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Abstrakt: Pokud je pivo vystaveno ptuisobeni svételného zareni, velmi rychle v ném
vznika nezddouci velmi nepfijemna tzv. letinkova (svételna) prichut’. Podle
soucasnych predstav je za svételnou pfichut’ v pivu zodpovédna zejména latka 3-
methyl-2-buten-1-thiol (MBT). Vznik MBT je spojen s neenzymatickymi reakcemi,
v nichz vystupuji isohumulony a sirné slozky aminokyselin a jejich derivata. Jako
fotokatalyzator zde plisobi riboflavin (vitamin B2), ktery absorbuje svételné zareni a
v excitovaném stavu reaguje s isohumulony. Pisobenim svétla se riboflavin rozpada
na fotoprodukty a méni se optické vlastnosti vzorku.

Cilem prace bylo ovéfit moznosti optické detekce fotodegradace piva. Byla sestavena
aparatura pro detekci spektralné rozliSené intensity fluorescence s vyménnym
excitaénim LED zdrojem. Aparatura umoziuje méfeni excitacné emisni matice
fluorescence (EEM) s vybranymi vlnovymi délkami excitace. Fluorescencni signal je
sniman spektrofotometrem pod tthlem 90° vzhledem k excita¢nimu paprsku a
korigovan jeho intenzitou detekovanou v pfimém sméru. Svételny zdroj i detektory
jsou pripojeny k métici komote ptes opticka vlakna.

Na aparatufe byla naméfena fluorescenc¢ni spektra riboflavinu, jeho fotoproduktu
lumichromu a spektra vzorkt Cerstvého a definované svételné poskozeného piva.
Vysledky potvrdily, Ze sestavend aparatura umoziuje detekovat optické zmény piva
spojené s jeho svételnym poskozenim.
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Abstract: If beer is exposed to light radiation, it very quickly creates an undesirable
unpleasant so-called lightstruck flavor. According to current ideas, 3-methyl-2-
butene-1-thiol (MBT) is responsible for the lightstruck flavour in beer. The
formation of MBT is associated with non-enzymatic reactions in which
isohumulones and sulfuric components of amino acids and their derivatives emerge.
Riboflavin (vitamin B2), which absorbs light and reacts with isohumulones in the
excited state, acts as a photocatalyst. Light degrades riboflavin into its
photoproducts.

The aim of this work was to verify the possibilities of optical detection of beer
photodegradation. An apparatus for detecting spectrally differentiated fluorescence
intensity with a replaceable excitation LED source was constructed. The apparatus
allows the excitation emission matrix of fluorescence (EEM) to be measured with
selected excitation wavelengths. The fluorescence signal is scanned by a
spectrophotometer with 90 ° offset to the excitation beam and corrected by its
intensity which was detected in a straight line. The light source and detectors are
connected to the measuring chamber via optical fibers.

The fluorescence spectra of riboflavin, its photoproduct lumichrome and samples of
fresh and defined light-damaged beer were measured on the apparatus. The results
confirmed that the assembled apparatus makes it possible to detect optical changes of
beer associated with its light damage.

Keywords: 3-methyl-2-buten-1-thiol, light-struck character, photodegradation,
riboflavin
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Uvod

Pivo je jednim z nejstarSich a nejrozsifenéjSich ndpojii na svété. Dokonce je to
nejpopularnéj$i napoj hned po vode a ¢aji. Je tedy nasnadé zabyvat se jeho kvalitou.
Z historickych nalez( vime, ze kvalitou piva se zabyvali jiz stafi Egyptané, protoze

o kvalité piva pojednavaji i nekteré prvni dochované fesené¢ matematické tilohy.

Na kvalitu piva mtize ptisobit mnoho vlivli: od kvality pouzitych surovin pies to,
jak je skladovano, az po zpisob, jak je vyCepni ¢epuje do sklenic. Na prvni pohled
nendpadnym faktorem muize byt i to, jestli pivo bylo vystaveno delsi dobu svétlu. To
se muze stat (v pripadé prihledné ldhve) v obchod€ pod zativkami nebo i hii venku
na slunci. Zavaznost tohoto faktoru si uvédomime v momenté, kdy svételné
poskozené pivo zacneme pit; takové pivo bude mit jinou vini i chut’, zabarvenou

takzvanou letinkovou (nékdy nazyvanou skunkovou) pfichuti, ktera je neptijemna.

V soucasné dobé je znam proces, kterym se pivo svételné poskozuje.
Zodpovédna je zejména latka 3-methyl-2-buten-1-thiol (MBT). Vznik MBT je
spojen s neenzymatickymi reakcemi, v nichz vystupuji isohumulony a sirné slozky
aminokyselin a jejich derivatl. Jako fotokatalyzator zde pisobi riboflavin (vitamin
B2), ktery absorbuje svételné zareni a v excitovaném stavu reaguje s isohumulony.
Plsobenim svétla se riboflavin (RF) rozpada na fotoprodukty, ¢imz se méni optické

vlastnosti vzorku

Tato prace si dava za cil studovat detekci svételného poSkozeni piva optickymi
metodami. Vyhodou optické detekce je to, Ze je neinvazivni, tedy pivo nemusime

otevirat, abychom mohli zjistit, jestli je poskozené.

Prace by méla piispét k vytvofeni aparatury a kni se vazici metody, ktera
umoziuje méteni optickych zmén piva pfimo v komercnich ldhvich. Tato aparatura

by mohla mit budouci mozné uziti v pivovarnickém pramyslu.



1. Svételna degradace piva

1.1. Historie vyzkumu svételné degradace piva

Prvni studie o vlivu svétla na kvalitu piva vysla v roce 1875 na uzemi dnesniho
Némecka [1]. V této studii také byla poprvé nazvéana prichut’ osvétleného piva jako
letinkova. Zminéna studie vzbudila mnoho pozornosti a leckdo se snazil na tento
vyzkum navazat. Pozdéji v roce 1908 se zjistilo, ze svétlo plisobi na pivo negativné
az po fermentaci. Roku 1934 se pfisSlo na to, jaké slozky jsou nové ptfitomné ve
svételné poskozeném pive. Jsou to prevazné sirovodiky a thioly. V roce 1947
Jacobssen a Hogberg ovérili, ze svétlo, které poskozuje pivo, ma vinovou délku
v rozmezi 420 az 540 nm, tzn. od modrého az po zelené svétlo. Dals§i vyznamny
objev byl uskuteénén v roce 1958, kdy bylo zjisténo, ze prekursory podmiiujici
letinkovou pfichut’ jsou humulony a lupulony, tzv. iso-a-hotké latky, které do piva
pfichazeji zchmele. Vroce 1962 byl konecné identifikovdn hlavni pivodce
letinkové prichuti, totiz 3-methylbut-2en-1-thiol, zkrdcené MBT. Zacfatkem
Sedesatych let Josiro Kurojwa ovéfil predchozi studie. Bezchmelé pivo se svételné
neposkozovalo, ale po pridani chmelového extraktu bylo znovu na svétlo citlivé.
Rozsitil interval svételného spektra, ktery ma na pivo vliv, na 350 az 500 nm a
prokazal, ze ptivodcem letinkové ptichuti je skute¢né¢ MBT. Zaroven provedl mnoho
pokusti a zjistil, Zze kyslik, peroxid vodiku, manganistan draselny a jiné latky tvorbu

ptichuti potlacuji [2, 3].

Kacuhiko Asano nésledn¢ pfisel na to, Ze stejné druhy piva produkuji stejné
mnozstvi MBT. Ale vradmci riznych piv se pfitomnost MBT po osvétleni lisi.
Pomoci modelovych roztokd nasledné ovéfil, ze tvorba MBT silné zéavisi na
koncentraci riboflavinu v pivu. Riboflavin fungujici jako fotochemicky senzitizér je

nezbytny pro tvorbu MBT z isohumulont a sirného proteinu. [2]

Tuto studii rozsifil Suso Sakuma, ktery p¥imo popsal tvorbu MBT v pivu pii
svételném poskozeni. Isohumulony se po interakci se svétlem excitovanym
riboflavinem (RF) rozkladaji na radikdly, z kterych vznika MBT a tedy i nepiijemna
pachut’. [2]



1.2. Chemicky popis pribéhu svételného poskozeni

Podle dosavadnich znalosti probihd svételné poskozeni piva takto: Poté, co
riboflavin (vitamin B2) absorbuje energii zafeni, dochazi k jeho excitaci. Pokud je
riboflavin ozafen svétlem o délce mezi 350 az 500 nm, excituje se do singletniho
stavu. Pozdéji ptrechazi 1 do tripletniho stavu. Nasledné tripletni stav riboflavinu
degraduje a preda svou excitacni energii isohumuloniim, které se excituji, a to taktéz
do tripletniho stavu. Tento tripletni excitovany stav isohumulond mize téz vzniknout
pfimym osvitem ultrafialovym zafenim. Nasledn¢ dojde ke Stépeni téchto tripletl a
dojde ke wvzniku 4-methylpent-3-enoylovému radikalu, ktery se posléze
dekarbonyluje a vznikd prekursor MBT, konkrétné 3-methylbut-2-enylovy radikal.

Po navéazani tohoto radikalu na vhodny zdroj siry vznika konecné MBT. [2, 4]

RF, ISO,
hv 1 hv
Route {a) RF* 11SO*  Route (b)
isc l isc |
I1SO,
SRF* 31S0* + RF, ——— radical precursors of MBT

Norrish |

Obr. 1: Prenos excitace z riboflavinu na isohumulony a vznik MBT, prevzato z [2]



1.3. Riboflavin

Riboflavin funguje pii svételném starnuti piva jako fotochemicky senzitizér,
ktery absorbuje svételné zareni ve viditelné Casti spektra a predava jeho energii
dalsim latkam. Dalsi komponenty tcastnici se svételného poskozeni (sirné latky a

hotké kyseliny) z kterych vznikd MBT, neabsorbuji viditelné svétlo.

Absorpéni spektrum riboflavinu ma Ctyfi vyznamna absorpcni maxima. Pro nase

potieby jsou ve viditelném svétle dilezitd pouze maxima na vinové délce 375 nm a

445 nm (jak je vidét na grafu 1). [4]

Riboflavin je organicka latka patiici do skupiny flavinli. Flaviny jsou latky
odvozen¢ od 8-dimethylisoalloxazinu (7,8-dimethylbenzo[g]pteridin-2,4-dion).
Flaviny maji vyznam pfi riznych enzymatickych reakcich, dale se uplatiiuji pii

transferu elektronu v dychacich fetézcich v biologickych procesech. [5]

Riboflavin je pak ze vSech flavini zastoupen v pivu v nejvétsim mnozstvi. Do
piva se dostava prevazné zjeCmene, a dokonce se neodbourdva pii vareni piva,
protoze dobte odolava teploté varu. Plisobenim kvasnic se jeho koncentrace nasledné

zvysuje. [6]

Pii osvitu riboflavinu dochazi k jeho degradaci a vzniku fotoproduktd (Casto
kombinaci s jinymi flaviny). Nejcastéji vznikajicimi fotoprodukty jsou lumichrom

(LC), formylmethylflavin (FMF) a lumiflavin (LF) (zakresleno v obr 2). [6]



Obr. 2: Strukturni vzorce riboflavinu a jeho fotoproduktii, prevzato z [7]
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Graf 1: Absorpcni spektra riboflavinu a jeho fotoproduktit (A — riboflavin,

B — formylmethylflavin, C — lumiflavin, D — lumichrom), prevzato z [8]
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Riboflavin je pro tuto praci dilezity z toho diivodu, Ze pii svételném poskozeni
dochazi k jeho degradaci, koncentrace riboflavinu v pivu klesd. Z poklesu obsahu
riboflavinu Ize zpétné urcit, zda pivo je nebo neni svételné poskozené. Koncentraci
riboflavinu lze pomérn¢ dobie opticky detekovat diky jeho absorpénim a

fluorescenénim vlastnostem.

1.4. MBT a jeho vlastnosti

MBT neboli 3-methylbut-2-en-1-thiol (reg. ¢. CAS 5287-45-6) je latka podle
dosavadnich znalosti zodpovédna za letinkovou pachut’ svételn¢ poskozeného piva.
Je to slaba kyselina obsahujici jednu dvojnou vazbu a thiolovou funkéni skupinu.
MBT maé bod varu mezi 123 az 126 °C a molarni hmotnost 102,2. Latka ma sama
o sob¢ pronikavy zapach, pfipominajici vymésky skunka, odtud se Casto zapach
MBT nékdy nazyva ,skunkovym®“. MBT ma vysokou chutovou aktivitu, prah
detekovatelnosti lidskym ¢ichem se v pivu pohybuje v rozmezi 4 az 20 ng/l (ve vod¢

dokonce 0,2 az 0,4 ng/1) [6].

Mefteni koncentrace MBT v roztoku je pomérné naro¢né. Vzhledem k vysoké
chutové aktivité je potfeba velmi citlivych zatizeni. Vhodnymi metodami mohou byt
zejména: plynova chromatografie, chromatografie na silikagel, méfeni zmén
redoxniho potencidlu piva, kolorimetrické stanoveni obsahu sirovodiku nebo titrace

meéfici obsah thiolt [3].
1.5. Opticka detekce svételného poskozeni

Optickd detekce je stale rozsifenéjSi metoda studia rtznych latek. Rychlost,
sensitivita a obzvlasté¢ neinvazivnost ji ¢ini idedlni pro studium rdznych ndpoju
v prihlednych obalech. Hlavnim problémem optickych metod je zastoupeni
nepieberného mnozstvi latek v napoji. Spektra téchto latek se mohou ptekryvat, ¢imz

komplikuji méfici metodu.

Problém optické detekce svételné degradace piva byl v minulosti jiz zkouman.

Jednak je to prace Richarda Pozdrika z roku 2006, ktery se svym tymem sledoval



zmény absorbance pomoci absorp¢ni spektroskopie u osvétleného piva s pridavkem
riboflavinu a zkoumal vztah mezi tbytkem riboflavinu a tvorbou skunkové ptichuti.
[9] Z tuzemskych praci je to pak diplomova prace Jakuba Skody z roku 2014, ktery
zkoumal zmény absorbance spojené se svételnym poskozenim u piva a modelovych

roztoku [6].

Pozdrik se svym tymem ukdzal, Ze modelovy vzorek piva, tvofeny roztokem
riboflavinu, isohumulonti a cysteinu ve vhodném pufru, vykazuje maxima ve svém
absorp¢nim spektru na 373 a 445 nm odpovidajici absorpénim maximiim riboflavinu.
Po nékolikaminutovém osvitu jiz roztok tato maxima nevykazoval, s pfibyvajicim
Casem osvitu absorpce roztoku klesala, doSlo k degradaci riboflavinu na
fotoprodukty. Pozdrik téz potvrdil tvorbu letinkové ptichuti spojenou s ubytkem
riboflavinu v pribéhu osvitu. Pokud modelové pivo bylo probublano kyslikem,
schopnost absorbovat svétlo o vinové délce 445 nm neztratilo a k ubytku riboflavinu

nedoslo. [9]

Skoda ve své diplomové praci ovéfil, Ze po osvitu modelovych roztokd a piv
svétlem o vinové délce 450 nm dochazi k ubytku absorbance na 450 nm. Ubytek
absorbance koreluje subytkem obsahu riboflavinu - uréeno HPLC (High-
performance liquid chromatography) analyzou a s tvorbou letinkové svételné prichuti
- ovéfeno degustaénim panelem. Pomoci aparatury COLORTURB bylo mozné
zmény absorbance spojené se svételnym poskozenim detekovat i u nativnich vzorkt
v komercnich 1dhvich. Déle bylo zjisténo, Ze osvétlené roztoky byly schopné za
urcity cas regenerovat (beze zmény obsahu riboflavinu, ur¢eno HPLC analyzou)
a znovu absorbovat svétlo o délce 450 nm. Regeneraci pfisoudil vzniku dosud

neznamych fotoproduktl riboflavinu. [6]

Vysledky potvrdily, Ze svételné poskozeni je svazano s ubytkem riboflavinu a
tvorbou letinkové pachuté¢ v pivu. K detekci RF v pivu jsou vyuzivany
chromatografické, elektroforézni a fluorescencni metody. Nevyhodou vétSiny
pouzivanych metod je, Ze vyzaduji predptipravu vzorkd vedouci k separaci nebo

zvySeni obsahu RF [10]. Martina Duyvis [11] vyvinula citlivou fluorimetrickou



metodu detekce RF v pivu. Nevyhodou této metody je nutnost fedéni vzorku a jeho

titrace a zdlouhavost celého méfeni.

Ewa Sikorska [12] demonstrovala, ze fluorescencni spektroskopii je mozné
vyuzit pro bezkontaktni detekci obsahu riboflavinu v pivu. Méfeni provadéla na
nativnich, nefedénych a jinak neupravovanych vzorcich piv. Pii svych méfenich
vyuzivali front-face usporadani aparatury (fluorescencni signal je sbirdn pod thlem
blizkym 180 ° k excitaénimu paprsku). Pro uréeni obsahu RF vyuzili méteni
kompletni fluorescencni excitaén¢é emisni matice (EEM) ve spojeni s vicerozmérnou

regresni analyzou dat.

Vyhodou jimi navrzené metody je bezkontaktnost méteni bez nutnosti zasaht do
vzorku. Nevyhodou metody je ¢asova a financni naro¢nost méteni (pouziti drahé
komeréni aparatury) a slozité a ¢asové naroéné vyhodnoceni namétenych dat. Nasim
cilem je sestavit jednoduchou aparaturu pro meéteni fluorescence a ovéfit jeji

pouzitelnost po detekcei svételného poskozeni piva.

1.6. Absorbance a Lambert-Beeruv zakon

Paklize nechame svétlo prochazet néjakym materidlem, dojde nutné k jeho
utlumu. Signal se ztraci, kdyz se v materidlu rozptyluje jeho energie. Jak moc se

signal neztréaci, popisuje veli¢ina transmitance

g =l (1)

=1
kde I, je intenzita pros§lého zarfeni a [, je ptivodni intenzita zafeni. [13]
O transmitanci také hovoii Lambert-Beertv zdkon, jenz ma tvar

9 =107, 2)

kde € je molarni [latkovy] absorpéni koeficient, ¢ je latkova koncentrace [pocet molt

latky na litr roztoku] a [ je délka, kterou svétlo v latce urazilo. Jako zdporné vzaty



dekadicky logaritmus z transmitance je definovana veli¢ina absorbance [13]

A = —log(®) = ecl. (3)

1.7. Fluorescence

Pro zkoumani riboflavinu je vyhodna jeho fluorescen¢ni vlastnost. Tento fakt
znacné usnadiiuje jeho detekci. Fluorescence je fyzikalni jev, pfi kterém latka pohlti
elektromagnetické zareni (svétlo) a nasledné jej zase vyzari. Na rozdil od jinych typt
luminiscence, té¢leso prestava vyzarovat svétlo v okamziku, kdy odstranime zdroj
elektromagnetického zateni. Vyzarené svétlo byva delsi vinové délky nez plivodni

zateni, které latku vybudilo. Proces fluorescence funguje nasledovné:

Elektromagnetické zatfeni dopada na fluorescenéni latku. Elektrony této latky se
excituji, je to zptisobeno absorpci svétla fluorescencni latkou, toto svétlo se nasledné
preménuje na energii excitujici elektrony. Vyssi energetické stavy elektront jsou
nestabilni a elektrony nasledné padaji zpét na nizsi hladiny. Pfi pfechodu na nizsi

energetickou hladinu uvolni pfebytecnou energii ve formé fotonu. [14]

2. Popis aparatury

2.1. Fluorescenc¢ni aparatura

Pro méfeni fluorescence byla navrzena a realizovana aparatura, jez je
vyobrazena na obr. 3. Jako zdroj svétla byly pouzity svételné diody napdjené
stejnosmérnym zdrojem TIPA QJ3005EIIL. Svétlo z LED (Light-Emitting Diode)
bylo vedeno svétlovodem Avantes FC-UVIR600-1 do méfici komory, ve které byla
umisténa ¢tverhrannd opticka kyveta s optickou drahou 1 cm. Opticka kyveta méla
4 lesténé strany a umoznila méteni pod ¢tyfmi uhly 0 ©, 90 °, 180 © a 270 °. M¢fici
komora obsahovala Ctyfi vstupy pod témito uhly s instalovanymi adaptéry pro
pripojeni svétlovodi. Adaptéry byly osazeny optickymi prvky pro fokusaci paprsku.
Paprsek byl fokusovan do stiedu kyvety, aby vSechny adaptéry od mista sbéru svétla

byly stejn¢ vzdalené. Ke dvéma adaptérim byly pfipojeny 2 miniaturni

9



spektrofotometry. Oba spektrofotometry byly ptipojeny pomoci svétlovodi k métici
komote. Kazdy spektrofotometr byl k méfici komofe pfipojen jinym zplsobem.
Spektrofotometr Ocean Optics Red Tide USB-650 byl pfipojen kolmo
k pfivedenému paprsku svétla améfil fluorescenci latky v kyveté. Druhy
spektrofotometr (Ocean Optics STS-UV miniature spectrometer) byl pfipojen ptimo
ve sméru Sifeni svétla, méfil utlum signalu v materialu neboli absorbanci. Data ze
spektrofotometri byla vedena datovymi kabely (USB) do pocitace. V pocitaci byla
data zaznamenéavana pomoci programu OceanView 1.6.7 dodavaného firmou Ocean

Optics, ktera vyrabi oba spektrofotometry pouzité k méfeni.

Diody bylo mozné ménit a bylo mozné¢ zkoumat plisobeni svétla o riznych
vinovych délkach. Adaptéry pro ptipojeni LED ke svétlovodim, pro fokusaci svétla
do méfici komory a sbér svétla ze vzorku byly vyrobeny firmou Optovit, s.r.o.
Jihlava. VSechny svétlovody a adaptéry byly osazeny standardni koncovkou SMA
905.
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Obr. 3: Schéma pouzité aparatury

Pii méteni byly pouzity dva druhy svitivych diod, ovalné standardni LED T-1 %
o pruméru 5 mm (od firmy Roithner-Laser) s vykonem v fadu jednotek mW, které
pokryvaly maxima absorpcniho spektra riboflavinu o vinové délce 310 az 560 nm
(obr. 4). Pozdé&ji byly instalovany supersvitivé diody od firem Roithner-Laser a
Luxeon (obr. 5) s vykonem tadove jednotek W. Tyto nové diody pokryvaly spektrum
od 385 nm do 480 nm (viz tabulka 1). Supersvitivé diody byly umistény na hlinikovy

chladi¢, ke kterému byl fixovan adaptér na svétlovod. (viz obr 4 a 5).
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Vyrobce Typ Uvadéna vinova délka Namérena vinova délka
[nm] [nm]
Luxeon SZ-01-V4 385 385
Luxeon SZ-01-S8 405 405
Roithner | H2A1-H420 420 424
Roithner | H2A1-H435 435 442
Luxeon SP-01-V4 448 456
Roithner | H2A1-H470 470 470
Luxeon SP-01-B6 470 480

Tabulka 1: Parametry pouzitych supersvitivych diod

Obr. 4: Puvodni svitivé diody namontované do koncovek kompatibilnich s optickou

kabelazi
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Obr. 5: Supersvitivé diody namontované do koncovek kompatibilnich s optickou

kabelazi s chladici

Obr. 6: Supesvitiva dioda na chladici [vlevo] a s adaptérem na svetlovod [vpravo]
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2.2. Spektrofotometry

Pii méfeni byly pouzity dva spektrofotometry, konkrétné Ocean Optics STS-UV
miniature spectrometer a Ocean Optics Red Tide USB-650.

Ocean Optics STS-UV miniature spectrometer je maly spektrofotometr
srozméry 40 mm x 42 mm X 24 mm, vazici pfiblizné 60 g. Obsahuje detektor
ELIS1024 se 1024 aktivnimi pixely a 14bit A/D pievodnikem. Je schopny detekovat
signdly vrozmezi vlnovych délek 190 az 650 nm. Maximalni integracni Cas
spektrofotometru je 10 s a minimalni 10 ps. Spektrofotometr ma pomér signalu ku

Sumu garantovany vyrobcem vyrazné¢ mensi nez 1500:1 [15].

Ocean Optics Red Tide USB-650 je spektrofotometr s rozméry
89,1 mm x 63,3 mm X 344 mm o hmotnosti 190 g. V tomto spektrofotometru je
zabudovan detektor Linear silicon CCD array se 650 aktivnimi pixely a 12bit A/D
prevodnikem. Red Tide USB-650 detekuje signaly s vinovou délkou v rozmezi 350
az 1000 nm, tzn. se spektrdlnim rozliSenim 1 nm. Maximalni integrac¢ni cas
spektrofotometru je 65 s a minimalni 3 ms. Spektrofotometr ma pomér signalu ku

Sumu garantovany vyrobcem za maximalniho signalu 250:1 [16].
2.3. COLORTURB

K métfeni transmise vzorkit v ldhvich bylo pouZzito prototypu pfistroje
COLORTURSB sestavené¢ho na Katedie chemické fyziky a optiky, MFF UK Praha.
Hlavni vyhodou pfistroje COLORTURB je schopnost méfit mimo kyvety, a to i
vzorky v komerc¢nich ldhvich a PET lahvich do priméru 100 mm. To umoziuje

méfeni bez nutnosti otevirani 1ahvi.

Pristroj mefi absorpci jako Utlum svételného signalu pii prichodu vzorkem.
Vyuzitim tii svitivych diod vyzatujicich svétlo na tfech vinovych délkach (RGB,
sttedni hodnota 450 nm, 525 nm a 630 nm, polosiika 20 nm) je vzorek prosvicen
uprostied komory. Diody je mozné zapinat a vypinat nezavisle, ¢imz lze zjistit

hodnoty transmise pro kazdou ze tfech vinovych délek. Pro minimalizaci vlivu ldhve
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na vysledky je vzorek v komote ponofen do imersni kapaliny a béhem méfeni se

plynule ota¢i. Jako referen¢ni vzorek je pouzita kyveta s destilovanou vodou [6].

Termostat

RS 232

Fidici mikropoéitaé

[ [

I Displej ‘ I Klavesnice |

Obr. 7: Schéma aparatury COLORTURB ; 1 - mérici komora, 2 - vzorek, 3 - optické
tubusy, 4 - optické vysilace a prijimace, 5 - optoelektronické prevodniky

a predzesilovace (prevzato z [6])
2.4. Osvétlovaci adaptér

K definovanému osvétlovani vzorkl byl pouzit osvétlovaci adaptér. Osvétlovaci
adaptér byl vyroben z LED pasku s tremi typy diod (RGB). Tento pasek byl stocen a
nalepen na vnitini sténu plastové trubky po celé jeji délce. Cely tento konstrukt je
postaven na miizce, pod kterou je vétrak. Vétrak je spustén soucasné se svétlem a je
zde instalovan proto, aby se vzorek pti osvétlovani od svételného zdroje nezahtival.
,»Svitivost osvétlovacich diod byla zméfena luxmetrem Voltcraft a pfi napéti zdroje
12,3 V a proudu 800 mA dosahovala hodnot od 7000 Ix na okraji az po maximalni
hodnotu 8200 Ix uprostied valce.” [6]
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3. Vysledky méreni

3.1. Ovéreni parametri pristroju

3.1.1. Ovéieni kalibrace spektrofotometri

K ovéfeni, zda jsou spektrofotometry spravné nakalibrovany, respektive jestli
stupnice spektrofotometrii nejsou posunuté vic¢i tabelovanym hodnotdm, bylo
pouzito rtutové vybojky. Rtutova vybojka ma emisni spektrum s maximy o znamych
vinovych délkach, takze pokud toto emisni spektrum zmétime spektrofotometrem, je

mozné zjistit jeho odchylku.
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Graf 2: Namérené hodnoty spektra Hg vybojky spektrofotometrem USB-650

Byly naméteny hodnoty emisniho spektra Hg vybojky obéma spektrofotometry
(spektrum namétené USB-650 viz graf 2). Z dat byly odecteny polohy maxim
spektralnich car. Tyto hodnoty byly nasledné porovnavany s tabelovanymi

hodnotami emisniho spektra Hg vybojky (jak je uvedeno v tabulce 2).
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Tabelované vinové Mérené vinové délky Mérené vinové délky
délky car spektra Hg | spektrofotometrem STS spektrofotometrem USB-
vybojky [nm] [nm] 650 [nm]

407,8 410

435,8 438,8 438

491,6 494,6 493

546,1 549,0 548

577,0 580,2 579

579,1 582,1 581

607,3 610,5 609

612,3 6154

623.,4 626,5 626

671,6

690,7 693

Tabulka 2: Namérené a tabelované vinové délky car spektra Hg vybojky
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Graf 3: Posun obou spektrofotometrii

Odectem tabelovanych hodnot od naméfenych hodnot byly zjiSteny posuny

spektralni kalibrace spektrofotometrii. Tyto posuny byly vyneseny do grafu 3.
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Z naméfenych hodnot bylo zjisténo, ze spektrofotometr STS je posunut od
standardizované stupnice ptiblizn¢ o 2 nm a spektrofotometr USB-650 je posunut od

standardizované stupnice pfiblizn€ o 3 nm v celém méfeném rozsahu spektra.

3.1.2. Srovnani integracnich ¢ast

Integracni Cas je doba, po kterou je detektor spektrofotometru vystaven svétlu,
jenz na tento detektor dopada. Elektromagnetické zafeni na snima¢ dopada po
urcitou definovanou dobu, po kterou se na detektoru integruje signal. Proto nazev
integraéni Gas. Cim del§i integra¢ni &as je pro méfeni zvolen, tim vice signalu na
detektor dopadne. Diky tomu lze méfit i velmi slabé signaly, které by za kratkych

integracnich ¢ast byly nepatrné.

Aby bylo mozné porovnavat naméfend data méfena s riznymi integracnimi casy,
bylo nutné zjistit, jakym zpisobem zavisi naméfend hodnota na zvySovani
integracniho Casu spektrofotometru. RlUzné integraéni Casy musely byt pouzity
napiiklad proto, Ze rozdily mezi fluorescenci métenych latek byly takové, ze rozsah
v kombinaci s rozliSovaci schopnosti spektrofotometru je neumoznovaly méfit pii
jednom integracnim case. Proto byl pfipraven roztok 30 mg/l riboflavinu ve vodée
anasledné¢ promeétena jeho intenzita fluorescence pro nékolik integracnich casi.

Vysledky tohoto méfeni jsou zakresleny v grafu 4.
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Graf 4. Zavislost integracniho c¢asu na absorbanci latky

Ve zminéném grafu mizeme vidét naméfené hodnoty fluorescence riboflavinu
(na vlnové délce 535 nm) snimané s riznymi integracnimi ¢asy. Jak je z grafu vidét,
zavislost je linedrni. Tedy prevod dat namétfenych s riznymi integraCnimi Casy je

mozny.
3.1.3. Srovnani citlivosti spektrofotometri

Pro srovnani citlivosti spektrofotometri bylo zaznamendno spektrum svétla
diody po prichodu aparaturou bez vzorku, a to postupné na obou
spektrofotometrech. Integracni ¢as spektrofotometri byl nastaven tak, aby bylo
dosazeno stejné intenzity v maximu. Pomoci tohoto meéfeni bylo zjisténo Zze
spektrofotometr USB650 je oproti spektrofotometru STS 15krat citlivéjsi. Na
zakladé tohoto zjisténi byl spektrofotometr USB650 vybran k méfeni fluorescence
vzorku a spektrofotometr STS k méteni transmise, protoze fluorescenéni signaly jsou

vyrazné€ niz8i nez transmisni signaly.
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3.2. Vlastni méreni

3.2.1. Zpracovani dat

Svitivost kazdé diody je jind. Aby bylo mozné data mezi sebou porovnavat, bylo
nutné¢ naméfené hodnoty fluorescence normovat. Proto byly soucasné s fluorescenci
meéteny i hodnoty transmise. Adaptéry métici komory umoziovaly fokusovat misto,
ze kterého byl sbiran signal obou spektrofotometr do stfedu kyvety. Protoze signal
musel urazit stejnou vzdalenost skrz roztok do spektrofotometru, dochazelo jak
u sbéru transmise, tak u sbéru fluorescence ke stejnému utlumu svétla a data I1ze tedy

porovnavat.

K celkovému zpracovani dat dochazelo tak, ze naméfend data intenzity
fluorescence byla podélena maximem transmise pfisluseného méteni, nasledné byla
vydélena integraénim Casem, po ktery byla data o fluorescenci sbirana a vynasobena
integracnim ¢asem, po ktery byla sbirana data o transmisi. Vysledek byl vynasoben
tisicem, aby byla zajiSténa lepsi ptehlednost grafii. Takto ziskand data intenzity
fluorescence jsou nezavisla na integracnich ¢asech spektrofotometrii a intenzité

dopadajiciho svétla a umozni nam srovnavat vysledky jednotlivych méteni.

Pii métfeni vzorkidl se slabym fluorescencnim signalem bylo nutné prodlouzit
integracni Cas spektrofotometru téméf na maximum. I kdyz byla méfici komora
s kyvetou stinéna pfed okolnim svétlem, méfend data byla neprikazna (jak je vidét
v grafu 5 — ptivodni data). Bylo to hlavné tim, ze fluorescencni signal byl tak slaby,
ze v métenych datech prevladal samotny Sum fotodetektoru. Vliv Sumu fotodektoru
byl minimalizovdn meéfenim vzorku bez osvétleni LED diodou pifi jednom
integracnim Case. Timto zpisobem se zméti Sum fotodetektoru, ktery lze néasledné
odeCist od naméfenych dat tak, aby data obsahovala pouze informace, které
odpovidaji fluorescenci vzorku (jak je vidét v grafu 5 — odecet Sumu fotodetektoru).

Tento postup lze pouzit diky tomu, ze je Sum v urcitém ¢asovém useku konstantni.

Nasledné byla kfivka intenzity fluorescence vyhlazena metodou plovouciho
praméru pies deset po sobé jdoucich pixell, coz je spektralni oblast asi 4 nm.

Zvolené¢ prumérovani umoznovalo ziskat minimalné zaSuméné a spojité kiivky
20



spekter (graf 5 — plovouci prumér). Toto primérovani bylo mozno zvolit, protoze
charakteristicky pribéh fluorescenénich maxim latek pti pokojové teplot€ ma
spektralni Sitku v fadu desitek nanometri, tedy vyrazné vétsi nez 4 nm, a proto neni

mozné, aby se pii tomto typu primérovani n¢jaka informace ztratila.
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Graf 5: Fluorescencni spektrum piva, ukazka zpracovani

3.2.2. Temny proud fotodetektoru

Aby bylo potvrzeno, ze Sum fotodetektoru je v Case konstantni a lze jej odecist
od nameéfenych dat, byl vypracovan graf zné€kolika méfeni Sumi fotodetektoru
naméfenych v jednom dni. Data byla méfena pii nejvys$im integraénim case 30 s,
aby byl sum fotodetektoru co nejmarkantngji. Sum byl zpracovan obdobné jako data

v kapitole 3.2.1. Z grafu €. 6 je ziejmé, Ze takovéto zpracovani dat je vhodné.
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Graf 6: Sum fotodetektoru

V grafu 6 jsou tifi zavislosti obdobné jako v grafu 5. Data v grafu 6 byla
zpracovana stejné jako data vgrafu 5. Jak je vidét, naméfend data Sumu
fotodetektoru jsou ndhodné rozeseta po celé plose grafu. Smérodatnd odchylka ptes
vSechny hodnoty naméfenych dat je pfiblizné 450 a.u. Od naméfenych dat byla
odecCtena naméfend data Sumu fotodetektoru ve stejném dni, to bylo do grafu 6
vyneseno jako zavislost oznacend ,,odecet Sumu®. Smérodatna odchylka téchto dat je
vyrazné nizsi, respektive priblizné 70 a.u. Z tohoto lze vyvodit, ze pti méfeni v rdmci
hodin je Sum fotodetektoru relativné konstantni. Odecet Sumu byl nasledné vyhlazen
plovoucim primérem pies 10 hodnot podobné jako byla vyhlazovana namétena data.
Takto je dosazeno prakticky konstantni nulové funkce. Smérodatna odchylka takto

vyhlazeného Sumu fotodetektoru je cca 20 a.u.

Podobné byla zpracovana data méfeni Sumu fotodetektoru meéfend v ramci
n¢kolika dni. Smérodatné odchylky odectu i priiméru ptes 10 hodnot zde dosahovaly
cca 0 30% vysSich hodnot. Nelze tedy oznacit Sum fotodetektoru za zcela

konstantni. Toto vSak neovlivnilo méfeni, protoze méfeni Sumu fotodetektoru

22



probihalo bezprostiedng po kazdém méfeni. Sum obou pouzitych spektrofotometrii

byl pfi stejnych integracnich ¢asech srovnatelny.
3.2.3. Méreni fluorescencniho spektra se standardnimi diodami

Jako prvni bylo proméfeno fluorescencni spektrum roztoku riboflavinu ve vodé
v koncentraci 30 mg/l. K excitaci bylo pouzito komeréné dostupnych diod T-1 %.
Byly pouzity diody o vinovych délkach 310 nm, 375 nm, 400 nm a 440 nm. Na
téchto vlnovych délkach ma riboflavin absorban¢ni extrémy. Konkrétné na 310 nm
ma absorban¢ni minimum, na 375 nm ma maximum, na 400 nm opét minimum a na
440 maximum. Tyto diody byly doplnény o diody s vinovou délkou 470 nm, 525 nm
a 560 nm. Pii tomto méfeni byl integracni Cas spektrofotometru, ktery sbiral data

o fluorescenci, nastaven na 10 s.
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Graf 7: Fluorescencni spektrum riboflavinu

Riboflavin byl postupné excitovan svétlem o rtiznych vinovych délkach (jak

ukazuje graf 7). Obecné¢ uvadéna hodnota vinové délky svétla, které riboflavin vyzari
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pii fluorescenci, je 535 nm. Jak je v grafu vidét, maximum fluorescence je polozeno
priblizn¢ v 535 nm pro vSechny excitacni vlnové délky, coz se shoduje s obecné
uvadénymi daty. Nejvétsi intenzita fluorescence byla naméfena pii excitaci svétlem
s vlnovou délkou 440 nm. Pfipomeneme-li si absorpéni spektrum riboflavinu
(graf 1), riboflavin ma absorpéni maximum pravé na 445 nm. Absorpéni minimum
oproti tomu ma v 300 nm, od 500 nm vySe riboflavin neabsorbuje. Oboji je patrné
v naméfeném fluorescenénim spektru. Do grafu €. 9 byla vynesena zavislost intenzity
fluorescence RF v maximu fluorescen¢niho piku na 535 nm pro vSechny excitacni

vinové délky.

2500 -

2000 -

1500 -

1000 -

Intenzita fluorescence [a.u.]

500

300 350 400 450 500 550 600
Excitacni vinova délka [nm]

Graf 8: Fluorescencni spektrum riboflavinu 2

Z grafu je zfejmé, ze prib¢h intenzity fluorescence kopiruje absorpcni spektrum
riboflavinu. Velikost intenzity fluorescence zavisi nejen na absorpénim spektru, ale i
na kvantovém vytézku fluorescence a spektralni citlivosti spektrofotometru, ktera

neni v méfeném rozsahu konstantni.

V dalsim kroku bylo provedeno méteni fluorescencniho spektra piva, konkrétné

bylo pouzito pivo znacky Pilsner Urquell. K excitaci byly znovu pouzity standardni
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ovalné diody, stejné jako byly pouzity k méfeni fluorescence riboflavinu. Integracni

¢as méteni fluorescencniho signalu byl zvysen na maximalni hodnotu 30 s.
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Graf 9: Fluorescencni spektrum piva

Jak je z grafu 9 vidét, vysledky méfeni neodpovidaji ocekavani. Na rozdil od
méteni fluorescencniho spektra RF (graf 7) nejsou v grafu 9 uvedena data pro
excita¢ni vinovou délku 310 nm a 560 nm, protoze se v podstaté rovnala nule. Pivo
na vlinové délce 310 nm absorbuje tak siln¢, Ze nedoslo viibec k priichodu svételného
signdlu do interakéniho objemu vzorku. Pfi excitaci na vinové délce 560 nm je
intenzita fluorescence téméf nulova. Ostatni data jsou nepriikazna. Hlavnim
divodem je, ze pivo fluoreskuje daleko mén¢ nez riboflavin a u provedeného méieni
se snizuje pomér signalu ku Sumu; staci porovnat maximum intenzity fluorescence
riboflavinu v grafu 7 (které se pohybuje okolo 2500 a.u.) a maximum intenzity
fluorescence piva v grafu 9 (které se pohybuje v fadech pod 500 a.u.). Ackoliv byl
integracni Cas pii méfeni piva zvySen na 30 s, byl signdl tak nizky, Ze tato data nesla

pouzit. Aparatura tedy nebyla vhodna k méteni a bylo potieba ji zménit.
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Prestoze jsou tato data nevyhovujici, Ize si vSimnout zajimavého trendu, a to ze
maximum vSech zavislosti excitovanych svétlem o vinové délce vétsi nez 440 nm je

okolo 535 nm, coz je vinova délka, na které fluoreskuje riboflavin.

3.2.4. Méreni fluorescencniho spektra piva se supersvitivymi
diodami

Z vyse uvedeného vyplyva, ze data nebylo mozné pouzit kvili ptili§ slabému
signalu. Zvolenym feSenim bylo tedy pouzit jiné¢ diody, které by vice svitily, tj.
generovaly siln€jsi svételny signdl. Byly nakoupeny supersvitivé diody od dvou
firem: Luxeon a Roithner-Laser. LED byly vybrany tak, aby pokryvaly spektralni

oblast, ve které ma riboflavin maxima/minima.

Po instalaci novych diod byla méfena dvé piva znacky Pilsner Urquell. Jedno
z nich bylo pfemisténo bez pfistupu kysliku do bilé 0,31 1dhve a nasledné definované
osvétlovano v osvétlovacim adaptéru. Béhem osvitu vzorku byla na aparatuie
COLURTURB meétena zména absorbance na vinové délce 450 nm. Vysledek méteni
je zobrazen v grafu 10. U osvétleného a neosvétleného vzorku byl metodou HPLC na
VUPS uréen obsah riboflavinu. U neosvétleného vzorku byl obsah riboflavinu
400 pg/l, po 130 minutach osvitu klesl obsah riboflavinu na 170 pg/l. Absorbance

piva klesd imérné dobé¢, po které bylo pivo osvétlovano.
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Graf 10: Odbarveni piva Pilsner Urquell v bile lahvi v zavislosti na case osvitu

Nasledné bylo pomoci sestavené aparatury a novych diod méfeno fluorescencni
spektrum jak osvétleného, tak neosvétleného piva. Fluorescencni signdl byl pfi
pouziti vysoce svitivych diod natolik velky, Ze pfi tomto méfeni byl nastaven
integracni Cas spektrofotometru, ktery sbiral data o fluorescenci v rozmezi od 1 s do

5 s. Namétena data jsou zobrazena v grafech 11 a 12.
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U vsech zavislosti osvétleného piva doslo k poklesu fluorescence svétla o vinové
délce kolem 535 nm. Nejvice je tento ubytek fluorescence patrny pro zavislosti
excitované svétlem o vinové délce 440 nm, 456 nm a 470 nm, kde ma riboflavin
pravé jedno ze svych absorban¢nich maxim. Fluorescencni spektra naméiend pfii
excitaci svétlem o vlnové délce 385 nm, 405 nm a 424 nm maji maxima na vinové
délce ptiblizné 500 nm. Je ziejmé, Ze pii pouziti svétla o této vinové délce prevlada
v pivu fluorescence jinych latek, nez je riboflavin. Fluorescencni spektra namétena
pii excitaci svétlem o vinové délce 440 nm, 456 nm, 470 nm a 480 nm maji maxima
na vinové délce priblizné¢ 535 nm odpovidajici maximu fluorescenéniho spektra

riboflavinu.

K vyhodnoceni namétenych spekter jsme se rozhodli pouzit metodu SSF
(Synchronous scanning fluorescence). Tato metoda pfifazuje excitacnim vinovym
délkam intenzitu emitované¢ho svétla o vinové délce vzdalené od excitacni vinové
délky o zvolenou hodnotu AA. Metoda SSF zjednoduSuje metodu Excitaéné emisni
matice (EEM) a pfi vhodné zvoleném intervalu AL dobie separuje fluorescencni

spektra jednotlivych komponent.
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Graf 13: SSF spektra piva a RF pri AL = 60 nm

V grafu 13 je na hlavni i na vedlej$i ose vynesena intenzita fluorescence na
excitaéni vlnové délce. Na hlavni ose se nachdzi zavislosti fluorescence osvétleného
a neosvétleného piva, na vedlejsi pak zavislost fluorescence riboflavinu. Jak jiz bylo
feCeno vySe, hodnoty fluorescence riboflavinu jsou daleko vyssi nez hodnoty
fluorescence piva, bylo tedy nutné v ramci zachovani nazornosti vynést na vedlejsi
osu vyrazné¢ vyssi hodnoty fluorescence nez na hlavni. Zvolend hodnota AA byla
v tomto pfipadé 60 nm. Tato hodnota byla zvolena hlavné proto, Ze minimalizuje
sitku fluorescen¢niho piku pii zachovani jeho intenzity, jak prezentovala ve své praci
Ewa Sikorska [12] pii studiu riboflavinu. Roztok riboflavinu mél koncentraci 30

mg/l.

Nejvétsi diskrepance mezi osvétlenym a neosvétlenym pivem je pii excitaci
440 nm, 456 nm a 470 nm, v jinych mistech na sebe kifivky v rdmci chyby pftiléhaji.

Toto je patrné 1 ze srovnani grafii 11 a 12.
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Graf 14: SSF spektra piva a RF pri AA=60 nm

V grafu ¢. 14 je srovnani SSF spekter riboflavinu a ubytku fluorescence
u osvétleného piva s rozdilem excitacni a emisni vinové délky AL = 60 nm. Data byla
ziskana tak, ze od namétenych dat pro Cerstvé pivo byla odeftena namétfena data
osvétleného piva. Tim byla zjisténa zavislost chybéjici fluorescence v osvétleném
pivu. Z grafu je zifejmé, ze tvar spektra ubytku fluorescence piva odpovida tvarem
spektru RF, ale maxima jsou vici sobé posunuta. Rozdil ve spektrech je nejspise

zpiisoben fluorescenci nékterého z fotoproduktt RF.

3.2.5. Méreni fluorescen¢niho spektra fotoprodukti riboflavinu
se supersvitivymi diodami

Abychom ovéfili vliv fotoprodukti RF, které vznikaji pfi svételném poskozeni
piva, byl namichidn roztok lumichromu (LC), jediného komeréné dostupného
fotoproduktu RF, jehoz vznik byl pfi analyze piva metodou HPLC prokazan [6]. Byl
namichan roztok 20 mg pfislusné latky v litru vody. Nasledn¢ bylo zméfeno
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fluorescen¢ni spektrum na aparatufe s pouzitim supersvitivych diod. Fluorescencni
spektrum lumichromu je zobrazeno v grafu 9. Lumichrom nejvic fluoreskuje svétlem
o vlnové délce kolem 495 nm. Nejvice fluoreskuje po excitaci svétlem o vinovych

délkach 385 nm, 405 nm a 424 nm (viz graf 15).
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Graf'15: Fluorescencni spektrum lumichromu
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Obdobné¢ jako pivo byl lumichrom analyzovan pomoci metody SSF. V grafu 16
jsou na obou vertikdlnich osadch vyneseny intenzity fluorescence v zavislosti na
excitaéni vinové délce. Na pravé ose jde o zavislost fluorescence lumichromu, na
levé ose pak zavislost fluorescence riboflavinu, kterd je vyrazn€¢ vys§i nez
u lumichromu. Toto uspotadani bylo zvoleno, protoze nejdilezitéjsi je srovnani tvaru

obou zavislosti.

SSF spektrum lumichromu srozdilem excitatni a emisni vlnové délky
AX=60 nm ma pik vyrazn¢ posunuty vzhledem k RF. Piky RF a LC se neptekryvaji.
Pfi tomto zptisobu vyhodnoceni fluorescence je ziejmé, ze lumichrom neovliviiuje

naméiené hodnoty fluorescence pro excitacni vinové délky 424 nm a delsi, protoze
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Graf 16: SSF spektra LC a RF pri AL = 60 nm

pro tyto vinové délky je SSF spektrum prakticky nulové.
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Z.avér

Vramci bakalafské prace byla sestavena optickd aparatura pro méfeni
fluorescence vzorkli se dvéma spektrofotometry pfipojenymi pomoci svétlovodu
k méfici komote navrzené pro méfeni vzorku v ¢tvercové kyveté o podstavné hrané
1 cm vybavené ¢tyfmi vstupy pro svétlovody. Spektrofotometr méfici fluorescenci
latky v kyveté byl pfipojen kolmo k ptivedenému paprsku svétla. Sestavend opticka
aparatura uzivala jako zdroj svétla komer¢éné dostupnych ovalnych standardnich LED
T-1 % o priméru 5 mm. Tato aparatura byla schopna spolehlivé méfit fluorescencni

spektrum riboflavinu.

Byla ovétena kalibrace obou pouzitych spektrofotometri pomoci méfeni
carového spektra Hg vybojky a bylo zjisténo, Ze spektrofotometr STS je posunut od
standardizované stupnice ptiblizn¢ o 2 nm a spektrofotometr USB-650 je posunut od

standardizované stupnice piiblizn¢€ o 3 nm v celém méfeném rozsahu spektra.

U obou pouzitych spektrofotometrii byla ovéfena linedrni zavislost mezi
naméfenym signalem a integraénim casem pii konstantnim svételném signalu.
Linearita byla ovétena pomoci méfeni roztoku riboflavinu ve vodé (30 mg/l). Méfena
byla intenzita fluorescence fluorescencniho maxima riboflavinu pii rdznych
integracnich Casech. Data byla namétena pti rozdilnych integracnich Casech, Ize tedy

mezi sebou porovnavat.

Byla srovnana citlivost obou spektrofotometri. Spektrofotometr USB650 je
oproti spektrofotometru STS 15krat citlivéjsi. Sum obou pouzitych spektrofotometrt
byl pfi stejnych integracnich ¢asech srovnatelny. Na zaklad¢ tohoto zjisténi byl
spektrofotometr USB650 vybran k méteni fluorescence vzorku a spektrofotometr

STS k méfeni transmise.

Aby bylo méfeni zptesnéno, bylo tfeba zjistit Sum fotodetektoru
spektrofotometri. Bylo ovéteno, ze Sum fotodetektoru je relativné konstantni
v datech namétenych v rozmezi nékolika hodin, a proto se jej lze zbavit uzitymi

metodami zpracovani dat.
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Data byla zpracovana tak, ze od métenych hodnot fluorescence i transmise byl
odecten Sum fotodetektoru (signal detektoru bez piistupu svétla méfeny se stejnym
nastavenim), nasledné byla data vyhlazena pomoci plovouciho priméru pies deset po
sobé¢ jdoucich pixeld, coz je spektralni oblast asi 4 nm. Takto upravena data intenzity
fluorescence byla podélena maximem transmise pfisluseného méteni, nasledné byla
vydélena integra¢nim Casem, po ktery byla data o fluorescenci sbirana a vynasobena
integracnim ¢asem, po ktery byla sbirana data o transmisi. Vysledek byl vynasoben
tisicem, aby byla zajiSténa lepsi prehlednost grafii. Takto ziskané hodnoty intenzity

fluorescence jsou nezavislé na intenzité¢ dopadajiciho excita¢niho zareni.

Pii pokusu méteni fluorescenc¢niho spektra piva bylo zjisténo, ze signal je prilis
slaby, a tudiz neni mozné namétfena data vhodné interpretovat. Pouzitd Uprava
aparatury spocivala ve vymeéné komerén¢ dostupnych diod s vykonem v fadu mW za
supersvitivé diody s vykonem viadu jednotek W. V dusledku wuziti téchto
supersvitivych diod méfeny signdl znacné vzrostl a jiz bylo mozné jej dobie

analyzovat.

Na osvétlovacim adaptéru byly definované svételné poskozeny vzorky piva.
Pomoci priistroje COLORTURB bylo ovéfeno, ze osvitem doslo ke zméné
absorbance osvétleného piva. Pomoci HPLC bylo zjisténo, Ze osvitem doslo k ubytku
riboflavinu z 400 pg/l na 170 pg/l. Svételné poskozeni bylo ovefeno i sensoricky. Na
fluorescen¢ni aparatufe byly zméfeny svételné poskozené a pivodni neposSkozené

vzorky piva.

Na zaklad¢ namétenych dat bylo zjisténo, ze pomoci analyzy fluorescen¢niho
spektra lze rozeznat osvétlené pivo od neosvétleného. A to hlavné diky ubytku
fluorescence o vinové délce 535 nm. Pravé svétlo o vinové délce 535 nm emituje
riboflavin ve svém fluorescenénim maximu. Ubytek fluorescence odpovida faktu, e

riboflavin pfi svételném poskozeni degraduje.

Pro vyhodnoceni spekter byla zvolena metoda metodu SSF (Synchronous

scanning fluorescence). Tato metoda pfifazuje excitatnim vinovym délkam intenzitu
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emitovaného svétla o vinové délce vzdalené od excitani vinové délky o zvolenou

hodnotu AA.

SSF spektrum rozdilu osvicené¢ho a neosvicené¢ho piva odpovida tvarem spektru
RF ale maximum je posunuto z470nm na 442 nm. Toto nové fluorescencni
kandidat byl vybran lumichrom, jehoz vznik byl pii analyze piva metodou HPLC
prokazan [6], a ktery jako jediny je komer¢né dostupny. SSF spektrum lumichromu
je vyrazné posunuto vzhledem k SSF spektru RF. Pti excitaci svétlem o vinové délce
442 nm je SSF spektrum lumichromu s rozdilem excita¢ni a emisni vinové délky
AL = 60 nm prakticky nulové. Pfitomnost lumichromu tedy nemtize vysvétlit absenci
ubytku fluorescence osvétleného piva pii excitaci svétlem o vinové délce 442 nm.
Nejjednodussim vysvétlenim absence ubytku fluorescence je fluorescence jiného
nezndmého fotoproduktu RF. Toto vysvétleni podporuje fakt, ze pti HPLC analyze
osvétlenych piv byl objeven nezndmy fotoprodukt [6]. Tento fotoprodukt by prave

mohl byt onou hledanou latkou, ktera fluoreskuje na vinové délce 442 nm.
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