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OZNACZANIE ZAWARTOSCI ETANOLU METODA
ENZYMATYCZNA W NAPOJACH ALKOHOLOWYCH
I BEZALKOHOLOWYCH

Streszczenie

Celem niniejszej pracy byla ocena przydatnosci metody enzymatycznej i zestawu analitycznego ,,Al-
kotest” do analizy ilo$ciowej zawartosci etanolu w winach, napojach owocowych i sokach, miodzie pit-
nym i piwie bezalkoholowym. Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono przydatno$é¢ metody
enzymatycznej do oznaczania zawartosci etanolu w badanych produktach. Zastosowana metoda jest zna-
czaco tafnsza w pordwnaniu z innymi metodami enzymatycznymi dzigki niskim kosztom preparatu oksy-
dazy alkoholowej (AO), otrzymanego ze zmutowanego szczepu drozdzy metylotroficznych Hansenula
polymorpha C-105 (gcrl catX) z zaburzona represja kataboliczng syntezy AO. Wykazano, ze r6zny sktad
chemiczny win owocowych i sokow nieznacznie wptynat na oznaczanie zawartosci alkoholu. Poréwnanie
metody ,,Alkotest” i jej modyfikacji ,,Multiple Addition Test” umozliwito wnioskowanie o braku istotnego
negatywnego wptywu komponentéw wystepujacych w winach owocowych na wyniki oznaczania stgzenia
etanolu. Zastosowanie metod ,,Multiple Addition Test” i chromatografii gazowej (GC) potwierdzilo ten
wniosek. Wyniki uzyskane z poréwnania obu metod byly zgodne, a wspotczynniki korelacji wynosity
odpowiednio r = 0,997 (p < 0,0001) w przypadku win owocowych czerwonych oraz r = 0,998 (p < 0,0001)
— win owocowych biatych.

Stowa kluczowe: alkohol, oksydaza alkoholowa, wina owocowe, napoje owocowe, soki

Wprowadzenie

Testy na obecno$¢ etanolu i oznaczania jego zawarto$ci sg wazne do kontroli pro-
cesOw fermentacji oraz w certyfikacji roznych napojow alkoholowych i bezalkoholo-
wych. Istnieje wiele réoznych chemicznych i fizykochemicznych metod oznaczania
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zawarto$ci alkoholi [9, 10]. Najprostsze polegajg na destylacji alkoholu, a nastgpnie
densymetrycznej lub refraktometrycznej analizie destylatu [6]. Wadami tych metod sa
czasochtonnos¢, niska doktadnosé i trudno$¢ wykonania oznaczen seryjnych. Che-
miczne metody oznaczania alkoholi polegaja na reakcji utleniania etanolu dwuchro-
mianem potasu lub innym utleniaczem. Zawarto$¢ alkoholu oznacza si¢ przez fotome-
tryczny pomiar st¢zenia roztworu utleniacza lub miareczkowanie dwuchromianu
tiosiarczanem sodu. Ich zaletg jest niski koszt analizy. W Polsce najpowszechniej wy-
korzystuje si¢ metody chemiczne, ktérych zastosowanie regulujg odpowiednie normy
[11]. Jednak prawie wszystkie te metody cechuje niska czulos$¢ i specyficznos¢, a po-
nadto nie mogg by¢ stosowane w przypadku obecnos$ci w probach réznych alkoholi.
Sposrod innych metod stuzacych do oznaczania zawartosci alkoholu na uwage zastu-
guja: chromatografia, chemo- i bio-sensorowe metody analizy alkoholi oraz metody
enzymatyczne. W praktyce, szczegdlnie przydatna jest chromatografia gazowo-
cieczowa, ktora zapewnia wysoka czuto$¢, selektywno$¢ i mozliwos¢ jednoczesnej
identyfikacji oraz ilosciowego oznaczania r6znych substancji [8]. Jednak z uwagi na
wysoki koszt zakupu samego urzadzenia i konieczno$¢ zatrudnienia wykwalifikowa-
nego personelu nie jest metoda powszechnie stosowana. Analogiczne ograniczenia
dotycza nowoczesnej, dajacej mozliwos¢ bardzo szybkiej identyfikacji metody ozna-
czania etanolu za pomoca rezonansu jadrowo-magnetycznego (NMR) [6].

Juz przed 50 laty zaproponowano metod¢ enzymatyczng oznaczania alkoholu ety-
lowego polegajaca na utlenieniu etanolu do aldehydu octowego za pomoca dehydroge-
nazy alkoholowej (ADH) w obecnosci dinukleotydu nikotynamidoadeninowego
(NAD"). Produkt tej reakcji (NADH) mozna oznaczy¢ spektrofotometrycznie przy
dlugosci fali A = 340 nm. Metoda jest wprawdzie selektywna, czuta i prosta w wyko-
naniu, ale z powodu wysokiej ceny enzymu i jego kofaktora NAD" nie nalezy do me-
tod tanich [2].

Alternatywa dla dehydrogenazowej analizy etanolu jest wykorzystanie oksydazy
alkoholowej (AO) drozdzy metylotroficznych. W odréznieniu od dehydrogenazy alko-
holowej, AO zawiera $cisle zwigzany z biatkiem koenzym FAD, a reakcja, ktorg prze-
prowadza ma charakter nieodwracalny [3].

Reakcja utleniania alkoholu tlenem atmosferycznym do aldehydu octowego i nad-
tlenku wodoru katalizowana przez oksydaze¢ alkoholowa jest podstawg metody enzy-
matycznej AOP (oksydaza alkoholowa + peroksydaza chrzanowa):

oksydaza
CH;CH,0OH + O, — CH;CHO + H,0,

Nadtlenek wodoru jest wykorzystywany nastepnie w reakcji katalizowanej przez
drugi enzym — peroksydaze chrzanowg do utlenienia bezbarwnego chromogenu do
zwigzku barwnego:
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peroksydaza

chromogen barwnik

Powyzsza reakcja jest podstawg analitycznego zastosowania AO w zestawie do
oznaczania alkoholu zwanym ,,Alkotest”. Istot¢ pomiaru stanowi ilo§¢ wytworzonego
nadtlenku wodoru. W zestawie tym, w przeciwienstwie do znanych analogow (np. 2,2-
benzydyna, o-toluidyna, kwas 5-aminosalicylowy, 4-aminopirydyna i in.), jako chro-
mogen wykorzystuje si¢ nietoksyczng tetrametylobenzydyne (TMB-3,3°,5,5%) [7].
TMB pod wptywem nadtlenku wodoru i peroksydazy chrzanowej przeksztatca sig
w barwnik oznaczany fotometrycznie. Zestaw analityczny ,,Alkotest” zostal opracowa-
ny i opatentowany w Instytucie Biologii Komoérki Panstwowej Akademii Nauk Ukrai-
ny [4]. W zaproponowanej modyfikacji w trakcie analizy z zastosowaniem peroksyda-
zy wykorzystywana jest zmniejszona 10 do 20-krotnie ilos¢ chromogenu TMB, a reak-
cja zatrzymywana jest przez dodawanie do mieszaniny reakcyjnej kwasu solnego o pH
1,4 - 2,1. W poréwnaniu z innymi metodami ten wariant analizy wykazuje szereg zalet
tj. zwigkszenie czutosci (7-krotne), doktadnos$¢ analizy [5] oraz zmniejszenie kosztow
analizy, poniewaz AO zestawu ,,Alkotest” jest izolowana z komodrek zmutowanego
szczepu drozdzy metylotroficznych Hansenula polymorpha C-105 (gcrl catX). Mutant
ten ma catkowicie zablokowang produkcje¢ katalazy i jest zdolny do ciaglej syntezy
oksydazy alkoholowej podczas hodowli na podtozu mineralnym z glukoza [1].

Celem niniejszej pracy byla ocena przydatnosci zastosowania metody enzyma-
tycznej i odpowiedniego zestawu analitycznego ,,Alkotest” do analizy ilo§ciowej za-
warto$ci etanolu w winach, napojach owocowych i sokach.

Material i metody badan

Do badan uzyto napojow owocowych i sokéw firm: Tymbark, Cappy, Fortuna,
Hortex, win owocowych: Specjat, Cezar, Canelli, Waldwein, Nalewka Babuni, a takze
napojow winopodobnych tj. Truskawkowa beczka i Lipa miodowa oraz midd pitny
i piwo bezalkoholowe.

Oznaczanie zawartosci etanolu w badanych probach prowadzono z uzyciem ze-
stawu analitycznego ,,Alkotest” o nastgpujacym skladzie:

— chromogen — sucha mieszanina 3,3’,5,5’-tetrametylobenzydyny (TMB) ze sktadni-
kami buforu fosforanowego,

— enzymy — stabilizowana zawiesina oksydazy alkoholowej (AO) i peroksydazy
chrzanowej w siarczanie amonu,

— standard — wzorcowy roztwor etanolu o st¢zeniu 10 g/l w obecnosci stabilizatora,

— 0,8 M HCI — odczynnik stosowany do zatrzymywania reakcji.
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Do produkcji AO — komponentu zestawu ,,Alkotest” — wykorzystano pozbawiony
aktywnosci katalazy szczep mutanta drozdzy metylotroficznych z uszkodzong katabo-
liczng represjg glukozowa Hansenula polymorpha C-105 (gcrl catX). AO izolowano
z bezkomodrkowego ekstraktu H. polymorpha C-105 (gcrl catX) przez stracanie siar-
czanem amonu w obecnosci 50 mM buforu fosforanowego o pH 7,51 2,5 mM EDTA.
Do ekstraktu dodawano siarczan amonu (do 50 % nasycenia). Mieszaning pozostawia-
no na 12 h w temp. 4 °C do calkowitego rozpuszczenia soli. Osad biatek oddzielano
przez wirowanie (10 tys. obr./min, 4°C, 15 min), a supernatant zawierajgcy AO trakto-
wano (NH4),SO, (do 70 % nasycenia). Po wirowaniu osad AO po dwukrotnym prze-
ptukaniu schtodzonym 2,84 M roztworem siarczanu amonu z 2,5 mM EDTA zawie-
szano w minimalnej objetosci tego roztworu i przechowywany w temp. -10 °C.

Przebieg oznaczania etanolu prowadzono zgodnie z metoda Gonchar i wsp. [3].

Aktywno$¢ AO oznaczano na podstawie ilosci (umole) nadtlenku wodoru wytwa-
rzanego w ciggu 1 min w przeliczeniu na 1 mg biatka. Mieszanina reakcyjna zawierata
2,5 ml 0,3 mM o-dianizydyny w 50 mM buforze fosforanowym, pH 7,5, 0,2 ml perok-
sydazy chrzanowej (1 mg/ml), 0,15 ml ekstraktu bezkomoérkowego rozcienczonego
100-krotnie. Mieszaning inkubowano 5 min w temp. 30 °C, a nastepnie dodawano
0,15 ml 0,2 M metanolu. Catos¢ inkubowano przez 20 min w temp. 30 °C. Reakcje
zatrzymywano 0,8 M kwasem solnym. Nadtlenek wodoru analizowano spektrofotome-
trycznie przez oznaczanie ilosci barwnego produktu utleniania o-dianizydyny w obec-
nosci peroksydazy przy dlugosci fali A = 525 nm.

Rozcienczenia analizowanych probek win (250%, 500%, 750%, 1000x, 1250% lub
1500x) wykonywano w zaleznosci od oczekiwanej zawartosci etanolu. Reakcje pro-
wadzono w rezimie czasowym. Do 100 ul kazdego rozcienczenia badanej proby doda-
wano 3,5 ml mieszaniny chromogenu z enzymami w odstepach co 15 s. Reakcj¢ ha-
mowano po 15 min poprzez dodawanie 0,5 ml 0,8 M HCI do kazdej probki w tej samej
kolejnosci i1 interwatach czasowych. W kazdej serii wykonywano takze proby kontrol-
ne (dodawanie wody zamiast probki) i proby wzorcowe (dodawanie standardowego
roztworu etanolu zamiast probki). Absorbancje mierzono przy dtugosci fali A = 450 nm
wobec proby kontrolnej.

Oprocz standardowego oznaczania zawartosci etanolu w probkach metodg AOP
z wykorzystaniem zestawu ,,Alkotest” zastosowano takze jej modyfikacje ,,Multiple
Addition Test”. Metoda ta polegata na dodawaniu do oznaczonej obigtosc¢i badanego
wina w rozcienczeniu 500x (100 pl) réznych iloéci standardu etanolu (w celu we-
wngetrznej kalibracji na tle probki badanej) i nastgpnym oznaczaniu alkoholu wedtug
opisanej wyzej metody.

Do poréwnania wynikoéw uzyskanych z metody AOP w modyfikacji ,,Multiple
Addition Test” wykorzystano referencyjng metode chromatografii gazowej (GC):
Chromatograf LCM-80, kolumna 200%0,3 cm, detektor — katarometr. Do fiolki penicy-
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linowej z 0,5 ml 50 % kwasu trojchlorooctowego (TCA) dodawano 0,5 ml badanej
probki. Fiolke zamykano i wstrzasano. Za pomoca strzykawki dodawano 0,3 ml 30 %
azotanu(IIl) sodu i po wymieszaniu 2 ml fazy gazowej wprowadzano do chromatogra-
fu. Jako standard wewngtrzny uzywano propanol; 2 ml 4 %o [g/1] propanolu mieszano
z 2 ml badanej probki i 1 ml mieszaniny dodawano do fiolki penicylinowej z 0,5 ml
50 % TCA. Po zamknieciu fiolki dodawano strzykawka 0,3 ml 30 % NaNO,. Po 1 min
mieszania, 2 ml fazy gazowej wstrzykiwano do chromatografu. Krzywa kalibracyjna
wyznaczono z wykorzystaniem 1, 2, 3, 4 1 6 %0 wodnego roztworu etanolu. Stgzenie
etanolu oznaczano na podstawie wysokosci pikow azotanu(Ill) etylu.

Wyniki i dyskusja

Wykorzystanie zestawu ,,Alkotest” w przeprowadzanych badaniach umozliwito
przeanalizowanie zawarto$ci alkoholu w polskich winach owocowych, jak rowniez
w napojach i sokach owocowych.

Wykorzystujac metode AOP do analizy zawartos$ci etanolu nie prowadzi si¢ de-
stylacji alkoholu, ktéra moze eliminowa¢ komponenty wina czy soku, negatywnie
wplywajace na przebieg reakcji enzymatycznej. Do takich sktadnikoéw win naleza np.
fenole zaklocajace dziatanie enzymow, substancje redukujace oraz pigmenty, ktore
moga by¢ przyczyna uzyskania nieprawidtowych wynikow.

Wina czerwone zawieraja duzo fenoli, ktére podczas analizy moga by¢ utleniane
przez H,0,, powstajacy w reakcji AO z etanolem w obecnos$ci peroksydazy. W takim
przypadku reakcja utlenienia chromogenu TMB przez peroksydaze moze konkurowac
z reakcjg utleniania fenoli wina, co w konsekwencji moze prowadzi¢ do blednych wy-
nikow. Warto zaznaczy¢, ze wplyw czerwonego wina na przebieg analizy etanolu jest
bardziej istotny w poréwnaniu z winem biatym. Zjawisko to tlumaczy si¢ wyzszym
stezeniem pochodnych fenoli w winach czerwonych [12].

W celu potwierdzenia ewentualnego, negatywnego wplywu specyficznego sktadu
chemicznego réznych win, sokow i napojow owocowych na wyniki oznaczen zawarto-
sci alkoholu, przeprowadzono stosowne analizy.

Pierwszym etapem badan bylo oznaczenie zawartosci alkoholu w badanych wi-
nach ze standardowym wykorzystaniem zestawu enzymatycznego ,,Alkotest” w celu
sprawdzenia przypuszczenia o mozliwym negatywnym wptywie komponentow anali-
zowanych produktéw na wyniki oznaczania zawarto$ci alkoholu. Na rys. 1.1 2. przed-
stawiono stezenia alkoholu w winach owocowych czerwonych i biatych, odpowiednio,
w zalezno$ci od ich rozcienczenia.

Nie wykryto znaczaco negatywnego wpltywu chemicznego sktadu win na obli-
czone zawartosci alkoholu, poniewaz w przypadku mniejszego rozcienczenia, kiedy
mozna oczekiwaé najwigkszego negatywnego wptywu komponentéw napojow na ana-
liz¢ enzymatyczng, te st¢zenia prawie nie zmniejszaja si¢ we wszystkich badanych
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—&— Wino poziomkowe "Specjal" / Wild strawberry wine "Special")
—@— Wino wisniowe "Special" / Cherry wine "Special")
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105 L —<4— Wino "Beczka truskawkowa" / Wine "Beczka truskawkowa"

100 -

95—- \I
90 ] \1
85

@
-[’/4\§>§§1
70
65
60 -
55
50

45—

e ———
\%I

Stezenie etanolu / Concentration ethanol [g/1]

T T T T T 1
400 600 800 1000 1200 1400

Rozcienczenie / Dilution

Rys. 1.  Stegzenie etanolu w winach czerwonych owocowych w zaleznosci od rozcienczenia probek.
Fig. 1.  Ethanol concentration in red fruit wines depending on the dilution of samples.

—4a— Wino "Nalewka babuni" / Wine "Nalewka babuni"
—&— Wino brzoskwiniowe "Canelli" / Peach wine "Canelli"
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Rys. 2.  Stezenie etanolu w winach biatych owocowych w zaleznosci od rozcieniczenia probek.
Fig. 2.  Ethanol concentration in white fruit wines depending on the dilution of samples.
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Tabela 1l

Stezenie etanolu w wybranych winach owocowych oznaczone metodami: rutynowa AOP, ,Multiple
Addition Test”, technika chromatografii gazowe;j.

Ethanol concentration in selected fruit wines as determined using the following methods: AOP routine
method, “Multiple Addition Test”, and gas chromatography.

Metoda / Method
. . Roznica wynikow oznaczenia
o,
Stezenie etanolu / Ethanol concentration [%] Difference in determination results
Wino Test istotnosci
Wine th:lte}:ftr(l)(()i\;va Multiple | Chromatografia | Rutynowa Sioni frozmc}:r
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GC
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probkach. Odwrotnie, wystepuje zmniejszenie obliczonego (rys. 11 2) stezenia alkoho-
lu w miar¢ rozcienczenia, co oczywiscie, moze wynika¢ z btedu odczytu matych war-
tosci absorbancji w rozcienczonych probkach z bardzo matym stezeniem alkoholu.

W drugim etapie badan dokonano porownywania wynikoOw oznaczania zawarto$ci
alkoholu w czerwonych i biatych winach owocowych otrzymanych za pomoca ruty-
nowej metody AOP oraz modyfikacji ,,Multiple Addition Test” (MAT) (rys. 3 i 4).
Liniowos$¢ wykresu w obydwu metodach jest bardzo dobra (wspoétczynniki korelacji
liniowej wynosza odpowiednio r = 0,9976 (p < 0,0001) w przypadku win czerwonych
ir=0,9974 (p < 0,0001) win bialych. Krzywe kalibracyjne rutynowej metody i MAT
maja podobne warto$ci nachylenia tj. odpowiednio 1,679 i 1,845 — w przypadku win
czerwonych oraz 1,678 i 1,845 — w przypadku win biatych. Réznice migdzy wspol-
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czynnikami kalibracyjnymi rutynowej metody i metody MAT nie przekraczajg 9,0 %.
Stezenia etanolu uzyskane z uzyciem obydwoch metod sg zgodne (tab. 1). Dane te,
a takze bardzo bliski do rownoleglego charakter krzywych kalibracyjnych wskazuja, ze
obecnos¢ substancji potencjalnie hamujgcych w winach owocowych czerwonych
i bialych w nieznaczny sposdb wplywajg na przebieg reakcji utleniania TMB przez
peroksydaze.

W kolejnym etapie badan przeprowadzono oznaczenie zawartosci alkoholu w ba-
danych probkach za pomoca chromatografu gazowego (GC), ktéra wykazata niewiel-
kie réznice stezen etanolu w poroOwnaniu z metoda enzymatyczng. Stezenie etanolu
mierzone technikg GC w probkach wina czerwonego i bialego wynosito odpowiednio
8,52 1 9,02 %, natomiast w modyfikacji ,,Multiple Addition Test” (MAT) w winie
czerwonym 9,94 %, a biatym 8,63 % (tab. 1). Poréwnanie r6znicy wynikow rutynowej
metody AOP i MAT w odniesieniu do GC wykazato, ze MAT nie cechuje si¢ lepsza
korelacja wynikéw analitycznych w poréwnaniu z rutynowa AOP (test istotnosci roz-
nicy p waha si¢ od 0,002 do 0,2 w zaleznos$ci od typu wina; tab. 1). W zwiazku z po-
wyzszym mozna stwierdzi¢, ze do seryjnych oznaczen alkoholu w winach (biatych
i czerwonych) zasadne jest stosowanie mniej skomplikowanego rutynowego wariantu
analizy, ktory nie wymaga wewnetrznej kalibracji.

m  Krzywa wzorcowa / Calibration curve
® Krzywa: wzorcowe stezenie etanolu + 100ul badanego wina "Canelli brzoskwiniowe"
/ Curve: standard ethanol concentration +100ul pewch wine"Canelli" test
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Rys. 3. Zawarto$¢ etanolu w biatym winie owocowym ,,Camelli brzoskwiniowe” metoda ‘“Multiple
Addition Test”.
Fig. 3. Ethanol content in white peach wine “Camelli” by “Multiple Addition Test” method.
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B Krzywa wzorcowa / Calibration curve
® Krzywa: wzorcowe stezenie etanolu + 100ul badanego wina poziomkowego "Specjal"/
Curve: standard ethanol concentration +100ul wild strowberry wine "Special”
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9,43788E-17
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Rys. 4. Zawarto$¢ etanolu w czerwonym winie owocowym ,,Special wisniowe” metoda ,,Multiple Addi-
tion Test”.
Fig. 4. Ethanol content in red cherry wine “Special” by ,,Multiple Addition Test” method.

W tab. 1. przedstawiono zastosowane metody oznaczania stgzenia alkoholu
w wybranych biatych i czerwonych winach owocowych.

W celu zwigkszenia czutosci metody oznaczanie zawarto$ci etanolu w sokach
1 napojach bezalkoholowych wykonano z dodatkiem 5-krotnie wyzszego stezenia en-
zymoOw. Przy wykorzystaniu rutynowego wariantu metody AOP, liniowo$¢ krzywej
kalibracyjnej byta zachowana do stezenia analitu 0,9 g/l (rys. 5A). Przy 5-krotnym
zwigkszeniu stezenia enzymow (AO 1 PO) w mieszaninie reakcyjnej (rys. 5B) zaob-
serwowano rowniez S-krotne zwigkszenie nachylenia krzywej kalibracyjnej (8,02 vs.
1,61), czego mozna bylto oczekiwac na podstawie zakonczenia reakcji enzymatycznej
na etapie 5-10 % enzymatycznego przeksztatcenia analitu [2]. Przy zastosowaniu takiej
metody w badanych sokach i napojach bezalkoholowych wykryto sladowe ilosci alko-
holu, co nie jest mozliwe z wykorzystaniem standardowej metody. Ten wariant metody
mimo uzycia wickszej ilosci enzymow wykazuje 5-krotnie wyzsza czuto$¢ (tab. 2).

Zaletami enzymatycznej metody z zastosowaniem zestawu ,,Alkotest” sa dobre
wlasciwosci analityczne, wysoka stabilnos¢ i powtarzalno$¢ wynikoéw, co pozwala na
wykorzystanie zestawu do kontroli zawartosci etanolu w czerwonych i biatych winach
owocowych, jak rowniez w sokach i napojach bezalkoholowych.
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Rys. 5.

Fig. 5.
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Krzywe kalibracyjne do oznaczania etanolu metoda AOP. A — w warunkach standardowych;
B — z 5-krotnym stezeniem enzymow.
Calibration curves to be used in determining ethanol using AOP method. A — under standard
conditions; B — using a 5-fold higher concentration of enzymes.
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Tabela 2

Stezenie etanolu w sokach i napojach bezalkoholowych metoda rutynowa AOP i z udzialem 5-krotnego
stgzenia enzymow.

Ethanol concentration in juices and non-alcoholic beverages using AOP routine method and with the
addition of 5-fold higher concentration of enzymes.

. Sok jabtkowy .
Napdj Antondéwka Malinowa pasja Piwo
Soki i napoje bezalkoholowe | truskawkowy N .I,), ) bezalkoholowe
. . . ,Fortuna . Karmi
Juices and non-alcoholic ,,Cappy .. ,,TESKO
Apple juice Raspberry .
beverages Strawberry y . .,, | Non-alcoholic
. N Antondéwka passion ,,Karmi .
drink ,,Cappy’ N beer ,,TESCO
,,Fortuna
Stezenie etanolu — metoda
rutynowa AOP 0,035+0,003 | 0,024£0,002 | 0,009=0,001 | 0,005 0,0005
Ethanol concentration —
AOP routine method [%]
Stezenie etanolu z 5-krotnym
stgzeniem enzymow
Ethanol concentration at 0,068 + 0,004 0,043 £ 0,003 0,022 £ 0,002 0,049 £+ 0,003
5-fold higher enzyme
concentration [%]

Whioski

1.

(1]

Metoda enzymatyczna AOP z zastosowaniem ,,Alkotestu” pozwala na okreSlenie
z duza doktadnoscig zawartosci etanolu w winach owocowych, jak rowniez w so-
kach i napojach bezalkoholowych. Cechuje jg wysoka czuto$¢ bardzo dobra linio-
wos¢ w szerokim zakresie stezen analitu.

. Zastosowanie ,,Alkotestu” znacznie ulatwia oznaczanie st¢zenia etanolu, a analiza

jest mniej czaso- i pracochtonna.

. Poréwnanie rutynowej metody ,,Alkotest” i jej modyfikacji ,,Multiple Addition Test”

wykazato brak istotnego wptywu hamujacych komponentow wystepujacych w winach
owocowych, ktore dzialatyby negatywnie na wyniki oznaczania st¢zenia etanolu.

. Porownywanie metody ,,Multiple Addition Test” z referencyjng metodg GC wyka-

zato nieznaczne roznice zawartosci etanolu w badanych probach.

. Zwickszenie 5-krotne st¢zenia enzymdw w poroéwnaniu z rutynowa metoda ,,Alko-

test” pozwolito na wykrycie sladowych zawartosci etanolu w badanych sokach, na-
pojach oraz w piwie bezalkoholowym.
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DETERMINING THE CONTENT OF ETHANOL USING ENZYMATIC METHOD
IN ALCOHOLIC AND NON-ALCOHOLIC BEVERAGES

Summary

The objective of the study was to assess the usefulness of enzymatic method and analytical ,,Alkotest” kit
applied to perform a quantitative analysis of the ethanol content in wines, fruit drinks and juices, meads, and
non-alcoholic beer. Based on the assessment results obtained, the usefulness of the enzymatic method was
proved as regards its application in determining the ethanol content in the products under analysis. The meth-
od used is considerably less expensive compared to other enzymatic methods because of the low costs of
alcohol oxidase preparation (AO) produced from a ‘Hansenula polymorpha C-105 (gcr 1 catX)’, a mutated
methylotrophic yeast strain with the disturbed catabolic repression of the AO synthesis. It was proved that the
different chemical compositions of fruit wines and juices slightly impacted the determination of the content of
alcohol therein. Based on the comparison of the ,,Alkotest” method and its modified ,,Multiple Addition Test”
version, it was possible to state that there was no significant negative effect of components contained in fruit
wines on the determination results of the ethanol concentration. The application of the ,,Multiple Addition
Test” and Gas Chromatography (GC) methods confirmed the above conclusion. The results achieved from
comparing the two methods were comparable, and the correlation coefficients amounted to, respectively,
0.997 at p <0.0001 for red fruit wines and 0.998 at p < 0.0001 for white fruit wines.

Key words: alcohol, alcohol oxidase, fruit wines, fruit drinks, juices
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