins~ure 
haben (Abb. 2). -/ /  cm 4 
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N 
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Abb. 2. Remissionsgr~d-Ort-Kurven bei 262 nm. 1 Sorbinsi~ure (0,4 Fg/5 F1) in Methanol; 2 sorbin- 
sEurefreier Rotwein (5 ~l); 3 t~o6wein q- SorbinsEure (2,0 ~g/5 F1); 4 Rotwein ~- Sorbinsi~ure 
(2,0 ~g/5 F1) na.ch Bromierung; 5 Rotwein-~ Sorbins~ure (1,5 Fg/5 F1) + BenzoesEure (50 ~g/5 ~1) ; 

6 Rotwein q- SorbinsEure (1,5 ~g/5 ~l) + BenzoesEure (50 ~g/5 ~1) n~ch Bromierung 

b) Benzoes~iure. Benzoes&ure ist in keinem Land als Konservierungsmittel  ffir 
Wein zugelassen. Da sie abet  dem Wein zugesetzt werden kSnnte und unter den ge- 
w~th]ten DC-Bedingungen denselben R r W e r t  wie Sorbinsi~ure hat, wfirde sie deren 
Bestimmung stSren, wegen der geringen spezifisehen Absorption und des um 30 nm 
abweichenden Absorptionsmaximums allerdings nut  bei hohen Konzentrationen. 
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U m  SorbinsS~ure in Anwesenheit  yon  Benzoes/~ure bes t immen zu k6nnen, mug  man  
zun/~chst die Peakfl/iche des (nicht getrennten) Gemisches der beiden Komponen ten  
messen. Auf  einem zweiten Fleck der gleichen Probe wird die Sorbins/iure vor  dem 
Chromatographieren dureh Einwirkung von Brom ausgeschMtet [11 ]. Das Reaktions- 
p rodukt  der Sorbins/~ure weist keine Absorpt ion bei 262 nm mehr auf;  Benzoes/~ure 
wird dureh die Bromierung nicht  beeinfluSt. Man migt  die Remission der Benzoe- 
sS, ure bei 262 nm und  zieht das Quadrat  der Peakfl/iehe yon dem vorher ftir das Ge- 
misch ermit tel ten Wer t  ab. 

3. Zuverli~ssigkeit der Methode 

12 verschiedene Weine wurden m it Sorbins/iure (100 rag/l) versetzt  und  neben 
sorbins/~urefreien Vergleichsproben nach dem beschricbenen Verfahren untersucht  
(Tab. 1). 

Weiterhin wurde der Sorbins/~uregehMt von je einer Weil3- und Rotweinprobe,  
die mit  verschiedenen Mengen Sorbins/~ure versctzt  worden waren, in ParMle]ver- 
suchen unter  gleichen Bedingungen best immt.  Mit den erhMtenen MeBwerten wurden 
die Standardabweichnngen und  die Variationskoeffizienten berechnet  [12, 13]. Die 
Ergcbnisse sind in Tab. 2 zusammengefaBt.  

Tabelle 1. Wiederfindung der dem Wein zugegebenen Sorbins~ure 

Weinarten 

1967 er weiBer Morer (Ungarn) 
1968er weiger Frascati (Italien) 
1971er Weigwein (Italien) 
1969er Siebeldinger M6nchspfad, Weigwein (Deutschland) 
1969er Siebeldinger Glockenstuhl, Weigwein (Deutschland) 
1968er Siebeldinger M6nehspfad, Rotwein (Deutschland) 
1968er Rotwein (Italien) 
1970er l%otwein (Rumgnien) 
1970er Ausliindischer l~otwein 
Ros6wein (Frankreich) 
Cassis (Frankreich) 
M~laga (Spanien) 

Wiedergefundene 
Sorbinsiiure 
in % 

99,2 
100,0 
98,4 

101,6 
99,6 

100,0 
98,2 

100,4 
101,2 
98,4 

100,8 
99,0 

Tabelle 2. Standurdabweichungen und Variationskoeffizienten der Sorbins~ure-Bestimmung in 
WeiB- und t~otwein 

Kennwerte Weigwein I%otwein 

Aufgetragene Sorbins~uremenge 

Wiedergefundene SorbinsSmremenge 
Mittelwert ~ aus n MeBpunktelt 

Standardabweichung S = ~: ~/: 2@=n_ 1 )~ 

Vari~tionskoeffizient V -- 
S-  I00 

0,375 0,625 0,875 0,625 0,875 

0,370 0,620 0,870 0,621 0,879 

0,0104 0,0077 0,0134 0,0144 0,0083 

2,s3% 1 , 2 4 %  1 , 5 4 %  2 ,30% 0,95% 

WeiBwein: n = 8 (MeBpunkte yon 4 Platten) ; P~otwein: n = 7 (Megpunkte yon 2 Platten). 
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Diskussion 

Ein  wesentlicher Vorteil des beschriebenen Verfahrens liegt in  dem geringen 
Arbei t saufwand:  Die Weinproben  werden direkt  - ohne vorangehenden  Trennungs-  
gang - aufgetragen. Da die Empfindl ichkei t  der Methode sehr grol3 ist, 1/~13t sich 
der Sorbins/~uregehalt bei einer Konzcn t r a t i on  yon etwa 50 mg/1 mi t  5 ~z] Wein  je 
Fleck ermit teln.  Durch E inengen  des Weines ist es mSglich, wesentlich geringere 
Konzen t r a t i onen  zu erfassen. Wie die Ergebnisse dcmonstr ieren,  ist die Bes t immung  
in  Anwesenhei t  der Inhaltsstoffe des Weines (auch yon  Schwefeldioxid) durchffihrbar.  
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Soybean Trypsin Inhibitor 
Neutralization of its Inhibitory Effect Upon the Casein Precipita- 

ting Reaction of Trypsin by Rabbit Antiserum 
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Summary, Antiserum produced against Soybean Trypsin Inhibitor (SBTI) was shown to 
neutralize the SBTI inhibition of the Casein precipitating activity of trypsin thus indicating that 
the precipitating interactions observed in agar gel double diffusion analysis were at least partly 
due to reaction between SBTI and specific antibody. 

On this basis the use of antiserum for the detection of SBTI in various soy proteins is discussed. 

Zusammen/assung. Es konnte gezeigt werden, dab Antiserum, welches gegen die Soja-Trypsin- 
Hemmer hergestellt worden war, die SBTI Hemmung der caseinf/~llenden Trypsinaktivit/~t neu- 
tralisieren kann; daraus wird gefolgert, dab die hei der Ausf~llung mit dem Agar-Gel-Diffusions- 
test beobaehteten Reaktionen zumindest teilweise auf eine Reaktion zwischen SBTI und den 
spezifischen Antik6rpern beruhen. 

Aufgrund dieser Ergebnisse wird die Anwendung yon Antiserum zur Bestimmung yon SBTI 
in verschiedenen Soja-Proteinen bescl~'ieben. 
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