MENDELOVA UNIVERZITAV BRNE
AGRONOMICKA FAKULTA

BAKALARSKA PRACE

BRNO 2015 Petra Mimochodkova



Mendelova univerzita v Brné

Agronomicka fakulta

Ustav technologie potravin

) Agronomicka Mendelova
univerzita
v Brné

Moderni analytické metody pri analyze pivovarskych

produktii a meziprodukti

Bakalatska prace

Vedouct prace: Whpracovala:

Ing. Tomas Gregor, Ph.D. Petra Mimochodkova

Brno 2015






Cestné prohlaseni

Prohlasuji, Ze jsem bakalafskou praci na téma Moderni analytické metody pfi analyze
pivovarskych produkti a meziprodukti vypracovala samostatné a veskeré pouzité
prameny a informace uvadim v seznamu pouzité literatury. Souhlasim, aby moje prace
byla zverejnéna v souladu s § 47b zakona ¢. 111/1998 Sb., o vysokych skolach ve znéni
pozdéjsich predpist a v souladu s platnou Smérnici o zverejrovani vysokoskolskych

zaverecnych praci.

Jsem si védoma, Ze se na moji praci vztahuje zakon ¢. 121/2000 Sb., autorsky zakon, a
ze Mendelova univerzita v Brné ma pravo na uzavieni licenéni smlouvy a uziti této

prace jako Skolniho dila podle § 60 odst. 1 autorského zakona.

Dale se zavazuji, ze pred sepsanim licencni smlouvy o vyuziti dila jinou osobou
(subjektem) si vyzadam pisemné stanovisko univerzity, ze predmétna licen¢ni smlouva
neni v rozporu Sopravnénymi zajmy univerzity, a zavazuji se uhradit pfipadny

piispévek na thradu nékladl spojenych se vznikem dila, a to az do jejich skutecné vyse.



PODEKOVANI

Timto bych chtéla podékovat panu Ing. Tomasi Gregorovi, PhD za odborné vedeni a
cenné rady, které mi poskytoval béhem zpracovani bakalarské prace a zaroven za Cas,

ktery vénoval konzultacim.



ABSTRAKT

Bakalai'ska prace je zaméfena na pouziti analytickych metod ve vztahu ke stanovovani
jednotlivych vlastnosti a komponent pivovarskych meziproduktii a produkti. Nejprve
byly popsany zékladni principy vyroby piva. Dalsi kapitola se zaobird problematikou
konvenc¢nich analytickych metod, které jsou dodnes vyuzivany v praxi. Na zavér jsou

popsany vybrané novodobé metody pouzivané v pivovarsko — sladaiské analytice.

Kli¢ova slova: chromatografie, pivo, analyza

ABSTRACT

This bacelor thesis is focused on the application of analytical methods in relation to the
determination of individual properties and components of brewing intermediates and
products. First of all were be described the basic principles of the production of beer.
The next chapter discusses the problems of the conventional analytical methods, which
are still used in practice. In conclusion are described selected modern methods used in

the brewery — malting analyst.
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1 UVOD
Pivo jiz né&kolik stoleti bezesporu patii k naSi historii a jeho obliba stale stoupa.
V névaznosti na tento aspekt roste i jeho spotieba, ve které si Ceska Republika drzi uz nékolik
let prvenstvi. Diky takové popularit¢ a neustalé snaze pivovart vyrabét kvalitngjsi a chutnéjsi
produkty je potieba stale vyspélejSich analytickych a modernich metod k jeho analyze. Pravé
této problematice se vénuje ma bakalaiskd prace. Zaméfila jsem se predevSim na zmapovani
stavajicich osvédCenych metod v porovnani s nejnovejSimi  moznostmi  stanoveni

pivovarskych produkti a meziprodukti.

Téma bakalatské prace jsem si vybrala na zakladé absolvovani bakalarské praxe v jednom
Z nejvetSich pivovari u nas. Nejvice mé zaujaly modernich technologie na zaklade
chromatografickych metod ve spojeni s hmotnostni spektrometrii a nové moznosti piipravy

vzorkda.



2 CIL PRACE
Cilem této bakalaiské prace je komplexni literarni piehled analytickych metod vyuzivanych
V pivovarnictvi. Je zaméfena predevSim na moderni instrumentdlni metody v porovnani

s klasickymi laboratornimi metodami.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Zakladni principy vyroby piva

Pivo je slab¢ alkoholicky napoj, ktery se vyrabi ze tii zdkladnich surovin — obilného sladu,
vody a chmele. Proces vyroby piva probiha v pivovaru a skladd se z ptipravy mladiny,
hlavniho kvaseni, dokvasovani a zrani piva. Poté nasleduji zavére¢né upravy piva, jako je
filtrace, pasterace a stabilizace piva, a stiCeni piva do transportnich nadob.

(BASAROVA et. al., 2011)
3.1.1 Vyroba mladiny

Technologie vyroby mladiny se sestdva z nasledujicich krokti — Srotovéni sladu, vystirani
sladového Srotu do vody, rmutovani, scezovani sladiny a vyslazovani sladového mlata,
chmelovaru a chlazeni mladiny. VSe pobihda ve varng, ktera je srdcem pivovaru a jeji

technické zafizeni je vyrobeno bud’ z m&di, nebo z nerezové oceli. (BASAROVA, 2011)

Nejprve je potfeba pievést obsahové latky sladu, pfedevsim Skrob, do roztoku. Poté je
sladové enzymy mohou snadno pfevést ve smés nizemolekuldrnich sacharidid, které jsou
v dal$im technologickém tseku pivovarskymi kvasinkami zkvaSeny na ethanol a oxid

uhligity.

Slad je rozSrotovan a smichan s vodou pfi tzv. vystirdni. Vystiraci teplota se u dobfe
rozlusténych sladli pohybuje kolem 35 az 38 °C. Navazuje rmutovani, kdy se cely objem
zahtiva na vys$i teploty, které jsou optimalni pro ¢innost enzymi. Rozdélujeme dekokéni
a infuzni rmutovani. Infuzni rmutovani je nejjednodussi zpisob vyroby sladiny vzhledem
K tomu, Ze je mozné ho provadét pouze v jedné vyhiivané nadobé a to tak, Ze se pouziva
nejvyssi odrmutovaci teplota a ¢ast dila se nepovatuje. Zatimco dekok¢ni zplisob rmutovani,
ktery je v nasich pivovarech nejbéznéjsi, vyuziva dvé nddoby, kde jedna z nich je vyhfivana

a rmuty se v koneéné fazi povaiuji. (BASAROVA, 2010; DANEK et. al. 1982)

V naSich pivovarech je nejCastéji vyuzivany zpusob vafeni piva na dva rmuty, existuje
I tiirmutovy nebo jednormutovy postup. Objem vsech dil¢ich rmutt se vzdy voli tak, aby po

jejich spusténi do zbytku vystirky stoupla teplota na teplotu pozadovanou.

Enzymy zplsobuji rozstépeni a prevedeni extraktu do roztoku, nejpodstatnéjsi je Cinnost

amylolytickych, proteolytickych a kyselinotvornych enzymi. Prvni, mensi podil extraktu
3



ptechézi do roztoku uz pfi vystirani, druhy az pfi rmutovani, kdy se vystirka postupné vyhiiva
na teploty vhodné pro Cinnost jednotlivych skupin enzymi, podle nichz jsou jednotlivé

teploty pojmenovany:

e 35az738°C - kyselinotvorna teplota

e 48 az 52 °C - peptonizacni teplota

e 60 az 65 °C - nizsi cukrotvorna teplota
e 70az75°C - vyssi cukrotvorna teplota

e 78 °C — odrmutovaci teplota

vvvvvv

maltosu a dextriny. K rozstépeni Skrobu dochazi ve tiech fazich — bobtnani a zmazovaténi

skrobu, ztekuceni a zcukieni $krobu. (PELIKAN et. al. 2004)

Jestlize Skrobovou emulzi zahfivame, dojde nejprve k bobtnani a zmazovaténi. Timto
fyzikaln€ chemickym procesem se méni §krob na visk6zni kapalinu a pfechazi tak do roztoku.

Optimalni teplota u sladového Skrobu je 50 — 57 °C. V dalsi fazi dochazi piisobenim

a-amylasy k ztekuceni §krobu a vznika rozpustny amylodextrin pfi teplotach 65 az 75 °C a pH
4,6. Enzym o - amylasa se inaktivuje pii teploté 80 °C. (CEPICKA, 1995)

V kone¢né fazi dochéazi k zcukteni, tedy Uplnému rozstépeni makromolekul Skrobu na
jednodussi cukry a dextriny, a to diky enzymiim o - amylasy a B - amylasy. Optimalni teplota
pro zcukieni je pro B — amylasu 60 — 65 °C a pH 4,5, pii teplot¢ 75 °C se inaktivuje.
Zkracovanim ¢i prodluzovanim casového intervalu k dosazeni optimalnich teplot pro
dextrinotvornou a - amylasu nebo cukrotvornou 3 - amylasu lze ovlivnit slozeni vysledného
extraktu. Cely pribéh Stépeni Skrobu se béhem vyroby kontroluje jodovou zkouskou.

(CEPICKA, 1995)

Vedle Stépeni Skrobu je pfi rmutovani technologicky dulezité 1 Stépeni
vysokomolekularnich bilkovin. Bilkoviny maji vliv na pénivost piva, plnost jeho chuti
a predevSim jsou dulezité aminokyseliny, které vznikaji jejich St€penim a jsou nezbytné pro
spravné prokvaseni piva. Jejich obsah se vSak musi kontrolovat, protoze nadmeérné mnozstvi

zplsobuje horsi stabilitu a trvanlivost piva. (CEPICKA, 1995)



Proteolytické enzymy Stépici bilkoviny jsou nejaktivnéjsi pfi tzv. peptonizacni teploté
50°C. Vzniklé aminokyseliny snizuji spolu s kyselinou fosforecnou, kterd vznika rozkladem
fosforu kyselinotvornymi enzymy, pH roztoku a vytvari tak potiebnou kyselou reakci rmuti,

ktera je dalezita pro dalsi ¢innost enzymu. (THOMPSON, 2012)

Po ukonceni procesu rmutovani je nutné rozd¢lit vzniklé dilo na dvé faze — kapalnou
a pevnou. Kapalna faze se nazyva sladina a pevna mlato. Cini se tak na scezovaci kadi, kam je
dilo pfevedeno z vystiraci kadé nebo jiné nddoby. Po urcité dobé se zacne tvofit na dn¢ kade
sediment z mlata a vytvofi vrstvu o vySce 20 — 30 cm. Vzniklou vrstvou zaéne protékat
sladina, ktera je zprvu kalna, proto se tato Cast vraci potrubim zpét nad vrstvu mlata a cedi se
znovu. Zafizeni kontroluje Cirost a stupiiovitost sladiny, kterd se nazyva ptredek az do
pozadované Cirosti. Poté se piredek pirevede do mladinové panve a zacne vyslazovani mlata.
Mlato se proléva horkou vodou, aby se znéj dostalo co nejvice extraktu, ktery zde po
oddéleni ptedku zbyva, vznikd tzv. vystielek. Proces se opakuje az do pozadované
stupniovitosti posledniho vystielku, coz byva 1 %. Posledni vystielky se nazyvaji patoky, maji
nejnizsi stupnovitost a vedou se nejcastéji do odpadu. Ostatni jsou piecerpany do mladinové
panve, smichany s predkem, je zméfena stupniovitost a ptivede se vSe k varu. Vyslazené mlato
se ze scezovaci kadé vyhrne a dopravi do zasobniku, odkud je bud’ rychle odvédzeno pro

krmné ucely, anebo ususeno, protoze se rychle kazi. (CHLADEK, 2007)

Nastdva chmelovar — vafeni sladiny spolu schmelem, nejcastéji chmelovym
granulatem, casto smichanym s chmelovym extraktem. Cilem chmelovaru je pfevedeni
hotkych latek chmele do mladiny, jeji sterilace, inaktivace enzymi a koagulace bilkovin
s polyfenolovymi latkami sladu a chmele. Dilezité je i odpateni vody tak, aby dosahla vznikla
mladina poZadované stupniovitosti. Cely chmelovar trvd 90 minut a chmelové pfipravky se
jsou izomera¢ni reakce a - hotkych kyselin a tim vznik iso — a - hotkych kyselin. Dochazi
také k Maillardové reakci a vzniku aromatickych a barevnych latek. Vznikd mladina, jejiz
vzorek je potfeba po chmelovaru zkontrolovat, zméfit stupniovitost a sledovat tzv. ,, mladinovy
lom“. Mladinovy lom ukazuje, zda koagulace bilkovin pfi varu probéhla spravné a doslo

k vytvofeni klkii — shluky pevnych vloéek v jinak &iré mlading.(CHLADEK, 2007)

Mladina déale prochazi vifivymi kadémi, usazovacimi kadémi, dekantéry nebo

odstfedivkami, aby byly odstranény hrubé kaly. Dochézi k roztoceni mladiny a za plisobeni
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odstedivé sily vznikd ve stfedu kadé tzv. kolac z tézSich kalti. Mladina je otvory v kadi
odcerpavana do chladice mladiny, kde je dochlazena z ptivodnich 98 °C po chmelovaru na
zékvasnou teplotu 5 az 7 °C. Pro tento ucel jsou pouzity jedno- az dvoustupnové chladice
mladiny. Déle se mladina musi provzdusnit kyslikem nebo sterilnim vzduchem, aby v procesu
kvaSeni mély kvasinky vhodné prostfedi pro mnozeni. Je dilezité, aby vyrobend mladina
odpovidala svou koncentraci extraktovych latek vyrabénému typu piva, takze napiiklad pti
vyrobé 12 % piva musi obsahovat 12 % hmotnostnich extraktovych latek. (BASAROVA,
2010)

3.1.2 Vyroba piva

Vyroba piva zahrnuje hlavni kvaSeni piva, dokvaSovani, fezani piva, stabilizaci piva

a jeho baleni.

Je tfeba co nejdiive zchlazenou a provzdu$nénou mladinu zakvasit kulturnimi
vareénymi kvasnicemi, aby nebyla napadena nezadoucimi mikroorganismy. Dilezitd je
spravna davka kvasnic a jejich rozptyleni do mladiny. Zpravidla je davéano ptl litru vypranych
kvasnic na sto litri mladiny. Jsou pfidavany postupné specialnim davkovacim zafizenim
rovnou do proudici mladiny. (CHLADEK, 2007) Mladina zakva$ena timto zptisobem
obsahuje zhruba 10 milionti bunék v jednom ml. (BASAROVA, 2011) Pro zakvaseni mladiny
se pouziva dvojich kmend kvasinek — svrchnich pivovarskych kvasinek r. Saccharomyces
cerevisce a spodnich r. Saccharomyces uvarum. Teplota zakvaseni u prvniho rodu kvasinek je
v rozmezi 18 - 22 °C a u druhého 5 — 17 °C. Technologicky je kvaSeni rozdéleno na hlavni

kvaseni a dokvagovani. (BASAROVA, 2010)

Hlavni kvaSeni m4 za kol pfevést extrakt na alkohol a oxid uli¢ity, které vznikaji pti
pfeméné zkvasitelnych cukrli glukosy, maltotriosy a maltosy anaerobnim kvaSenim. V malé
mife dochézi ke vzniku ostatnich kvasnych produkti: aldehydy, diketony, alifatické alkoholy,
estery a mastné kyseliny. (ALBL, 1990; THOMPSON, 2012) Tyto latky se podili na tvorbé
aroma a chuti piva. Hlavni kvaSeni dfive probihalo v otevienych kvasnych kadich, v naSich
pivovarech prevazné spodnimi pivovarskymi kvasinkami, v chlazenych mistnostech tzv.
spilkach, v posledni dob€ se vyuziva spiSe velkych, uzavienych, nerezovych kvasnych nadob,
tzv. CKT — cylindrokonickych tanki. Brzy po zakvaSeni se na povrchu mladiny objevuje
prvni bild péna, tomuto jevu se fikd zapraSovani. Dale péna houstne az do smetanové

konzistence a tvofi nizké az vysoké bilé krouzky, které signalizuji nejintenzivnéjsi stadium
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kvaSeni a maximalni vyvin CO,. Po poklesu pH az na 4,4 jsou na povrchu vysoké hnédé
krouzky, coz se d&je tfeti az paty den kvaSeni. Poslednim stddiem hlavniho kvaSeni je
propadani deky, kdy dochazi k sedimentaci a aglutinaci kvasnic. Deka se z piva sbira pii
vysce 3 cm, aby nedoslo k zhorSeni chuti piva. Vznikd mladé pivo a kvasinky se musi po
stahnuti piva ze dna kvasné kad¢ sbirat. Pouzité kvasnice se properou studenou vodou a dale
se pouzivaji. Cely proces trva 6 az 8 dni, dle druhu vyrabéného piva. (CEPICKA, 1995,
BASAROVA, 2010)

Mladé pivo je zchlazeno na zhruba 5 °C a ptfevedeno do lezackych tank, které jsou
umistény v podzemnich sklepich. Pfi dokvaSovani se klade diiraz na pomalé zkvasovani
sacharid za nizkych teplot blizkych nule. Pivo se zde také syti oxidem uhli¢itym, Cifi se
a zajistuje se jeho organoleptickd zralost. Oxid uhli¢ity se v pivu rozpousti a dochazi ke
vzniku disociované kyseliny ulicité, kterd na sebe vaze bilkoviny. Celkova doba lezeni se
vétSinou pohybuje u béznych piv kolem 3 tydni, u specidlnich miize byt az n€kolik mésict.

(CEPICKA, 1995)

Dlouhodobou trvanlivost piva, az 1 rok, a to i s chutovou a koloidni stabilitou zajiStuje
stabilizace piva. Stabiliza¢ni prostfedky srazi, adsorbuji nebo Sté€pi polyfenoly piva,
vysokomolekularni dusikaté latky a jiné ptisobi jako antioxidanty. Pridavek stabilizatora je
vétSinou koncem dokvasovani, nékdy se vSak pfidavaji uz pifi filtraci  piva.

(PELIKAN et. al., 2004)

Soucasti stabilizace piva je jeho filtrace. Pouziva se kiemelinové filtrace: deskové, sitoveé
nebo svickové. Filtrace se obycejné provadi pies dvé vrstvy, kdy se kombinuje hrubsi
ajemngj$i kfemelina. Moderné&jsi metodou je filtrace pfes membranové filtry, kde se

prichodnost membran udrzuje pti¢nou cirkulaci piva. (BASAROVA, 2010)

DalSim krokem je pasterace piva pro zvyseni jeho biologické stability. Pasteruje se
pfimo v naplnénych 1dhvich prochéazejicich tunelovym pastérem. Lahve se sprchuji vodou
o teploté¢ kolem 62 °C na 15 - 20 minut a pak se pivo opé€t chladi. DalSim SetrnéjSim
zpusobem je pritokova pasterace. Pivo se zahfiva na teplotu 72 °C jen na 30 sekund. Tato
pasterace je Setrn¢jsi i ekonomictéjsi, pivo ma lepsi chut’, viini a uSetii se energie, ale stupeil
jistoty je niz§i. Proto musi byt zarucena vysokd mikrobidlni Cistota vSech pivnich cest

i pouzitych obali. (BASAROVA, 2010)



ZavereCnou fazi vyroby piva je jeho staeni do oball. Pivo se plni nejcastéji do
sklenénych vratnych lahvi, dale do plechovek a do plastovych obald, nejéastéji PET 1ahvi. Pro
baleni s vétSim objemem se vyuzivaji nerezové KEG sudy, které jsou uzptisobeny k ptistupu
tlacného plynu a vystupu piva pii staCeni a jsou vratné. Nejnovéji se pivo do restauraci
a hospod dovazi v cisternach, kde se precerpava do zasobnich tankd, které jsou nejCastéji
vybaveny plastovymi pytli omezujicimi kontaminaci a piistup kysliku. (THOMSON, 2012;
PELIKAN et.al., 2004)

3.2 Pivovarské meziprodukty a produkty

Do skupiny pivovarskych meziproduktd a produktd patii sladina, mladina, mladé neboli

zelené pivo a pivo.

3.21 Sladina

Jedna se o extrakt, ktery je vyrobeni z vody a mletého sladu, rmutovany a zbaveny mlata
apouziva se k vyrobé piva. Sladina je pfi vyrobé piva vafena z nckolika tcelii. Zatimco
oddélenim extraktu od plev se vyslednd sladina zfedi, tak pfivedenim k varu jeji hustota
stoupa. Hustota udava pomér pfitomnych cukrii a dalSich rozpusténych latek a vody. Je
vyjadiena ve stupnich Bellingovych (B) nebo v hmotnostnich procentech (% hm). Vyjadiuje
i mnozstvi nezkvasenych extraktu v pivu. U primérného piva plzeniského typu je obsah

pritomnych cukrt ve sladiné zhruba 12 grami na 100 grami sladiny. (VERHOEF,2004)

3.2.2 Mladina

Mladina je meziprodukt vyroby piva, ktery vznika povafenim sladiny s chmelem nebo
chmelovymi vyrobky. Je to tedy vystupni produkt chmelovaru ve stadiu pied kvaSenim.
(VERHOEF,1998) Jednotlivé zastoupeni sloZzek v mladiné se odviji od pouzité vyrobni
technologie a vychozich surovin, m¢lo by vSak vzdy odpovidat vyrdbénému druhu piva.

Veskeré technologické kroky vyroby probihaji na tzv. mladinové lince. (KOSAR, 2000)

3.2.3 Mladé pivo
Mladé pivo je prvnim stupném pii vyrobé piva. Vznika po zakvaseni zchlazené mladiny
pivovarskymi kvasnicemi béhem procesu hlavniho kvaseni, kdy dochéazi k vyuziti velké ¢asti
zkvasitelného extraktu metabolismem kvasnic. Po ukonceni této faze je mladé pivo sudovano

anebo prevadeéno do lezackych tankti, aby mohlo probehnout tzv. dokvasovani a zrani piva.
(THOMSON, 2012)



3.24 Pivo
Dle vyhlasky ¢. 335/1997 Sb., kterou se provadi zakon ¢. 110/1997 Sb. o potravinach, je
,»pivem pénivy napoj vyrobeny zkvaSenim mladiny pfipravené ze sladu, vody, neupraveného
chmele, upraveného chmele nebo chmelovych produktii, ktery vedle kvasnym procesem
vzniklého alkoholu (ethylalkoholu) a oxidu uhli¢itétho obsahuje 1 uréité mnozstvi
neprokvaseného extraktu; slad lze do vySe jedné tfetiny hmotnosti celkového extraktu
puvodni mladiny nahradit extraktem, zejména cukru, obilného Skrobu, je¢mene, pSenice nebo

ryze; u piv ochucenych muze byt obsah alkoholu zvysSen ptidavkem lihovin nebo ostatnich

alkoholickych napoju‘. (Vyhlaska 335/1997 Sb.)

3.2.5 Produkty Maillardovy reakce a enzymatického hnédnuti
piva patii reakce redukujicich sacharidi s aminoslou¢eninami. Béhem téchto reakci dochazi
ke vzniku mnoha velmi reaktivnich karbonylovych sloucenin, které vstupuji do vzajemnych
reakci stejné tak jako do reakci s pfitomnymi aminoslou¢eninami. Soubor téchto reakci se
nazyva souhrnné¢ Maillardova reakce. Také se témto reakcim fikd neenzymové hnédnuti a to

diky vzniku hnédych pigmentti, melanoidi. (VELISEK et. al., 2009)

Produkty Maillardovy reakce jsou v pocatecni fazi prevazné glykosilaminy — Amadoriho
produkty, aZ imin - Schiffova baze. Ve stfedni fazi dochazi ke vzniku aktivnich aldehyda
aamoniaku. Streckerovy aldehydy se spolu so - aminokarbonylovymi slou¢eninami
vyznamnou mérou podileji na tvorb& mnoha heterocyklickych sloucenin a hnédych pigmentt,
melanoidintl. Jedna se pfevazné o premelanoidy neboli bezbarvé latky, ze kterych se barevné
stavaji az v posledni fazi reakce. Vyznamnymi vonnymi a chutovymi latkami jsou cykloten,
furaneol, 3-methylbutanal, methional, dimethylsulfid, 5-methylfuran-2-karbaldehyd,
S-methyl- L -methionin a dalsi. (VELISEK, 2014)

vvvvvv

hnédnuti. (VELISEK, 1999) V tomto p¥ipadé se jedna o proces, ktery je zadouci, kdy se utvaii
konecny vzhled vyrabéného piva. K reakci dochazi pti mechanickém poskozeni bunék, kdy se
k polyfenolovému substratu obsazenému v buiikach dostdva vzduSny molekulovy kyslik.
Jednd se o oxidacni, respektive dehydrogenacni reakci polyfenolti katalyzované enzymy.
(MARSHALL, 2000) Pti téchto reakcich jsou nejcastéjsimi donory vodiku slouceniny, které

obsahuji funkéni skupinu dihydroxybenzenu, neboli o-difenolu. Enzymové katalyzované

9



dehydrogenace téchto latek jsou obycejné velmi rychlé a vznikaji pii nich o-chinony, typické

svym hnédym zbarvenim. Velice snadno polymeruji. (VELISEK et. al. 2009)

3.3 Konvenc¢ni analytické metody
Nasledujici kapitola je vénovana vybranym osvédCenym analytickym metodam, které se

V pivovarské analytice spéSné vyuzivaji jiz fadu let.
3.3.1 Odbér vzorkii mladiny a piva
3.3.11 Mladiny

Kazdy vzorek mladiny urceny k analyze musi reprezentovat hodnotu rozpusténého extraktu
spole¢né s nerozpustnymi Casticemi napft. kaly, kvalitu celého kontrolovatelného mnoZzstvi,
obycejné jedné varky. Pro odbér se pouzivaji sklenéné lahve s kvalitnim uzavérem a plni se az
po okraj. Je potieba vzorky pied odebranim nejprve dikladné promichat, je-li to
technologicky mozné. Odebrané vzorky mladin maji nizkou trvanlivost, proto se musi

urychlené zpracovat. (BASAROVA, 1993)
3.3.1.2  Nefiltrované pivo

Pro fyzikalné chemicky rozbor se odebiraji béhem vyroby vzorky mladého piva, piva
v lezackych tancich a pted filtrem, tedy nefiltrovaného piva, a to tak aby reprezentovaly
vyrobni partii. B&Zné se pouZzivaji vzorkovaci ldhve pullitrové nebo litrové. Vzorky se
odebiraji z tankd, lezackych sudl a velkoobjemovych kvasnych nadob vzorkovym kohoutem
po celou dobu stdCeni jedné Sarze. Pokud je potieba zachovat obsah oxidu uhlicitého
naptiklad pro stanoveni CO,, pénivosti, koloidni stability apod. musi se vzorky odebirat
specidlnimi odbérovymi zafizenimi. Je potfeba vzorky rychle zpracovat nebo uchovat

v chladniéce a zanalyzovat je do 24 hodin. (BASAROVA, 1993)
3.3.1.3 Stocené pivo

Ke kontrole jakosti a hygienické nezavadnosti jsou vzorky stoceného piva odebirany piimo

Vv zévodé thned po stoCeni do piepravnich nddob nebo ze skladii hotovych vyrobkd.

Zékladni kontrolovanou jednotkou je zde partie piva. Jedna se o mnozstvi piva z jednoho

uzavieného tanku. Odpovida produkci z jedné smény ¢i pracovniho dne. Odbér vzorkli ma byt
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Vv zésad¢ organizovan tak, aby odpovidal vlastnostem a primérné kvalité kontrolované partie

piva. (BASAROVA, 1993)

U lahvového piva se odebiraji vzorky v den plnéni ptimo z pésu za zatkovackou, ze skladu
nebo za pastérem nejpozdéji druhy den po stoc¢eni. Dle normy se bere nejméné 5 lahvi, aby

byl dostatek pro vSechny analyzy a urcita zasoba v piipad¢ nutnosti opakovat dané stanoveni.

Sudové pivo se vzorkuje suchou, sterilni kovovou jehlou. Nejprve se necha prvni podil
odtéct a teprve potom se odebere vzorek. Piipravuje se primérny vzorek smichanim vzorkt
minimaln¢ ze tfi sudl a plni se do sterilnich lahvi s patentnim uzavérem. U Keg sudi se
pouziva Cepovaci zafizeni s odbérovym kohoutem. V piipadé ptepravnich tanki se bere

vzorek z kazdého tanku a to minimalné dvé lahve. (BASAROVA, 1993)

3.3.2 Metody pro stanoveni extraktu
Destilacni a refraktometrickou metodou se stanovuje zdanlivy a skute¢ny extrakt, alkohol

a ptivodni extrakt mladiny.(BASAROVA, 1993)

Metoda destila¢ni

Principem destilacni metody je pyknometrické stanoveni hustoty destilatu, po vydestilovani
alkoholu ze vzorku piva, a dle tabulek relativnich hustot vodnych roztoka ethanolu zjistit
hmotnostni zlomek v pivé. Zbytek po oddestilovani alkoholu se pouzivd pro stanoveni
skutecného extraktu a poté se ze ziskanych udaji vypocitd hmotnosti zlomek konvenéniho
extraktu. Pouzivaji se pyknometry typu Reischauer. Destilatni metoda neni vhodna pro

stanoveni ethanolu nealkoholickych a nizkoalkoholickych piv.

U nealkoholickych a nizkoalkoholickych piv se vyuziva oxidace ethanolu ve vzorcich
na acetaldehyd nikotinamiddinukleotidem za pfitomnosti alkoholdehydrogenasy. Poté se na
zakladé vzestupu hodnot absorbance méfené pii 340 nm stanovi NADH, ktery vznikl pfi
reakci redukci NAD®. Pro stanoveni se pouzivd spektrofotometr a presnost metody je
kontrolovana analyzou vodného roztoku ethanolu o koncentraci 0,05 % hm.

(BASAROVA,1993)
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Metoda refraktometricka
Refraktometrickd metoda, ktera je rychlejsi nez destilacni, ale méné ptesna, vyuziva
zjisténou refrakci a relativni hustotu piva pro sestaveni regresni rovnice ¢i nomogramu, diky

kterym lze vypocitat hodnoty alkoholu, extraktu ptivodni mladiny a skutecného extraktu.

Pro stanoveni refrakce se pouzivd ponorny refraktometr s pfesnosti plus minus 0,1

refraktometrického stupné anebo priitokovy refraktometr. (BASAROVA, 1993)
3.3.3 Metoda podle Windische a metoda spektrofotometricka (jodova hodnota)

Vedle klasické jodové zkousky se obé metody pouzivaji pro kontrolu zcukieni pii

rmutovani.

Metoda dle Windische

Metoda dle Windische je zalozena na vysrdaZeni dextrini sladiny, mladiny nebo piva
ethanolem. Po odstfedéni vzniklé srazeniny se rozpusti v horké vodé a misi s roztokem jodu
a nasledné se posuzuje zabarveni od zlutého, které zna¢i dokonalé zcukieni, pfes hnédé¢, coz
zna¢i nedokonalé zcukfeni az po fialové a modré, které je znakem Spatného zcukfeni.

(BASAROVA, 1993; EBLINGER, 2009)

Metoda spektrofotometricka

Spektrofotometrickd metoda je v pfipravé vzorku stejnd, ale intenzita zabarveni se hodnoti
spektrofotometricky. Vysledna jodova hodnota je bezrozmérné cislo, které ma dosahovat
hodnot mensich jak 0,200, Pokud jsou hodnoty vyssi, ukazuje to na nedostate¢né rozstépeni

vvvvv

a filtraci. (BASAROVA,1993)

3.3.4 Metoda kvasného valce
Metoda se da pouzit pro stanoveni zdanlivého a dosaZiteln¢ho stupné prokvaSeni, jehoz
hodnota je zavisld na obsahu zkvasitelnych sacharidi a na podminkach pii kvaSeni

a dokvasovani. (BASAROVA, 1993; EBLINGER, 2009)

Metoda kvasného vélce spociva v zakvaseni mladiny ¢i piva kvasinkami ve valci, ktery je
uzpiisobeny k co nejlepSimu michacimu efektu plisobenim oxidu ulicitého, ktery vzniké pii

kvaSeni. Vzorek je prokvasen do 24 hodin a poté se z rozdilu hodnot extraktu pfed a po
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prokvaSeni spo¢itd hodnota dosaZitelného stupné prokvaseni. (BASAROVA, 1993;
EBLINGER, 2009)

3.3.5 Metody pro stanoveni dusikatych latek
Moznosti stanoveni dusikatych latek predevSim v mlading, ale 1 pivu jsou Siroké a lisi se
dle molekularni struktury jednotlivych sloucenin. Stanovuje se: celkovy pocet rozpusténych
dusikatych latek, stanoveni varem koagulovatelnych dusikatych latek, vysolitelnych siranem
hotecnatym, srazitelnych kyselinou fosfomolybdenovou, stanoveni nizkomolekularnich
dusikatych latek, amonnych soli, aminokyselin a dalsich. (BASAROVA, 1993; EBLINGER,
2009)

Metoda ninhydrinova
Principem je dekarboxylace aminokyseliny ninhydrinem pii pH 6,7, kdy dojde
Kk odstépeni amoniaku, oxidu uli¢itého a vzniku aldehydu. Uvolény amoniak reaguje se
zredukovanym a nezredukovanym ninhydrinem za vzniku modrého zbarveni. Intenzita
zbarveni se mé&ii na spektrofotometru pii vinové délce 570 nm. (BASAROVA, 1993;
KRUGER et. al., 1976)

Metoda TNBS

Principem je pouziti kyseliny trinitrobenzensulfonové, kterd reaguje s volnym
aminodusikem za vzniku Zlutého zbarveni. Intenzita zbarveni se méfi opét

spektrofotometricky pii vinové délce 340 nm. (BASAROVA, 1993)

Metoda formolové titrace

Karboxylové skupiny aminokyselin a nizkomolekularnich peptidi mohou diky blokaci
aminoskupin formaldehydem volné disociovat. Vznikaji slouceniny, které lze titrovat
hydroxidem sodnym jako béZnou kyselinu organického ptivodu. Vyuziva se potenciometrické
titrace k uréeni bodu ekvivalence, kvili silnému zbarveni mladiny/ piva. (BASAROVA,1993;
KRUGER et. al, 1976)

Metoda elektrochemicka
Elektrochemicka metoda se pouziva pro stanoveni amonnych soli. Veskery amoniak je
Vv pivu a mladiné disociovan, zvySenim pH na 11 dojde k posunuti rovnovahy a potencial
amoniaku se mé&ii elektrodou a nasledné prepocitiva dle Nernstovi rovnice. (BASAROVA,
1993)
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Metoda déleni na ménicich iontu

Principem metody, kterd se vyuziva pievazné na stanoveni aminokyselin, je zachyceni
smési aminokyselin na povrch silné kyselého ménice kationti a vymyti ostatnich latek
Z kolony diky tak nizkému pH. Postupné se z méni¢e uvoliuji a eluuji jednotlivé
aminokyseliny gradientem tlumivych roztokti a to ve chvili, kdy aminokyselina pfejde na
amfoterni ion. Diky rozdilnosti izoelektrickych bodl u kazdé aminokyseliny je pfechod na
amfoterni ion &asové odlisny. Castice vstupuji do reakce s ninhydrinovym ¢&inidlem a poté je
spektrofotometricky méfena intenzita zbarveni pii vinové délce 570 nm a pro hydroxyprolin
a prolin pfi vlnové délce 440 nm. (BASAROVA, 1993; KRUGER et. al., 1976)

3.3.6 Metody pro stanoveni sacharidi a polysacharidi
V pivu i mlading jsou duilezitd stanoveni celkovych sacharidl, zkvasitelnych sacharidt jako
je glukosa, fruktosa, sacharosa, maltosa a maltotriosa, nezkvasitelnych oligosacharidi, které

nereaguji s jodem a stanoveni vysSich dextrint.

Metoda fenolova
Utinkem kyseliny sirové se sacharidy obsazené vmlading & pivu dehydratuji
a vznikaji tak furalové derivaty. Ve vzorku se po pridavku fenolu vytvoii s derivaty oranzovy

komplex, jehoz zbarveni se méfi spektrofotometricky pfi vinové délce 488 nm.

(BASAROVA, 1993)

Metoda anthronova

Princip je zpocatku stejny jako u pfedchozi fenolové metody, avSak furalové derivaty
vytvareji v ptitomnosti anthronu modrozeleny komplex a jeho intenzita zbarveni se méii pfi

vlnové délce 625 nm. (BASAROVA, 1993)

Stanoveni celkovych cukrii podle EBC
Metoda se pouziva pro filtrovana piva, kdy se pivo odplyni a fedi destilovanou vodou,
aby vznikl pozadovany rozsah koncentrace cukri. Déle se vyuziva principu anthronové

metody a podle hodnot absorbance standardnich roztokd se wvypocitaji vysledky.
(BASAROVA,1993; Analytica EBC, 1975)
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Schoorlova metoda

Pouziva se pro stanoveni redukujicich cukri s volnym poloacetalovym hydroxylem.
Principem je redukce médnaté soli (Fehlingova roztoku) redukujicimi cukry a to za varu
v alkalickém prostiedi, vznikd oxid méd’ny. Jodometricky se poté stanovi piebytek méd'naté

soli. (BASAROVA, 1993)

Mezinarodni metoda stanoveni cukru technikou HPLC

Principem je deionizace mladiny ¢i piva iontoméniCi, déale se vzorek filtruje
a zkoncentruje. Poté se rozd€li chromatograficky a jednotlivé cukry se stanovuji pomoci
kalibracnich standardnich roztokti. Pouziva se chromatogram pro vysokoucinnou kapalinovou

chromatografii s refraktometrickym detektorem. (BASAROVA, 1993)

Metoda mikrobialnimi testy
Diky diferencovanému zkvaSovani jednotlivych cukri riznymi druhy kvasinek
muzeme urcit zbytkové extrakty a dle nich vypocitat koncentrace danych cukrti v ptivodni

mlading nebo pivu. Vyssi dextriny jsou nezkvaseny. (BASAROVA,1993)

Metoda podle Heidricha

Vyuziva se pro stanoveni o — glukantl. Principem je vysrazeni bilkovin a dextrini etanolem
a po separaci jsou rozpustény v destilované vodé€. Poté se pfida roztok jodu a pfitomné
a — glukany s nim reaguji za vzniku bud’ ¢erveného komplexu odpovidajicimu vétvenym
o — glukanim, ktery se méti spektrofotometricky pii 452 nm, nebo modrého komplexu
odpovidajicimu linedrnim o — glukanlim a jeho intenzita zbarveni je méfena pii 565 nm.

(BASAROVA, 1993)

Metody pro stanoveni f§ — glukanu

Principem jednoduchého orientaéniho stanoveni je vysrdzeni [ — glukanii siranem
amonnym. Nasledné jsou hydrolyzovany kyselinou sirovou a sacharidy, které se uvolnily,
jsou stanoveny spektrofotometricky reakci s kyselinou fenolsirovou, ¢i enzymovym testem
Bio-La-Test. (BASAROVA,1993)

Dalsi mozné stanoveni je enzymové, kde se f — glukany také vysrazeji siranem amonnym,
vznikla srazenina se promyje a hydrolyzuje Cistymi enzymy lichenasou a B — glukosidasou

a dale se uvolnény sacharid stanovuje enzymové. (BASAROVA, 1993)
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Metoda podle Jigera
Metodou se stanovuji pentosany v pivu i mladin€. Z pentosant pisobenim zifedéné kyseliny

chlorovodikové je ziskan 2 — Furaldehyd. Ten je oddestilovan a vysrazen kyselinou

barbiturovou a stanoven vazkové. (BASAROVA, 1993)
3.3.6 Metody pro stanoveni polyfenoli

Metoda stanoveni celkovych polyfenoli podle EBC

V alkalickém roztoku reaguji polyfenoly s Zelezitymi ionty za vzniku Cerveného barevného
komplexu. Intenzita zbarveni se méfi spektrofotometricky pii vinové délce 600 nm.
(BASAROVA, 1993; Analytica EBC, 1975)

Metoda podle Harrise a Ricketse

Metoda se pouziva pro polyfenolové slouceniny anthokyanogeny, které maji velky vliv na
tvorbu koloidnich zékalt. Na polyamidovy praSek se adsorbuji anthokyanogeny a absorbat je
rozpustén za tepla ve smési butanolu a kyseliny chlorovodikové. Spektrofotometricky

zméfime intenzitu vzniklého Cerveného zbarveni pii vlnové délce 550 nm. (BASAROVA,

1993; EBLINGER, 2009)

Metoda podle Chapona

Do vzorku, ktery obsahuje tanoidy se ptida polyvinylpyrrolidon a vznikd zékal, dokud se
neabsorbuji viechny tanoidy. Zakal se m&i nefelometricky. (BASAROVA, 1993)

Metoda chromatograficka

K métfeni polyfenolovych latek piva 1 mladiny se pouziva vysokouinné kapalinové
chromatografie. Latky se adsorbuji na polyamidovém sorbentu, poté se roztokem acetonu
extrahuji, zahusti se a vznikly roztok se znovu extrahuje ethylacetatem. Pfed vlastni analyzou

je izolat rozpustén v malém mnoZstvi methanolu. (BASAROVA,1993)

3.3.7 Metody stanoveni horkych latek
Stanoveni jednotek horkosti podle EBC
Principem je extrakce hotkych latek z okyseleného piva isooktanem a poté jejich stanoveni
spektrofotometricky. Stanovuji se predevsim iso — a — hotké kyseliny. (BASAROVA, 1993;
Analytica EBC, 1975)
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Metoda stanoveni iso — a — horkych a a — horkych Kkyselin
Principem je opét extrakce hotkych latek z okyselené¢ho piva izooktanem, vymyti rusicich

latek z extraktu kyselym methanolem a vysledna koncentrace kyselin je stanovena zmétenim

absorbance v alkalickém methanolu pii 255 a 360 nm. (BASAROVA, 1993)
3.3.9 Metoda vazkova pro stanoveni celkovych lipidi

Principem je pfidani trichlormethanu, methanolu a vody do vzorku mladiny ¢i piva, jeho
dikladné protifepani a po odd¢leni trichlormethanové faze a odpareni rozpoustédla se lipidy

stanovuji vazkové. (BASAROVA, 1993)

3. 3. 10 Metoda elektrochemicka — stanoveni rozpusténého kysliku

Veskeré elektrochemické metody pro stanoveni rozpusténého kysliku funguji na principu
redukce jeho molekul, jez ptechazeji difuzi z méfeného vzorku na elektrodu, kterd je
katodicky polarizovana. Proud vznikajici pfi méfeni je pfimo Umérny parcidlnimu tlaku
kysliku. Pokud zname maximdlni rozpustnost kysliku v méfené kapaliné pii dané teploté,

miizeme uréit koncentraci kysliku p¥imo. (BASAROVA, 1993; EBLINGER, 2009)

3. 3. 11 Metody stanoveni oxidu uhli¢itého

Metoda absorpc¢ni

Ve zvazeném mnozstvi hydroxidu draselného se absorbuje oxid uhli¢ity, ktery se z piva
uvolni varem. Takze hmotnostni pfirGstek hydroxidu draselného odpovidd mnozstvi oxidu

uhli¢itého v analyzovaném pivu. (BASAROVA, 1993)

Metoda manometricka podle Robertse, Laufera a Stewarda, modifikovana
Hummelem

Metoda vychazi z pouziti Henryho zdkona a zaroven z hodnot parcialniho tlaku vzduchu.
Principem metody je, Ze se obsah oxidu uhli¢itého v pivé urCuje z naméfenych hodnot tlaku
Vv lahvi, obsahu vzduchu v hrdlovém prostoru a objemu hrdlového prostoru nad hladinou piva
v lahvi. V byreté se po absorpci uvolnéného CO; ze vzorku v roztoku hydroxidu sodného
odeéte mnozstvi vzduchu v hrdlovém prostoru. (BASAROVA,1993)

Metoda titra¢ni — jednoduché provozni
Po pfidani roztoku hydroxidu sodné¢ho do vzorku piva se na né€j navaze oxid uhli¢ity jako
uhli¢itan nebo hydrogenuhli¢itan sodny. Pfidavkem roztoku chloridu barnatého vznika

uhli¢itan barnaty, ktery je nerozpustny a poté se zpétnou titraci na thymolftalein kyselinou
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chlorovodikovou zjisti mnozstvi hydroxidu sodného, které nebylo spotfebovano.

(BASAROVA.1993)

Metoda titracni podle Bloma a Lunda

Oxid uhli¢ity obsazeny v pivu se po pfidani hydroxidu sodného vazné jako uhli¢itan sodny.
Ptidavkem kyseliny chlorovodikové se oxid uhliCity z alikvotni Casti piva upraveného
hydroxidem sodnym opét uvolni a je veden proudem vzduchu do roztoku hydroxidu
barnatého. Obsah oxidu uhli¢itého v pivu miizeme stanovit zpétnou titraci nespotiebovaného

hydroxidu barnatého. (BASAROVA,1993)

3. 3. 12 Metody stanoveni pénivosti piva

Metoda podle Schustera a Mischkeho

Uvolnénim oxidu uhli¢itého z piva po vsypani praskového karborunda za standardnich

podminek se vytvoii péna, dale se méti rychlost jejiho poklesu. (BASAROVA, 1993)

Metoda podle De Clercka

Vytemperované pivo na teplotu 12 °C je nalito do sklenice a méfi se doba, za kterou se
vznikld péna snizi o 1 cm. Pro pozorovani se pouziva mikroskop s dvacetiosminasobnym

zvétsenim. (BASAROVA, 1993)

Metoda podle Ullmanna a Pfenningera

Principem je méfeni doby do vytvoreni lysinky na hlading piva, které bylo za standardnich
podminek nalito do sklenice. Pokud se objevi po péti minutach, znamena to dobrou pénivost.

Metoda je ryze orientaéni. (BASAROVA, 1993)

Metoda podle Kloppera

Principem je urceni doby, za kterou dojde k poklesu hladiny pény piva o 10, 20 a 30 mm.
Pokles je sniman pohyblivym systémem elektrod. (BASAROVA, 1993; EBLINGER, 2009)

Rychlometoda podle Savla

Ve sklenéné nadobé se standardnim zplisobem napéni dané mnozstvi piva v ultrazvukové
lazni anebo padem ze zvlastni nalevky. Je sledovan pohyb rozhrani mezi kapalinou a pénou.
Cas od napénéni do dosaZeni zvolené polohy rozhrani je roven dobé& ¢astedného rozpadu

pény, a proto charakterizuje pénivost piva. (BASAROVA, 1993)
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3. 3. 13 Méreni Cirosti

Nefelometricky se urCuje Cirost, zakal Cerstvé zfiltrovaného piva v kyveté nebo piimo
v lahvi. Pokud je Cirost méfena piimo v lahvi, nasobi se ziskané hodnoty opravnym faktorem,
ktery je wuren kalibraci standardnich formazinovych roztoki. (BASAROVA,1993;
KLOUDA, 2003)

3. 3. 14 Metoda podle Essera

Metodou podle Essera lze stanovit filtrovatelnost piva. Principem je izobarické
prefiltrovani vytemperovaného piva na teplotu 0 °C pies membréanovy filtr. Periodicky se
pritom zjistuji mnozstvi filtratu, jez jsou podkladem pro vypocet hodnoty, ktera urcuje

filtrovatelnost piva. (BASAROVA, 1993; EBLINGER, 2009)

3. 3. 15 Kontrola pasterace

Diky obsahu enzymu invertasy v nepasterovaném pive, ktery je inaktivovan pfi teplotach
vyssich nez 60 °C, mlizeme posoudit, zda bylo pivo pasterovano. Posuzuje se zbytkova
aktivita enzymu, kterd je vyjadiend v g rozSt€pené sacharosy jednotkovym objemem

analyzovaného piva béhem jedné hodiny. (BASAROVA, 1993)
3. 3. 16 Metody stanoveni vedlejSich kvasnych produktii

Jedna se o metabolity procesu kvaseni, které pivu davaji typické organoleptické vlastnosti,
avsak je pfi vyS$i koncentraci mohou i meénit. Patii mezi n€ aromatické a vySsi alifatické

alkoholy, estery, niz$i mastné kyseliny, thioly, sulfidy a karbonylové slou€eniny a dalsi.
(BASAROVA, 1993)

Metoda Headspace — plynova chromatografie

Pro urceni lehce t€kavych sloucenin se pouzivd moznost pfimého nastiku par, které jsou
odebrany za standardnich podminek z prostoru nad kapalinou. Koncentrace téchto latek
v plynné fazi je stejnd jako jejich koncentrace v kapalné fazi. K detekci se pouziva
plamenoioniza¢niho detektoru, pokud stanovujeme alkoholy, estery nebo aldehydy.
(BASAROVA,1993)
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Metoda destilacni — plynova chromatografie
Po destilaci vodni parou se te€kavé slouceniny z destilatu extrahuji organickym
rozpoustédlem, v kterém se Spatné rozpousti ethanol. Po odstranéni nadbytku rozpoustédla je

ziskan koncentrat, ktery je pouZit k chromatickému déleni. (BASAROVA, 1993)

Metoda spektrofotometricka — stanoveni vysSich alifatickych alkoholu

Vyssi alifatické alkoholy reaguji v prostiedi koncentrované kyseliny sirové
s dimethylaminobenzaldehydem za vzniku Zluto — hnédého az Cervenofialového zbarveni.

Jeho intenzita je méfena pii 530 nm vinové délky. (BASAROVA,1993)

3. 3. 17 Metody pro stanoveni dusitanii a dusi¢nani

Vzorek piva ¢i mladiny je vycefen hexakynozeleznatanem tetradraselnym. Dusi¢nany jsou
zredukovany na dusitany kadmiovou houbou. Poté jsou dusitany kvantitativné stanoveny
spektrofotometricky po diazotaci kyseliny sulfanilové a kopulaci diazoniové soli

o — naftylaminem. (BASAROVA, 1993)

Po odebrani se vzorek mladiny, mladého piva ¢i piva musi ihned konzervovat roztokem
chloridu rtutnatého a jeho pH je upraveno piiblizn€ na hodnotu 6,5. Pfed stanovenim je nutné
vzorek odbarvit aktivnim uhlim a poté jsou dusitany stanoveny stejné¢ jako v piedchozi

metodé. (BASAROVA, 1993)

3.4 Moderni analytické metody
Nasleduji kapitola je zamétena prevdzné na nové a vykonnéj$i metody piipravy a Gpravy
vzorkll, separacni metody — plynova a kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostni

spektrometrii.
3.4.4 Priprava vzorki

3.4.1.1 SPE - solid phase extraction

Solid phase extraction neboli extrakce pevnou fazi je jedna z nejvykonnéjSich technik pro
rychlou a selektivni pfipravu vzorkd. Podstatou je zachyceni molekul latky na tuhém
sorbentu, ktery je umistén mezi fritami v extrakéni minikolonce a Skrz prochazi vzorek.
(STERBA et. al., 2011) VyuZiva se jedineénych chemickych vlastnosti molekul, které jsou

diky mezimolekulovym interakcim zachyceny na sorbentu. Z toho diivodu miizeme extrakci
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pevnou fazi také nazvat jako chemickou filtraci. (KLOUDA, 2003) Metoda se malokdy
pouziva bez dalsi Gpravy vzorkd, jako je napiiklad fedéni ¢i Gprava pH. (SIMPSON, 2010)

Samotny postup je slozen ze Sesti zdkladnich krokl: ptiprava vzorku pied extrakei,
solvatace kolonky, pfedrovnovazna uprava kolonky, aplikace vzorku, promyvani kolonky
a eluace analytu z kolony — selektivni desorpce vhodnym rozpoustédlem. (KLOUDA, 2003;
SIMPSON, 2010; STERBA et. al, 2011)

Oproti tradicnim separacnim technikdm, mezi néz patfila hlavné extrakce v soustavé
kapalina — kapalina, extrakce pevnou fazi poskytuje mnoho vyhod a to hlavné dobrou
selektivitu a usporu organickych rozpoustédel. Je snadné SPE automatizovat a navazat na
dalsi instrumentalni metody. Vyuziti je rizné naptiklad pro ¢isténi latek, derivatizaci vzorku,
zkoncentrovani stopovych mnozstvi latek nebo 1 vyménu rozpoustédel, kdy analyt je pfeveden
Z jedné matrice do druhé. (KLOUDA, 2003) Vyuziti extrakce na pevné fazi je predevsim ve
spojeni s kapalinovou a plynovou chromatografii a hmotnostni spektrometrii pro stanoveni
napiiklad polyfenold, mykotoxind, aldehydd, aromatickych a jinych tékavych latek v pivu.
(SAISON, 2010; ABAD-GARCIA, 2007)

3.4.4.2  MEPS - microextraction by packed sorbent

Mikroextrakce na pevném sorbentu je vlastné miniaturizovana SPE se kterou jako prvni
ptisel Mohamed Abdel - Rehim z farmaceutické spolec¢nosti AstraZeneca. (ABDEL-REHIM,
2004) MEPS je vlastné novym typem SPE postupu, ktery miniaturizuje objem extrahovaného
vzorku na mnozstvi 10 - 250 upl. MEPS, ktery je dostupny komeréné vyuziva stejnych
sorbenttl, jako konvencni SPE kolonky, takze se vétsinu extrakci na tuhy sorbent Ize pievést

na tento novy postup.

Vyhodami mikroextrakce na pevném sorbentu je piedevsim jeji jednoduchost, online
automatizace, rychlost piipravy vzorkt, diametralné niz$i cena analyzy oproti tradi¢ni SPE,
extrakce z menSich objemt vzorku, velice nizka mnozstvi rozpoustédel. Velice dulezitym
kladem této metody je fakt, Ze elu¢ni objem je diky své velikosti vhodny k pfimému nasttiku
do systému plynové ¢i kapalinové chromatografie. Dobie lze vyuzit napiiklad pro analyzu

nizich mastnych kyselin v pivé. (HORAK et. al., 2011)
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3.4.43 SPME - solid phase microextraction

Mikroextrakce pevnou fazi je velice rychla a citliva technika, ktera umoznuje snizit dobu
na ptipravu vzorku a to predev$im tim, Ze nevyzaduje pouziti rozpoustédla. Je mozné s ni
dosahnout velmi dobrych detekénich limitd. (PAWLISZYN, 1999) Techniky se uspokojiveé
vyuziva pii detekci siry a slouCenin selenu, alkoholi a esterti, aldehydl, polyfenoli

a k vytvoreni obecného profilu t€kavych latek v pivu. (MOHAMMAD et. al., 2014)

Zakladnim principem SPME je pouziti velmi malého mnozstvi sorbentu, obvykle méné nez
1 uL. Sorbent mize byt polymerni kapalina o vysoké molekularni hmotnosti, obdobné povahy
jako stacionarni faze v chromatografii, nebo tuhy vysoce porézni sorbent ¢i kombinace obou.
(PIZARRO, 2010) Nejpraktictéjsi geometricka konfigurace SPME je pouziti malého
ktemenného vlakna, obvykle potazeného polymerni stacionarni fazi. (DIETZ et. al., 2006)
VlIékno je namotano na specidlnim zafizeni — stfikacku. Analyzovany vzorek je absorbovan ¢i
adsorbovan vldknem, zélezi na povaze sorbentu, kterou je potazeno, a to trva do té doby,

dokud neni dosazeno rovnovahy v systému. (PAWLISZYN, 1999)

Mnozstvi extrahovaného analytu extrakéni fazi je urceno distribuénim pomérem mezi

matrici vzorku a materidlem, ktery je nanaSen na vldkno. (PAWLISZYN, 1999)

Dale je analyt termicky desorbovan do vhodného separa¢niho a detekéniho systému, obvykle
je to plynova chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii. (DIETZ et. al., 2006;
STERBA et. al, 2011)

VW

Nejbéznéjsimi vlakny, ktera se pouzivaji pro stanoveni tékavych latek v pivu, jsou

(STERBA et. al., 2011):

e polyakrylat (PA) — stfedn€ polarni

e divinylbenzen/Carboxen/polydimethylsiloxan (DVB/CAR/PDMS)
e Carboxen/polydimethylsiloxan (CAR/PDMS)

e Carbowax/divinylbenzen (CW/DVB)

¢ polydimethylsiloxan/divinylbenzen (PDMS/DVB)

e polydimethylsiloxan (PDMS) — nepolarni
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Hlavni vyhodou SPME techniky oproti extrakci na tuhou fazi je jednoduchost pouziti
s prakticky nulovou pfipravou vzorku, a ptredevsim to, zZe zachycuje v headspace usporadani
pouze tékavé latky. Jako vSe ma i tato metoda své nevyhody, mezi které obecné patii Spatna
reprodukovatelnost, kichkost vldkna, moZzna kompetitivni sorpce na vlaknech
(STERBA et. al. 2011), naklady na pouziti, ale nejvétsi nevyhodou je omezeny rozsah

stacionarnich fazi, které jsou komeréné dostupné. (DIETZ et. al, 2006)
3.4.5 Chromatografické metody v kombinaci s hmotnostni spektrometrii
3.4.2.1 Vysokou¢inna kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii

Spojeni kapalinové chromatografie a hmotnostni spektrometric HPLC — MS (High
Performance Liquid Chromatography — Mass Spectrometry), tedy separa¢nich a spektralnich
technik, zaznamenalo v poslednich letech velky pokrok. Nejprve se smés latek rozdéli
konvenéni chromatografii na kolonu. Obvykle je pouZita chromatografie s reverzni fazi, kde
se latky vazi hydrofobnimi interakcemi na kolonu za pfitomnosti hydrofilniho rozpoustédla
napiiklad vody a jsou eluovany pry¢ diky rozpoustédlu, které ma vice hydrofobni vlastnosti
napiiklad metanol nebo acetonitril. Na fadu ptichdzi druhy krok, kde se analyzované latky
objevuji na vystupu kolony a déle vstupuji do hmotnostniho spektrometru. Zde je odstranén
prebytek rozpoustédla a castice jsou ionizovany. Vzhledem k tomu, ze detektor dokaze
pracovat pouze s ionty a ne neutralnimi molekulami, je ionizace nepostradatelnym krokem.
Ziskavame tak strukturni informace o vSech slouceninach. Hmotnosti spektrometrie funguje
za vysokého vakua, kdeZto na vystupu z chromatografu jsou latky neseny proudem kapaliny
za atmosférického tlaku. Spravné ptevedeni analyzovanych latek do plynné faze a odstranéni
pfemiry mobilni fize patii k hlavnim probléméim spojeni HPLC — MS. (HOLCAPEK et.al,
1998; NAUSHA et. al. 2014; NIELSEN, 2010, JEZKOVA, 2009)

Iontové zdroje hmotnostni spektrometrie

Termosperj (TSP)

Eluat je pfi ionizaci termosprejem veden po vystupu z chromatografické kolony vyhtivanou
kapilarou, v niz dochazi k ¢astecnému odpateni rozpoustédla a na vystupu z kapilary se tvoii
nadzvukovy proud smési tvotfené ¢astecné odparenym rozpoustédlem a malymi, elektricky
nabitymi kapi¢kami. Diky dal§imu odpafovani rozpoustédla, dochazi k rychlému naristu

hustoty povrchového naboje kapicek, az do chvile kdy dojde k uvolnéni kvazimolekularniho
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iontu z jejich povrchu. Vznik iontl 1ze podpofit ptidanim iontové latky do mobilni faze.
Pokud zvysime napéti na odpuzovaci elektrodu, mizeme tak podpofit fragmentaci latek a také

citlivost detekce. (VERNER, 2005)

Elektrosprej (ESP) a iontovy sprej (ISP)

Eluat prochazi pii ionizaci elektrosprejem po vystupu z chromatografické kolony
kapilarou, na niz je vysoké napéti (3-5 kV), tudiz malé kapicky, které vznikaji na vystupu
Z kapilary, jsou vlivem vysokého gradientu elektrického pole nositeli kladného nebo
zaporného naboje dle polarity vlozeného napéti na kapilaru. Po dalSim odpatfovani
rozpoustédla dojde ke zmenSeni kapicek a zaroven ke zvétSeni hustoty povrchového naboje
ato do té¢ doby, nez dojde k rozpadu na mensi kapicky a nakonec k uvolnéni protonované¢ho
molekularniho iontu [M+H]" nebo aduktu molekuly se sodnym iontem [M+Na]® v ptipadé
snimani kladnych iontt a deprotonovany iont [M-H] pii snimani zapornych iontt. Ionty,
které jsou fragmentované byvaji ¢asto malo intenzivni nebo zcela chybi. (VERNER, 2005;

SMYTH, 1999)

Iontovy sprej je modifikaci elektrospreje. Vyuziva pneumatického zmlzovace

umisténého na konci kapilary pro snadn&jsi zmlzeni eluatu. (VERNER, 2005)

Chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI)

Iontovy zdroj je u APCI uspotadan obdobné jako u ESP, avSak s tim rozdilem, Ze na kapilaie
neni vloZeno napéti a u jejiho konce je umistnéna vybojova jehla (elektroda). Eluat je
pneumatickym zml¢ova¢em rozprasen na konci kapilary. Vznika aerosol, ktery je v rychlosti
odpafen v kratké zoné vyhtivané na teplotu az 600 °C. Diky napéti, jez bylo vloZzeno na
vybojovou jehlu, dochazi ke vzniku korondrniho vyboje, tim jsou ionizovany molekuly
mobilni faze pfitomné v plynné fazi ve velkém nadbytku vii¢i analytu. Molekuly analytu jsou
nasledné ionizovany reakénim plynem, tedy ionty vzniklé z mobilni faze, podobné jako pfi

klasické chemické ionizaci. (VERNER, 2005; STEVENS, 1999)

MALDI — Matrix Assisted Laser Desrption lonization

Desorp¢ni ionizace vzorku laserem za asistence matrice se obvykle pouZziva pro analyzu
proteint a dalSich makromolekul. Nejdfive se vzorek smisi s organickou kyselinou, ta snadno
absorbuje energii laseru, a nasledné se vysus$i. V procesu ionizace, do kterého je zahrnut

kratky intenzivni puls laseru, dochazi k zahiati a desorpci matrice a analys. Zaroven je
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ionizovana matrice (Organicka kyselina), ktera je donorem naboje pro analyt. Diky vakuu, ve
kterém proces probiha, neni potfeba feSit problém s pfenosem iontll mezi atmosférickym

tlakem a provoznim vakuem analyzatoru. (FRIEDECKY, LEMR, 2012)

Hmotnostni analyzatory

Kvadrupélovy analyzator (Quadrupole — Q)

Kvadrupél je jeden z nejrozsitenéjSich hmotnostnich analyzatorti, jehoz vyhodou jsou nizsi
pofizovaci néklady neZ u jinych analyzatort. (FRIEDECKY, LEMR, 2012) Obsahuje
kombinaci ¢tyf rovnobéznych tyCovych elektrod, na které je piivadéna slozka stifidavého
a stejnosmérného napéti. lonty urcité hodnoty m/z, coz je pomér hmotnosti ku naboji, maji
stabilni trajektorii vedouci k detektoru, popt. dalsi ¢asti analyzatoru, a to na zaklad¢ nastaveni
hodnot stejnosmérného napéti a amplitudy stfidavého napéti v daném okamziku.(KLOUDA,
2003; FRIEDECKY, LEMR, 2012) lonty, jez maji nestabilni trajektorii, jsou vychyleny
a k detektoru se nedostanou. Ve sméru axialni osy je pohyb iontli umoznén diky gradientu
napéti napfi¢ jednotlivymi ¢astmi hmotnostniho spektrometru. Analyzatoru lze vyuzivat ve
dvou rezimech. Prvni skenovaci reZzim funguje pii kontinualnich zménach elektrického pole,
coz umoznuje proméfit v§echny hodnoty m/z v kratkém ¢asovém useku. Zahrnuje informace
o vSech vzniklych iontech, ale je méné citlivy. Naproti tomu druhy tzv. SIM, single ion
monitoring, pracuje za specialniho nastaveni elektrického pole kvadrupdlu, kdy je dovoleno
projit pouze iontim s danou velikosti m/z. SIM reZim se naopak vyuZziva pro citlivou

kvantifikaci pfedem zvolenych latek (FRIEDECKY, LEMR, 2012)

Priletovy analyzator, detektor doby letu - TOF

Detektor doby letu neboli TOF — ,time of flight“ patii mezi nejrychlejsi a nejjednodussi,
protoze kompletné cely vzorek je akcelerovan najednou. (KLOUDA, 2003) Ionty jsou
urychlovany v jednotlivych pulzech elektrickym polem do evakuované letové trubice, kterou
se pohybuji smérem k detektoru. Oddélovani a tiidéni iontt probiha na zakladé vztahu mezi
rychlosti pohybu iontii a m/z. TOF ma lepsi rozliSovaci schopnost nez kvadrupél. Casto se
vyuziva uspotfadani za pouziti tzv. reflektronu (iontového zrcadla), které otdc¢i smér letu
0 témef 180°, ¢imZ se prodlouzi drédha a i doba letu a zarovent kompenzuji rozdily v hodnotach
kinetické energie iontti dané latky, coZ vyznamné zlepSuje rozliseni iontd. (FRIEDECKY,

LEMR, 2012).
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3.4.2.3 Plynova chromatografie s detektorem doby letu a hmotnostni spektrometrii
(GC/TOF-MS)

Plynova chromatografie

GC (Gass Chromatography) je separa¢ni metoda, kde mobilni fazi je nosny plyn. Pro
transport vzorku je dilezitd jeho okamzitd pfeména na plyn. Latky analyzované touto
metodou museji mit dostatecny tlak syté pary, museji byt tepelné stalé, abychom je mohly
preménit na plyny. Po separaci na stacionarni fazi jsou jednotlivé slozky eluatu indikovany
detektorem, jehoz intenzita signdlu a casovy prib¢h analyzy umozituje uréeni druhu

a kvantitativni zastoupeni jednotlivych slozek ve vzorku. (KLOUDA, 2003; STULIK, 2004)

Spojeni s TOF a MS

V kvasném pramyslu je bézné vyuzivat hmotnostni spektrometrii s kvadrupdlovym
analyzatorem, tato metoda je vSak omezena moznym mnozstvim vzorku piva. Proto se zacala
vice testovat metoda plynové chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii
s priletovym analyzatorem neboli detektorem doby letu (TOF — ,time of flight™), coz se
ukéazalo jako mnohem citlivéjsi a komplexnéjsi technologie. Zatizeni TOF umoziiuje, aby
vSechny ionty vstupujici do letové trubice dorazily k detektoru bez filtrace. To ma za nasledek

vetsi citlivost, tudiz je mozny zaznam spekter 1 v plném ,,scan® rezimu. (BUKOWSKI, 2015)

Pii pouziti TOF - MS v kombinaci s CG a vhodnou pfipravou vzorkid a zavedenim

techniky se dosahuje pfesného a spolehlivého rutinniho screeningu i stopovych sloucenin.

Pro ptipravu vzorkll se vyuziva sorpCni extrakce a nasledné tepelné desorpce, kterda ma
dostatecnou citlivost. Pro analyzu piva neni velikost vzorku omezena a extrakéni proces je

snadny, bezpecny a proto mize potencialné zvladnout velké série vzorkl najednou.

Dle studie, ktera byla provedena za uUfelem prokdzat unikatni analytické schopnosti
GCITOF-MS, bylo zjisténo, ze tato metoda je vhodna pro hloubkovou analyzu té€kavych
organickych sloucenin v pivu. (BUKOWSKI, 2015)

3.4.2.4 Elektronicky nos GC - GC/ MS

Principem technologie elektronického nosu je absorpce a desorpce t€kavych sloucenin na
soubor senzori, to ma za nasledek specifické zmény elektrického odporu, které jsou méteny

na vSech jednotlivych senzorech pii styku se vzorkem. Elektronicky nos je tim vykonné;si
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a presnéjsi, ¢im vice méteni podstoupil a ¢im vice zkuSenosti se specifickou latkou (vini,
zapachem) ma. Pouziva se tedy predevSim v senzorické analyze. Jeho vyhodou je rychlost,
jednoduchost pouziti a piedevs§im rychlost s jakou lze ziskat vysledky, jeho pofizovaci cena je
vsak ponékud vyssi. (Historie elektronického nosu, 2011; KELLER, 1998; ADAHCHOUR,
2008)

Funguje na biologickém modelu, ktery kopiruje ¢innost lidského nosu, konkrétné jeho
receptort pro vjem jednotlivych velikostné rozliSnych molekul, ze kterych je pach slozen. Ve
je poté analyzovano a ur€eno neuronovou siti. Dle typu pfistroje, ktery elektronicky nos ma,
existuje nekolik variant vzorkovani: a) manualni vzorkovani b) automatické vzorkovani c) on-

line vzorkovani.(Technologicky princip, 2011)

Elektronicky nos vyuziva technologie plynové chromatografie, vétSinou ultra rychlé,
k separaci vzorku na jednotlivé komponenty a poté hmotnostni spektrometrii pro stanoveni
elementarniho slozeni jednotlivych ¢éstic ¢i sloucenin. Kone¢nou fazi je rozpoznavani
vzorkd, které zaruCuje neutronova sit. Je to vypocetni model, ktery se hojné vyuziva v umélé
inteligenci. Modelem je ji chovani struktur biologické povahy. Vyuziva se pro distribuované
paralelni zpracovani dat. Podobné jako je tomu v nasem organismu, je i uméla sit’ slozena
Z jednotlivych neuronti, které si vzajemné piedavaji signal a ty jsou jimi transformovany diky

specifickym pfenosovym funkcim. (Neuronova sit’, 2011)

V posledni dobé se pracuje predevsim na redukci velikosti, pofizovaci ceny a zvySeni
citlivosti jednotlivych senzorti pro vice druhl analyzovatelnych latek. Vibec nejmensi verzi
tohoto pfistroje je nos-on-a-chip, ktery ma v jediném pocitacovém c¢ipu zahrnuty jak senzory, tak
zatizeni na rozpoznavani vzorkd. (BARANAUSKIENE et. al, 2005)

V pivovarsko — sladaiské analytice lze elektronického nosu vyuzit pfevazné pro stanoveni
vedlejsich chuti a to jak ve sladu, chmelu i v hotovém pivu, dokaze identifikovat i vyrobce. (TAN
T LUCAS et. al., 1995)

3.4.3 Metody molekulové spektroskopie
3.4.3.1 Spektroskopie v blizké infra¢ervené oblasti — NIR

NIR (,,near-infrared spectrometry*) patii do skupiny metod molekulové spektroskopie,
ktera pracuje se spektralni oblasti blizkého infracerveného zéfeni, tj. oblast vinovych délek

800 — 2500 nm resp. vlnoctt 12500 — 4000 cm™. TakZe oblast NIR z jedné strany navazuje na
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viditelnou oblast a ze strany druhé na stfedni infraervenou. Podle riznych zdroji informaci
hranice fluktuuji, protoze nejsou zcela ostré. (MCLEOD et. al, 2009) D¢je se tak v zavislosti
na tom, jestli se hranice definuji z moznosti spektrometrti pokryt danou oblast, nebo z druhu
energetickych pfechodi, jez se v uréité oblasti pozoruji. Absorpci zafeni v NIR oblasti
nejCastéji zpusobuji energetické prechody mezi vibraénimi hladinami molekul, hlavné
pfechody kombinacnimi a svrchnimi tony. Je tieba pouZzivat kyvet s delsi optickou dradhou a to
proto, Ze absorpce zafeni v NIR oblasti je kviili kombinacnim piechodiim i svrchnim toniim
slabsi nez napf. pti pfechodech fundamentalnich v MIR (stiedné infracervené oblasti) oblasti.
Je dosti obytné pritadit absorpéni pasy jednotlivym kombina¢nim pfechodim a svrchnim
tontim, a z toho diivodu neni bézné proveden rozbor spekter, ktery smétuje k urceni funkénich
skupin v molekulach, tak jak je to obvyklé pfii interpretaci spekter v MIR oblasti. (SIESLER
et. al, 2006)

Je v8ak mozné vymezit oblasti, kde jsou dominantni pdsy kombinacnich pfechodl (cca
4000 — 5300 cm™), prvni overtony (cca 4600 — 7300 cm™), druhé overtony (cca 6000 — 10000
cm™) a tieti overtony (cca 8800 — 14500 cm™). Z hlediska kvalitativni informace je moZné

srovnavat méiena spektra Cistych latek s knihovnami spekter, a tak provadét identifikaci latek.

Ve vétsing pripadl lze stanovit vice slozek vedle sebe, a to bez d€leni slozité smési a navic
piimo ve vyrobnim procesu. Z toho divodu se NIR spektrometrie da zatadit do skupiny tzv.
procesnich analytickych metod, u nichZ se klade diiraz na rychlost samotné analyzy vcetné
varianty kontinualni on-line analyzy ve vyrobnim procesu. Je tedy mozné zaroven stanovit
obsah ethanolu a sacharidii v mlading, mladém pivé (napiiklad béhem probihajicich kvasnych
procesti). Analyza je téméf nedestruktivni, neni potieba specialni upravy vzorku a je pomérné
rychla (k zaznamu postaéi méné neZz jedna minuta). Lze méfit vzorky i ve sklenénych
I nékterych dalsich transparentnich obalech. Metodu lze vyuzit i pro relativné hodné zifedéné
nasledné zpracovani a vyhodnocovani namétfenych dat.

(CASTRITIUS et. al, 2010; SIESLER et. al., 2006)

Techniky méreni NIR spekter

Jsou dva zptisoby jak métit NIR spektra za prvé jako zeslabeni zativého toku po prichodu
zateni vzorkem (transmisni méfeni) a za druhé po odrazu zafeni (reflexni techniky). V piipadé

pouziti reflexnich technik se nejCastéji uplatiiuje princip diftzni reflexe (FTIR — ,.fourier
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transform infrared), kdy se zateni, které dopada na vzorek, odrazi od povrchu jednotlivych
malych ¢astic praSkového vzorku. Transmisni méfeni se vyuziva predevsim k méfeni kapalin.
Kapalné vzorky lze méfit v kyvetach ze specialniho skla, které vykazuje vysokou propustnost
v celé NIR oblasti. ,,Vedle uvedenych postupii, kdy je vzorek umistén v drzaku pristroje, se
casto NIR spektra meri s vyuzZitim vidknové optiky s riiznymi typy sond, které mohou byt
umistény napriklad primo v chemickém ¢i  biotechnologickém vyrobnim reaktoru.

(SIESLER et. al, 2006)
3.4.3.2 Infracervena spektrometrie s Fourierovou transformaci - FTIR

Infracervend spektrometrie S Fourierovou transformaci pracuje na zdklad¢ interference
spektra, takze vyuziva misto monochromatoru, ktery ma své minusy jako napiiklad pomalost
ziskavani spektra, mala citlivost, nizky pomé&r signalu k Sumu, Michelsonova interferometru.
(KLOUDA, 2003) Zatfeni ze zdroje ptichdzi na polopropustny déli¢ paprski, ktery jednu
polovinu paprski propusti k pohyblivému zrcadlu, druhd se odrdzi smérem k pevnému
zrcadlu. Paprsky se od obou vzajemné kolmych zrcadel zpétné odrazeji a na déli¢i paprski se
podle polohy pohyblivého zrcadla bud’ s¢itaji, nebo odc¢itaji. Signal, ktery dopada na detektor
je generovan interferogramem. Pro ziskani klasického spektralniho zaznamu, vyzaduje
spektrometr matematickou metodu Fourierovy transformace na absorpcni infracervené
spektrum.(SIESLER et. al., 2006) Zdrojem zafeni je elektricky zhavena tycinka z karbidu
kfemiku 1 jinych materialti. Pro detekci se vyuzivaji rizné typy detektorti, ale v modernich
FTIR spektrometrech je nejcastéjsi DTGS detektor. Pracuje na principu pyroelektrického
jevu. Po absorpci zafeni se méni teplota pyroelektrického materidlu a tim se méni 1 stupeni
orientace polarnich molekul. Tim je vyvolan elektricky naboj a diky tomu vznikd méfitelny
elektricky proud. Jako pyroelektricky senzor se pouziva krystal
z deutorovaného triglycinsulfatu (DTGS), kdy deuteraci je zvySena teplota, pifi niZz lze

detektor vyuzit. (KLOUDA, 2003; SIESEL et. al, 2006)

FTIR spektrometry maji spoustu vyhod. Pii méfeni dopada na detektor vzdy cely svazek
zafeni. Diky tomu lze provadét i1 experimenty, pfi nichz dochazi k velkym energetickym
ztratam, naptiklad pokud je méfen siln€ absorbujici vzorek nebo pfi méfeni s nastavci pro
analyzu kapalnych vzorkll v odrazeném svétle — reflektancni infracervena spektroskopie.

(SIESEL et.al, 2006)
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4 ZAVER

Na cest¢ za hotovym pivem jak ho zname, se setkavame s nékolika pivovarskymi
meziprodukty — sladinou, mladinou a mladym pivem. V procesu vyroby vznikaji i dalsi
vyznamné meziprodukty a to pfedev$im v pribéhu Maillardovy reakce a enzymatického

hnédnuti, které maji vliv na vyslednou organoleptickou jakost piva.

Klasické analytické metody pouzivané v pivovarnictvi se orientovaly pfedevsim na stabilitu
piva, jeho mikrobialni nezdvadnost, komplexni stanoveni obsahovych latek a samoziejmé
také na provozni metody, pouzivané v pribéhu vyroby. V poslednich dvaceti letech, se tyto
metody zdokonalovaly. Byl kladen diiraz na podrobnéjsi informace a hlubsi analyzu.

Postupné se ménily principy pro ptipravu vzorkd, ktera patii mezi nejdilezitéjsi kroky.

S vyvojem a zlepSovanim informacnich technologii se jednotlivé metody posunuly o dalsi
kus dal. Zaméfila jsem se na chromatografické metody a moznosti spojeni s hmotnostni

spektrometrii, ktera je velkym pomocnikem pfi identifikaci i téch nejmensich Castic.

K nejnovéjsim trendim bezesporu patii metody vyuzivané v senzorické analyze piva.
Zaujala me& predevSim moznost vyuziti elektronického nosu. VSechny moderni metody poji
vetsi citlivost detekce, vySs$i ndroky na odbornost pracovnikii, podrobnéjsi a komplexné;jsi

vystupy a snaha o lepsi vyuziti pfimo v provozu.

Po zpracovani tohoto tématu jsem dosla k zavéru, Ze metody vyuzivané v pivovarské
analytice jsou na velice vysoké urovni. Jejich dal$i zdokonalovani jde ruku v ruce
s atraktivitou tohoto napoje stejné tak jako s vyvojem novych druhd piva a snaze oslovit $ir$i

spektrum konzumentt.

30



5 SEZNAM LITERATURY

ABAD-GARCIA, B., BERRUETA, L. A., LOPEZ-MARQUEZ, D. M., CRESPOFERRER,
I., GALLO, B., VICENTE, F.: Optimization and validation of methodology based on solvent
extraction and liquid chromatography for the simultaneous determination of several
polyphenolic families in fruit juices. Journal of Chromatography A. 2007, no. 1154, pp. 87-

96. Dostupny z: www.sciencedirect.com

ABDEL-REHIM, M.: New trend in sample preparation: on-line microextraction in packed
syringe for liquid and gas chromatogramy applications: I. Determination of local anaesthetics
in human plasma samples using gas chromatography-mass spectrometry. J. Chromatogr. B
Analyt. Technol. Biomed. Life Sci. 801, 2004, 317-321.

ADAHCHOUR, M. et. al: J. The electronic nose, Austria, 1186 (2008) 67-108

ALBL, V. a kol.: Vyroba sladu a piva. 1. vyd. Plzefi: Institut vychovy a vzdélani MZVz CR
ve spolupraci s plzefiskymi pivovary, s.p., 1990. 368 s. ISBN 80-7105- 003-2

Analystica EBC. Ziirich: Schweizer Braurei - Rundschau, 1975.

BARANAUSKIENE, R., P.R. VENSKUTONIS, A. GALDIKAS, D. SENULIENE a A.
SEKTUS. Testing of microencapsulated flavours by electronic nose and SPME-GC. Food
chemistry [online]. 2005, ¢ 1, s. 45-54 [cit. 2015-04-19]. Dostupné z:
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814604005552

BASAROVA, G. Ceské pivo. 3., dopl. vyd. Praha: Havli¢ek Brain Team, 2011, 309 s. ISBN
978-80-87109-25-0

BASAROVA, G. Pivovarstvi: teorie a praxe vyroby piva. Vyd. 1. Praha: Vydavatelstvi
VSCHT, 2010, 863 s. ISBN 978-80-7080-734-7

BASAROVA, Gabriela. Pivovarsko-sladaiskd analytika 1. Praha: Merkanta, 1992, 385 s.

BASAROVA, Gabriela. Pivovarsko-sladaiskd analytika 2. Praha: Merkanta, 1993, S.399-
632.

31



BASAROVA, Gabriela. Pivovarsko-sladarska analytika 3. Praha: Merkanta, 1993, S.647-
966.

BUKOWSKI, Nick. Combining Time of Flight Mass Spectrometry with Gas Chromatography
for Increased Sensitivity in Beer Analysis. Separation science: Premier learning for
analytical chemists [online]. United Kingdom: ALMSCO International, 2015 [cit. 2015-04-
16]. Dostupné z: http://www.sepscience.com/Sectors/Food/Articles/540-/Combining-Time-of-
Flight-Mass-Spectrometry-with-Gas-Chromatography-for-Increased-Sensitivity-in-Beer-
Analysis?pageNo=1

CASTRITIUS, S., A. KRON, T. SCHAFER, M. RADLE a D. HARMS. Determination of
Alcohol and Extract Concentration in Beer Samples Using a Combined Method of Near-
Infrared (NIR) Spectroscopy and Refractometry. Journal of agricultural and food chemistry
[online]. 2010, ¢&. 58, 12634 - 12641 [cit. 2015-04-19]. Dostupné z:
http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/jf1030604

CEPICKA, J.: Obecné potravinai'ska technologie. vyd. 1. Praha: VSCHT, 1995. 246 s. ISBN
80-7080-239-1

DANEK, J.; FERKL, P.; PROCHAZKA, S.: Technologie pro 4. ro¢nik SPS potravinaiska
technologie — obor kvasna technologie. 1. vyd. Praha: SNTL, 1982. 241 s. ISBN neuvedeno

DIETZ, Christian, Jon SANZ a Carmen CAMARA. Recent developments in solid-phase
microextraction coatings and related techniques. Journal of Chromatography A [online].
2006, ¢. 1103, 183 - 192 [cit. 2015-04-18]. Dostupné zZ:
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0021967305022016

EBLINGER, H.M.E. Handbook of Brewing Processes, Technology, Markets. 2:. Weiheim:
WILEY-VCH, 2009. ISBN 978-3-527-31674-8.

FRIEDECKY, D. a K. LEMR. Uvod do hmotnostni spektrometrie. Klin. Biochem. Metab
[online]. 2012, ro¢. 20, ¢ 3, 152 - 157 [cit. 2015-04-18]. Dostupné z:
http://www.cskb.cz/res/file/KBM-pdf/2012/2012-3/KBM12-3-Friedecky-152.pdf

GODULA, M. Ionizace laserem za piitomnosti matrice za atmosférického tlaku (AP-MALDI)

- novy smér v analyze peptidil a proteinti. Chemické listy. 2005, €. 99, s. 930-936. Dostupné z:
http://w.chemicke-listy.cz/docs/full/2005_12 930-936.pdf

32


http://www.sepscience.com/Sectors/Food/Articles/540-/Combining-Time-of-Flight-Mass-Spectrometry-with-Gas-Chromatography-for-Increased-Sensitivity-in-Beer-Analysis?pageNo=1
http://www.sepscience.com/Sectors/Food/Articles/540-/Combining-Time-of-Flight-Mass-Spectrometry-with-Gas-Chromatography-for-Increased-Sensitivity-in-Beer-Analysis?pageNo=1
http://www.sepscience.com/Sectors/Food/Articles/540-/Combining-Time-of-Flight-Mass-Spectrometry-with-Gas-Chromatography-for-Increased-Sensitivity-in-Beer-Analysis?pageNo=1

GOUPY, P., HUGUES, M., BOIVIN, P., & AMIOT, M. J.: Antioxidant composition and
activity of barley (Hordeum vulgare) and malt extracts and of isolated phenolic compounds.
Journal of the Science of Food and Agriculture. 79, 1625-1634, (1999)

HISTORIE ELEKTRONICKEHO NOSU [online]. 2011 [cit. 2015-04-19] Dostupné z
WWW: http://EzineArticles.com/1037705

HOLCAPEK J., P. JANDERA. Spojeni kapalinové chromatografie a hmotnostni
spektrometrie (HPLC/MS). Chemicke listy. 1998, ¢. 92, s. 278-286. Dostupné z:
http://www.chemicke-listy.cz/docs/full/1998 04 278-286.pdf

HORAK T., J. CULIK, M. JURKOVA, P. CEJKA, V. KELLNER, J. DVORAK, D.
HASKOVA. MEPS a jeho pouziti pfi piipravé vzorkdl v pivovarské analytice. Kvasny
pramysl. 2011, ro¢. 57, ¢. 9, s. 326-330

CHLADEK, L. Pivovarnictvi. 1. vyd. Praha: Grada, 2007, 207 s., 8 s. barev. obr. pfil. ISBN
978-80-247-1616-9

JEZKOVA, A., et al.: Vyvoj metodiky extrakce na tuhé fazi HPLC-MS pro stanoveni
deoxynivalenolu v je¢meni a sladu. Chemicke listy. 2009, 103, s. 679-683

KARABIN, M.; DOSTALEK, P.; HOFTA, P.: Pfehled metod pro stanoveni antioxidacni
aktivity v pivovarstvi. Chemickeé listy. 2006, 100, s. 184-189

KELLER, P. E.: Electronic/Artificial Noses. Technology Brief. Washington. Pacific
Northwest National Laboratory, Richland, 1998PNL-SA-26873

KLOUDA, P. Moderni analytické metody. Ostrava: Nakladatelstvi Pavel Klouda, 2003. ISBN
80-86369-07-2.

KOSAR, K. a S. PROCHAZKA. Technologie vyroby sladu a piva. Praha: Vyzkumny tstav
pivovarsky a sladaisky, 2000, 398 s. ISBN 80-902658-6-3

KRUGER, E. a H.J. BIELIG. Betriebs- und Qualitiitskontrolle in Brauerei und alkoholfieier
Getrdnkeindustrie. Berlin: Paul Parey, 1976. ISBN 9783489646143

MARSHALL, M.R., JEONGMOK, K., CHENG-I, W.: Enzymatic browning in fruits,

vegetables and seafoods. Auburn: Nutrition and Food Science Department, 2000, Dokument

33



dostupny na URL: http://www.fao.org/ag/ags/agsi/ENZYMEFINAL/Enzymatic
Browning.html (prosinec 2014)

MCLEOD, G., K. CLELLAND, H. TAPP, E.K. KEMSLEY, R.H. WILSON, G. POULTER a
D. COOMBES. A comparison of variate pre-selection methods for use in partial least squares
regression: A case study on NIR spectroscopy applied to monitoring beer fermentation.
Journal of food Engineering [online]. 2009, ¢. 2, 300 - 307 [cit. 2015-04-19]. Dostupné z:
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S026087740800335X

MOHAMMAD, Ali a INAMUDDIN. Green Chromatographic Techniques: Separation and
purification of organic and inorganic analytes. 1. vyd. London: Springer Dordrecht
Heidelberg, 2014. ISBN 978-94-007-7734-7.

NAUSHAD, M. a M. R. KHAN. Ultra performance liquid chromatography mass
spectrometry: evaluation and applications in food analysis. Boca Raton, FL: CRC
Press/Taylor & Francis, 2014, 461 p. ISBN 978-1-4665-9155-4

NEURONOVA SiT [online].2011[cit.2015-03-28].Dostupné z:

http://cs.wikipedia.org/wiki/Neuronova_sit

NIELSEN, S. Food analysis. 4. vyd. New York: Springer, c2010, xiv, 602 s. ISBN 978-1-
4419-1477-4

PAWLISZYN, Janusz. Applications of Solid Phase Microextraction. 1. vyd. United Kingdom,
Cambridge: The Royal Society of Chemistry, 1999. ISBN 0-85404-525-2.

PELIKAN, M.; DUDAS, F.; MISA, D.: Technologie kvasného pramyslu. 2. vyd. Brno:
MZLU, 2004. 135 s. ISBN 80-7157-578-X

PIZARRO, C., N. PEREZ-DEL-NOTARIO a J.M. GONZALEZ-SAIZ. Optimisation of a
simple and reliable method based on headspace solid-phase microextraction for the
determination of volatile phenols in beer. [online]. 2010, ¢. 1217, 6013—6021 [cit. 2015-04-
18]. Dostupné z: http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0021967310009258

SAISON, D., et al.: Decrease of Aged Beer Aroma by the Reducing Activity of Brewing
Yeast. Journal of agricultural and food chemistry article. 2010, 58, s. 3107- 3115

34



SIESLER, HW., Y. OZAKI, S. KAWATA a H.M. HEISE. Near - Infrared Spectroscopy:
Principles, Instruments, Applications. 3. vyd. Germany: WILEY- VCH, 2006. ISBN 3-527-
30149-6.

SIMPSON, Nigel J. K. Solid-Phase Extraction: Principles, Techniques, and Applications.
The USA: Eastern Hemisphere Distribution, 2010. ISBN 0-8247-0021-X

SMYTH, W. F.: The use of electrospray mass spectometry in the detection and determination
of molecules of biological significance. Trends in analytical chemistry. 1999, vol. 18, no. 5,
pp. 335-345

SPYROS, Apostolos a Photis DAIS. NMR spectroscopy in food analysis. Cambridge: Royal
Society of Chemistry, 2013, 1 online resource (xi, 329 p.). ISBN 9781849735339

STEVENS, J. F.; TAYLOR, A. W.; DEINZER, M. L.: Quantitative analysis of xanthohumol
and related prenylflavonoids in hops and beer by liquid chromatography - tandem mass

spectometry. Journal of Chromatography A. 1999, 832, s. 97-107

STERBA, Karel, Pavel DOSTALEK a Marcel KARABIN. Moderni postupy vyuZivané pii
ptipravé vzorki pro stanoveni alkoholi, esterti a kyselin v pivu. Chemické listy. 2011, ¢. 105,

603 - 610.r

STULIK, K.: Analytické separaéni metody. Praha: Karolinum, 2004. 264 s. ISBN 80-246-
0852-9

TAN T LUCAS Q, MOY L, GARDNER JM AND BARTLETT P N, 1995.The electronic
nose-A new instrument for sensing vapors. LC GC INT 8(4): 218-225

TECHNOLOGICKY PRINCIP [online]l. 2011 [cit. 2015-04-19]. Dostupné z:
http://www.alpha-mos.com/products_technology/electronic_nose.htm

THOMPSON, Jack. Varime pivo: podrobny pritvodce varenim piva, pripravou vina a cideru.
1. ¢eské vyd. Praha: Svojtka & Co., 2012, 164 s. ISBN 978-80-256-0931-6

VELISEK, J., HAJSLOVA, J., Chemie potravin I, str. 359, vydalo nakladatelstvi OSSIS,
2009 — 3. Vydani, ISBN 978-80-86659-15-2

VELISEK, J., Chemie potravin 1, vydala firma OSSIS, 1999 — 1. Vydani, ISBN 80 — 902391-
5-3
35



VELISEK, J.: The Chemistry of Food. Wiley-Blackwell, New York 2014

VERHOEF, B. Encyklopedie piva. Praha: Rebo Productions, 1998, 304 s. ISBN 80-7234-012-
3

VERHOEF, B. Kompletni encyklopedie piva: podrobny priivodce svetem lahodného pénivého
moku. 2. vyd. Dobiejovice: Rebo Productions, 2004, 304 s. ISBN 80-7234-116-2

VERNER, Petr. Linearni iontova past a jeji aplikace v proteomické analyze. Chemicke listy.
2005, €. 99, s. 937-942. Dostupné z: http://www.chemicke-listy.cz/docs/full/2005_12 937-
942 .pdf

Vyhlaska ¢. 335/1997 Sb., kterou se provadi § 18 pism. a), d), h), i), j) a k) zdkona ¢.
110/1997 Sbh., o potravinach a tabakovych vyrobcich a o zméné a doplnéni nékterych

souvisejicich zdkonl

36



6 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

APCl — ,atmospheric - pressure chemical ionization ,- chemicka ionizace za

atmosférického tlaku
CAR — Carboxen
CKT - cylindrokonicky tank
CW — Carbowax
DVB - divinylbenzen
ESP — elektrosprej

FTIR — ,fourier transform infrared ,, - InfraCervena spektrometrie s Fourierovou

transformaci
GC — ,,gass chromatogramy* — plynova chromatografie

HPLC — ,, high performance liqguid chromatography — vysokoucinna kapalinova
chromatografie

ISP — iontovy sprej

MALDI — Matrix Assisted Laser Desrption lonization - Desorpéni ionizace vzorku laserem

za asistence matrice
MEPS — ,,microextraciton by packed sorbent* - mikroextrakce na pevném sorbentu
MS — ,,mass spektrometry“ — hmotnostni spektrometrie
NIR —,, near infrared spektrometry“ — spektroskopie v blizké ¢ervené oblasti
PA — polyakrylat
PDMS - polydimethylsiloxan
SIM — | single ion monitoring * -
SPE — ,,solid phase extraction* — extrakce pevnou fazi

SPME — ,,solid phase microextraction* — mikroextrakce pevnou fazi
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TOF -, time of flight — detektor doby letu

TSP — termosprej
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