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ABSTRAKT

Disertani prace se zabyva vyvojem a aplikaci bezkontaktofitickych metod vyuZivajicich
principi absorpce a elastického rozptyl@tsy profeSeni problérinv pivovarské praxi.

Ve spolupraci s Doc. Ing. P. Sladkym a RNDr. M. i3ithierem byla navrzena a realizovana
metici aparatura DATTS 2000 (Dual angle turbidimetiind titrimetric system). Opticka
méiici komora aparatury je chréma patentem fhdu piimyslového vlastnictvCR ¢.299354

ze dne 21.5.2008.aRodni modularni aparatura umnge provadni a vyhodnocovani Siroke-
ho spektra metod \aiznych reZzimech gfeni. Program MZN CONTROL speci€lnytvoreny
pro ovladani DATTS 2000 dovoluje s@asné pipojeni afizeni rekolika typa externich mo-
duli zahrnujicich nagklad davkovaci pumpy, elektrochemické detektod; &ro vyhodno-
ceni namiienych Kivek byl v programu vytvien modul prokladani dat metodou linearni re-
grese s minimem kvadratickych odchylek déplou o iter&ni vypatet.

Na aparatie byly optimalizovany a a¥eny nefelometrické titai metody mdteni obsahu
bilkovinnych a polyfenolovych prekurzZiokoloidnich zakal napofi, test na obsah tanaid
test na obsah citlivych protéira test koloidni stability sraZzenim siranem amonnyimacni
metody byly doplény o metody nsieni girozeného a teplotnurychleného starnuti népoj
piimo v komeénich obalech. V praci bylo prokazano, Zze DATTS 200@ziuje provadt
kompletni testy koloidni stability piv, vin a dalBitypl ndpoji na jedné aparaie.

Pro feSeni problérin kontroly a standardizace fermetriéch proces byly na aparaite im-
plementovany metody &eni sedimentace kvasnic a acidifikatest jejich vitality. Byla na-
vrZzena a otestovana nova opticka metod&eni acidifika&niho testu vitality kvasnic
s pouzitim barevného pH indikatoru. Ve spoluprddMCH AV CR a UCHP AVCR byla
vyvinuta a otestovana polymerni matrice s imobugmym indikatorem pH jako zaklad sen-
zoru pro optickou bezkontaktni detekci vitality kwéc.
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1 UVOD

Pivo a dalSi fermentované napoje jsou slozité kiolosystémy, které obsahdgsto i vice nez
tisic latek tizného chemického slozeni. Slozitost systému je gémeitymi surovinami a
vlastnim procesem vyroby, zvld§pak fermentaci. Koloidni systém vyrobku je nedtala
béhem vyroby je ovlivin mnoha faktory. | nepatrné Zmy mohou zfsobit rozdily mezi
jednotlivymi Sarzemi produktu. Jednim ze z&kladrpotiadavks, kladenych na dnesni pivo-
varské provozy, je zachovani maximalni standaréizaodukce. Tento poZadavek si vynutil
vyvoj jednoduchych a cendwostupnych metod kontroly na vSech stupnich vyitadoproce-
Su.

Jednim ze z&kladnich parantetktery se sledujedmnem celého procesu produkce piva, je
zékal, ktery vznika vikledku rozptylu sstla nacéasticich ve vzorku. Vyuziva se k posouzeni
spravného pibéhu jednotlivych fazi vyroby -ip scezovani sladiny, lomu mladiny, separaci
kala ve viivce, v pabéhu kvasenigiteni, filtraci, atd. Dive pouzivané vizualni pozorovani
bylo nahrazeno objektivnim ¢gfenim zékalu pomoci zakalomitiVe spolupraci s Doc. Ing.
P. Sladkym a RNDr. M. Dienstbierem byla navrZzemaalizovana r&ici aparatura DATTS
2000 (Dual angle turbidimetric and titrimetric tr®). Opticka nitici komora aparatury je
chraréna patentem fhdu ptimyslového vlastnictvCR ¢.299354 ze dne 21.5.2008. $asti
pavodni modularni aparatury je zakalemMZN 2002, vyuZivajici principu giteni elastické-
ho rozptylu sétla pod d¥ma uhly k néfeni charakteristiky rozptylujicictiastic ve vzorku

v Sirokém rozsahu koncentraci. Zakatwramoziuje meieni velikosti zakalu kapalnych vzor-
ku jak ve specialnich kyvetach, takipo v uzavenych komeinich lahvich. Sotasné nireni
rozptylu s¥tla pod de¢ma uhly dovoluje sledovat zmy distribuce rozptylujicicléastic.
Dvouuhlové ndieni zakalu, velky ®tici rozsah zakalodnu, vysoka citlivost a moznost vt

ru vzorkovnice jsou zakladni charakteristikiistroje, které umoznily zcela pokryt peby
meéieni zakalu meziproduktv celém rozsahu vyroby v pivovarnictvi, vodarenstwdalSich
odwtvich pimyslu napaj.

Jednim z hlavnich problénpivovarského pmyslu je zaji&ini dostaténé koloidni trvanli-
vosti piv. Globalizace trhu a doprava na velké Veadsti nuti vyrobce prodluzovat trvanli-
vost vyrobki na dobu delSi nez jeden rok. To si vyZzadal@ryrvyrobniho procesu a zavede-
ni novych metod kontroly koloidni stability. Zakedér MZN 2002 je dlouhodabvyuzivan
ke kontrole pirozené trvanlivosti vzork piv piimo v komeénich obalech, ulozenych v depo-
nédzich pivoval. Stale ¥tSi vyznam ziskavaji i metody rychléeppovdi koloidni stability
piv.

Na tvork® nebiologického zakalu pivehem starnuti se v rozhodujici imipodileji interakce
urcité ¢asti proteiri a polyfenoli. Jednou z moznosti rychlégapowdi koloidni trvanlivosti
piv jsou nefelometrické titemi testy, zaloZzené nademi obsahu zakalotvornych prekurizor
Tyto testy, zavedené na zakigoraci prof. Chapona a dalSich vyzkuninijsou zaloZeny na
sledovani vzniku protein-polyfenolovych komplepo @idavku reagentu, ktery reaguje se
zakalotvornymi prekurzory. Ke sledovani vzniku kdexg se vyuzZiva metoda detekce &m
intenzity elastického rozptylu &tta pod hlem 90— nefelometrie.

Tato prace se zabyva aplikaci nefelometrickyclactiich tesi na aparaturu DATTS 2000.
M¢éteni rozptylu pod dsma uhly umo#uje ziskani novych poznatlo charakteru precipita
nich reakci probihajicich¢bem tesi. Optimalizaci podminek provedeni teg¢ dosazeno
maximalni reprodukovatelnostigeni. Navrzena modifikace testu na obsah tanaitioZni
jeho vyuziti i pro hluboce stabilizovana piva skyin obsahem zakalotvornych polyfefiol
Modularnost aparatury DATTS 2000 je vyuZzita feSeni probléiin kontroly a standardizace
ferment&nich proces. Za tim @elem byly na aparatea aplikovany metody #teni rychlosti
sedimentace kvasnic a acidiftkd test vitality kvasnic (AP test).



2 CIL DISERTA CNi PRACE

Cilem disertani prace je vyzkum koloidni stability a trvanlivogiv a vyzkum fermentaich
vlastnosti pivovarskych kvasinek optickymi metodaRriace je za#tena na vyvoj metodiky
a techniky pro uplatmi levnych bezkontaktnich optickychéreni, zaloZzenych na principu
absorpce a elastického rozptylu elektromagneticksgieni v pivovarské praxi.

Prace se sougtdila nareSeni dvou zakladnich problém
- navyvoj techniky a metodiky pro sledovani koloitinanlivosti piv, a
- na vyvoj techniky a metodiky pro sledovani vitalityyovarskych kvasinek,

piicemZ hlavni pozornost byl&rovana:
- zpracovani fehledu teorie a sgéasnych poznatko dané problematice,
- spolupraci na vyvoiji a realizaci aparatur pro agdikvybranych metod,
- implementaci software pro prov&d vybranych metod a
- owfeni a optimalizaci metod, navrhu Gprav pro z&jigtmaximalni pesnosti a repro-
dukovatelnosti vysledk



3 TEORETICKA CAST

3.1 ELASTICKY ROZPTYL SV ETLA

Pti Siteni elektromagnetickéhoigii hmotnym prosédim vyvolava oscilujici elektrické pole
v molekulach nucené kmity ndbojové hustoty. Kmifpajové hustoty v molekule jsou zdro-
jem sekundarniho elektromagnetickéhdera o stejné frekvenci. Sekundarnierd od jed-
notlivych molekul navzajem interferuje. V dokon&lemogennim progtdi ma z&eni emito-
vané blizkymi molekulami definovany fazovy rozdilproto je tato interference sekundarniho
z&eni destruktivni ve vSech gnech kron¢ smeéru Sikeni budiciho z&ni. SloZzenim rozptyle-
né a budici viny vznika rovinna vina, jejiz fazayéhlost je

=° (3.1)
n

kdec je rychlost swtla ve vakuu an - index lomu daného prdsdi.

V prostedi obsahujicim nehomogenity dochazi k naruseniudkisni interference sekundar-
nich vin, které se 8ivzorkem jako rozptylené gni ve smirech. Tento rozptyl sf¥la nazy-
vame elasticky, nelopii ném nedochazi ke z&n¢ vnittni energie rozptylujicich molekul
vzorku.

Nehomogenity, na kterych dochazi k rozptylétky se nazyvaji rozptylova centra. Nehomo-
genitami mohou byt ndfklad makromolekuly rozpu&é v nizkomolekularnim rozpouste,
buiky ve vod nebo oblasti v kapaléno odlisSné hustétmolekul vzniklié tepelnym pohybem.
Intensita a Uhlové rozteni rozptyleného Zéni jsou zavislé na velikosti, tvaru a indexu lomu
rozptylujicich secastic. Z namtenych charakteristik rozptylenéhoieai Ize usuzovat na
vlastnosti rozptylujiciciastic.

K popisu elastického rozptylu &a na nehomogenitach se vyuzivéaolika typi modet,
které se liSi podle své slozZitosti a podle pouddsti. Jako mira pouZitelnosti motlede za-
vadi bezrozrrna veltina x, ktera zavisi na po#ru velikosti rozptylujiciho centra a vinové
délky dopadajiciho zani:

A

kder je polon®r rozptylového centra & - vinova délka dopadajicihoizimi v médiu obklopu-
jicim rozptylové centrum.

(3.2)

Podle velikosti veliiny x rozliSujemett zakladni modely:

- Rayleighova teorie
- Rayleigh-Debyeova teorie
- Mieova teorie

3.1.1 Rayleighova teorie

V této teorii se rozptylova centra nahrazuji kmdimi elementarnimi dipdly. iedpokladem
pro moznost pouziti tohoto modelu je, Ze velikastptylovych center je vyraZnmensi nez
vinova délka z#eni. V literatie (Kerker [57]) se uvadi mezni hodnota pro velikogptylu-
jiciho centrad

d< 2
20

Tomu odpovidé fiblizné¢ hodnota

(3.3)



x< 03 (3.4)
Velikost vinového vektorlk dopadajiciho z&ni je dana rovnici
2n
k=— 3.5
5 (3.9)

Intenzitu rozptyleného énil, ve vzdalenostr od rozptylujiciho centra je mozné vyjiat
podle rovnice

_ookv? (m?-1)’
|r_|032nzr2( > 2) (1+cos 6). (3.6)

m° +
kde lp je intenzita dopadajiciho i, V - objem rozptylujiciho centrag -uhel, pod kterym
se s¥tlo rozptyluje am - komplexni index lomu rozptylujiciho centra.

Z rovnice 3.6 je &ejmé, Ze intenzita rozptylenéhoieai klesa stvrtou mocninou vinové
délky. Tento pibéh je zodpo¥dny za modrou barvu oblohy, nebmodra kratkovinn&ast
spektra slun@niho z&eni je vice rozptylovana molekulami vzduchu.

Ucinny pritez Rayleighova rozptyluCse, tedy celkovou energii odebranou rozptylem
z dopadajiciho svazkugleénou intenzitou dopadajiciho ieai l,, ziskame integraci pafru
rozptylené a dopadajici intenzity/ |, pies povrch koule:

_3k*v2|m? -1

¢ 27T m2+2"

(3.7)

Sca

Z rovnic 3.6 a 3.7 vyplyva, Ze pro mala rozptylmedtra roste intensita rozptylenéhderd a
zarove celkovy &inny prarez rozptylu s druhou mocninou objerastic.

3.1.2 Rayleigh-Debyeova teorie

V Rayleigh-Debyeo¥ teorii se vychazi zipdpokladu, Zeozptylové centrum je mozné roz-
delit na elementy o dostate¢ malém objemu tak, aby rozptyl na nich mohl byt sfop Ray-
leighovou teorii. Btom faze di¢i viny emitované libovolnym objemovym elementemptyz
lového centra je zavisla pouze na poloze danéhuesit vici bodu pozorovani, nikoliv na
vzdalenosti, po kterou se vin&i&i objemu rozptylového centra. VSechny objemoegneinty
tedy povazujeme za excitovan&pdni dopadajici vinou.

Ke splreni uvedenych f@dpoklad je nutné, aby platila podminka (Kerker [57]):
2kr(m-1) <<1, (3.8)

kterd zarduje, Ze fazovy posun &tla je na draze velikosti rozptylujiciho centra ynalato
podminka je spkna, pokud velikost rozptylovych center je srovnadek vinovou délkou
z&eni a index lomun rozptylového centra je blizky indexu lomu média.

Uhlova zavislost intenzity rozptylenéhoieéi je ovliviéna vzajemnou interferenci vin emi-
tovanych jednotlivymi objemovymi elementy rozptydho centra a je mozné ji vyjéidjako
intenzitu vypd@tenou podle Rayleighovy teorie vynasobenou furiR@), ¢asto nazyvanou
form factor, zavislou na Uhlu rozptyH:

Ir:0

LV;( m* ‘1j (L+cog B)R(6) (3.9)
2r T



Form faktor je mozné vygitat integraci fazovych postrrozptyleného z&ni fes objem
rozptylového centra podle vzorce

wm=é§jwm5mwz (3.10)

kde Jje faze kazdé elementarni viny. Form faktory pimne zakladni tvary rozptylovych
center jsou uvaghy v literatde (Kerker [57]). Nafiklad pro kouli o poloréru d nabyva form
faktor tvaru:

3(sinu —cosu)}2 (3.11)

wm:{ m

kde u = 2kd smE. Intensita rozptyleného &ni pro kulovécastice (rovnice 3.9, 3.10) ma
oscilujici charakter, ficiemz poloha extréinje uena jednoznmé velikosticastice, vinovou
délkou s¥tla a indexem lomu.

3.1.3 Mieova teorie

Je obecna teorie rozptylu elektromagnetickéherdana sféricky symetrickych rozptylovych
centrech, kterd vychazi z kompletnifeseni Maxwellovych rovnic. Vysledky této teorie se
pro mala rozptylova centraiplizuji k vysledkim teorie Rayleighovy. Pro velka rozptylova
centra se vysledky MieovasSeni blizi k vysledkm danym lomem, odrazem a difrakciendi.

Na rozdil od Rayleighovy a Rayleigh-Debyeovy tegeidieova teorie platna pro rozptylova
centra o libovolné velikosti a libovolném peéra k vinové délce sitla. Nevyhodou této teo-
rie je jeji slozitost, nelibk dosazeni vysledkje nutné pouzivat specialni funkce a&ita
nekoneénéiady. K ziskani vysledkje ovSem mozné pouzit numericky vy¢pa Nekteré pro-
gramy pro vypoet rozptylu s¥tla pomoci Mieova rozptylu jsou valrdostupné na internetu

(Mie Calculator Prahl [86]).
Zavislost intenzity rozptyleného i&ni a @inny prifez rozptyluCsc; na vinové délce je pod-

.....

|,,Cou= A" (3.12)

r?

kde empiricky parametr nabyva hodnoty mensi nez 4.

—)

(—0.001um —0.1um — 0.2um — 0.3um |

Obr.3.1 - Uhlové rozd éleni intenzity za Feni s nahodnou polarizaci, elasticky rozptylené na ku-
lové ¢€astici s indexem lomu 1,5 o r Gzné velikosti (prost fedi s indexem lomu 1,33,
zareni o vinoveé délce 632,8 nm). Vypo €teno programem Mie Calculator (Prahl [86]) .
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S rostouci velikosti rozptylovych center roste dippaaeni rozptyleného do uzkého rozmezi
uhhi kolem dopedného srru = 0. Vliv velikosti rozptylovych center na Uhlovaavislost
intenzity elastického rozptylu je zndzémna obr.3.1, kde Sipka ukazuje&rdopadajiciho
paprsku.

3.1.4 Jednoduchy a vicenasobny rozptyl

V predchozich kapitolach byly popsany modely zabyvaeirozptylem sstla na jednotli-
vych rozptylujicich¢dsticich. VlivEastic na rozptyl zavisi nejen na jejich viastndstesde i
na jejich vzajemné vzdalenosti a poloze. Pokud jsmtice blizko u sebe, mohou se jejich
elektricka pole vzajemnovliviiovat a dopadajici ¥@ni s¢asticemi interaguje jako s celkem.
Takovému pipadutikdme interaktivni rozptyl; podle Kerkera [57] rasi v gipac, kdy
¢astice jsou od sebe vzdaleny ra@ez 3 nasobek své velikosti.

DalSim aspektem ovliwjicim rozptyl na vicéasticich je jejich vzajemna poloha. Pokud jsou
rozptylujici ¢astice umisiny v periodicky se opakujicich vzdalenostech fnaagtomy

v krystalu), faze jednotlivych rozptylenych vin jsdefinovany a jedna se o koherentni roz-
ptyl (nag. difrakce na BraggavmiiZce.)

Rozptylené z&eni emitované nahodrorientovanymi, dostate¢ daleko umisinymi a vza-
jemné se neovliviujicimi rozptylovymi centry je navzajem nekoherénWyslednou intenzitu
rozptyleného z&ni ziskame jako soat intenzit zéeni emitovaného jednotlivymi rozptylo-
vymi centryl,. Vyslednou intenzitu rozptylenehoreails vypocteme podle rovnice

1,(8) =1 ,(B)NV (3.13)

kdeN je objemova koncentrace rozptylovych centdf-ainterakni objem, ze kterého se roz-
ptylené zéeni neri.

Linearni zavislost mezi intenzitou rozptylenéhoerd a objemovou koncentraci rozptylovych
center nar&ime pouze v fipact, kdy koncentrace rozptylovych center je tak niZiéprav-
dépodobnost dopadu rozptylenéhd'erdi na dalsSéastici a jeho oftovné rozptyleni je zane-
dbatelna. V tomtoifjpact mluvime o jednoduchém rozptylu.

Pri zvétSeni koncentracéastic se prawipodobnost oftovného rozptyleni Zéni zvysuje;
potom mluvime o mnohonasobném rozptylu. V prvnitibliZeni mnohonasobného rozptylu
se vychazi zigdstavy jednoduchého rozptylu ¢&stici a zapéitava se utlum z&ni na draze
od vysila&e k rozptylujicicastici a po rozptyleni k detektoru. Wipac mnohonasobného roz-
ptylu jiz rovnice 3.13 neplati.

Podminku pro weni hranice mezi jednoduchym a mnohondsobnym rlezptje mozné de-
finovat pomaoci rovnice

1
N Csca

(3.14)

Pokud je draha s$tla ve vzorku vyraz& mensi, nez gtdni volna draha stla ve vzorkul
definovana rovnici 3.14, jedna se o jednoduchytdzp

Mnohonasobny rozptyl se projevuje nelinearni zasisl intenzity rozptyleného #ni na
koncentraci rozptylovych center a &mou Uhlového rozloZeni intenzity rozptylenéhdezra.
Pro malé rozptylové uhlg mize dochéazet k poklesu intenzity rozptylenéhteaés rostouci
koncentraci rozptylovych center. Na obr 5.1 v kalpit5.2 je vynesena zavislost intenzity
z&eni rozptyleného pod Ghlem %18a koncentraci formazinové suspenze. Hodnoty gy
feny na aparate MZN 2002 se sitlem o vinové délce 630 nm, v ky¥es$ optickou drahou
paprsku 6 cm.
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Intenzita zéeni prosla vzorkem, métena pod uhlen® = 0 a podlena intenzitou dopadajici-
ho z&eni | ,, se oznéuje transmisd

|
T=1 (3.15)
0

Pii prichodu z&eni vzorkem dochazi ke snizeni intenzity@dniho z&eni o energii, ktera je
ve vzorku absorbovana a rozptylena do vSeckrismUtlum paprsku seidi Lambert-
Beerovym zakonem

|, = 1,107 (3.16)

kde £(1) je extinkni koeficient,| - draha paprsku ve vzorkuca molarni koncentrace absor-
bujicich nebo rozptylujicich center.

Z definice vel€iny absorbance A

A=log-t (3.17)
I 0
vyplyva, Ze v pipact platnosti Lambert-Beerova zakona je absorbatiicequnerna koncen-
traci center ve vzorko, draze paprsku ve vzorkwa extinkknimu koeficientus(A).

A=ce()) | (3.18)

Lambert-Beeiv zakon plati jen proredné roztoky, kde se jednotliva centra navzajem neo-
vliviuji. Ze znérené absorbance vzorku je mozZnétkoncentraci center ve vzorku.

Na realnych vzorcich dochazi jak k Utlumu, tak kptglu z&eni. Pokud je koncentrace roz-
ptylujicich center mal& a nedochazi k vicendsobnémptylu, je mozné celkovou absorbanci
vzorku vyjadit jako sowet absorbance dané rozptylédga absorbance dané absorfgci

A=A +A (3.19)

Pokud je koncentrace rozptylujicictastic tSi, dochazi k vicenasobnému rozptylu.
K detektoru dorazi tast s¥tla po vicenasobném rozptylu, ktera proSla drahgidez je
piima draha mezi stelnym zdrojem a detektoremiigemz se prodluzuje iigdni draha pa-
prsku ve vzorku. V takovéntipact jizZ obycejny sowdet absorbanci neplati.

3.2 KOLOIDNI TRVANLIVOST PIVA

3.2.1 Zakaly v pivu

Pivo je slozity koloidni roztok obsahujici vice n&@0 fiznych chemickych substanci, které
jsou v koloidni rovnovaze. #iem skladovani dochazi vliveraznych fyzikal chemickych
faktoni (teplota, s¥tlo, kyslik — Bamforth [13]) k oxidan¢ redukénim reakcim, které smi
chemické sloZeni produktu atgmbuji jeho starnuti. Starnuti ma vliv na senzanick ko-
loidni stabilitu. Koloidni systémipstava byt v rovnovazegkteré sodasti systému agreguji
a objevuje se koloidni zakal.

Mechanismus vzniku zakalu v pivu se zkouma jiz vie¢ fil stoleti, avSak vSechny jeho
aspekty nejsou stale jesbdhaleny. Existuje mnoho tg§mezadouciho zakalu, které mohou
vznikat ve finalnim produktu. Jednou z ¢a€jSich @icin je mnozeni kvasinek nebo jinych
mikroorganisni. Pokud se sougdime pouze na nebiologicky zakal, byly v poslediii

identifikovany zakaly zfisobené nap zbytkovym nerozgpenym Skrobem ze sladu, zékaly
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zpiusobené pentosany-glukany ze sladu, zakaly @gobené proteiny z lyofilizovanych kva-
sinek, nebo oxalatové zakaly u mladin s nedostatkigoniku (Bamforth [14]).

Nejcastjsi pricinou vzniku nebiologického zakalu v pivu je agreg@olyfenoli a proteiti.
Polyfenoly se vazi na proteiny slabymi silami, miggirymi se uplatuji predevsim vodikove
mustky a hydrofobni vazba. Do pivagehézeji pouze nizkomolekularni polyfenoly, které
jsou @ilis malé na srazeni protéinBéhem postupného starnuti produktu jsou polyfenoly
oxidovany a polymeruji do&sSich celk, které jiZz jsou schopné proteiny agregovat. Z&lal
nejdiive objevuje u nizsich teplot - vznika tzv. chlagiaékal (ngfeny na 6C), ktery se f
pokojové teplat rozpousti. S postupnou polymeraci polyfénsé zakal objevuje ifppoko-
jové teplot, vznika tzv. permanentni zakal &reny @i 20°C). Koloidnigastice agreguiji, 2¢-

Suji se, precipituji a vypadavaji z roztoku. Pahgly v pivu pisobi jako antioxidanty, vznik
chladového a permanentniho zakalu je mirou positipayidace vzorku.

3.2.2 Polyfenoly

Pivo obsahuje Siroké spektrum polyfenolovych latkteré jsou extrahovany ze sladu a
chmele. Jednoduché polyfenoly, které jsou odvozmhykyseliny hydroxybenzoové (nap
kyselina galova) a kyseliny hydroxygkmove (nap. kyselina skéicova, ferulova, kavova),
pochazeji ¥tSinou ze sladu a vyskytuji gasto ve formd glykosidi, tzn. navazané na sacharid
(Buggey [19],Cepitka [22], Kos# [59]).

Flavanoidy jsou népsgji zastoupenou skupinou polyfenolovych sloZzek piRachazeji fe-
vazre z chmele. Je to velice diverzifikovana skupinahatejichz struktura se odvozuje od
heterocyklického flavanu. Do pivargthézeji pevazré flavan-3-oly, reprezentované riap
epicatechinem (obr.3.2) a anthokyanogeny, a tone¢ monomei, dimefi a trimef.

Celkovy obsah polyfendlv pivu je dan pouzitymi surovinami a celkovou teclogii vyroby.
Na polyfenoly se v posledni délsousted’uje velka pozornost poté, co byly potvrzeny jejich
antioxidani vlastnosti, které jsou davany dfirpého vztahu s ochrannyndidgkem proti kar-
diovaskularnim nemocem &ktierym drulim rakoviny.

OH

HO O W
a OH

“I0H
OH

Obr.3.2 - Chemicky vzorec Epicatechinu

Polyfenoly maji vyraznou afinitu k proteéim. Taniny jsou polyfenoly, které maji tzwisio-
vinnou silu, to znamena schopnost precipitovattgmg. Tato vlastnost je Kibva pro lom
mladiny a koloidni stabilitu piva. Polyfenoly venéilnim pivu nejsou taniny, nebomaji @ilis
malou molekulovou vahu na to, aby srazely proteBshem starnuti piva vSak polyfenoly
postupnou oxidaci a naslednou polymerag&isyji svoji velikost, ziskavajiislovinnou silu a
srazeji proteiny. SrdZzenim tafis proteiny vznik4 zakal, ktery je dirych filtrovanych piv
nezadouci. Obsah polyferioina gimy vztah ke koloidni stabilit Schopnost srazet proteiny
nemaji vSechny polyfenoly. Prof.Chapon [39] zawd&Stni ndzewanoidypro polyfenolové
latky, které je mozné vysrazet absorbentem polygyniolidonem (PVP), a které dalSi po-
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lymeraci ziskavajittslovinou silu. Typické pivo plzského typu obsahuje 100 az 200 mg/l
celkovych polyfenal, ale pouze 30 az 70 mg/l tandi(Kosa [59]).

Polyfenoly v pivu maji vyrazné organoleptické viasti, gispivaji k trpké atast&né horké
chuti a vzhledem ke své antioxiaf kapaci¢ pomahaji udrZzovat senzorickou stabilitthbm
starnuti.

Z hlediska koloidni stability by bylo vyhodné odstit z piva vSechny na proteiny citlivé po-
lyfenoly (tanoidy). K tomu se dnes v pivovarstvupiva stabilizace piva absorpci na polyvi-
nylpolypyrrolidon (PVPP). Vzhledem k antioxitid kapaci¢ polyfenoli a jejich vlivu na
celkovou chd neni vhodné jejich Uplné odstksmi. Je nutné hledat kompromis a odstranit
z hotového produktu tanoidy jen do té miry, ktesiisti dostaténou koloidni stabilitu a neo-
vlivni senzorickou stabilitu a organoleptické viasdti finalniho produktu.

K zajis&ni spravné miry odstrani tanoidi je nutné nifit jejich obsah jak v zeleném pivu,
tak ve finalnim filtrovaném produktu. Jednou z ntetaeieni je titr&ni nefelometricky test
na obsah tanoidpodle Chapona [39].

3.2.3 Proteiny

Jsou dusikaté latky tvené aminokyselinami spojenymi peptidickou vazboeelikosti vice
nez cca 100 jednotek. Men&ittzce o délce 10 az 100 aminokyselin se jmenuji pgtidy.
Do piva se proteiny dostavaji ze sladiinpnutovani. Celkovy obsah protdirv pivu byva
v rozmezi 1 az 2 g/l.

Proteiny maji v pivu zasadni vyznam. N@gFitéjSi skupinou jsou enzymy, které katalyzuji
chemické reakce ve vSech fazich vyroby. Hydrofgiyoteiny (nefastji ve form¢ glykopro-
teini) se podileji spolu s dalSimi latkami na vyudi a udrzeni pivnigmy, kterd je jednim ze
zakladnich atribuit piva. Vysokomolekularni proteinyigpivaji k plnosti piv.

Proteiny gispivaji ke koloidni nestabititpiva. Béhem starnuti produktu jsou proteiny preci-
pitovany polymerovanymi polyfenoly a spoluvytef nezadouci zékal. Protém nachyl-
nym ke srazeni polyfenblseiikd sensitivni nebo zakalotvorné proteiny (angli@gnsitive
proteins— SP nebdlaze Active proteins

Vzhledem k vyznamu proteinv pivu je nelze z findlniho produktu komplétodstranit.
V poslednich 40ti letech probiha intenzivni vyzkamilem odliSit pnotvorné a zakalotvorné
proteiny a néslednz piva odstranit vyhradnzékalotvorné proteiny bez vlivu narmpvé
schopnosti a plnost produktu.

Podle dosavadnich znalosti nelze¢ ekupiny Uplg oddtlit. Zakalotvorné proteiny jsou boha-
té na aminokyselinu prolin a patvétSinou k hordeifim (proteiny rozpustné v alkoholu).
Chladovy zakal jsou vSak v menSiiméchopné vytw@t i albuminy a globuliny (rozpustné ve
vod). K agregaci jsou nachyjsi proteiny s vyssi molekularni vahou.

3.2.4 Sacharidy

Pivo obsahuje ffiblizné 25 aZ 50 g/l sacharig které pochazeji ze sladu (Késakol.[59]) a
jsou hlavni sotasti zbytkového extraktu. Nejvice jsou zastoupestrthy, S€pné produkty
Skrobu nezkvasitelné kvasinkami. Velky vyznam rgagjlukany, které zvySuji viskozitu piva
a znesnailji jeho finalni filtraci. Bi analyze zakdl vzniklych v pivu Ehem starnuti byl
identifikovan i znany podil sacharitl (Asano [12]). DalSim zkoumanim bylo z§igb, Ze
sacharidy nehrajitdezitou roli @i tvorb¢ koloidnich zakal a jejich odstragni z finalniho
produktu nema na koloidni stabilitu piv vyraznywlDo zakalového materialu se dostavaji
jako sowast proteid ve forme glykoproteiri, nebo pouhou adsorpci na jiz vyteaé koloid-

ni ¢astice.
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3.2.5 Mechanismus vzniku protein-polyfenolového kalu v pivu

Mechanismu vzniku a vlastnostem protein-polyfenélay zakalu v pivu bylo &hovano
mnoho publikaci (Siebert [95,97], Kawamoto [56]clard [90]), které se soiistily na
chemické sloZeni zakalotvorny¢hstic, jejich fyzikalni vlastnosti a na podminkjigh vzni-
ku. Pozornost se zatifla na vlastnosti proteina polyfenol, které zakal vytvld a na vliv
surovin a technologickych postiupa jejich mnoZstvi a vlastnosti.

Proteiny jsou v pivu ve velkénrgbytku nad polyfenoly. Pouz@st z nich jsou zékalotvorné.
N¢kolik praci prokazalo (Asano [12], Hagermanova 833), Ze v zakalech se vyskytujiep
vazre proteiny bohaté na aminokyselinu prolin€taf zakalotvorné vlastnosti maji hydrofilni
proteiny s ¥tSi molekulovou vahou.

Polyfenoly, které se dostanou do finalniho produlgou nizkomolekularni, nemajfiglo-
vinnou silu a nejsou schopné agregovat proteingoXgmolekularni polyfenoly vypadavaji
z roztoku Bhem procesu vyroby piva. Nejvice na konci chmeloyaii tzv. lomu mladiny a
pii nasledné fermentaci a leZzeni zeleného piva. Giigmibzbor prokazal (Leemans [61]), Ze
negastji se ve finalnich pivech vyskytuji monomery a dméavanoli. Oxidaci a polyme-
raci monomar a dimefi do delSichietézch ziskavaji polyfenoly schopnost vazat k &qio-
teiny.

Z téchto poznatk vychazeji i navrzené modely protein-polyfenolonteiakce (Siebert [95]).
Polyfenoly se vazi na specificka vazebna mistagmint nejspiSe tam, kde je proline na po-
vrchu proteinu. Z&kalotvorny polyfenol musi obsadtominimalé dvé vazebna mista, aby
mohl vazat proteiny k s@&b

3.2.6 Stabilizace piva na obsah polyfeniblabsorpci na PVPP

V dnesni dob nuti tlak prodeji vyrobce prodluzZovat trvanlivost vyrobka co nejdelSi do-
bu, v gipac piva az na dobu 1 roku. Cilem stabilizace pivaggstit koloidni stabilitu sys-
tému po celou dobu deklarované Zivotnosti a zabragivoreni nezadouciho zéakalu.
K dosaZeni tohoto cile se pouZiva strategie odstfanpivu existujicich prekurzarzakalu
metodami absorpce nazné typy absorbett

K absorpci polyfendi se pouziva polyvinylpyrrolidon (PVP) nebo Polypglypyrrolidon
(PVPP), zesbvany PVP oizné velikosti. K odstrami proteiri se nyni pouziva vice metod.
NejcasgjSim postupem je absorpce profeina silikagely. Jiz ménse pouZziva precipitace
proteini pridanim tani do lezackych tank nebo jejich &peni na mensi velikost pomoci
raznych druli enzymi, nag. papainem. Podrobny &gt stabiliz&nich postup a prostedka
vyuZivanych pi vyrobg piva je podan napv praci Bamfortha [14].

—(c:Hz—(r:Hér
N__O

Obr.3.3 - Chemicky vzorec Polyvinylpyrrolidonu (PVP )

Polyvinylpyrrolidon (PVP) je polymer vytweny polymeraci N-vinyl-2Pyrrolidonovych jed-
notek (obr.3.3). Dusik pyrrolidonovych knulse vaze kovalentni vazbou na polyethylenovy
fetzec. Jedina funidni skupina je karbonylova skupina, ktera ggnaym elektronovym dono-
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rem pro vodikovou vazbu. Planarni pyrrolidonovytksuvelkou polaritou zajisije PVP vy-
sokou rozpustnost ve véa v polarnich rozpouidlech.

PrestoZze monomer je toxicky, polymer PVP je inertitiiwrganisniim. Je natolik bezgay,
Ze mize byt pouzivan v potravirkgtvi, nebd@ pfi konzumaci prochazgékem nezngnén. Drive
byl dokonce pouzivan jako nahrada krevni plazmyziNeho dalSi vyznamné fyzikalni viast-
nosti pati velka odolnost &i extrémnim pH a vysokym teplotam. PVP je hygroskkpa je
schopny vazat vodu az do 40% sveé vahy.

Unikatni vlastnosti zajistily PVP Siroké spektrurougiti ve ¥cech denni sptgby. Pouziva
se jako plnidlo a rozpousti podporujici latka v pilulkach, stabilizator a difikator viskozi-
ty roztoku v Samponech, vlasovych gelech, barvéepialech. V potravinach fize byt PVP
pouZzit jako stabilizator s identifikatorem E1201roRé uplaténi nasel PVP i ve zdravotnic-
tvi. Vyrakgji se z ®j kontaktnicocky, funguje jako nosiaktivnich substanci wkterych ci-
lenych I&ivech atd.

Mrivrw s

NejduleZit¢jSi vlastnosti z hlediska pivovarstvi je schopnd3VP vazat polyfenoly.

V interakci polyfenok s PVP se uplatje vodikova vazba,ipkryv 7rvazeb fenolového a
pyrrolidonoveho kruhu a hydrofobni vazba. Vyznaongtlivych vazeb na celkové interakci

zavisi na typu vazaného polyfenolu a dodnes newi @bjasin. Nékteré prace provedené
metodami kompetitivni adsorpce (Hagermanova [38iynalily, Ze afinita polyfendi v pivu

k PVP je mnohem vySSi nez k protiim.

—CH,—CH—CH,—CH———CHy—CH—
0.__N

—HC—CH, —HC—CH, GH—HE—CH—
|

Obr.3.4 - Chemicky vzorec Polyvinylpolypyrrolidonu (PVPP)

Schopnost PVP vazat polyfenoly se vyuziva dnpyslu napaj k selektivnimu odstrami
¢asti polyfenol z produkii. K tomuto &elu byl vyvinut Polyvinylpolypyrrolidon (PVPP),
zestovany PVP oizné velikosti. Jeho chemicky vzorec je znazarna obr.3.4.

3.2.7 Stabilizace piva na obsah proteinadsorpci na silikagel

Silikagel je granulovita, porovita forma oxidurdmiiteho (SiQ), vyrakEna synteticky
z kfemiitanu sodného (Wikipedia [123]). M& vysokou porasikolem 800 rfig, ktera
umoziuje snadno absorbovat vodu. Schopnost silikagetoradvat proteiny je znama jiz
dlouho. Vazba proteinna silikagel je komplexni, uplatji se @i ni vodikové vazby, hydro-
fobni i elektrostaticka interakce. Vodikové vazlanikaji mezi silanolovymi SiOH skupina-
mi na povrchu silikagelu a OH, NH a CO skupinanutema.

Adsorgni schopnost silikagelu zavisi na vlastnostetipraveného materialu, speciélma
pramérné velikosti¢astic a velikosti par. Vyhodou silikagelu proti jinym absorbé&m drive
pouzivanym v pivovarnictvi (bentonit) je jeho schopt adsorbovat selektirzakalotvorné
proteiny bez negativniho vlivu na stabilitény. Podle publikovanych vysletSiebert [96],
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Rehmaniji [89], Leiper [63,64]) silikagel prefetew adsorbuje glykosylované proteiny bohaté
na aminokyselinu proline, které se ¢ejtji podili na tvork koloidnich zakal.

3.2.8 Principy a metody gedpowdi koloidni stability piva

Velikost koloidniho zakalu se éni bthem starnuti produktu a slouzi jako kontrolni ukelza
pribéhu tohoto procesu. Zavisi na vychozim sloZzeni grada na podminkach, kterym je
vystaven Bhem celého obdobi od expedice po sglmi. Doposud neexistuje vSeob&qi-
jimané kritérium pro weni koloidni stability piv.

Jiz z vlastniho nazvu ,koloidni stabilita“ vyplyvae jde ocasovy Usek, kdy je produkt sta-
bilni a jeho zakal se nemi. Jako konec koloidni stability I1ze brat okamilly zakal zane
prudce nalistat. Resné uteni tohoto okamziku je vSatasto problematické. Proto se definuje
hranice akceptovatelného zakalu objelktivreného zakalogry a koloidni trvanlivost jako
doba do dosazeni tohoto zakalu.

Aby bylo mozné objektivéh stanovit girozenou koloidni stabilitu vzotk udrzuji pivovary
deponaze, kde jsou vzorky vyprodukovanych piv uévény za tmy a za stabilizovanych
teplotnich podminek (mistnosti jsou klimatizovarey 20C) po celou dobu deklarované ko-
loidni stability, @i niz je provadna pravidelna kontrola zakalu. &hto n¥feni se ufuje
piirozena koloidni stabilita vzotka tato hodnota se bere jako reférdmyri posuzovani fes-
nosti jednotlivych metodipdpowdi koloidni stability.

Pro gedpowd’ koloidni stability piva bylo v poslednich letecimnuto velké mnoZstvi fyzi-
kalnich i chemickych metod, popsanych v odborrerdiife. ObséhlejSi rozbor metodepl-
powdi koloidni stability je podan napv pracich Bamforth [14], Murrough [72]. V tétodor
se souskedime na titréni metody ukeni obsahu zakalotvornych prekunz@ na metodu za-
loZenou na urychleni procesu starnuti zvySenowtepl(tzv. Sokovaci test). Testyeplpow-
di koloidni stability piva mZzeme rozdlit do dvou hlavnich kategorii.

Metody zaloZené na zrychleném procesu starnuti

Metody zalozené na zrychleném procesu starntafieme dale roziit na metody fyzikalni a
chemické. U fyzikalnich metod je proces starnugichten fyzikalnimi vlivy, nejasgji zvy-
Senou teplotou, u chemickych metod je proces stiatmychlen chemickymi postupy, nap
ptisobenim oxidénichcinidel.

Metody zaloZené na deni obsahu zakalotvornych prekurzbr

Zakalotvorné prekurzory jsou latky, které jsoudidhé nestabilni a ghem starnuti agreguji a
vytvareji zakal. Mezi tyto latky pé#thlavre zakalotvorné bilkoviny, polyfenoly a jejich kom-
plexy.

Metody gredpowdi koloidni stability maji za ukol dit nejen obsahéthto latek, ale i jejich
schopnost vzajemdninteragovat a vytu@t zakal Bhem starnuti. Existuje mnoho metod
k detekci celkového obsahu protia polyfenol zaloZzenych natiznych principech (ASBC
[1], Analytica EBC [5], Siebert [102,103]). Tyto toely WtSinou neumoiuji rozlisit schop-
nost proteif a polyfenol agregovat, takze jejich vysledky nekorelujigqzenou trvanlivos-

ti piv.

S @irozenou trvanlivosti piv nejvice koreluji metodsg kterych se vyuziva principu srazeni
zékalotvornych latek chemickymi latkami, které nagiag zakalotvornymi prekurzory ve vzor-
ku podobnym zfisobem, jako zakalotvorné latky navzajeghdém starnuti. SraZzeni se deteku-
je elastickym rozptylem stla.
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VSechny metody fedpowdi koloidni stability piv vyZaduji verifikaci sipozenou dobou
trvanlivosti kEhem starnuti, &enou za standardizovanych podminek v deponaZznistmos-
tech pivovai.

3.2.8.1 Metody zrychleného starnuti tepelnym Sok@wnim

Metody zrychleného starnuti tepelnym Sokovanim ¢seki testy) pdi mezi metody zrych-
leného starnuti vzotk které jsou zfisobeny fyzikalnimi vlivy. Vzorky findlniho vyrobkue
spotebitelskych obalech jsou vystaveny po definovanobudpisobeni vysoké teploty, poté
jsou ochlazeny a #iii se vytvdgeny zakal. Cilem tepelného Sokovani piva je uryoh8Si
teplotou procesy, kterétippokojové teplat probihaji velmi pomalu. V procesu starnuti se
nejvice uplatuji oxidativré redulkéni reakce.

Existuji nizné varianty aplikace této metody, které se prietip liSi v nékolika parametrech:
- teplotou a dobou trvani tepiésti cyklu, @i které dochazi k urychlenému starnuti vzorku,
- teplotou a dobou trvani studetésti cyklu, @i které dochazi k vytv@ni zakalovycleastic,

- paitem opakovani cykla zpisobem vyhodnoceni.

Predpokladem spravné vypovidaci schopnosti testageza vysSi teploty probihaji procesy
rychleji, ale obdob# jako i nizsich teplotachCim vy3si teplota se pouzije pro urychleni
starnuti, tim vice se procesy urychli a doba tri@stu se zkrati. Zaroiese vSak zvysi prav-
dépodobnost, Ze chemické reakcghém starnuti praihnou odliS® od pokojové teploty a
vysledky testu se odchyli od skéme koloidni stability. B vybéru teploty starnuti se musi
prihlizet i k vlastnostem obdl

Po geneseni vzorku na nizkou teplotu dochazi k agrexgalotvornych latek a vytyiase
chladovy zéakalCim je teplota nizsi, tim&Si chladovy zékal vznik& astice chladového
zékalu jsou vazany slabymi silami, jeho tvorba @mpaly procesCim delsi dobu ulozeni
vzorku na nizké tepldtpouzijeme, tim #Si rozliSeni testu dostaneme za cenu prodlouzeni
doby jeho trvani.

Mezinarodni expertni pivovarské organizace z#&jadzdilné metodiky pro provédi a vy-
hodnocovani Sokovacich taés(EBC[7], 10B[48], MEBAK[76] a ASBC[2]). Metodiky &
v mnoha parametrech liSi, a proto jsou jimi ziskaygedky mezi sebou neporovnatelné.

Délka trvani a teplotadnem teplého Soku &mje miru zrychleného starnuti vzdrkZvyseni
teploty o 10 zpasobi zrychleni chemickych reakdilgizné o 2-3nasobek.#Pteplo teplého
cyklu 6@ je starnuti urychlenoriblizné 30krat, tzn. 24 hodin teplého Soku odpovidassioi
starnuti na 20(Mc Murrough [74]).

Zrychlené zkousky koloidni stability piv tepelnyngkéovanim paiti mezi nejdlezitéjSi me-
tody kontroly koloidni stability a pro vysokou kdaei s rirozenou trvanlivosti jsou v praxi
casto pouzivany. Vzhledem ke slozitosti procesunstarje nutné vysledky korelovat
s vysledky pirozeného starnuti za standardizovanych podminekkpgdy konkrétni druh
produktu zvIas.

Vyhodou Sokovacich zkouSek je, Ze je lze praévarelativi¢ jednoduchym fistrojovym

vybavenim. Termostat a laboratorni zakalometr djiespaffi k obvyklému vybave-
ni pivovarskych laborath Sokovaci testy jsou provémy na vzorcich imo v komegnich

lahvich uzayenych z vyrobni linky bez dalSich chemickych Gpmatbo jinych zasah a proto
mohou postihnout vesSkeré defekty, k nimi&z@ dochazetdhem produkce.

Nevyhodou Sokovacich zkousek je jejidsova narenost. | nejkratsi test trva u hluboce sta-
bilizovanych piv minimala tyden. Zadny pivovar si neie dovolit skladovat produkci do
doby, nez budou Sokovaci testy vyhodnocenyidbat zkraceni dobyedpovdi na minimum
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vede stale&astji k nutnosti zavedeni podst&tnychlejSich test a rozbod, i kdyz jejich kore-
lace s praktickou trvanlivosti je mnohdy mensi mezokovacich zkouSek. Mezi zavaé
testy paitti metody zrychleného starnutiigavkem oxidanich¢inidel (Savel [119]).

Stale ¢astji se pouZivaji i metody zaloZzené naemi obsahu zakalotvornych prekurigor
nag. nefelometrické titréni testy, mezi které patmetoda stanoveni obsahu citlivych protei-
na, metoda srdZeni siranem amonnym, test na obsaiditgrodle Chapona atd.

3.2.8.2 Nefelometricke titr&ni testy predpowdi koloidni stability piva
Siranovy test koloidni stability piva

Tato analyticka metoda poskytuje informaci o kohdidtabili€ piva pomoci sledovani kon-
centrace latek vysolitelnych nasycenym roztokeransiramonného (SASS). Lze ji pouZzit
nag. k rychlému orienténimu posouzeni stability piva ze strany proieilletoda je pjata
jako dopordena analyticka metoda v analytice 10B (Institutd8afwing, England [51])Ob-
dobrg je dopordena komisiMEBAK (Mitteleuropéische Brautechnische Analysenkoisi-
on, www.mebak.org [78]).

V prab¢hu testu se do vzorku postuppridava SASS. AZ do dité koncentrace nedochazi
k postehnutelnym zmnam zakalu. Nad ditou koncentraci SASS ve vzorku dojde
k vysoleni proteifi z roztoku a vytvi se zakal. Prah vysoleni - SASPL (,Saturated Ammo-
nium Sulphate Precipitation Limit) je definovarkgamnozstvi SASS, pibné ke vzniku
registrovatelného zakalu. Plati, Ze mnozstvi SASS¢ se musifidat do vzorku k dosazeni
postehnutelného zékalu, souvisi Uzce se stavem koloidsystému piva, s obsahem a mole-
kularni vahou vysolitelnych protein| kdyz vztah mezi hodnotou SASPL a koloidni diabi
tou piva neni linearni, nebdoloidni stabilita zavisi nejen na obsahu prateale i na dalSich
faktorech, jako nap na obsahu kysliku, ZeleZatanoidi, Ize tohoto testu s Ugghem pouzi-
vat zejména k profilovani produkce a jako indikétaroZnych probléfna poruch zvlastpri
stabilizaci piva na strarprotein.

Test na obsah tanoid

Prof.Chapon [39] zavedl| zvlastni nazemoidypro polyfenolové latky, které je mozné vysra-
Zet absorbentem polyvynilpyrrolidonem (PVP), a &tdalSi polymeraci ziskavajiglovinou
silu. Tanoidy ve finalnim pivu nejsou taniny; mifiz priliS malou molekulovou vahu na to,
aby srézely proteiny, a nemaijistovinou silu. Bhem starnuti piva vSak oxiduji, polymeruiji,
ziskavaji tislovinou silu a tvii s bilkovinami komplexy. Mezi tanoidy ganizko a stedre-
molekularni polyfenoly a&které polymery katechina anthokyanogeén Metoda nefelomet-
rického stanoveni obsahu tanbige pijata jako doportena analyticka metoda MEBAK
[79].

Test na obsah tanaidPVP test) sp&iva v postupnémipavani roztoku polyvinylpyrrolido-
nu (dale PVP) do vzorku. Tanoidy se vazi na PVRiké&zakal, jehoz velikost se zvysSuje tak
dlouho, nez vSechnyifpomné tanoidy vytvid s PVP komplexy. # dalSim davkovani PVP
hodnota zakalu klesa. MnoZstvi PVP, které se mitidaipk dosazeni maxima zakalu, je pro-
porcionalni obsahu tanaidVyvoj zakalu (v jednotkdch EBC) v zavislosti naaistvi pida-
ného PVP do vzorku (v jednotkach mg PVP / litvgdniho vzorku) se i nefelometricky.

Test na obsah citlivych protein

Béhem leZeni piva tanoidy obsazené v pivu polymeayjfechazeji do tanin Taniny jsou
polyfenoly schopné tuit s ucitymi bilkovinami komplexy s nizkou rozpustnostienfo pro-
ces, za uitych podminek pokraujici i v silné stabilizovanych pivech, jefiginou vzniku
nejdive chladovych a postupmtrvalych zdkal. Citlivymi proteiny (SP — Sensitive proteins)
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se nazyvaji v pivu obsazené vysokomolekularni prgiekteré se vyznauji nejsilrgjsi afini-
tou k tanirim a reaguji s nimi za vzniku zakalTest na obsah citlivych protéirv pivu (SP
test) je metodaipata jako doportiena analytickd metoda v Analytice EBC [8] .

Ttisloviny (taniny) jsou rostlinné polyfenoly, ktesédZi proteiny. Z chemického hlediska se
déli na hydrolizovatelné taniny a kondenzované tariifggerman [35]). Hydrolizovatelné
taniny se skladaji z cukru, aptji glukdzy, na kterou je navazano esterovou vaztiiolik
monomernich skupin kyseliny galové. Esterifikovanéhou byt vSechny nebo jergkteré
skupiny. Na obr.3.5 je zobrazeno schéma gallotajaike grikladu hydrolizovatelného taninu
s centralni glukdzou a navazanymi 10 jednotkamelayg galové.

Obr.3.5 — Chemicky vzorec gallotaninu

Kondenzované taniny jsou polymerni flavanoidy. develice diversifikovana skupina latek.
Nejcastji zkoumanou skupinou jsou v pivu se vyskytujichdenzované taniny zaloZzené na
monomernich jednotkach flavan-3ipljako jsou nap epicatechin a catechin (viz schéma
epicatechinu na obr 3.2).

Taniny jsou extrahovany z rostlin. Ve vodném romtoichle oxiduji, proto je nutné roztok
taninu gipravovat kazdy deterstvy.

Test nefelometrického stanoveni obsahu citlivyobtgani poskytuje informace o zakalo-
tvornych proteinechiftomnych v pivu. Vodni roztok taninu (Repgji je pouzivan gallota-
nin) o definované koncentraci je davkovan do vzopkea. Ritomné citlivé proteiny tvid

s taninem komplexy a zvySuje se&ieny zakal. Hodnota vzniklého zakalu je dimé obsahu
citlivych proteini ve vzorku ¢im tSi zakal, tim vice citlivych protei.

3.3 KVASINKY

Kvasinky jsou jednobuftné mikroorganismy, které gatk nejjednodussSim eukaryotnim or-
ganisniim. Existuje u nich analogie s mnoha Zivotnimi peysekteré probihaji v séich
buinkach; z toho dvodu sefasto pouzivaji jako modelovy systém.

%

Kvasinky pati do#iSe fungi, tidy Ascomycetes. Ro8accharomycepati do ¢eledi Saccha-
romycetaceae, podledi Saccharomycoideae. Kvasinky se rozmnoZeyari vegetative,
a to p@enim nebo pehradénym dtlenim. Tvar a velikost buk se 1iSi pro jednotlivé druhy,
zakladnim tvarem pr8accharomyces cerevisigerotani elipsoid o délce 3 az 10n.
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Kvasinky jsou od nepaéti vyuzivany k vyrols chleba a fermentovanych napojpiva a vi-
znali vyrobu napdj z naklteného obili. | dnes se kvasinky héjmyuzivaji v biotechno-
logiich, ve vyrols tésta, miénych vyrobkKi, piva, vina a lihu.

3.3.1 Pivovarskeé kvasinky

Druh Saccharomyces cerevisiappuzivany v pivovarnictvi, je zastupcem fermentdtio
typu kvasinek, u kterého i v aerobnich podminkai@viada fermentai metabolismus. i
tomnost kysliku je nezbytna alespee stopovych mnozstvich pro zaist mnozeni kvasnic.

Dlouhym Slechtnim byly u pivovarskych kvasinek podgny rekteré charakteristické vlast-
nosti, nap. vysoka tolerance k alkoholu (az do 6%)ravaha kvasSeni v metabolismu sachari-
du (az 90%), které jeipdukuji k vyroke piva.

Pt vyrob¢ piva se nyni pouzivaji dva zakladni druhy kvasin&kasinky spodniho a kvasin-
ky svrchniho kvaseni, které se liSi skterych zakladnich parametrech. Kvasinky spodniho
kvaSeni dostaly své jméno podle toho, Ze na kovesdni flokuluji a sedimentuji na&na-
doby. Kvasinky svrchniho kvaSeni jsou na konci kva¥&ynaseny bublinkami G® hladire.

AZ do vynélezu chlazeni v polowrl9. stoleti byly znAmy pouze svréhkvasici kvasinky
(Kosa [59]). Oba druhy kvasinek se liSi geneticky a sldin bugénych sén. Svrchni kva-
sinky kvasi pi vysSich teplotach (£&0°C) nez spodni kvasinky {®°C), coz zfisobuje i
rozdilny pabéh metabolismu a rozdilnou tvorbu senzoricky vyzngchnlatek. Svrchnimi
kvasinkami se produkuji piva typu ,Ale", ,Porter“,&tout”, spodnimi kvasinkami se produ-
kuje nap. u nas i ve sité¢ nejrozstensjSi druh piva Pilsener, 8ily lezak plzéiského typu.

Spravna schopnost flokulace a nasledné sedimekt@asinek spodniho kvaSeni je jednou ze
zakladnich vlastnosti zajiStujicich optimalnalpih dokvaSovani spodrkvaSenych piv. Dal-
Simi vlastnostmi kvasinek, vyznamnymi pro z&jstspravného technologickéhoipéhu
vyroby piva, jsou vitalita a viabilita.

Pojem vitality neni fesré definovan; popisuje se jako kvasna kapacita nelasié mohut-
nost a udava schopnost kvasinek fermentovat sabgitalita burék zavisi na jejich fyziolo-
gickém stavu a je ovlivma jejich stm a stresovymi faktory. Mezi hlavni stresové faito
kterym jsou pivovarské kvasinky vystaveny,ipaiysoka teplota, tlak a vysoky obsah etano-
lu. Pod pojmem viabilita se mini reprodank schopnost butk, to znamena schopnost se
mnoZzit.

Mrivrw s

oxid uhlicity. Kvasinky zkvaSuji monosacharidy glukosu, fras, galaktosu, manosu, disa-
charidy sacharosu, maltosu, trisacharidy rafinosmadtotriosu. Spodni kvasinky zkvaSuji
rafinosu Upl@ na rozdil od svrchnich, které ji zpracovavaji ppazgi z jedné&etiny. Glukosa
piechazi do butk cast&n¢ prostou difusi (stefhjako voda a etanol) fpvazrie vSak usnad#
nou difusi. Glukosovy f&nasSé prenasi do butk také fruktosu [58]. Maltosa (disacharid slo-
Zeny ze dvou molekul glukosy, nejvice zastouperhaad v mladig) je stejr jako sacharo-
sa a maltotriosarpnasen do bk aktivnim symportem s H

3.3.2 Metabolismus kvasinek

Jednoduché sacharidy jsou viiba gengnény na fruktosa-6-fosfat, ktery vstupuje do meta-
bolické drahy cuki nazyvanglykolyticka drahgpodleEmden-Meyerhof-Parnasova schéma-
tu. Jedna se o sled reakci, do kterého vstupuje giukdkonénym produktem je pyruvét ne-
boli kyselina pyrohroznova.
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Pyruvat je vyznamnym meziproduktem, od kterého cbdjeji dalSi metabolické drahy. Za

piitomnosti kysliku pokréuje metabolismus zafigpeni enzymu pyruvat-dehydrogenasy
k citrdtovému cyklu (dychani). Citratovy cyklusibe vést az k Uplnému odbourani uhlikove-
ho fetzce na CQpii zisku 38 ATP.Casto tomu tak neni, protoZze meziprodukty citratavéh
cyklu jsou vyuzity k syntéze stefod lipida.

V anaerobnich podminkach se spoustiizspgni enzymu pyruvat-dekarboxylasy proces kva-
Seni, peména pyruvatu na acetaldehyd a dale na etarfoprBcesu kvaSeni se ziskaji z jedné
molekuly pyruvatu pouze dvmolekuly ATP. Proces je vyragmmére energeticky vyhodny,
avSak asi 100krat rychlejSi nez proces dychani.

Daldim efektem glykolyzy je produkce’ kbnti, které zfisobuji okyseleni vnihiho prostedi
buiiky. ZvySena koncentrace uvniiuiky aktivuje funkci H — ATPas, coz vede k acidifikaci
vn¢jSiho prostedi.

3.3.3 Vitalita kvasinek

Pojem vitality neni fesré¢ vymezen; nejastji se definuje jako kvasna kapacita nebo kvasna
mohutnost a udava schopnost kvasinek fermentovmtrsu. V literatie se vSak vyskytu;ji i
jiné definice vitality, nap jako schopnost kvasinek rychle iniciovat metaralis po pecho-

du z prostedi s nedostatkem Zivin do priegti na Ziviny bohatého, schopnost zvladat stres
nebo jednoduSe dobry fyziologicky stav BknZ negesnosti definice pojmu vitality vychazi

i rtiznorodost navrzenych metod jejih@ieni.

Metody n¥i‘eni vitality kvasnic zaloZené nadieni obsahu vyznamnych latek

Predpokladem je, Ze obsah vyznamné latky jéim@m vztahu k metabolickym schopnostem
burék. Mezi vyznamné latky, které byly pouzity, HaATP - z&kladni energeticky zdroj bu-
nék, glykogen - zasobni polysacharid a sterolfesoze ATP i glykogen jsou gebné pro
spravné fungovani bk, nekteré pokusy neprokazalyipy vztah mezi jejich obsahem a
metabolickou kompetenci béi

Metody n¥i‘eni vitality kvasnic zaloZené nadieni aktivity enzyni

Mezi enzymy, které byly vyuzity k &ieni metabolické aktivity buk, pati nag. alkohol
dehydrogenasa, pyruvat dehydrogenasa a pyruvathieidasa. Nevyhodowthto metod je,
Ze odrazeji aktivitu pouze dité ¢asti metabolismu.

Metody n@i‘eni vitality kvasnic zaloZené nadieni rychlosti metabolismu

Mezi tyto metody pét klasicky Wartbur§v test néfeni nafistu tlaku CQ produkovaného
bunkami po gidani substratu, resp.dieni rychlosti spdeby Q. Mezi tyto testy péf i test
acidifikacni schopnosti kvasnic (AP test).

V posledni dob se dostava do pégdi metoda fluorescéniho neieni intracelularnino pH
burgk vystavenych stresovym podminkam (Imai [45]) . ¥ghbu této metody by &a byt
VEtSi citlivost pro vysoce vitalni kvasnice nez u #&Btu.

Kompletni gehled metod ®teni vitality kvasnic v pivovarském gmyslu byl publikovan
nag. v praci Imai [46].
3.3.4 Acidifikaéni test vitality kvasnic

Acidifikace vrgjSiho prostedi pati mezi zakladni projevy bk reagujicich na zému vrgj-
Sich podminek. Vifpad kvasinek je pozorovatelna paigéni soli (KCl), okyskeni média
nebo gidani Zivného substratu - glukosy, fruktosy, manambo sacharosy. Rozsah acidifi-
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kace média je zavisly na celkovém zdravi kvasifgkcesu okyseleni média s&astni spo-
le¢né vnitini metabolické procesy a membranové procesygkowirovnovaze musi probihat
procesy, které hice energii poskytuji, s pochody, které energii sgmivavaji na udrzeni
Zivotaschopnosti.

Udrzovani téens konstantniho intracelularnino pH (pHina pro zivé biky zasadni vyznam.
Intracelularni pH ovliviuje rychlost metabolismu, propustnost membréan @nbyi autoasoci-
aci ATP a spravné spojeni podjednotek enzyto funikiniho celku. | mala zgna pH niize
znemoznit pitbéh nekterych metabolickych procésMetabolické procesy jsowkdy spojeny
s produkci H ionti a nafistem vnitni acidity. Buiky si musely vyvinout mechanismy, jak
tento néiist kompenzovat. Stabilizace pH je wikach zaji&na rekolika nezavislymi me-
chanismy: pufrovaci kapacitou cytosolu, biochemickeutralizaci kyselin a zasadgposem
kyselych latek do vakuol nebdgnesenim febyt&né acidity mimo biiku, které je spojeno
s okyselenim wjSiho prostedi.

Pasivni pechod H ionti pres membrany je velmi maly. Hlavnim pri@stkem k penosu je u
kvasinek transmembranovy enzym -ANTPasa, ktery femiguje ionty fes plazmatickou
membranu. Rnos H ionti do vrgjsiho prostedi spojeny s jeho acidifikaci pomahaibe
zaji¥ovat homeostazu pH.

Test pro mdfeni acidifika&ni schopnosti bufk (AP test — Acidification Power test)ipodns
vyvinuty Opekarovou a Siglerem [83], odrazi konmxpliefyziologicky a bioenergeticky stav
bureék. Informace jim poskytnuté mohou slouzit legpowdi ferment&ni schopnosti kvasi-
nek.

Podstatou AP testu jedifeni znén vrejSiho pH po pidani burk do okysléeného vodného
roztoku a po pidani vhodného substratu, v naSetipadct glukosy. Acidifikani kiivka je
charakteristicka pro dany typ btkna odrazi jejich historii a stresujici vlivy, kfen byly vy-
staveny.

Acidifika¢ni scénapodle Siglera [104,105,107] picstava z &chto kroki:

1) Glukosa je pjimana buikami a rychle fosforylovana kinasami na fruktostoéfat.
Pri fosforylaci se uvaluje H', coz ma za nasledek vnitrolignou acidifikaci.

2) Nizké pH uvnit buiky (spol&ng se zmdnami obsahu butného cAMP) blokuje K
kanaly v membra$ K* ionty neodchéazeji z tiky pres snizujici se membranovy po-
tencial.

3) Plasmaticka HATPasa je v tisledku glukosou indukovanych reakci fosforylovana a
jeji aktivita roste. V dsledku fosforylace glukosy a tvorby cAMP klesa dbsaP.
Pokles ATP sila stimuluje bugé¢ny metabolismus (bwiné dychani).

4) Narnist burgéného metabolismu vede ke zvy3eni produkce.@Dnkce H-ATPasy
(ptenos H vné buiky) a produkce C® vede k acidifikaci vSiho prostedi a
k naristu rozdilu vejSiho pH (pH) a vnitniho pH (pH) —ApH.

5) Narist dpH je spojen se zvy3enynisunem K do buiky. Glukosa aktivuje krogh
H*-ATPasy i systém spojeny sigunem K do buiky. Prisun je spojen s depolarizaci
membrany a alkalizaci viiitiho prostedi.

6) V dasledku vyssiho vnihiho pH prestanou byt kanaly Kblokovany a dojde
k vystupu K ionti z buiky. Tento vystup mize byt kompenzovan vystupem organic-
kych anionti akumulovanych v hice (pyruvat, sukcinat).

23



Acidifikace bez substratu

Acidifikace vrgjSiho prostedi pivovarskymi kvasinkambacharomyces cerevisidez i-
tomnosti substratu zavisi na koncentraci kyslilkauspenzi. Okysteni média je mozné do-
sahnout probublanim kyslikem nebieposem buk do ¢erstvého okystieného média. ir
tomnost kysliku vyvola nést endogenniho dychani, kteréigpbi acidifikaci vijSiho pro-
stredi (proces nenastava u resfikadeficientnich mutar). Scéné acidifikace je podobny
jako po gidani substratu, energeticky je vSak proces plokryt endogennimi zdroji. Hlado-
véni burek snizuje hladinu busgtného ATP a tim i rozsah spontanni acidifikace.

Spontanni acidifikace média¢hena za standardnich podminek odrazi schopnoskmabi-
lizovat endogenni substraty, acidifikace ga@ni substratu dava informaci o schopnosti bu-
nék vyuzivat exogenni zdroje.

3.3.5 Opticka metoda néieni acidifika¢niho testu vitality kvasnic

Testovani vitality jednoho vzorku kvasinek AP testeva dosud pouZivanou metodou 20
minut i déle. Mifeni vice vzork za sebou prodluZzujgas potebny na vlastni gfeni a zaro-
vei ¢as na uchovavani vzark Prodlouzenicasu Uschovy vzoik piinasi nebezpg zmeny
jejich vitality a ovlivréni vysledKi. Pri méfeni kvasninych suspenzi sklénymi pH elektro-
dami miZe navic dojit k zanaseni elektrod a owivhnangrenych hodnot pH.

Proto jsme hledali metodu, ktera by umoZznila urgohingteni, pop. sowasné miieni vice
vzorka najednou. Optické bezkontaktni¢teni pH mize byt vhodnou alternativou dieni
s elektrochemickymi elektrodami. Optick4d metodaeke¢ znén pH pomoci barevného pH
indikatoru dovoluje satasné mdfeni vice vzorl, minimalizuje objem vzorku a usnage
zachézeni se vzorky.

3.3.5.1 pH indikatory

pH je velkina definovana podle rovnice pH = - log ([ Indikatory pH jsou chemické latky,
které se fidavaji k nefenému vzorku a smi barvu v zavislosti na pH. Jde v podstatche-
mické detektory Hionti. Jedna se&Sinou o slabé kyseliny nebo baze. V roztoku naeseb
vazi H ionty a néni elektronovou konfiguraci, ktera&gobi znénu absorpniho spektra.

Indikator pH, v naSemifpact bromokresolova zete (BCG), v roztokucast&né disociuje
podle vzorce

Coce =[HIT+[17] (3.20)

kde[HI] je koncentrace kyselé formy indikatofu] - koncentrace alkalické formyG@gcc -
celkova koncentrace indikatoru.

Normalizovanim koncentrace kyselé a alkalické fomaycelkovou koncentra€lgcg ziskdme
hodnotyao a a;, coZ jsou disocimi frakce, jinakieceno pondrné zastoupeni obou forem in-
dikatoru, a jejich satet je 1:

1=[HI]/Cyi +[1 ']/Chee =0, ta, (3.21)
Pomer alkalické a kyselé formy indikatoru seémi podle pH roztoku podle disoéra rovnice

Kecs = ([H Tx[I71)/[HI] (3.22)
kdeKpgcg je disoci&ni konstanta indikatoru [ '] - koncentracéd™ ionti.

Pokud jsou absotpi spektra alkalické a kyselé formy rozdilna,éma pH zgsobi znénu
absorgniho spektra vzorku a tudiz i 2mu barvy. Znénu pH Ize ngfit spektroskopicky ze
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zmen absorpniho spektra. Absorbance roztoku pH indikat8gac je Umeérna sowtu absor-
banci obou forem indikatoru:

Aecs(A) = Ay (DIHITd + A (A1 "]d (3.23)

kde Ay je molarni absormi koeficient kyselé formyA, - molarni absorni koeficient alka-
lické formy indikatoru al - opticka draha paprsku ve vzorku.

Optickou drahu budeme déale uvaZovat rovnou 1 adezhe ji uvadt. Jak molarni absoépi
koeficient, tak absorbance jsou zavislé na vincéléals¥tla A.

3.3.5.2 Vypdet pH z absorgnich spekter

Celkové& absorbance vzorku je oviénma koncentraci rozptylujiciakastic. Rozptyl sitla na
téchto ¢asticich snizuje intensitu &a prochazejiciho vzorkem a tim &S$uje nanifenou
hodnotu absorbance vzorku:

Ascs(A) = Ay (DIHIT+A (DI T+ Agasi(A) (3.24)

Pro nizké koncentrace rozptylujici¢hstic je narsfend hodnota absorbanégeasfA) (bez
absorbujici latky) ugrna koncentractastic a celkova naena absorbance vzorld(A) je
dana so&étem absorbance iipobené absorpci &la na barevném indikatordsco(4) (v na-
Sem pipads BCG) a absorbance @gobené rozptylem ngsticichAyeasfA) (v naSem fipads
kvasnice):

A1) = Agec (D) + Agasr(A) (3.25)

Pro vysSi koncentrace rozptylujicieastic jiz tato rovnice neplati a vliv rozptylu namerena
spektra je komplexni. Absafpi spektrum neni pouze posunuto k vy§Sim hodnoédenje
také zplo&tné ve srovnani se spektry bez rozptylujicigstic (Amesz [4]).

Pokud se budemeipméieni pohybovat v rozmezi nizkych koncentraci rozgityich castic,
kde plati rovnice 3.25, je mozné n&eneé spektrum vzotkkvasnic s fidanym pH indikéato-
rem BCG povazovat podle rovnic 3.24 a 3.25 za&sbospekter

Ascs(A) = Ay DIHIT+A (DI T+ Agasi(A) (3.26)

Pokud nanidrené spektruni(1) rozlozime do spekter alkalické a kyselé formy B&®vas-
nic, ziskdme koeficientsc,al, které jsou fimo unerné zastoupeni obou forem BCG ve vzor-
ku ([HI], [I-]]) a koeficienp je umeérny zastoupeni spektra kvasnic bez indikatoru (@iaici
3.27):

A() =alx A, (A) +acx A (A) + px Agus(A) (3.27)
Zavedeme koeficierR:
R=(al —ac)/(al +ac) (3.28)

Souet koeficient ac + al odpovida celkové koncentraci indikatoru ve vzof&ycc). Zave-
deme-li do rovnice (3.28) paimé zastoupeni jednotlivych forem BCG ve spektastane-
me vysledek, kde koeficient R odpovida rozdilwdignich zlomki zavedenych v rovnici
3.21:

R=a,-a, (3.29)

Pouzitim rovnice 3.21 dostaneme vzajemny vztah rkeeficientemR a disocignim zlom-
kem:
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R=1-2xa, (3.30)

Vzhledem k tomu, Ze po¥mé zastoupeni jednotlivych forem BC@&,(a1) nabyva hodnot 0
az 1, koeficienR nabyva hodnoty od -1 do 1.

Kombinaci rovnic pro disoctai rovnovahu s definicemi hodnot pH, pK a defirdiavedené-
ho koeficientuR dostaneme teoreticky vztah pro v¢pbhodnot pH z vyptieného koeficien-
tuR

(R+1),
@-R)

KoeficientR by nel byt v oblasti, kde jsou spektra line&reavisla na koncentraci BCG, ne-
zavisly na koncentraci BCG ve vzorkQsce) a nel by byt jednoznénou funkci pH vzorku.
Navrhovany postup vyhodnoceni ngemych spekter a vyget hodnoty plc je nasledujici:

pH = pK +log(

(3.31)

a) Rozlozeni narreného spektra metodou PLS do bazéené 3 vektory. Vektory baze
tvoii spektrum acidické formy BCG, spektrum alkalickdérniy BCG a spektrum
kvasnic.

b) Vypocet koeficientuR ze ziskanych koeficiettzastoupeni jednotlivych spekter baze
podle vzorce 3.28.

c) Vypocet pHqc z koeficientur podle rovnice 3.31.

(Vzhledem k népsnosti pH metru a neznalostepné hodnoty pK najdemégsny
tvar kalibréni kiivky pHcac= pH(R) z nansienych spekter na vzorcich BCG se
znamou hodnotou pH).

Timto postupem ziskame z na&mnych spekter hodnotu pht, kterd by ndla byt v ugitém
rozsahu koncentrace BCG a kvasnic na nich nezavisla
3.3.6 Sedimentacéastic

Na ¢astice v kapali& ptisobi ti sily - gravita&ni silaG, vztlak kapalinyF, a odporova sil&,
prostedi. Pokud je gravitai sila v rovhovaze se vztlaketféistice se vznasi, pokud je gravi-
tacni sila gisobici natastici WtSi nez vztlak¢astice klesa ke dnu nadoby, sedimentuje. Pokud
je vztlak &tSi nez gravitacegastice stoupd k hladin Dale budeme uvazovat sedimentujici
castice. Odporova sila prostii na pohybujici s&astici vziista s rychlosti pohybu, prot@-b
hem kratké doby dojde k vyrovnani silgpbicich nadstici, a ta dale sedimentuje konstantni
rychlostiv.

Gravitatni siluG pisobici natastici mizeme popsat rovnici
G:mg=:m3pg (3.32)

kdem je hmotnostdlesa &g - gravitani zrychleni.

V dalSim odvozeni budem&stici povazovat za kulovou s homogenni hustgiaupolong-
remr. Vztlakova silaF, pasobici na kulovowastici je dana rovnici

3 :gnr3pvg (3.33)

kde g, je hustota kapaliny, v které gastice pohybuje. Odporovou sifg pasobici na pohy-
bujici se kulovowastici je mozné popsat pomoci rovnice
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F, =6mrn v (3.34)

kde 77 je viskozita kapaliny & - rychlost pohybuwastice wic¢i kapalins. Odporova sila se rov-
na rozdilu graviténi a vztlakove sily.

G-F, =F, (3.35)

Dosazenim z rovnic 3.32 aZz 3.34 do rovnice 3.3%amh@sne rovnici pro deni rychlosti
v sedimentujici kulovéastice v zavislosti na hustoa polongru ¢astice a hustéta viskozit
kapaliny:

_ 2
v=29(=p,)r" (3.36)
&)

Tato rovnice se jmenuje Stokerszakon a plati pro hladké pevné kul@éstice pohybujici se
v kapalire pomalou rychlosti (kapalina obté&astici laminarg).

Ze Stokesova zakona (3.36) jejmé, Ze rychlost sedimentace je zavisla na huatetlikos-

ti ¢astic. Sedimentac&stic samaoizejme zavisi i na dalSich parametrech, hapa tvaru (s
tvarem se réni odporovy koeficient) a pérovitosti. V naSerfipact tyto vlivy zanedbame.
Pokud maji¢astice stejnou hustotu, ragtdse v objemu vzorku sedimentaci podle velikosti.
V¢tSi castice sedimentuji rychleji a vypadnou proto ryggeobjemu vzorku. Metodu sedi-
mentace lze vyuZit pro &eni velikostni distribuceéastic.

Na zaatku experimentu fiedpokladame homogenni rozloZeastic ve vzorkuCastice bu-
deme detekovat ve vzdalenoktod hladiny. Od z&tku nefeni sedimentujéastice o polo-
meéru r rychlostivdanou Stokesovym zédkonem paratelincelém objemu. Od hladiny se po-
sunuje rozhrani, nad kterym &&stice o polorru r nevyskytuji. Toto rozhraniastic projde
v ¢aset mistem detekce podle rovnice

h

v=? (3.37)

V kazdémcase ngieni vypadnou z gficiho objemwastice sedimentujiciiznou rychlosti.

Pokud dosadime do rovnice 3.37 hodnotu rychlostStkesova zdkona (3.36), dostaneme
vztah mezi poloremcasticer acasem, kdy vypadne zdticiho objemu vzorku:

(= | hon (3.38)
t2g9(p-p,)

Pokud polondr ¢astice pevedeme na plochuijiezu kulovésasticeS, dostaneme rovnici
~ h9nn
t2g(p-p,)

Rovnice 3.38 a 3.39 udavaji jednozma vztah mezicasem niienit, poloméremr a pfire-
zemS kulovych ¢astic, jejichz sedimentai rozhrani se waset nachazi ve vysce od hladi-
ny.

K detekci zndn koncentraceastic ve vzorku je mozné vyuzit elasticky rozptdta. Zména
zakalu namsrend waset odpovida ubytku koncentracgg@stic v ngéticim objemu v daném
¢ase. K ndteni je mozné vyuzit kandly &fici intenzitu rozptylu — nefelometricky (N), do-
piedny (F), i zminu transmisniho signalu. Pokud budeme brat do Uvadwyze vzorky
s nizkou koncentragiastic, kde nedochazi k vicenasobnému rozptylizeme u rozptylo-
vych signal zménu koncentracgastic vyp@itat derivaci zakalu podi&asu; u transmisniho

(3.39)
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signalu plati Lambert-Be&v zakona (rovnice 3.16) a 2ma koncentrace je dana derivaci
absorbance podtasu.

Derivaci casového pibéhu intenzity rozptylu resp. absorbance aime dZ(t). Prevedenim
¢asové osy sedimentace podle rovnice 3.38 na pwloifmebo podle rovnice 3.39 na plochu
prafezuS) ziskame kivku dZ(r), kterarika, jakoucast zakalu zfsobujicastice tizné velikos-
ti. Tato Kivka koreluje se zastoupeniastic ve vzorku podle velikodi(r). Castice fiznych
velikosti rozptyluji z&eni s fiznou intenzitou. Nami nagrena distribuc€asticdZ(r) je vyna-
sobena zavislosti intenzity rozptylu (neb@inihym piitezem rozptylu pro transmisi) na po-
loméru casticelr(r) . Skut&nou distribuci velikosttasticD(r) ziskame poglenim podle rov-
nice

dZ(r)

Ir (r)

V realném pipac je zavislost intensity rozptylu(r) téZko ugitelnd, @i vypoctech se pouZzi-
vaji pouze fblizné vztahy vychazejici z Mieovy teorie rozptylu

D(r) = (3.40)

DalSim faktorem, ktery ovliwje vypa@et distribucetastic, je konénd nezanedbatelnd vyska
meticiho paprsku. V jednom okamziku vypadavaji &ieiho objemucastice sedimentujici
Vv urcitém rozmezi rychlosti, odpovidajici vyScetiniho objemu. Kvka dZ(t) je dana inte-
graci distribuce®(r)*Ir(r) pres interval velikostéastic odpovidajici vyScedficiho objemu.

Z téchto divodi je presny vypdet distribuce velikostééstic velmi slozZity a postrada i prak-
ticky vyznam. V naSich aplikacich nas zajimajéqevsim zrény distribuci velikosticastic,
které signalizuji zrny dilezitych vlastnosti greného vzorku.
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4 PRISTROJE A METODY M ERENI

4.1 APARATURA DATTS 2000

Méteni byla provedena na apai@&WDATTS 2000 (Dual angle turbidimetric and titrimet
systém) s upravenou konfiguraci pro dany tygreni. Opticka naici komora aparatury je
chraréna patentem tadu pfimyslového viastnictCR ¢.299354 ze dne 21.5.2008.

DATTS 2000 je aparatura dena pro Siroké spektrum aplikaci v pivovarskémaigkém a
vodarenském myslu. Zakladnim a samostatfunkénim pristrojem sestavy je zakal@m
MZN-2002, vyuZzivajici principu &feni elastického rozptylu stta pod d¥ma dhly k ngteni
charakteristiky rozptylujiciclikastic ve vzorku v Sirokém rozsahu koncentraci. Kdkér je
moznéftidit pomoci autorem vyvinutého softwaru MZN CONTR@Lto PC pracujici pod
oper&nimi systémy Windows 9x, XP, 2000 a Vista. Softwkoenunikuje se zakaloénem
po sériove lince RS232 a uniage [ipojeni atizeni Sirokého spektra externich magte-
ré rozStuji moznosti zakalogru.

K zakladnim moduim ovladatelnym pomoci MZN Control pa8 typy pistovych davkova-
cich pump a 2 typy peristaltickych pump, kteréiSedenou, pesnosti a rozsahem rychlosti
davkovani. Pumpy jsou vyuZzivany jako davk@ditrantu ve specialnich titmaich aplika-
cich. Krong titra¢nich reakci detekovanych zékalénem je po pipojeni pH metru nebo ion-
toveé selektivnich sond mozné prowhd pH titrace. Software umdgije i piipojeni a ovladani
externiho termostatu pridzeni teploty lazé v zdkalondru a spinani magnetického michani
vzorku. Ri pripojeni pH metru a mikroprocesoreizené pumpy s proénnou rychlosti dav-
kovani je mozné provétli titrace na konstantni pH, tzv. pH-statové tiga

Na obr.4.1 je znazoéna jedna z moznych konfiguraci aparatury DATTS.alder MZN je
doplrén o davkovaci pumpu NE500 a modul pré&emi vzorki o objemu 5ml v laboratornich
zkumavkach s integrovanym magnetickym michadlem.

Obr.4.1 - Aparatura DATTS 2000 - jedno z moznych us  pofadani

4.1.1 Zakalometr MZN-2002

Zakalometr MZN-2002 je pthautomatizovanyifstroj, ktery slouzi k rreni zakalu kapalin.
Je vhodny zvlastpro sledovanéirosti napofi v kontrolnich a vyzkumnych laboratoh po-
travin&skeho pimyslu, jakoz i pro sledovaristoty vod a gkterych produki biotechnolo-
gickych proces. Dovoluje ngfeni velikosti zdkalu vzoikk jak ve speciélnich kyvetach, tak
piimo v uzavenych lahvich. Rstroj je kalibrovan podle mezinaratipouzivané standardni
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suspenze formazinu v regtji pouzivanych zakalosmnych jednotkach EBC [6], NTU a
ppm, jejichZ pouZiti Ize programéwavolit.

Obecné schémadtici komory zakalometru je znazeémno na obr.4.2.

Kolimovany opticky svazek (1) vstupu-
je pres okénko (1) do atici komory
(2), ktera je napkmna cistou imersni
termostatujici kapalinou (3). Komora je
zakryta ochrannym krytem (4) sdest
@ dicim krouzkem pro vybrany typdfici
nadoby. Jako gfici nddobu Ize pouzit
normovanou kyvetu (5), laboratorni
zkumavku o piméru od 15 mm nebo
uzawenou komami lahev s pimérem
do 100 mm. Miici nddoba je umigha

o
N

% b

@
na ot@né desce (8), ktera zdjife
© \[\ '\ | [\/ - v pifpads potreby pBb&Zzné oté&eni
® U ul \v\@ nadoby Bhem n&feni. S¥tlo rozptyle-
e né nacasticich ve vzorku je detekovano
@ pod Uhlem 90 (nefelometrie (11)) a
— pod Ghlem 12 (dopedny sndr (13)).
é @é © Zarovei je detekovana i intenzita &la
® proslého (12).

Obr.4.2 - Schéma m éfici komory zakalom éru MZN 2002

Metici komora zakalogru pro nefeni v uzavenych lahvich a s@asre v komegnich kyve-
tach je roviZz chragna patentem thdu ptimyslového vlastnictviCR ¢.299354 ze dne
21.5.2008.

Zakal kapaliny se v typu MZN-2002 duje na zakla&l méteni intenzity setla rozptyleného
ve vzorku pod thlem 9QUn - nefelometrie) a z intenzity &la rozptyleného pod thlem 42
(Uf — forward), vzhledem ke s¥ru Sieni pivodniho s¥telného svazku. Do jisté koncentrace
rozptylujicich¢astic (pro dany uhel rozptylu) plati, Zeistem koncentrace roste i intenzita
rozptyleného z&ni, kterd firozeré zavisi na intenzit vstupniho exci@niho sw¥telného
svazku. Proto i kazdd zma jeho intenzity v @kledku jinych pi¢in, nez je zmna rozptylo-
vych charakteristik, vyvola zénu intenzity rozptyleného stta. Tyto @iciny jsou znéna
vykonu s¥telného zdroje, zanaSeni okének a optickych pravkzvlas¢ absorpce sitla ve
vzorku. Aby bylo mozné tyto nezadouci vlivy odsttaméti se v pistroji zarova i intensita
swtla v tzv. transmisnim kandlu - tj. intenzitat8& proSlého vzorkem vipmém sngru (Ut -
transmise). Konstrukcitfstroje je zaji&no, Ze optické drahy pro prochazejici i rozptyleny
paprsek jsou stejné, takze &my intenzity sondujiciho svazku riggusejici rozptylu se pro-
jevi stejnou narou jak v rozptylovych (Un, Uf) kanalech, tak v & transmisnim (Ut).

Poner hodnot Un/Ut vystupnich signéafotodetektoit z nefelometrického kanalu (kanal dale
oznaovan N) a transmisniho kanalu (kanal dale ¢aman T) udava tzv. relativni zakal Pn,
ktery je nezavisly na vySe uvedenych faktorech.td@eelativni zakal je pak pomoci kalilsra
ni kiivky uloZené v parti ptistroje epaiten na hodnotu zékalu standardni kakbiazaka-
lomérné suspenze v nefelometrickém kanalu Z90. \feldpém srru (dale oznéovan F)
poner hodnot vystupnich signafotodetektoil z dogFedného kanalu Uf a transmisniho kana-
lu Ut udava tzv. relativni zakal Pf, ktery je porhéealibraini kiivky prepaiten na hodnotu
zékalu v dopedném sréru Z12 (viz Obr.4.3).
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Obr.4.3 - Blokové schéma optiky zakalorru

V zakladnim provedeni je standardni latkou formazénsuspenze a na displefigiroje se
z&kal zobrazuje v mezindrodnich jednotkdch EBCawvistosti na uzité verzi prograntidi-
ciho mikropditace Ize gipadre volit i mezi jednotkami EBC, NTU a ppm a volitazyk ko-
munikace na displeji mezestinou, angéitinou a kméinou.

M¢éreni zakalu ma velky vyznam zvlagiti vyrob¢é napoji v potravindském pamyslu. Zaka-
lometr dava moznost objektigrkvantifikovat ¢irost napoj jako jeden z paraméitiinalnich
produkiti i meziproduki.

Sledovéanicasového vyvoje zékalu ve vzorcich v uEawych komeamich obalech {n4si na-
vic informace o jejich starnuti.éBna napojova lahev nentgsnou laboratorni kyvetou. La-
hev velmicasto vykazuje zrimou ovalitu, nerovnogrnou tlou$ku s€n, nestejné zabarveni,
pouzité sklo je z hlediska svych optickych vlastheiné nhehomogenni a navic visledku
béZného pouzivani byva povrch lahddsto mechanicky poSkozen. &tto divodi neni la-
hev @ilis vhodna pro fesna opticka gfeni. Navic je kazda skléna nadoba se zéikenym
povrchem, napkna kapalinou(vodoy, sama optickym prvkenicockou), takze ovliwiuje
Sireni s¥telného paprsku.

Pro odstraéni ,Cockového* efektu je prostor okolo lahve wfiti komae vyplren vhodnou
imersni kapalinou - tj. kapalinou s indexem lomizkym indexu lomu skla, vifpact zaka-
lometru MZN¢istou destilovanou vodou. Defekty vyskytujici seje@dnotlivé lahvi Ize pova-
Zovat v fevazné nie za nahodhrozlozené po jejim obvodu. K potkni jejich vlivu je pro-
to zapotebi proveést vice #iteni v iznych mistech po obvodu lahve a jako vyslednou bedn
tu vzit ptimér z €chto méreni. V zakalometru MZN je za timtaG€élem lahev umigha na
otoéném podstavci, ktery je poh&m motorkem. Bhem jedné otky lahve se provede az
n¢kolik set n&teni, které se statisticky zpracovavajiifpérovani, odstragni odchylek atd.).
Naplréni metici komory imersni kapalinou umidje jeji teplotni stabilizaci pomoci externi-
ho termostatu.

Jako s¥telného zdroje se vyuzivA LED SSC R10192 od firmgou Semiconductor
s prikonem 1 W a optickym vykonem 30 Im, svitici naoxé délce 625 nm s polé&ou 30
nm. V gripadt potreby je mozné pouzit i halogenovou lampu OSRAM. Radroptiky je s¥ét-
lo fokusovano do stdu komory. Intensita transmisniho a rozptylovyign&li se ng&ti po-
moci Si fotodiod Hamamatsu. Fotodiody jsatippjeny na DC pedzesilovae vlastni pro-
dukce. Signél zigdzesilovée je veden do desky zesil@warovneéz vlastni produkce, ktera
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umoiuje gipojeni az 4 miticich kanal. Signaly ze zesilov® jsou zpracovavany ADig-
vodnikem na desce mikroprocesoru. Mikroprocesaidsldata AD pevodniku,tidi spinéni
swtelného zdroje, spinani @é&ni vzorku a fepinani rozsahzesilova.

4.1.2 MZN CONTROL software

MZN Control software byl vyvinut autorem této praspecial@ pro ovladani aparatury
DATTS 2000. Podobhjako cela aparatura DATTS je i software modul@nimo#uje im-
plementovat moduly pro ovladaniznych nezavislych #ticich g@istroji po sériovém roz-
hrani RS232.

Program MZN CONTROL ma tyto zakladni funkce:
- externitizeni zdkalometru MZN 2002 pro¢heni zékal vzorki v riznych reZzimech #
reni,
- ovladani dalSich modiulaparatury DATTS (davkovaci pumpy, termostat, pHrjne
- zobrazovani rrenych dat na obrazovce PC ve férgnafu,
- ukladani néfenych dat,
- matematické zpracovani nafanych dat.

Program byl zpracovan v programovacim jazyku DebphieloZzen doexesouboru pro ope-
racni systéemy Windows 9x, NT, 2000 a XP. Do programly mplementovanyit zakladni
metici rezimy, které pokryji Siroké spektruriznych analytickych metod.

Kineticky mod néeni - méi‘eni vzorli v zavislosti naase

V tomto rezimu je réfeni automaticky spoudto v pravidelnych uzZivatelem navoleny&h-
sovych intervalech. Na#ené hodnoty se ukladaji do souboru a vynaseji rmazotsku
v zavislosti n&ase. Kineticky mod se pouZziva tiap téchto aplikacich:

- sedimentace kvasinekigmelin),

- flokulace kvasinek,

- kinetika vyvoje a rozpou&ti chladového zékalu piva a meziprodykt
- acidifikaeni test vitality kvasnic,

- deflokulani test vitality kvasnic.

Titraéni moéd n¥ieni - méireni vzorlG v zavislosti na davce titrantu

V tomto rezimu je réfeni zakalu spou&to v pravidelnych uzivatelem navolenych interva-
lech. V zavislosti na rychlosti davkovani titrého ¢inidla se do vzorku automaticky duwje
davka titrantu v okamziku &eni. Na ose x grafu pak nevystupugs, ale jednotky spojené
s davkou titrantu ve vzorku. Pokud je v systémuwpam pumpa s pro¥nnou rychlosti dav-
kovani (NE1000), umaiuje program zmnu rychlosti davkovani titrantu ébem testu
v zavislosti na metodice testu. Titra mod se pouziva napr &chto aplikacich:

- siranovy test koloidni stability piva (SASPL),

- test na obsah tandigpodle Chapona (PVP test),

- test na obsah citlivych protéirv pivu (SP test),

- titra¢ni acidifikatni test vitality kvasnic (TAP) .

Statisticky méd rf*eni — n&‘eni souboru vzorit

Vtomto rezimu je kazdé &eni zakalu jednotlivého vzorku z reprezentativngouboru
spoustno uzivatelem z PC jako samostatné s tim, Ze vgsled hodnoti soubor vzarkako
celek. Statisticky méd se pouziva haptéchto aplikacich:

- pfirozené starnuti sady vzdrlpiv v uzavenych lahvich,
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- zrychlené starnuti sady vzdrkiv v uzavenych lahvich,
- alkoholovy chladovy test [9,50,77],
- chladovy zékal sady vzoilkpiv.

Matematické zpracovani nasienych dat

Vyhodnoceni nagienych dat zavisi na typu provamho testu. Vysledky &eni sady vzor-
ki ve statistickém modu je mozné v softwaru vyhodnptimoci zakladnich statistickych
funkci. Ve statistickém modulu jsou implementovdagkce pamér, smérodatna odchylka,
korelace dat.

Vysledkem ngieni v titra&nim a kinetickém maodu jsourikky vyvoje zakalu, pH a dalSich
meienych velkin v zavislosti na&ase nebo na davce titrantuiky namgfenych dat je mozné
proloZzit regresnimi funkcemi odpovidajicimi danélkazi a navrzenému modelu.

K optimalnimu proloZeni teoretickymi fikkami byl naprogramovan specialni modul
v programovacim jazyce Delphi. N&fena data (zavisla pramna, zakal, pH atd.) jsou ulo-
Zena ve forma vektori. Optimalni proloZeni naéhenych dat se provadi metodou lineérni re-
grese s minimem kvadratickych odchylek (Wikipedia3]). V gripack, Ze rovnice teoretické
kiivky nelze rozloZzit do satiu nezavislycttlent, byla metoda linearni regrese kombinovana
s iter&nim vypaitem.

4.2 ANALYTICKE METODY

4.2.1 Nefelometrické titra&ni testy predpowédi koloidni stability piva

Méfeni byla provaéha na aparate DATTS 2000,fizené programem MZN Control.
K davkovani titrantu bylo pouzito pistové pumpy NBQ. Titrant byl davkovan z 20 ml plas-
tové stikacky Brand gies hadiky z tygonu R3603, neprostupné pro plynyithi byla pro-
vadna ve zkumavce na vzorcich o objemu 5 ml. Adaptérzgumavky byl vybaven magne-
tickym michadlem gizenym spinanim a rychlosti o&hi 250 rpm (round per minute).
Imersni kapalina byla termostatovana na pozadovagplotu pomoci externiho termostatu
CTBO06C od firmy Labio a.s., Praha¢i#ni byla provedena v tittaim modu.

4.2.1.1 Riprava vzorku

Ke v8em ndfenim byly pouzity vzorky silého piva plzéského typu (12° lezak s 5%-nim
obsahem alkoholu). Pivo bylo vyrobeno standardrdudtugiovou technologii kvasenim a
leZenim v cylindricko-konickych tancich (CKT). Vigrbyly ziskany pimo od vyrobce. By-
ly stabilizovany regenerovatelnym PVPP (ISP Glokethnologies, DE) a Stabifixem Strong
podle poteby. Aby byly vzorky piv zbaveny oxidu ubili€ho, byly red nerenim tepany po
dobu 30 minut natépace a poté ponechany 15 minut statgokojové teplat. Tento postup
odpovida standardnimu postupu zavedenému v pik&ansalytice a prov&ému v pivo-
varskych laboratigch.

4.2.1.2 Siranovy test koloidni stability piva (SABL)
(dle analytiky MEBAK][78] a IOB [51])

Vzorky acinidla:

- vzorek testovaného piva (5 ml) zbaveny,GCO

- SASS - nasyceny roztok siranu amonného — zasobtukrge pipravi rozpustnim krysta-
lického siranu amonného (firma Merglkstota p.a.) fi laboratorni teplat za stalého micha-
ni: 820 g (NH).SOy v 1 litru destilované vody; po rozptst se pida tolik grantt (NH;)2SOy,
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aby na da zastalo nerozpusho rekolik krystalka. Zasobni roztok je mozné uchovavat neo-
mezeRg.

Pracovni postup:

Objem 5 ml odplydného vzorku se nadavkuje do kyvetyippmvenym magnetickym micha-
dlem a umisti v gici komde DATTS 2000. Titrant je davkovan pistovou pumpdtdR00
konstantni rychlosti 6 ml SASS za hodinu. Vzorekgatinuald michan magnetickym mi-
chadlem rychlosti 200 aték za minutu.

Az do ukité koncentrace SASS se zakal vzorku &eimmebo naopak klesa (proces vsolova-
ni). Od utité koncentrace vyvolavaripgavek SASS tvorbu zakalu. Prah vysoleni (SASPL —
Saturated Ammonium Sulphate Precipitation Limit)dgfinovan jako mnoZstvi SASS po-
ttrebné ke vzniku registrovatelného zakalu.

Vyhodnoceni:

Typicky pribéh kiivky vyvoje zakalu Bhem davkovani SASS do vzorku je znazorma
obr.4.4. Prah vysoleni je ozfem svisloucarou. V programu MZN Control je implementovéa-
no automatické vyhodnoceni prahu vysoleni jako bedterém dojde k maximalni zme
1.derivace nagienych hodnot. Vysledek se udava v ml SASS na 1@avibdniho vzorku.
Vysledek SASPL testu na ukazkovém grafu je 1,1SASS/10 ml.
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Obr.4.4 - Typicky pr abéh vyvoje nefelometrického zékalu v pr  lbéhu SASPL testu

4.2.1.3 Test na obsah tanoidpodle Chapona (PVP test)
(dle analytiky MEBAK[79])

Vzorky acinidla:

- vzorek testovaného piva (5 ml) zbaveny,GCO

- roztok PVP K90 o koncentraci 0,4 g/litr - zasobwétok se pipravi rozpu&nim odvazene-
ho mnoZstvi 0,4 g PVP K90 (firma ISP Inc.) v 1ditdestilované vody. Z&sobni roztok je
mozné uchovavat po dobu @&siai pii pokojove teplat v temnu.

Pracovni postup:

Jako titr&ni ¢inidlo je zde pouzit vodni roztok PVP K90 o koncawt 0,4 g/l. Objem 5 ml
odplyniného vzorku se nadavkuje do kyvetyrppmvenym magnetickym michadlem a umisti
v metici komde DATTS 2000. Titrant je davkovan pistovou pumpodl1RN00 konstantni
rychlosti (i standardnich podminkéach 1,8 ml/hod). Vzorek jatkmalré michan magnetic-
kym michadlem rychlosti 200 @&k za minutu.
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Tanoidy se vazi na PVP, vznika zakal, jehoz vetilseszvySuje tak dlouho, az vSechriy p
tomné tanoidy vytvii s PVP komplexy. # dalSim davkovani PVP hodnota zékalu klesa.
Mnozstvi PVP, které se musfigiat k dosazeni maxima zékalu, je proporcionalrsabl ta-
noida. Vyvoj zakalu (v jednotkdch EBC) v zavislosti naodstvi gidaného PVP do vzorku
(v jednotkach mg PVP / litrgwodniho vzorku) se #iti nefelometricky.

Vyhodnoceni:

Typicky pribéh kiivky vyvoje zakalu Bhem davkovani roztoku PVP K90 do vzorku je zob-
razen na obr.4.5. Bod dosazeni maxima nefelométiwkzakalu je oz@an svisloucarou.
Vysledek testu se udava v mg PVP K90 na 1 livquiniho vzorku dodaného do vzorku k
dosaZeni maximu zakalu. Vysledek testu na ukdzkayéfu je 37,1 mg PVP K90/1l.

Zakal 90 (EBC)
1,2

—-790

.
Tanoidy | |

1,1
37.1mgl/l

14
0,9 A
og8+----+-----t-—4 - L R
0,7 A
0,6

05 f--C--r¥et b

0,4

0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0
PVP K90 (mg/l)

Obr.4.5 - Typické k Fivka vyvoje nefelometrického zakalu v pr  Glbéhu PVP testu

4.2.1.4 Test na citlivé proteiny (SP test)

(dle Analytiky EBC[8] a IOB [49])

Vzorky acinidla:

- vzorek testovaného piva (5 ml) zbaveny,CO

- roztok taninu (Tanic acid p.a., firma Merck) o kentraci 0,2 g/litr - zasobni roztok s#&-p
pravi rozpudinim odvazeného mnozstvi 0,02 g taninu v 100 mlildgané vody. Zasobni
roztok je nutné fipravovat den&

Pracovni postup:

Jako titr&ni ¢inidlo je zde pouZit vodni roztok taninu o koncewtr0,2 g/l. Objem 5 ml od-
plynéného vzorku se nadavkuje do kyvetyigpmvenym magnetickym michadlem a umisti
v méfici komae DATTS 2000. Titrant je davkovan pistovou pumpodl1B00 konstantni
rychlosti @nalytika EBCdoporuiuje davkovani po kapkach - ,Drop by drop“). Do aoije
nadavkovano 0,25 ml roztoku taninu, kéné& koncentrace taninu ve vzorku je pak 10 mg/litr
vzorku. Vzorek je kontinuathmichan magnetickym michadlem rychlosti 20Q:ekaza mi-
nutu.

Citlivé proteiny v pivu jsou latky, které se vyzn@ nejsilrgjSi afinitou k taniim a reaguji

s nimi za vzniku zakal Citlivé proteiny v ndteném vzorku tvii s nadavkovanym taninem
komplexy, zvySuje se #&eny zakal. Hodnota vzniklého zékalu je &mmé obsahu citlivych

proteini ve vzorku ¢im wtSi zékal, tim vice proteii).

Vyhodnoceni:
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Typicky prib¢h kiivky vyvoje zakalu po nadavkovani roztoku taninuvaorku je zobrazen
na obr.4.6. Vysledna hodnota zakalu sectidere 40.minut od z&atku neieni, kdy jiz dojde
k ustaleni hodnoty. Vysledkem testu je rozdil hddmefelometrického zakalured @gidanim

taninu a 40 minut po fgéni taninu s cilovou koncentraci 10 mg/litr vagrkudavany
v jednotkach EBC.
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Obr.4.6 - Typické k Fivka nefelometrického zakalu v pr Gbéhu SP testu

4.2.2 Metoda tepelného Sokovani piv
Definice nerrenych hodnot zakal

Pro hodnoceni vyvoje zakalu piva vapghu starnuti jsme pouzili hodnoty celkovén@0all,
chladovéhozZ90chill a permanentniho zakali90room definované podle teploty dfeni,

v souladu se zavedenymi metodami pivovarskych anglgBC [7], IOB [48], ASBC [2]).
VSechny hodnoty zakalu byly deny v nefelometrickém kanéle. Permanentni zakaligyl
fen (i teplo& 20°C, celkovy zékalipteplo® 0°C; chladovy zakal byl dan rozdilem hodnoty
celkového a permanentniho zak&®Ochill = Z90all-Z90rooma odpovidal hodnétzakalu,
ktery se rozpustilip zahrati vzorku z 0°C na pokojovou teplotu 20°C.

Pristroje

Tepelné starnuti vzoikbylo provadno v kapalinovych termostatech MTB40C (Labio s,r.0.
Praha) s fesnosti nastaveni teploty + 0,5°C. Starniitigplo€ 60°C a inkubace chladovych
zékah pri 0°C Soki byly prova@ny v oddlenych kapalinovych termostatech. Nefelometrické
zakaly Z90 byly nifeny na aparate DATTS se zdrojem stla ¢ervenou LED diodou (vino-
va délka 630nm).

Vzorky
Vzorky piv byly v standardnich 0,5 | lahvich NRW.
Volbacasovych a teplotnich rezinstarnuti

Pred prvnim Sokovanim byly vzorky umisy na 24 hodin {b teplo€ 0°C a byl zndien pi-
vodni celkovy zakal vzoikpred z&atkem cyklovani. Vzorky byly vytemperovany na poko-
jovou teplotu 20°C a byly z#éeny hodnoty pvodniho permanentniho zakalu. Poé&remi
puvodnich zakal byly vzorky vystaveny nasledujicimu 48 hodinovéayllu: nejdive byly
umisgny v termostatu a vystavenyigpbeni teploty 60°C po dobu 24 hodin, poté bye-p
misény do studené lazna udrzovany po 24 hodin na tegl@°C. Potom byly z@ieny hod-
noty celkového zakalu, vzorky byly vytemperovany pakojovou teplotu 20°C a zffeny
hodnoty permanentniho zakalu. Cely 48tihodinovyleylse opakoval podle rychlosti starnuti
vzorku.
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4.2.3 Metoda testu acidifik&ni sily (AP test) pro nméreni vitality kvasnic

4.2.3.1 Kmen kvasinek

Experimenty byly provathy se spodé kvasicim kmenem 95 kvasini8accharomyces cere-
visiag ktery se pouziva v pivovarech SAB-MILLER Geské republice. V experimentech
byly pouzity provozni vzorky kvasinek z prop&gastanice a dalSi vzorky po jednom, dvou a
ttech nasazenich v provoznich cylindrokonickych @m¢CKT) pivovaru.

4.2.3.2 Modifikace aparatury pro néfeni AP testu (YATA)

AP test byl provagh na aparatie YATA, ktera je modifikaci aparatury DATTS. Apared
byla zkonstruovana na Matematicko-fyzikalni fakwtPraze v odéleni optotermalni spekt-
roskopie a rozptylu s¥la. Autor této prace je spoluautorem aparatury.

M¢rici komora aparatury je nagima imersni kapalinou, ktera je termostatovana eiter
termostatem Labio, s.r.@;eska republika. Komora je vybavena magnetickym adE#m s
proménnou rychlosti otéek. pH ve vzorku je gfeno pH metrem PHI-04 od firmy Labio, s
kombinovanou elektrodou Theta 90 HC133. K davkoviémr@intu je pouzita davkovaci pumpa
s prongnnou rychlosti davkovani NE1000 od firmy New ErarpuSystems, USA. VSechny
souwasti aparatury jsou programoiizeny z PC jes sériovy port RS232 pomoci specialniho
softwaru MZN Control vytveeného autorem prace.¢kici komora je vybavena optickym
vysilatem LED sviticim na vinové délce 660 nm a detekfoo/meieni Utlumu svazku v ose
svazku a v Ghlu 90pro meteni elastického rozptylu &tla v nefelometrickém uspadan.
Vzorky je mozné it piimo v centrifugénich zkumavkach s viitim primérem 2 cm (op-
ticka draha paprsku) pro vzorky o objemu 15 ml layvetach s vninim ptimérem 3 cm a
objemu 50 ml.

Pro n&feni titraéniho AP testu (TAP) vitality kvasnic je aparatupbhéna o dalSi davkovaci
pumpu NE1000, kterou je davkovan neutralidaoztok NaOH.

4.2.3.3 Priprava vzorka a postup n&ieni
Priprava vzork a postup réreni pozistavaly z &chto kroki:

a) Vzorky kvasinek finesené z pivovaru byly skladovany n&2pod pivem. Tento Zsob
skladovani nejménovliviuje vitalitu kvasinek (viz vliastni éteni).

b) Vzorky byly pred méfenim vybrany z lednice iplizné 5 ml husté suspenze bylo odlito
do centrifugéni zkumavky a ponechano 15 minut na vytemperovargakojovou teplo-
tu. Poté byly vzorky od&dény na centrifuze Janecki T30 na 1000 rpnteitaza minutu
(odpovida 145 g) po dobu jedné minuty a nasidnm supernatant slit.

c) Usazena vrstva kvasinekiiplizné 3 g) byla zalita 15 ml destilované vody a vzorek b
peilivé protrepan. Destilovana voda byléigravena z fistroje Aqual 35 od firmy Aqual
Brno s vodivosti menSi nez QuB/cm. Tato procedura byla opakovana 3x tak, aby byl
odstrarn vesSkery material adsorbovany na povrchu kvasiRekni d¥ odstedini byla
provedena f 1000 rpm po dobu 1 minuty, posledni d@ddéni pii 3000 rpm (1300 g) po
dobu 10 minut, aby byly kvasinky co nejlépe zbaveagly. Po trojnasobném promyti a
odstedni Ize vzorky skladovat po dobu 6 hodifi pokojové teplat bez sniZeni vitality
(viz m¢teni). Tento krok umaitlje sodasnou pipravu vice vzori najednou (dano po-
¢tem mist v rotoru centrifugy) a jejich naslednétppaé prondreni.

d) Definované mnozstvi kvasinek bylo odvazeno (0,6206-g/15 ml) do 20 ml zkumavky,
pifidano 15 ml destilované vody a vortexovano tak, layg ziskana homogenni suspen-
ze.
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e) Zacatek neeni se spustil v okamzikuigani vody ke kvasinkam. pH hodnota byla kon-
tinudlre mérena a zaznamenavana.

f) Glukosa byla fidana do vzorku igsre v desaté mindtod za&atku nereni (na pozadova-
nou koncentraci 0,2 — 5 %) a pH bylo monitorovaatsith 10 az 30 min.&em expe-
rimentu byla nfici komora termostatovana na 25,0 + @1la vzorek byl michan magne-
tickym michadlem s ot&ami 200 rpm.

g) Koncentrace butk v gramech na 15 ml vzorku byla kalibrovana naostmnciAgg, (viz
méteni). Koncentrace 1,5 g na 15 ml odpovigg,= 3,96 s pesnosti + 1 % pro nami po-
uzité vzorky.

h) Vysledna AP hodnota byla pidana podle fedpokladu, Ze jvodni pH suspense byla pH
= 6,3 (odpovida pK systému GOHCQ,™ a zarove pribliznému intracelularnimu pH).

4.2.3.4 Vypdet AP hodnoty

Hodnota spontanni acidifikacéega gidanim glukosy AR, byla vypatena z hodnoty pH,
nantiené v desaté mintipo z&atku nereni

ARo= 6,3 - pHo 4.1)

Hodnota glukosou indukované acidifikace Byla vypatena z hodnoty pid, nanmtiené
ve dvacaté mingtpo zaatku méreni.

AP2= 6.3 - pho (4.2)

Pokud nebude specifikovano jinak, za AP hodnotuebozh&ovana vzdy celkova hodnota
AP, to znamena AR.

4.2.4 Metoda néreni sedimentace kvasnic

Experimenty byly provashy se stejnymi vzorky kvasnic, s kterymi byly prdédy testy aci-
difika¢ni sily. Sedimentace kvasnic byl&i®na na aparate DATTS v kinetickém médu.
Teplota ngtici komory byla termostatovana na 25,0 £G,1

Priprava a skladovani vzaikkvasnic byla provasha podle postupu é¥eného v praci Kode-
dové [58]) s malymi modifikacemi. Postup prtigszavu vzork byl totoZzny s pipravou pro
acidifika¢ni test od bodu a) do bodu €) s nasledujicintinami:

b) Za bod c) bylo fidano dodaténé promyti 10 mM citrat-fosfatovym pufrem s pH 54,
s 5mM gidavkem EDTA, které odstrani z roztoku vapenatéyian zabrani flokulaci.
Kvasinky jsou poté finakh odstedény, supernatant slit a odsténé kvasinky zality a
skladovany podistym 10 mM pufrem bez EDTAipteplot 2 °C.

c) Pro mteni bylo odvazeno 0,1 g hustych dgddtnych kvasnic a rozmichano ve 100 ml
pufru. Na takto vzniklém vzorku s 0,1% koncentiagasnic byla nartena hodnota ab-
sorbance 0,80 + 0,02 ve zkumavce na optické dtazm. Ri této koncentraci kvasnic je
stredni vzdalenost mezasticemi desetinasobek jejich velikositastice se ) sedimen-
taci navzajem neovliwiji. Vzorek byl pélivé homogenizovan, do &ici zkumavky bylo
odmeieno 5 ml vzorku.

d) Zaéatek ntieni se spustil v okamziku odbeni objemu homogenizovaného vzorku a vlo-
Zeni zkumavky do aparatury
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5 EXPERIMENTALNI CAST

5.1 MOZNOSTI VYUZITi DVOUUHLOVEHO M ERENI ROZPTYLU SV ETLA PRO
ROZLISENI VELIKOSTI ATYP U ZAKALOTVORNYCH CASTIC

Z&kalorgr MZN 2002 ne&ii intensitu rozptyleného géni pod 2 Ghly; je to N - nefelometricky
kanal ngfici pod Ghlem 90+ 5° a F - dopedny kanal (Forward) &tiici pod Uhlem 12+ 1°.
Aby bylo mozZné porovnavat vysledkyereni zakalonsry raiznych tymi, byla zavedena kalib-
race gistroja na stupnici danou koncentraci definovaného stadanzptylujicichéastic.
Jako standard je nyni v mnohaumryslovych od¥tvich pouzivan formazinovy roztok. Postup
piipravy a pouziti kalibrniho zakalového formazinového standardu definypesgvarnictvi
napiklad metoda EBC (European Brewery Convention) 9Qt2&ze in Beer" [6] nebo metoda
MEBAK (Mitteleuropéische Brautechnische Analysenkuoision,) 2.15.2.1 [75].

5.2 KONCENTRA (V;NI' vZAVISLOST ROZTOKU FORMAZINU
— KALIBRA CNI K RIVKA

Castice formazinu jako zéakalovy standard byly zamgde 50-tych letech. Jsou pouzivany
dodnes pro jednoduchostipravy a nizkou cenu.ipravuji se kondenzai polymeraci smi-
chanim vodnych roztégkHexamethylenetetraminu (50 g /500 ml) a hydrasul&tu (5 g/500
ml). Reakci latek vznik4 2,157 g formazinovyidstic na 1 litr roztoku (0,216%). Tomuto
roztoku se fitazuje hodnota 1000 EBC (jednotky pouzivané v piwuetvi) nebo 4000 NTU
(pouzivané ve vodarenstvi). Zasobni roztok je maidédovat az 1 rok v chladu a temnu.
Standardni roztoky s nizSi hodnotou zakalu se gidkfinovanymiednim zasobniho rozto-
ku. Redéné roztoky jsou jiz nestabilni a nelze je dlouhadskiadovat.

Castice formazinu maji podle literatury (Sigrist §},0Sadar [93]) sedni velikost mezi 2 a 3
um a nepravidelny tvar (Sadar [93]). Nevyhodou farma je, Ze velikost a tvafrastic se
meéni s koncentraci, teplotou &Hem skladovani. &xem Uschovy formazin agreguje a sedi-
mentuje, takZe fied nefrenim je nutné jej pdivé rozmichat. Reprodukovatelnostigrave-
nych standarntl dosahuje podle dlouhodobycteieni firmy Hach produkujici komémi zaka-
lové formazinoveé standardy (Sadar [93]) hodnotu #ZP6lodrzeni postupuifpravy a pouzi-

ti stejnych vstupnich surovin. NasSe&ieni prokazala (Sladky [111,112]), Ze reprodukovatel
nost standard+2% je mozné dosahnout pouzé peieni v nefelometrickém stru rozptylu

N. Pri meéfeni v dopedném sréru rozptylu dosahovala reprodukovatelnostieni pouze
hodnoty 5% (30 fipravenych vzork). Signal v kanalu Fdnhem skladovani zasobnich roz-
toka pri teplot 8°C systematicky roste rychlosti 10% za rok.

Abychom se vyhnuli nejistétv hodnok zakalu kalibranich roztok formazinu v dopedném
kanalu F, zavedli jsme dlouhodobou kontrolu stagitigstomoci referetniho zakalonsru
MZN, kontrolovaného pevnym sekundarnim zakalonim standardem.

Na obr.5.1 jsou vyneseny zavislosti signéln (nefelometricky signal siieny pod Ghlem
90°), Uf ( dogredny signal réfeny pod Uhlem 12°) a Ut (transmisni signal) na kotr@ci
kalibratni formazinové suspenze,étené na zékalodnu MZN-2000, vybaveném optickym
zdrojem LED sviticim na vinové délce 630 nm. Vzobiyyy méieny ve zkumavce s optickou
drahou paprsku 2 cm. Signaly byly normovany na makii hodnotu. Transmisni signal Ut
monotonk klesa v celém rozsahu koncentrace formazinu. Nefetricky signal Un roste a
dosahuje maximatpkoncentraci formazinu 400 EBC, poté klesa. Uhsigdosahuje maxima
pii koncentraci formazinu 85 EBC. Maximum signalud@sazeno i koncentracicastic, i
které se vyrovna nast intensity rozptyleného &tla, dany naistem koncentrace rozptyluji-
cich ¢astic v ngficim objemu s poklesem intensityéa, zpisobenym rozptylem na draze
mezi zdrojem sétla a detektorem. Koncentrace formazinti leré je dosazeno maximalniho

39



signalu, je zavisla na optické draze paprsku (ORiptical path length) ve vzorkufipemz
s rostouci OPL klesa.

1.00 7
0.80 Af g — 6
B . = e 5
& =
5 o)
S 0,40 f-eeyfr e Mgee oo e -4 2

-
0.20 -t R T g -3
0.00 ; ; ; s - 2
0 200 400 600 800 1000

Koncentrace formazinu (EBC)

= Un — Uf - Ut|

Obr.5.1 - Typicky pr abéh vyvoje signal G v zavislosti na koncentraci kalibra  €niho roztoku. Un
(nefelometricky signal m éreny pod dhlem 909, Uf (dop Fedny signal m éreny pod
Uhlem 129, Ut (transmisni signal).  Mé&Feno na zakalom éru MZN 2002 s optickou dra-
hou paprsku ve vzorku 2cm.

Na obr.5.2 jsou vyneseny zavislosti hodnot relathinzakah Pn (Un/Ut) a Pf (Uf/Ut) na
koncentraci formazinu. Hodnoty relativnich zdk®n,Pf jsou nezavislé na absorpci paprsku
ve vzorku acasté&n¢ koriguji i atlum paprsku, Zjsobeny rozptylem na draze od zdroje
k detektoru. Kivka Pn je monotorhrostouci v celém rozsahu koncentraci formazin 0 a
1000 EBC. Nefelometricky kanal Ize pouzit kKieni zakalu v celém tomto rozsahu koncent-
raci. Relativni zakal Pf roste pouze do hodnoty BEB& a poté klesa. Dogdny rozptyl je
mozné pouzit pouze v rozmezi koncentraci 0 az Z85. 5 rostouci optickou drahou paprsku
ve vzorku se maximum Pf posouva k nizSim koncemtrdormazinu.

1

Pn, Pf (a.u.)

0 200 400 600 800 1000
Koncentrace formazinu (EBC)

Obr.5.2 - Typicky pr abéh vyvoje relativnich signadl & Pn = Un/Ut, Pf = Uf/Ut v z4vislosti na kon-
centraci kalibra €niho roztoku. M éfeno na zakalom éru MZN 2002 s optickou drdhou
paprsku ve vzorku 2 cm
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Pti méfreni kalibr&niho roztoku formazinu o hodrio1000 EBC ve zkumavce s optickou dra-
hou paprsku 2 cm (OPL-optical path length) je Utlbamsmisniho paprsku @gobeny rozpty-
lem @iblizné 4 fady (2rady/1cm OPL). Koncentéai rozmezi 0 - 1000 EBC zahrnuje oblast
rozptylu s¥tla od jednoduchéhoi@s mnohonasobny az po difusni rozptyl. Bylo by [&eob
matické hledat teoretickourikkku, ktera by prolozila nagiiené hodnoty s dost&tou pes-
nosti v celém rozsahu koncentraci. Proto byla jedibratni kiivka implementovana sousta-
va navazujicich polynotnaz 6.stup& Pomoci takovéto kalibéai kiivky bylo dosazeno
piesnosti prolozeni lepSi nez 1% hodnoty v celématmz&oncentraci O - 1000 EBC.

Castice formazinu maji podle literatury (Sadar [98]47, 75]) stedni velikost mezi 2 a 3
um, jsou tedy ¥tSi nez vinova délka pouzivanéhatta 630 nm. Rozptyl sitla nac¢asticich
formazinu jiz rozhodé nelze popsat Rayleighovou teorii (Kerker [57]}eimeita rozptyleného
z&eni v dopedném snru je vyrazi vétsi nez v nefelometrickém smu (90).

Abychom tuto skutgnost potvrdili, provedli jsme nasledujicitfani. Do vzorku destilované
vody prefiltrované ges 0,2um PVDF filtr jsme pidavali roztok fluorescamiho barviva Nile

Blue. Barvivo absorbuje stlo na vinové délce 630 nm a emituje v pasu vinbwjélek, kte-

ré jsou detekovateln&démikovymi fotodiodami. Fluorescémi barvivo emituje zi&@ni homo-

genre ve vSech sirech a tim simuluje malé rozptylujitastice s velikosti vyrazmrmensi nez

vinova délka a rozptylujici podle Rayleighovy teori

Na obr.5.3 je vynesena vzajemna zavislost hodn&alZaZz90 a Z12, nakalibrovanych
v jednotkach formazinového standardu EBC a ¢fanych na vzorcich siznou koncentraci
barviva. Nangienymi hodnotami byla prolozengimka s koeficientemipgpaitu mezi hodno-
tami zakalu Z12 = 0,0119*Z90. Z obrazku jéejmé, Ze formazinovéastice rozptyluji
v dopredném sr&ru (Z12) 84kréat vice nez v nefelometrickém (Z9Qneéfeno na zakalogmu
MZN-2002 s optickym zdrojem sviticim na vinové @&30 nm.
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Obr.5.3 - Vzajemna zavislost hodnot zékal  Z90 a Z12 (v jednotkach formazinového standardu
EBC), nam éfenych na vzorcich s r tiznou koncentraci fluorescen éniho barviva Nile
Blue ve vod é. Méfeno na zakalom éru MZN 2002 s optickou drahou paprsku ve vzorku
2cm

Rozdilné citlivost nefelometrického a degného kanalu zakalamu pfi méreni polystyreno-
vych ¢astic s tiznou velikosti je demonstrovana v tabulce 5.1. BAkgly méreny @i niz-
kych koncentracickiastic v oblasti jednoduchého rozptyltéastice od firmy Spherotech Ltd.
byly rozmichany v destilované véd 1% gidavkem detergentu Tween, ktery zatuje
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agregaci povrchavhydrofobniché¢astic. Nangiené hodnoty zakaljsou pro pehlednost nor-
malizovany na hodnotu zakalu v nefelometrickéngrsnz 90.

Tabulka 5.1 - Hodnoty z&kalu nam éfené na polystyrenovych €ésticich r Gizné velikosti

d (um) 42.00 9.20 3.17 1.09 0.51 0.20 | Filtr.Pivo | Kvasnice
Z90[EBC] 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Z15[EBC] 6.91 2.91 1.20 0.98 0.48 0.10 0.15 3.50

Polystyrenov&astice o gedni velikosti 200 a 510 nm jsou v degném sréru ténei nevidi-
telné. Castice s velikosti im a 3,17um davaji srovnatelné hodnoty zékalu v obou Ghlech
rozptylu, ¢astice s velikosti 9,dam a 42um rozptyluji vice v dofedném sréru Z12. Forma-
zinoveé ¢astice s velikosti 2 aZz 3m jsou idealni k rozliSseni nadmikronovych a podmoiia-
vych ¢astic. Pro srovnani byly do tabulkyigany hodnoty zakalu natiené na filtrovaném
pivu obsahujicim pouze koloidédstice a hodnoty naifené na vzorku kvasnic ve vad

Specificky pomdr nantienych zakal Z212/Z90 byl zaveden v publikaci autiof28]. Tento
poner umozuje rozliSit¢castice na nadmikronové a podmikronove. Velikosptgrn v obou
Uhlech je ovlivina nejen velikostéastic, ale i jejich tvarem a indexem lomu. éBném
vzorku se navic tédéi nikdy nevyskytuji monodisperziastice s Uzkou #dou distribuce ve-
likosti. V pivu a meziproduktech se krérkoloidnich¢astic vyskytuji sttiznou koncentraci i
kvasnice a nadmikronouv@stice kemeliny. Z toho dvodu je nutné brat potn Z12/Z290 spi-
Se jako identifikator stavu disperzni soustavyte jenen.

VyuZziti dvoudhlového r&eni rozptylu setla k rozliSeni skterych typi zakalotvornycltastic

v pivovarské praxi bylo rozebrano v auto¥qublikaci [28]. Zde pouze shrnemekteré di-

lezité zavry:

1) Kalibrace zakalokru na formazinovy standard ro§e oblast koncentraciastic,

v které je nartreny zakal linearhzavisly na koncentraci. Relativni zakaly Pn, B&-r
tou linearg s koncentracfastic pouze do zédkalu 1 az 5 EBC (podle optickéydpa-
prsku ve vzorku). Zakaly 290, Z12 kalibrované nenfazin jsou linearni s koncentraci
¢astic, nap. kvasnic, az do hodnoty 100 EBC.

2) Mikroorganismy vyskytujici se v pivu a meziprodultie maji specificky porr
Z12/790 vyrazy vetSi nez 1 (viz tabulka 5.1). Specificky p&mnZ12/Z290 nansieny
na vzorcich kemeliny byl v rozsahu 0,8 az 1,2, tziiibpzné roven 1, koloidni zéakal
piva daval hodnotu Z12/790 v rozsahu 0,3 az 0,5.

3) Specificky pongr hodnot Z12/Z90 umaiuje odliSit v pivucisté koloidni zakal od za-
kalu zpisobenéhoiemelinou a mikroorganismy.

5.3 OPTIMALIZACE NEFELOMETRICKYCH TITRA CNICH TESTU KOLOIDNI
STABILITY PIVA

Nefelometrické titrani testy byly vyvinuty na zakl&d30leté vyzkumné prace prof. Chapona
a jeho kolektivu na Universitv Nancy (Chapon [40]) ve spolupraci s dalSimi egkymi
pracovisti za GelemieSeni problému koloidni stability piva. Metody jszaloZzené na sledo-
vani vzniku protein-polyfenolovych kompléx Tvorba komplex je vyvolana pidavkem
reagentu, ktery reaguje se zékalotvornymi prekyrnar proteinové (test na citlivé proteiny)
nebo polyfenolové (test na obsah taristrar® nebo zminou rozpustnosti prekuraziozakalu
(SASPL test).

42



Ke sledovani vzniku kompléxse vyuziva metoda detekce &mintenzity elastického rozpty-
lu swtla pod Ghlem 90— nefelometrie, kterd umaidje dostateng citlivou detekci i podmik-

ronovych ¢astic s koncentradgiddu ppb. Aparatura DATTS umigdje mefenim zakalu pod
dvéma uhly kontinualni sledovani 2m disperzni soustavyébem provaéni testi a poskytu-

je nam dodat®é informace o charakteru probihajicich reakci.

5.3.1 Optimalizace testu na obsah tanoidpodle Chapona

Moznost aplikace rozpustného polyvinylpyrrolidonBVP) pro srazeni polyfenolnavrhl
McFarlane [70]. Prof. Chapon [39] rozpracoval metotkfelometrického stanoveni obsahu
tanoidi v pivu (zkracen ,PVP test”). Metoda spidva v kontinualnim davkovani roztoku
PVP K90 do vzorku. Tanoidy ve vzorku se vazi na Px#nika zéakal, jehoz velikost se zvy-
Suje tak dlouho, az vSechnyitfomné tanoidy vytvid s PVP komplexy. # dalSim davkovani
PVP hodnota zakalu klesa. MnoZstvi PVP, které s& midat k dosazeni maxima nefelomet-
rického zékalu, se definuje jako obsah tafi@didava se v mg PVP K90 na litr vzorku. Kon-
centraci PVP, { které je dosazeno maxima nefelometrického zak@llmax budeme ozna-
covat PVRgomax Tam, kde nedochéazi ke konfliktu s obecnym pojmganmoidy”, budeme
vysledek testu odpovidajici P¥gmax 0zna@&ovat tanoidy (mg/l) nebo zkracgman.

Pivo obsahuje mnoZstvi polyfenolickych stenin, které pdt k velkému poétu chemickych
skupin. LiSi se nejen strukturou, ale vyrazrafinitou k proteiim a schopnosti vyt¥ét ko-
loidni zakal. Analytické metody detekce polyfeindud’ vyhodnocuji celkovy obsah polyfe-
nola (nag. EBC analytika [5]) a tim zahrnuji i ty, které seltastni koloidniho zékalu, nebo
naopak niii pouze jednu specifickou skupinu zéakalotvornyclyfemoli a opomijeji ostatni
skupiny.

K zavedeni definice tanaida metody jejich nefelometrické detekce vedla p@ifapona sna-
ha o vytvdeni jednoduché metody vhodné Kemi obsahu polyfena) které se éhem starnu-
ti piva astni vytvdéeni koloidniho zakalu. Cilem bylo vytiiometodu, jejiz vysledky budou
maximalré korelovat s tvorbou koloidniho protein-polyfenoéhw zakalu.

Polyvinylpyrrolidon je @inny absorbent polyfendl Vzhledem ke strukturni podobnosti PVP
s aminokyselinou proline, kter4 byla identifikovgako misto vazby polyfendlna proteiny
pii tvorbé koloidnich zakal (Asano [11], Hagermanova [33]), stedpoklada, Ze vazba poly-
fenoli na PVP je podobné s vazbou zékalotvornych polyfena proteiny. Metodou kompe-
titivni absorpce bylo prokazano, Ze afinita polyfénk PVP je vysSi nez k protdim (Ha-
german [33]). Zdchto divodi je PVP vhodné k detekci skupiny polyfefnokteré se &astni
tvorby zakai.

Sesfovany polyvinylpolypyrrolidon (PVPP) se ve vyomdpop vyuZiva jako stabilizani
prostedek adsorbujici polyfenoly. Testovani koloidnibsity produkti oSetenych PVPP
prokazalo jeho &innost acasténou selektivitu i odstraiovani specialty zakalotvornych
polyfenoli.

Velka afinita polyfenal k PVP je zfisobena velkym pagem gistupnych karbonylovych
skupin na molekule PVP a velkou prostorovou volhésearni molekuly neseXivaného
PVP, které ma charakter statistického klubka. Rdapi PVP do vzorku se tanoidy dosud
slaké vazané na proteiny uvolni a vaZzou se na PVP. Ggngitvaeji mistky mezi jednotli-
vymi molekulami PVP i meztasticemiretézce jedné molekuly PV astice agreguiji, vyd
luji se z roztoku a jsou detekovatelné elastickymptylem s¥tla. S rostouci koncentraci
PVP ve vzorku tanoidy obsazuji vazebna mista nakatdch PVP, zfsobuiji jejich agregaci
a rist zakalu. V okamziku, kdy koncentrace PVP (vazebryist) pesdhne koncentraci ta-
noida, neni jiz dalSi PVP vazano ast zakalu se zastavi. Dalsst koncentrace PVP zvySuje
pocet volnych vazebnych mist pro tanoidy. Dochazideqedleni tanoidi na molekulach
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PVP a k rozpoushi zakalu. Prof. Chaponripadil koncentraci PVP,ipkteré pdet vazeb-
nych mist odpovidéa koncentraci tanbie vzorku, k okamziku dosaZzeni maximalni hodnoty
nefelometrického zékalu.

Na obr.5.4 jsou zobrazeny typick&uky vyvoje zdkalu Z90 a Z12 v pbehu testu. Nejtive
se sousedime na Kvku nefelometrického zakalu Z90. V prvni fazi daviani se zakal vzor-
ku nengni (v naSem fipact do koncentrace PVP 12 mg/l). To jeigpbeno déma faktory.
Koncentrace PVP ve vzorku je nizka, v roztoku ijebgtek tanoid a koncentrace vznikaji-
cich PVP-tanoidovych kompléxje pod hranici detekovatelnosti.

6.00 6.00
5.00 ~ - 5.00
% 4.00 r 4.00 5
m o
L N
~ 3.00 - - 3.00 §
I —
& N
N 2.00 A - 2.00
1.00 - 1.00
0.00 0.00

0 50 100 150 200
koncentrace PVP K90 (mg/l)

— 790 — 712 — 712/790

Obr.5.4 - Zavislost hodnot zédkal G Z90 a Z12 (v jednotkach formazinového standardu EB C) a
jejich pom éru Z12/790 na koncentraci PVP K90.

DalSim faktorem je rychlost reakce vzniku PVP-taowelch komplex a rychlost jejich agre-
gace. V dalSi fazi davkovani PVP zakal roste, agddpe maximalni hodno®90maxpri
koncentraci PVRomaxrovnou 30 mg/l. B dalSim davkovani PVP do vzorku nefelometricky
zakal Z90 klesa. Dapdny zakal Z12 zdna fist az pi koncentraci PVP, kdy Z90 dosahuje
maxima a roste i v okamziku, kdy Z90 jiz klesa. Aldsahuje maximaippiiblizné dvojna-
sobné koncentraci PVP nez Z90 a poténeataké klesat. Kvky vyvoje obou zakal jsou
charakteristické pro pb¢h testu, liSi se pouze dosazené hodnoty adkahaximu a vzajem-
n& poloha maxim. Maximum Z12 je plosSi adkterych piv je témt nepozorovatelné.

Specificky pondr zakalu Z12/290 méa u déb zfiltrovanych piv, které obsahuji pouze podmi-
kronové koloidni¢astice, hodnotu v rozmezi 0,2 az 0,5. N&a#eau testu porr nejdive kle-
sa. Ri koncentraci PVP odpovidajici maximu Z90 klesnengroZ12/Z90 na minimalni hod-
notu 0,10. Pro vySSi koncentrace PVP celkovy §ori2/Z790 roste a dosahuje maximia p
koncentraci PVP 75 mgl/l.

Zmena Z12/Z90 jako indikatoru stavu soustavy dokazigelEhem testu dochazi k vyrazné
zmené distribuce rozptylujicicitastic. Precipitace a agregace komplewkraiuje i pro kon-
centraci PVP vySSi nez davka odpovidajici nefelapieému maximuz90max Koncentraci
PVP.oomax Pii které je dosazeno maxima zakal@Omax nelze povazovat za okamzik, za
kterym dochazi k rozpousti PVP-tanoidovych kompléx Jedn& se o charakteristicky bod,
ktery odrazi ufitou dynamickou rovnovahu mezi molekulami PVP aotdp. K poklesu ne-
felometrického zakaluipdalsim davkovani PVP nedochazitstdku rozpoughi vzniklych
castic, ale spiSe znou jejich distribuce, tvaru ajmérné velikosti.
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Vliv agregacecastic na intenzitu elastického rozptylwsa Ize dokumentovat nasledujicim
modelovym vypdétem. Na obr.5.5 jsou zobrazenkvky zavislosti relativni intenzity elastic-
kého rozptylu v Ghlu 90a 12 na piiméru ¢astic @ konstantnim objemu rozptylujiciatis-
tic. Tento modelovy fiklad simuluje situaci, kdy je konstantni objeastic ve vzorku a tyto
castice agreguji do&Sich celk nebo se naopak rozpadaji na mensi, a timése jejich po-
cet a rozptylové charakteristiky. Hodnoty byly v¢peny Mieovym kalkulatorem (Prahl [86],
index lomucastic 1,5,¢astice ve voé& merici swtlo o vinové délce 630nm) podle Mieovy
teorie rozptylu, plati tedy prééstice tvaru koule. Kvka Z90 na obr.5.5 m& maximum jizip
praméru ¢astic 0,2 az 0,dm, maximum kivky Z12 je u 1,5um a je mnohem ploSsi.
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© ©

B D

o o
| |

Signal (a.u.)

020 +f-—-EAMR A — T

0.00

Pramér ¢éastice (um)

—-790 %712

Obr.5.5 - Zavislost teorericky vypo  €tenych hodnot intensity sv  étla elasticky rozptyleného do
ahl G odpovidajicich zdkal am Z90 a Z12 na velikosti rozptylujicich  €éstic p i konstant-
nim objemu rozptylujicich ~ éastic. Hodnoty intensity za& feni rozptyleného na jedné ¢€éas-
tici byly vynasobeny po étem €astic odpovidajicim konstantnimu objemu. Hodnoty
byly vypo €teny Mie Calculatorem (Prahl [86]) pro monodisperzn i €astice s indexem
lomu 1,5 v roztoku s indexem lomu 1,33 a pro zafeni o vinové délce 632,8 nm
s nahodnou polarizaci.

S vyuzitim vysledku z obr.5.5 je mozné misto dosaZ80maxu testu na tanoidy interpreto-
vat jako okamzik, kdy zasoba volnych tanoid objemu vzorku poklesne natolik, ze vliv
agregace kompléxdo wtSich celk (zpisobujici pokles Z90)fpvladne nad tvorbou kom-
plexi volnych tanoid s now pridanym PVP. Tato interpretace je odliSna ddqaini inter-
pretace prof. Chaponaigsto ukazuje naifmy vztah mezi koncentraci P¥dgmax, pii které
je dosazen@90max a obsahem zékalotvornych polyfeinok vzorku.

Tuto Uvahu je mozné podpibcasovym pitbéhem vyvoje zakalu po nadavkovani jednorazove
davky PVP. Kivky vyvoje zakalu proizné davky PVP jsou zobrazeny na obr.5.6, z kterého
je ztejmé, Ze interakce PVP s tanoidy je pomala a péobfadu desitek minut. Pomala rych-
lost reakce prodluzuje dobu lag-faz# gtandardnim testu. Po jednorazové davce PVP na
koncovou koncentraci 8 mg/l dojdédem 20 minut k tvorbzakalu, pestoze fi standardnim
testu provaghém na totozném vzorku &se zékal tist aZz @i koncentraci 12 mg/l. Rozdil je
zpasoben rychlosti reakce.

~ v s

Po aplikaci jednorazové davky PVP nizsi, nez odipévkoncové koncentraci PYdgmax do-
jde k monoténnimutistu Z90 (obr.5.6) €éim &tSi je davka PVP, tim&si je zakal. Z12 roste
pomalu a nedosahuje hodnot Z9Gi &plikaci jednorazové davky PVP vySSi nez RdRax
se charaktertikvek zmeni (obr.5.7). Kivky Z90 maji podobny pitbéh jako @i kontinualnim
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790 (EBC)
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Cas (min)

—4 mg/l —8 mg/l — 12 mg/l — 16 mg/l

Obr.5.6 - Casovy vyvoj hodnot zékalu Z90 po p  Fidani jednorazové davky PVP K90. Objem vzor-
ku 5 ml, koncentrace p Fidavaného roztoku PVP K90 0,4 g/l. Davka 0,1 mlro ztoku PVP

K90 odpovida koncentraci ve vzorku 4 mg/l

davkovani PVP - nejive dosahnou maxima a poté kleséjim vy3si je koncentrace PVP,
tim nizsi je dosazené maximum Z90. Zakal Z12 mam@tdoste a rychle ignistd hodnotu
Z90 (viz. Kivku Z12 - 40 mg/l). Kivky Z12 pro koncentrace PVP 24 a 32 mg/l nebylgrae
zeny pro ¥tSi prehlednost. Maxima fkvek Z90 jsou nejspiSe #ipobena agregaci PVP-
tanoidovych komplek Fri aplikaci davky PVP vySSi, nez odpovida maximuatall12max
pii standardnim testu, vznikA mnohem mensi zékal.

Zakal (EBC)

0:00:00 0:05:00 0:10:00 0:15:00 0:20:00
Cas (min)

—2Z90-24 mg/l = Z90-32 mg/l = Z90-40 mg/| — Z90-80 mg/I
Z12-40 mg/| Z12-80 mg/l

Obr.5.7 - Casovy vyvoj hodnot zakalu Z90 a Z12 po p  fidani jednorazové davky PVP K90. Objem
vzorku 5 ml, koncentrace p Fidavaného roztoku PVP K90 0,4 g/l. Davka 0,1 mlro ztoku
PVP K90 odpovida koncentraci ve vzo rku 8 mg/l

Hodnoty zakalu vzorku poigani jednorazové davky PVP se neustali ani 20 nodygida-
ni. Rychlost tvorby zakalu je srovnatelna s ryctilogvkovani PVP ip standardnim testu.
Kiivka vyvoje zakalu p standardnim testu neodrdzi pouze stechiometr® R\anoid ve
vzorku, ale je ovlivAna i rychlosti jejich interakce. Na vysledek testaji vliv parametry
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provedeni a r¥eni testu, jako jsou naprychlost davkovani PVP do vzorku,tigob michani
a teplota nsfeni. V dalSim se pokusime zhodnotit velik@éshto vlivi.

5.3.1.1 Vliv rychlosti davkovani PVP

Na obr.5.8 jsou vynesenyikky vyvoje nefelometrického zakalilem testu provasého na
jednom vzorku piva siznou rychlosti davkovani PVP K90. S rostouci rystilalavkovani
PVP se bod, kdy dojde k riéstu zakalu, posouva k vys$Sim koncentracim PVPnS#g po-
souva i poloha maxima nefelometrickéivky PVPzoomax @ ShiZuje se hodnota zakalu
v maximu. Takovyto vysledek souhlasiiggchozimi mifenimi a je zpsoben nezanedbatel-
nou rychlosti interakce PVP s tanoidy ve srovnanjchlosti davkovani titrantu. Rychlost
davkovani titrantu neni mozné vice zpomalit, pretaZ zgisobi netrarné prodlouzeni doby
testu.

K zajis&ni dostaténé reprodukovatelnosti testu je nutné stanovit@grdavat konstantni rych-
lost davkovani PVP.

5

Z90 (EBC)

140

koncentrace PVP K90 (mg/l)

‘—1mllhod =—2ml/hod = 3ml/hod 4ml/hod 5mi/hod 7mi/hod —10ml/hod ‘

Obr.5.8 - Vyvoj hodnot zakalu Z90 p i testu na obsah tanoid @ pro r Gzné rychlosti davkovani
PVP K90 do 5 ml vzorku.

5.3.1.2 Vliv teploty

Vliv teploty na vysledek testu dokumentuje obr.5.80rostouci teplotou se poloha maxima
PVPrg9omax POsouva k niz§im mnozstvintiganého PVP, ifiixemZ jeho vySk&Z90maxse vy-
razré neneni. Chapon [39] vysitluje tento jev vysSSi rozpustnosti PVP-tanoidovyam-
plexa.

Z vysledk teplotni zavislosti #vek vyvoje zakalu po nadavkovani jednorazové davkiP
K90 na koneénou koncentraci 12 mg/l (obr.5.9) se jevi jakovpipodobrjSi vyswtleni
vy33i rychlost interakce PVP s tanoidy py3si teplot. Cim vy3Si je teplota vzorku, tim
rychlejsi je tvorba z&kalu. Pokles nefelometrickégBkalu Z90 po dosaZeni maximiateplo-
t&¢ 35°C je zpisoben agregachstic do velkych komplex

Praktickym vysledkem teplotni zavislosti je, Ze dsdZzeni maximalni reprodukovatelnosti
meéieni je nutné udrzovat konstantni teplotu vzork&lgm néreni. Pronstenim teplotni zavis-
losti vysledku testu na vice druzich piv jsme Zigiaimérnou chybu nareni + 1mg/l na 2C

pri standardni teplétmeieni 25C + 0,5°C.
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Z90 (EBC)

0:00:00 0:05:00 0:10:00 0:15:00 0:20:00
Cas (min)

|—180C — 210C — 250C — 300C — 350C |

Obr.5.9 - Casovy vyvoj hodnot zékalu Z90 po p  Ffidani jednorazové davky PVP K90 do vzorku
piva p Fi rtizné teplot € méreni. Do vzorku o objemu 5 ml bylo po ukon  éeni prvniho m é-
feni p¥idano 0,15 ml roztoku PVP K90 s koncentraci 0,4 g/l . Davka odpovida kone ¢éné
koncentraci PVP ve vzorku 12 mg/l
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Obr.5.10 - Standardni pr tbéh zavislosti vysledku testu na obsah tanoid @ na pivu v zavislosti na
teplot €. Méfeno na vzorku nestabilizovaného piva.

5.3.1.3 Vliv michani vzorku

K zajiS€ni vysoké reprodukovatelnosti testu je nutné ddadkbatinualni homogenni zami-
chani davkovaného PVP do vzorkii iRaSich nétenich jsme ogfili, Ze rychlost michani 200
ot&ek za minutu je dostatea.

Kromé parametit méieni maji na vysledek testu velky vliv i parametepfku, které mohou
ovliviovat interakci PVP s tanoidy. Mezi tyto parametajipzviast pH a iontova sila rozto-
ku.
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5.3.1.4 Vliv pH

Hodnota pH se u piv pohybuje v rozmezi od 4,1 @(Kosa [59]). V tomto rozmezi se ne-
meéni celkovy naboj polyfendélani molekul PVP, Ize tedyredpokladat nezavislost vysledk
testu na pH. Tuto nezvislost jsmelV na 10 druzichteskych piv typu Pilsener. V rozmezi
hodnot pH od 4,1 do 4,8 jsme pH vzorky upravovalion davkou HCL a NaOH a prowid
test na obsah tandgidVysledek testu byl konstantni v ramci chybyieni (£ 1 mg/l a £ 3%
hodnoty).

5.3.1.5 Vliv iontové sily

Abychom owiili vliv iontové sily na vysledek testu, upravovg@ime vzorek piva igdanim
definovaného mnozstvi NaCL. lontova sila piva odgéw,02 molarnimu roztoku NaCl. Ja-
ko refereini vzorek jsme pouzili 4 ml piva gigdavkem 1 ml destilované vody. Vzorky
s rostouci iontovou silou jsmeipravili pfidavkem NaCl do 4 ml piva a doghim destilova-
nou vodou na objem 5 ml.

Vysledek ngieni je vynesen na obr.5.11. Fluktuace iontové pilya jsou maximalé

v rozmezi 0,01 — 0,03 M roztoku NaCl. Tyto &mg nemaji vliv na vysledek testu. Pro kon-
centrace NaCl &Si nez 0,2 Mi@adow vysSi nez fluktuace iontové sily ve vzorcich pida)
chazi k nakstu nangéireného obsahu tandid= PVPRgomay | Velikosti maxima zakal@90max

s koncentraci NaCl.#lavani neutralni soli do vzorku sniZzuje rozpustr®gP- tanoidovych
komplex.
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Obr.5.11 - Standardni pr tbéh zavislosti vysledku testu na obsah tanoid @ na iontové sile vzorku.
Méreno na vzorku nestabilizovaného piva. lontova sila vzorku zvySovana p Fidavkem
4,8 M roztoku NacCl.

Podobny vliv na vysledek testu mérigavek saturovaného siranu amonného (SASS - satura-
ted ammonium sulphate - viz obr.5.1¢Jm vy3&i je pidavek SASS do vzorkuied neienim
vlastniho testu, tim vy3Si je nafani hodnota tanoidi hodnota zékalu v maximA90max

Pti davkovani SASS se nesniefratit koncentrace, ifp které jiz dochazi k vysrazeni protéin

ve vzorku. Tato hranice se u nestabilizovanychgaikiybuje od 1 ml SASS na 10 ml vzorku
do 1,5 ml SASS (Basgava [16]), u stabilizovanych piv je vyrazmyssi. U ¥tSiny piv je na-

mi pouzitd maximalni davka 0,5 ml SASS na 5 ml kmodostatén¢ vysoka na zvyrazmi
zakalového maxima a zaravdostaténé nizka, aby nevyvolavala srazeni proteiRridavani
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SASS do vzorku ffed nEfenim testu je vhodnou metodou pro zvySeni jehovedti a rozli-
Sovaci schopnosti.

Tanoidy (mg/l)
Z90max (EBC)

0 T ‘
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6

Déavka SASS (ml)

- Tanoidy (mg/l) & Z90max (EBC) \

Obr.5.12 - Standardni pr Gbéh zavislosti vysledku testu na obsah tanoid @ na pfidavku nasyce-
ného roztoku siranu amonného SASS. M éfeno na 5 ml vzorku nestabilizovaného
piva.

Abychom owfili pouzitelnost nami stanovené davky siranu 0,55SAna 5 ml vzorku, pro-

vedli jsme srovnavaci &eni obsahu tanoid standardni metodou bezigavku SASS a

s pridavkem 0,5 SASS (Tanoigys9 na 40 vzorcickteskych piv od 15 pivovars riznou

dobou trvanlivosti a siznym stupsm stabilizace. Vysledky jsou zobrazeny na obr.5.13.

PrestoZze jsme #ftili vzorky, které se liSily pouzitymi surovinamitachnologii vyroby, hod-

noty nangrené oldma metodami spolu Uzce korelovaly. V obr.5.13 jgalrnuty pouze vzor-

ky slal# a stedre stabilizované na obsah polyfefipu kterych vysla hodnota tandidez
piidavku SASS nenulova. Hodnotu Tangjgis s predkapnutim siranu jsme néfiti nenulo-
vou u vSech nami sienych vzork (i hluboce stabilizovanych).
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50
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Obr.5.13 - Vzajemné zavislost vysledku testu na obs  ah tanoid @ bez a s p fidavkem 0,5 ml SASS
(Tanoidy sass) do 5 ml vzorku pro 23 druh & €eskych piv typu Pilsener.
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5.3.1.6 Vliv koncentrace zakalotvornych polyfend

Vznika otazka, nakolik poloha maxima PMiaxpii testu odrézi obsah zakalotvornych poly-
fenoli ve vzorku. Abychom aitili, jakym zpisobem bude vysledek testu ovivnzmenou
koncentrace polyfend] provedli jsme nasledujici&reni. V provoznich podminkéch pivova-
ru jsme odebrali dva vzorky piv. Prvni vzorek bpioo typu Pilsener (ily lezak), po final-
ni filtraci zbavené kvasinek bez jakékoliv stal@tizi Gpravy na stranpolyfenoli. Druhy
vzorek bylo stejné pivo, které bylo zbaveno polgiéntak, Ze bylo vedenores stabilizani
filtr s regenerovatelnym absorbentem PVPP Poly8lgrer R. Abychom doséhli maximalni-
ho odstraani polyfenofi, byla kontaktni doba piva s absorbentem prodlcazenmaximum.
Tyto dva vzorky piv jsme michali v definovanych ps@ech a nifili obsah tanoid.

Vysledky ne¥teni jsou zobrazeny na obr.5.14e@okladame, Ze vzorek ofaty dlouhym
kontaktem s PVPP byl t&h komplet# zbaven tanoil a koncentraci polyfenol

v namichaném vzorku budeme udavat jako podil ndéig@abaného piva. Vysledek testu kore-
luje s velkou pesnosti s obsahem polyfeaahbsorbovatelnych na PVPP pro vzorky, které
maji podil nestabilizovaného pivétgi nez 30%. ® vétSim naedini polyfenofi neni hodnota
tanoidh detekovatelna, naikce Z90 se neobjevi Zadné maximum.

Pro srovnani jsou na obr.5.14 zobrazeny vysledkiutektery byl proveden na vzorcich s
predkapnutim 0,5ml SASS na 5 ml vzorkieg vlastnim rékenim. Vysledek testu znovu ko-
reluje s velkou fesnosti s mirodedni nestabilizovaného piva. Na vzorcich s mensim nez
30% podilem nestabilizovaného piva se tentokraewle nefelometrické maximum a lIze
urcit vysledek testu - od¢ené hodnoty se odchyluji od linearni zavislosadNodnoceni ob-
sahu tanoid pii nizkych hodnotach je #igobeno nizkou rychlosti tvorby PVP-tanoidovych
komplex.

y = 85.2x
R?=0.9922

Tanoidy (mg/l)

R?=0.9867

0 & & &
g @7 A T T T

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
Koncentrace polyfenol G (a.u.)

 0.0ml SASS 0 0.5ml SASS |

Obr.5.14 - Zavislost vysledku testu na obsah tanoid @ bez a s p fidavkem 0,5 ml SASS do 5 ml
vzorku na koncentraci polyfenol 4. Vzorky s r tiznou koncentraci polyfenol @ byly zis-
kany definovanym michanim nestabil izovaného piva a stejného piva zbaveného po-
lyfenol G dlouhodobym G €inkem PVPP. Koncentrace polyfenol i je udavana v rela-
tivnim pom éru vzhledem k nestabilizovanému vzorku.

Hodnota okolo 12 mg/l je minimalni obsah tariottetekovatelny standardnim PVP testem. U
vétSiny piv, které jsou stabilizovany na obsah patgiié@ absorpci na PVPP, je obsah tarfoid
natolik nizky, Ze vysledek standardniho PVP testaylovy. RPedkapnuti 0,5ml SASS na 5
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ml vzorku umo#uje nmeteni obsahu tanoidi u piv stabilizovanych pomoci PVPP. Vysledky
testu bez fidavku SASS a s definovanyntigavkem SASS spolu koreluji v celém rozsahu
obsahu tanoii (viz obr.5.14). Pro jeden typ piva je moznéikoeficient pro vzajemnyie-
pocet hodnot.

Kiivka Z90 ma v oblasti maxima symetricky tvar. Ngtemymi body Ize s velkoutpsnosti
proloZit kiivka Gaussova typu podle vzorce 5.1 (viz obr.5.kB§ Z90 je nakrena hodnota
zakalu a Gyp je koncentrace PVP K90 (mg/l)ifkteré je namiren zakal Z90.

Cpvp ~PVPrg0max J 2

290=k0+k1e( ac (5.1)

Parametry § ki, Covp, AC se ziskaji proloZenim optimélniky nameienymi daty. Hodnota

Tanoidy vzorek2 (mg/l)

0 5 10 15 20 25 30 35 40
19 1 1 1 1 1 1 1 5
,\ | | | | a
Q l l l l Q
| | | |
w i | | A ! 1 L
L 18 : N e SV i U + L
— | AA | AR * | N
X | AA | ¢ 4AA * | X
3] | A | . Aa . [
’5 | ‘A | . | A‘AA 0’ | ’5
N | | I ! A | 4 N
S 17 : AA : A : Aa 0‘. 3 S
o A I I Ap e o
3 . e RS
A | P | A *
A | | A *
16 T T T T T T T 2
45 50 55 60 65 70 75 80 85

Tanoidy vzorekl (mg/l)

\ A Tanoidy vzorek2 ¢ Tanoidy vzorekl \

Obr.5.15 - KFivky vyvoje zakalu v pr (béhu testu na obsah tanoid U v oblasti maxima zakalu pro
dva vzorky s rozdilnym obsahem ta noid 4. Namérenymi body je proloZzena k Fivka
Gaussova typu podle rovnice 5.1

PVPz90max 0dpovida koncentraci PVPiikteré je dosazeno maxima nefelometrického zakalu
Z90 a ktera definuje obsah tanbigte vzorku. ProloZzeni umagje ukit polohu maxima i

v pripadech, kdy jsou naffené hodnoty zatizeny velkou chyboieni, nebo kdy je zéma
zéakalu v maximu pozvolna. Na obr.5.15 jsou zobrgzssmneiené hodnoty zakalu v oblasti
maxima zakalu Z90 pro 2 vzorky &nym obsahem tanaidNantienymi daty jsou proloZe-

ny kiivky podle rovnice 5.1. Z proloZzenychikek vychazeji hodnoty tanaid62,6 mg/l pro
vzorek 1 a 26,9 mg/l pro vzorek 2. Zviastvzorku s velkym obsahem tandidmoZznilo pro-
loZeni teoretickouikvkou zpresnit odéet polohy maxima.

5.3.1.7 Resnost a reprodukovatelnost testu

Pt zachovani standardnich podminekiemi a s pouzitim matematického vyhodnoceni polo-
hy maxima je mozZné dosahnout reprodukovatelnossiedf testu lepSi nez + 1 mg/l

v rozsahu réreni 0 az 100 mg/l (pokryva rozsah obsahu tangéSiny piv). Zakladnim po-
Zadavkem pro dosazeni maximalni reprodukovatelj@stodrZzeni konstantni teploty vzorku
pri méreni s pesnosti lepsi nez + 056. V naSem fipads jsme jako standardni teplotu pouZzi-
vali 25°C + 0,5°C. Vzhledem k tomu, Ze poloha maxima nefelomettickéakalu je dana
dynamickym vyvojem distribuce PVP-tanoidovych koexdl je pro zachovéani reprodukova-
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telnosti testu nezbytné dodrzet vSechny paramettygmn konstantni (tj. rychlost davkovani
titrantu, rychlost a zisob michani vzorku).

Krome jiz diive zmirgnych efekié existuji dalSi parametry, které mohou vyr&aowlivnit ki-

netiku tvorby zédkalu a polohu nefelometrického mei Mezi & paki nag. geometrické
uspdadani ndtici komory, misto davkovani titrantu ve vzorku, ioké uspsadani ndfici

aparatury nebo vinova délka pouzitéhatk: Prae tyto vlivy mohou zgsobit rozdily ve
vysledcich ziskanych na aparaturach s rozdilnostkikci.

Vzhledem k charakteru testu a vlastnostem inter&i@e s tanoidy mohou byt n@mené vy-
sledky ovlivréeny pouzitym PVP K90. Rozpustné PVP prodavané vyrmbcharakterizované
hodnotou K, ktera je odvozena zi@ni viskozity a odpovidaigtdni molekularni vaze (Mw)
polymeru. PVP K90 ma igdni molekularni vahu (Mw) 1 300 000, na trhu jsiéie
k dispozici PVP K15 (Mw = 8 000), K30 (Mw = 60 00®60 (Mw = 300 000) a K120 (Mw
= 3 000 000). Jednotlivé produkty se ziskavajkdrmanaci surového vzorku. Kazda frakce je
smesi mizné dlouhychiettzci. Polydisperzita frakci je velka a i PVP K90 a Kl@fsahuje
urcitou ¢ast nizkomolekularnino PVP. Chollot [44] ukazal,fiakce PVP s nizkou moleku-
larni vahou (PVP K15, K30, K60) srazi tanoidy méiinné nez PVP K90, festoze je
schopn&tast tanoid vazat. Polydisperzita koma® dostupnych PVP neniigsré znama a
muZe se minit od SarZe k SarzZi i pro vzorky od jednoho vymba tim ovlivnit vysledky testu.

Z predkladanych vysledkje mozné tinit nasledujici zasry. Test na obsah tandidoodle
Chapona (PVP test) je vhodny nastroj préeni obsahu tanoid(zakalotvornych polyfend)

Vv pivu s vysokou reprodukovatelnosti. Naxavedena verze testu iegkapnutim SASS (0,5
SASS na 5 ml vzorku) uméije nefit obsah tanoidl i u hluboce stabilizovanych vzark
Vysledky testu jsou lineaénzavislé na obsahu tandic koreluji se stugim stabilizace piva
ze strany polyfendl

5.3.2 Optimalizace testu na citlivé proteiny

Test na citlivé proteiny (dale SP test — sensifivaeins) byl zaveden do EBC analytiky na
zaklad praci prof. Chapona [42,43]. Na rozdil od klasatkynetod detekce proté&irfASBC
[1], Siebert [102]), které se pouZzivaji vSeohekmrceni celkového obsahu protéjrdetekuje
test na citlivé proteiny pouze zakalotvorné protemejvyssi afinitou k tantm.

Pii SP testu je do vzorku konstantni rychlosti dadovoztok gallotaninu. Pomala titrace
gallotaninu do vzorku piva za stadlého michani sujeutvorbu kondenzovanych polyfefol
v pivu bthem starnuti. f&stoZe se gallotanin, ktery je prototypem hydrokgelné tislovi-
ny, svou strukturou liSi od kondenzovanych polytémnopivu, gredpoklada se, Ze interakce
taninu s proteiny je nejvice podobna interakcireréise uplaiuji pfi vzniku nebiologického
polyfenol-proteinového koloidniho zakalu pivéhiem starnuti. Prace provedena prof. Chapo-
nem [43] prokazala, Ze gallotanin DAB7 od firmy Mieje citlivy na znénu obsahu citlivych
proteini a je schopen rozliSifizné stabilizovana piva stejného druhueBtoZze Bkteré prace
(Hagerman [34]), provedené na modelovych roztopilgfenoki a proteiri, odhalily rozdil-
nost vazby gallotaninu a v pivu vznikajicich kondevanych polyfendl na proteiny, neni
zatim k dispozici Zzadna srovnatelievna, dostupna a reprodukovatepitipravitelna nahrada
gallotaninu.

Nasim cilem bylo implementovat SP test pro provedenaparatte DATTS, zhodnotit vliv
fakton, které ovliwvauji vysledek testu, optimalizovat vlastni postugremi tak, aby bylo do-
sazeno vysledks maximalni reprodukovatelnosti, a zhodnotésmost rreni a jeji vliv na
vysledné vyhodnoceni koloidni stability piva.

53



5.3.2.1 Vliv zpisobu davkovani titrantu

Podle Analytiky EBC [8] mé& byt titrant davkovan dporku ,po kapkach” za stalého micha-
ni. Abychom o¥fili vliv davkovani titrantu na vysledek testu, peali jsme sérii standard-
nich test (pri teplo& 25°C, 5 ml vzorku, davce 0,25 ml taninu s koncentfga2ig/l, michani
magnetickym michadlem rychlosti 200 rpm) &nmimn davkovanim titrantu a s davkovanim
titrantu pomoci pistové pumpy NE500 konstantni lysth 3 ml/hod. Mieni jsme provedli na
sad 20 vzorki piv, pricemz kazdy vzorek byl sien 3x. Ri ru¢nim davkovani titrantu jsme
dostali standardni odchylku vysledku 8% hodnotyiadgvkovani titrantu pistovou pumpou
standardni odchylku vysledku 2% hodnoty.

Na obr.5.16 jsou zobrazenyikky vyvoje zdkalu pi davkovani taninu pumpou rychlosti 3
ml/hodinu. Ri trojim méteni jednoho vzorku jsourikky vyvoje zakalu tér totozné. Kivky
ukazuji standardni vyvoj zakalghem SP testuipdavkovani taninu pumpou konstantni

12

Citlivé proteiny (EBC)

0:00:00 0:10:00 0:20:00 0:30:00 0:40:00 0:50:00
Cas (min)

\—1.méfeni — 2.méfeni — 3.méfeni — 3.mé|"en|'—212\

Obr.5.16 - Standardni k Fivky vyvoje zakalu b éhem SP testu p i davkovani taninu (s koncentraci
0,2 g/l) pumpou konstantni rychlo  sti 3 ml/hod do 5 ml vzorku. Davkovani roztoku
taninu je ukon €eno pfi koncentraci taninu 10 mg/l vzorku, tzn. v paté mi nuté méreni.
KFivky t Fi méFeni provedenych na stejném vzorku jsou reprodukovat elné s velkou
presnosti. Nar st zékalu Z12 je vyrazn & nizSi ve srovnani s nar Gstem nefelometric-
kého zékalu Z90.

rychlosti. Na z&atku davkovani taninu je pomaly relbkiivky dany rychlosti reakce taninu
s proteiny. Po &m dochazi k linearnimu nistu zakalu s titrovanou davkou. Po skemi
davkovani taninu (na obrazku v 5.miameieni) zakal dale nasta, gicemz rychlost tvorby
z&kalu klesa. V grafu je vynesenativka vyvoje zakalu v dagdném kanalu Z12.#¢ka mé
podobny piibéh jako Kivka vyvoje nefelometrického zakalu. Depiny zakal dosahuje vy-
razré nizSich hodnot nez nefelometricky zakal, gorhodnot Z12/Z290 je v rozmezi 0,03 -
0,2. Tato hodnota je stejna jako ponhodnot Z12/Z90 koloidniho zakalu, ktery vznika
v pivech Bhem prvni faze starnuti. Tanin-proteinové komplestgré vznikaji pi kontinudl-
nim davkovani taninu do piva, jsou distribuci vetid podobné koloidnim zaKath piv (viz
tabulka 5.1, Sladky [117]).

Na obr.5.17 je vynesena typick&ivka ¢casového vyvoje powtnu zakah Z12/Z790 khem SP
testu. Hodnoty nastiené khem 1.minuty nsfeni jsou zatizeny velkou chybou, protoZze hod-
noty zakalu jsou nizké;iesto je pitbeéh kiivky typicky a opakuje se u vSechefani. Davko-
vany tanin ma lokakvyssi koncentraci v mistkonce davkovaci trutky, vytvaeji se zde
velké tanin-proteinové komplexy s vySSim poem Z12/Z90. Kontinualnim michanim se
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koncentrace taninu v objemu homogenizuje a taniteprové komplexy vznikaji postupn
v celém objemu. Navvznikajici malé komplexy ve 2.minutnéieni gevazi v celkové hod-
not zakalu, porsr Z12/Z90 poklesne. Dale jiz pamzZ12/Z290 kontinualé roste i po ukon-
¢eni davkovani taninu. Tanin-proteinové komplexyasem agreguji, 268uje se jejich gedni
velikost. Tento pibéh odpovida vysledim nangienym na modelovych roztocich protiia
taninu a publikovanych Freitasem [27].

Tabulka 5.2 - Srovnani vysledk 0 SP testu

Davkovéani pumpou Ru ¢€ni davkovani
Z90(EBC) | Z12(EBC) | Z12/790 | Z90(EBC) | Z12(EBC) |Z12/Z90
Pramér 9.31 0.42 0.0446 8.09 0.92 0.1137
Standardni odchylka 0.04 0.01 0.0013 0.31 0.09 0.0107

V tabulce 5.2 je souhézobrazeno porovnani vysledinéieni SP testu s ¢énim davkovanim
a kontinualnim davkovanim taninu na jednom vzorkapVzorek byl néten desetkrat ab
ma zmsoby. Ri ru¢nim i pomalém davkovani taninu neni dosaZzeno dasi@thomogenity
taninu ve vzorku, a tim i reprodukovatelnosti vyaré tanin-proteinovych kompléx Stedni
hodnoty Z90 jsou i ru¢nim davkovani taninu mensi, pédmz12/Z290 tsi, vznikaji kom-
plexy s \tSi stedni velikosti. Standardni odchylky hodnot Z12/#88u @i ru¢nim davkova-
ni vyrazré vyssi, reprodukovatelnost distribuce velikostiingoroteinovych komplek je
mensSi. Abychom dosahli maximalni reprodukovatelinmsteni, jali jsme jako standardni
postup provedeni testu citlivych protéis davkovanim taninu pistovou pumpou.

0.060

0.050 - 1 !

0.040 +

0.030 -

Z12 /790

0.020 ~

0.010 -

0.000 ‘
0:00:00 0:10:00

0:20:00 0:30:00
Cas (min)

0:40:00 0:50:00

Obr.5.17 - Standardni k Fivka vyvoje pom éru dop fedného Z12 a nefelometrického Z90 zakalu
béhem SP testu p Fi davkovani taninu (s koncentraci 0,2 g/l) pumpou konstantni
rychlosti 3 ml/hod do 5 ml vzorku . Davkovani roztoku taninu je ukon €eno pfi
koncentraci taninu 10 mg/l vzorku , tzn. v 5minut & meéreni

Postupnéa agregace tanin-proteinovych kompl@arist pongéru Z212/290) vys¥tluje fakt, Ze
ani po 40 minutach #&teni nedochézi uékterych typi piv k aplnému ustéleni hodnot zakalu
Z90. Spektrum proteinv pivu reagujicich s taninem je velmi Siroké, dpak polyfenolic-
kych slogenin v taninu je row¥ Siroké, vzajemna interakce je komplexni procexdiné
sloZeni citlivych proteifa v pivu vys\tluje i rozdilny pfibéh kiivek vyvoje zékalu po skon-
¢eni davkovani taninu uiznych druli piv. Agregace tanin-proteinovych komptegrobiha u
nékterych vzork takovym zgisobem, Ze dochézi i k poklesu nefelometrickéhoasigrSpo-
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lecnym rysem vSech #&tieni je pomaly ndist dogedného zakalu Z12 a s nim spojenyusar
pomeru Z12/Z90.

5.3.2.2 Vliv rychlosti davkovani titrantu

Provedli jsme srovnani vysletlkSP testu $ riznych rychlostech davkovéani titrantu. Na
obr.5.18 jsou vynesenyikky vyvoje zakalu nagiené i SP testu provedeném na stejném
vzorku piva siiznou rychlosti davkovani taninutiPychlostech davkovéani od 2 do 10

=
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| | | |

Citlivé proteiny (EBC)

0:00:00 0:05:00 0:10:00 0:15:00
Cas (min)

—1ml/hod =—2ml/hod =—3ml/hod 4mi/hod 5mi/hod
6ml/hod 8ml/hod =—10ml/hod = 20mi/hod

Obr.5.18 - Standardni k Fivky vyvoje zdkalu b éhem SP testu p Fi davkovani taninu (koncentrace
0,2 g/l) pumpou pro r Gzné rychlosti davkovani (5 ml vzorku)

mi/hod se kivky od 10.minuty ndteni gekryvaji, vysledky testu jsou totoZzné v ramci chyby
meieni 2%. B rychlosti davkovani titrantu 3 ml/hod jeitandardnich podminkach (5 ml
vzorku, koncentrace taninu 0,2 g/l, cilova koncaedrtaninu 10 mg/l) davkovan objem 0,25
taninu po dobu 300 s. DalSi zrychlovani nema vyzngehlost davkovani taninu 3 mi/hod
jsme grjali za standardni.
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1.14 4
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1.04 l
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Rychlost davkovani taninu (ml/hod)

Obr.5.19 - Zavislost rychlosti nar  Gstu nefelometrického zakalu dZ90 4ra na rychlosti davkovani
taninu p fi SP testu. Rychlost r tstu zakalu je p Fepo¢tena na p fidavek taninu 1 mg/l.
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Pti kontinualnim davkovani taninu do vzorku konstamychlosti dojde po uité paateeni
fazi nakkhu, ktera je dana rychlosti protein-taninové irkeea k linearnimu néstu zakalu

s titrovanou davkou. Ozieme dZ9Qra zmenu nefelometrického zakalu odpovidajici davce
taninu 1mg na litr vzorku a jeji hodnotu vypeme ze srrnice nafstu zakalu v linearniasti
kiivky. Na obr.5.19 jsou vyneseny hodnoty d£90 vypaitené z kivek na obr.5.18. Do
rychlosti davkovani 5 ml/hod se rychlost tvorby alaknengni. Pro vysSi rychlosti davkovani
taninu rychlost vyvoje zakalu podl€akavani klesa, rychlost davkovani taninuijgipvelka

ve srovnani s rychlosti tvorby komptex

5.3.2.3 Vliv teploty
Na obr.5.20 je vynesena typicka zavislost vysle8Rutestu na teplat P teplog€ meéreni

s

mensi neZ 28C je vysledek testu nizsi o cca 2% & 1A teplok vétsi nez 25C je vysle-
dek na teplat nezavisly. Standardnigfeni jsme provadi pti teplot 25°C + 0.5°C .

12

Citlivé proteiny (EBC)

s P —

Teplota (°C)

Obr.5.20 - Standardni pr tbéh zavislosti vysledku SP testu na teplot é. Méfeno na vzorku
nestabilizovaného piva.

v v

Vysvétleni teplotni zavislosti vysledku testu jgepné z obr.5.21. #PnizSi teplot je kinetika
reakce pomalejsi. S rostouci teplotou rychlost cealoste, §i teplo& 35°C dojde k ustaleni
hodnoty zakalu Z90dhem 1minuty od ukafeni davkovani.
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790 (EBC)
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Obr.5.21 - Standardni k Fivky vyvoje zakalu b éhem SP testu pro r izné teploty m éfeni. Davkovani
taninu (koncentrace 0,2 g/l) pump ou rychlosti 3 ml/hod do vzorku o objemu 5 ml.

5.3.2.4 Vliv velikosti davky taninu

Provedli jsme test siznymi davkami taninu naékolika vzorcich piv. Na obr.5.22 je vynese-
na zavislost vysledku SP testu na koncové koncartaainu ve vzorku. Zavislost je linearni

v celém ndteném rozsahu. Linearni &t vysledku SP testu s koncentraci taninu odpovida
predpokladu velkéhoipbytku zakalotvornych proteirv pivu.

14 ‘ ‘
o y=0.5837x-0.1057
R? =0!9987
Q10 - e
o
28T T
Q
e 6 o ____ a0 o ______________
o
N
R e
o)
2% e i it
0 | | ‘ ‘
0 5 10 15 20 25
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Obr.5.22 - Zavislost vysledku SP testu na koncové k  oncentraci taninu ve vzorku

5.3.2.5 Vliv iontové sily

lontové sila piva odpovida 0,02 molarnimu roztolkaCN Abychom o¥fili viiv iontové sily
na vazbu citlivych protein na tanin, zvySovali jsme iontovou silu vzbrgiva nasycenym
roztokem NaCl. Jako referém vzorek jsme pouZili 4 ml piva gigavkem 1 ml destilované
vody. Vzorky s rostouci iontovou silou jsmi#ppavili ptidavkem NaCl do 4 ml piva s dopl-
nénim destilovanou vodou na objem 5 ml.
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Vysledek méteni zavislosti vysledku SP testu na iontové sitekaz je znazorén na obr.5.23.
Az do koncentrace 0,6 Miblnema NacCl vliv na korday vysledek testu. lontova vazba se
béhem SP testu neupiatje v tvork tanin-proteinového komplexufikoncentraci NaCl nad
0,6 M je jiz elektronegativni vzajemné odpuzovéejrg/ch ndbaj natolik potl&eno velkou
iontovou silou roztoku, Ze se vytedi komplex s taninem mohoudastnit i proteiny, které
za normalnich podminek v pivu ke koloidnim z&kalnegispivaji.

Citlivé proteiny (EBC)

Obr.5.23 - Standardni pr tbéh zavislosti vysledku SP testu na iontové sile vzor
vzorku nestabilizovaného piva. | ontova sila vzorku zvySovana p Fidavkem 4,8 M
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Obr.5.24 - Standardni vyvoj vysledku SP testu p
M fosfatovym pufrem s 5% obsahem

ku. M éfeno na
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fi definovaném Fedéni vzorku piva vodou a 0,02
etanolu s pH = 4,40. Koncentrace piva je dana
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5.3.2.6 Vliviedéni

Vliv fedéni piva na vysledek SP testu jsme sledovali dajfokusem. Vzorek piva jsme defi-
novareé fedili destilovanou odplynou vodou a 0,02 M fosfatovym pufrem s 5% obsahem
etanolu s pH = 4,40. Hodnota pH piva byla 4,42. gXigravenych vzorcich jsme provedli
standardni SP test, jehoz vysledky jsou vynesengbn&.24. B stejnémiedni vodou a
pufrem se vysledky testu téimneliSi (odchylka do 5%). Pivo mé& vlastni vysokaudrpvaci
schopnost a pH piviledEného vodou se t&hneneni. Ani zmegna iontove sily a obsahu alko-
holu pi natedéni vodou nezfisobila vyraznou zgnu vysledku. Do hodnoty pedéni piva na

Y% se vysledek SP t&inhneneni, je to nejspiSewsledkem velkéhoigbytku reagujicich pro-
teind.

5.3.2.7 Vliv pH

Hodnota pH se u piv pohybuje v rozmezi od 4,1 @(Kosd [59]). Abychom o¥iili vliv pH

na interakci taninu se zakalotvornymi proteiny we®nku, provedli jsme nasledujici¢heni.

V rozmezi hodnot pH od 4,1 do 4,8 jsme pH viopiv upravovali malou davkou HCL a
NaOH (do 200 ul na 5 ml vzorku) a pro¢édest na citlivé proteiny. Vysledekégteni je zob-
razen na obr.5.25. S rostouci hodnotou pH hodrititaych proteini klesé. V rozsahu pH 4,1
az 4,7 se vysledek testu u zobrazeného vzor mrozsahu 6,4 az 7,0 EBC, tzn. 10% hod-
noty.
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Obr.5.25 - Standardni vyvoj vysledku SP testu v zav  islosti na pH vzorku. pH bylo upraveno
malymi davkami HCI (pH = 1) a NaO H (pH = 11).

Na obr.5.26 je vyneseno srovnani hodnot vysiegR tesi nantienych na 30 vzorcichiz-
nych drutii piv. Na kazdém vzorku byly srovnany vysledky nefeétrického zakalu Z90
dosazené ve 40.minubd z&atku testu (podle EBC normy) a v 10.mihwid za&atku testu.
SP test byl proveden podle naSi standardizovangeguny s davkovanim taninu rychlosti 3
ml/hod, gicemz doba davkovani taninu na kéneu koncentraci 10 mg/l byla 5 minut. Hod-
noty zakalu ziskané v 10.mirukoreluji s hodnotami odeenymi ve 40.minw s velkou
piesnosti. Pouze u 3 dnupiv doSlo mezi 10. a 40. minutowteni k poklesu zakalu Z90.
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Tento pokles byl zjsoben agregaci tanin-proteinovych komglebo wtSich celk. U ostat-
nich vzorki doslo k pimérnému naistu hodnoty o 0,07 EBC. Praktickym vysledkem srov-
nani je, Ze dobu trvani testui(pami zavedenym standardnich podminkéach) je mozné
zkratit ze 40 minut na 10 bez snizeni citlivossitie Vysledky nagrené na jednom typu piva
S riznym stupgim stabilizace koreluji Iépe.
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Obr.5.26 - Srovnani hodnot vysledk G SP testu ode €tenych v 10. a 40. minut & méreni. Méfeno
na 30 vzorcich r Giznych druh @ éeskych piv typu Pilsener.

5.3.2.8 Resnost a reprodukovatelnost testu

Pro dosazeni maximalni reprodukovatelnosti vysiesR testu je, stefrjako u testu na obsah
tanoidi, nezbytné dodrzet vSechny parametr§feni konstantni. Tvorba tanin-proteinovych
komplexi a jejich postupna agregaceghlem testu je sikhzavisla na rychlosti davkovani tit-
rantu, rychlosti a zisobu michani vzorku a na undist konce davkovaci truéky ve vzorku.
Geometrické usg@dani ndtici komory mé velky vliv na rozmichavani titranta vzorku a
dosazeni dostateé homogenity vzorku. Vyslednad hodnota zékalu jévoena optickym
uspdadanim natici aparatury a vinovou délkou pouzitéhatt. Podobs jako u testu na
obsah tanoidl nelze srovnavat vysledky ziskané tiestpojich rozdilné konstrukce.

Pfi opakovaném rireni stejného vzorku jsme doséahli reprodukovateingstedki lepsSi nez

2% hodnoty a 0,1 EBC.iPopakovani mifteni den po dni s kazdodenrfigyavou roztoku ta-
ninu a gipravou (vytepanim) standardniho vzorku piva klesla reprodutawast n¢reni na

6% hodnoty a 0,3 EBC. Pokles reprodukovatelnositenbyt zgisoben faktory spojenymi
s vlastnostmi vzorku a s vlastnostmi taninovéhaaiaz

Vysledek testu riize byt ovlivien nestandardnostiipravy vzorku. @innost odstragni CO,

ze vzorki piv pied vlastnim ré‘enim (standardntirepanim po dobu 30 minut) neni stopro-
centni. Vzhledem k tomu, Ze vysledek testu je ddlikesti nandfeného zakalu Z90, ide i
nepatrny vyskyt bublin ovlivnit vysledek. Se &mou obsahu zbytkového G@o vytepéani se
meéni i pH vzorku. Znéna pH o hodnotu 0,1 zini vysledek SP o 2% (viz obr 5.25). Velky
vliv na vlastnosti tanin-proteinové interakce méaib etanolu ve vzorku (Poncet-Legrand
[85], Zanchi [125]), ktery sedmem tepani nepatfhsniZuje.

Destilovana voda pouzit4 Kipraw roztoku taninu obsahuje dit¢ mnoZstvi rozpushého
kysliku. Kyslik zpisobuje oxidaci taninu a naslednéény precipit&nich vlastnosti roztoku.
Ke zménam miZze dojit i Bhem kratSi doby, nez je jeden den éghgavy taninového roztoku.
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Abychom mohli zhodnotitasovy vyvoj vlastnosti taninového roztoku, hlegsine staly roz-
tok, ktery by v SP testu daval definované a dlowh®deprodukovatelné vysledky, a ktery
bychom mohli pouzit jako standard. BohuZel, takolaiku jsme nenasli. Provedli jsme sadu
pokugi s PVP K15 az 120 adiznych koncentracich, ale nedosahli jsme reprodukdwsch
vysledki s dostatén¢ vysokou a stabilni hodnotou zakalui Bavkovani taninu do roztoku
PVP s nizkou molekularni vahou (K15, K30, K60) nekaji netitelné zakaly. B davkovani
taninu do roztoku sipbytkem PVP K90,120 zakal vznika, ale neni stalailpd chvili se za-
¢in& rozpoust.

Pro dalSi experimenty jsme zvolili apeou strategii a jako vzorek jsme pouzili roztokirtan
do kterého jsme davkovali roztok PVP K120 jakbkpasickém testu na obsah tanidPVP
K120 jsme vybrali, protoZze dav&tgi hodnoty zakalu. Pro davkovani jsnigavili roztok
PVP K120 s koncentraci 1 g/l; maximum zakalu jemto gipadt posunuté k vySSim kon-
centracim PVP neZ u piva. N&fana Kivka srazeni taninu roztokem PVP K120 je zobrazena
na obr.5.27. Maximum zakalu Z90 je ploché a ve a0V s tanoidy v pivu nastava pido-
vé vySSi koncentraci PVP 550 mg/lrika je reprodukovatelnafpméieni den po dni na no-
vé pripravenych vzorcich taninu, a to jak z hlediskaopgl tak z hlediska vySky maxima ne-
felometrického zakalu. Dépdny zakal Z12 se¢hem testu negmi, vznikajici PVP-taninové
komplexy jsou malé a pro vysSi koncentrace PVP memgj tak, aby byli n&itelné

v dopgredném rozptylu.
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‘ Z90-5.3.2009 — Z90-22.2.2009 — Z90-18.2.2009 —212-18.2.2009‘

Obr.5.27 - Vyvoj hodnot nefelometrického zakalu p ¥ kontinualnim davkovani vodného roztoku
PVP K120 (koncentrace 1 g/l) do 5 ml standardniho roztoku taninu (koncentrace 0,2
g/l) rychlosti 3 ml/hod. Osa X gr afu p fepoétena na koncentraci PVP K120 nadavko-
vanou do vzorku. Pro srovnani p Fidana k fivka vyvoje dop Fedného rozptylu Z12. K Fiv-
ky nam éfeny ve tfech rznych dnech na ¢€erstv é pfipravenych vzorcich roztoku tani
nu.

Na obr.5.28 jsou zobrazenyikky, nantiené stejnym zjsobem na roztoku taninu (koncent-
race 0,2 g/l) po uplynuti &ité doby od pipravy. Nandiené Kivky se Ehem starnuti roztoku
taninu vyrazg méni. Poloha maxima se posouva k nizsi koncentrad® RWySka maxima
znatelrt roste. U dofedného zékalu se objevuje viditelny igtrhodnoty. Starnutim a oxidaci
se vlastnosti taninu &ni; tato znéna je detekovatelna sraZzenim pomoci PVP K120srgm
taninu se projevi narivce srdzeni PVPid/e, nez dojde ke zén¢ hodnoty nardrené i SP

testu.
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Zakladni nevyhodou SP testu je nutnost kazdodefipirgvy roztoku taninu a nemoznost
piesné kontroly precipitamich vlastnosti fipraveného roztoku na standardnim dlouh@dob
stabilnim vzorku. Tuto nevyhodu testu je mozné raasét pfipravou dlouhodab stabilniho
roztoku taninu nap picidavkem antioxidarit ktery by nepodléhal oxidaci.
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Obr.5.28 - Zm ény titra €nich k fivek PVP K120 (koncentrace 1g/l) p ¥ davkovani do roztoku taninu
rtzného sta fi. Koncentrace taninu 0,2 g/l, rychlost davkovani P VP K120 3 ml/hod.

Vztahem mezi vysledky SP testu a skuotwu koloidni trvanlivosti piva se zabyvame dale
v kap. 5.3.4 ,Ovieni vztahu titrénich test a koloidni stability piva®“.

5.3.3 Optimalizace siranového testu koloidni stality piva

Schopnost neutralnich soli precipitovét\yysokych koncentracich proteiny z roztoku je vSe-
obecrg znama. Siran amonny je do dnesnich dniéppuzivan jako precipitai ¢inidlo pfi
separaci proteihze vzork rizného fivodu. Vyuziti metody SASPL,$aturated Ammonium
Sulphate Precipitation limit"ke kontrole koloidni stability piva vychazi ze amé& skuténos-

ti, Ze rozpustnost proteinve vzorku je sill zavisla na jejich koncentraci a stalsii rozto-
ku. Cim wtSi davka SASS je piatbna k vytveéeni detekovatelného zakalu, tim kolaidsta-
bilngjSi roztok je. Pestoze mechanismus precipitace praigiii davkovani saturovaného
siranu amonného (SASS) do vzorku je odliSny od meisimu tvorby koloidniho zakalwb
hem starnuti, f@dpoklada se, z&m mér¢ stabilni jsou proteiny v roztoku, tim snaze se bu-
dou srazet taniny vznikajicimébem starnuti. Z tohoto hlediska metoda SASRi stabilitu
vzorku ze strany zakalotvornych proteia je alternativni metodou k testu na obsah citlvy
proteini.

Nasim cilem je - podolérjako u gedchozich teét- implementovat metodu SASPL na apara-
turu DATTS, zhodnotit vliv faktar, které ovliviuji vysledek testu, zjistit reprodukovatelnost
a pesnost mieni a zhodnotit vliv dosaZzenégsnosti metody naresnost vysledného vyhod-
noceni koloidni stability piva.

5.3.3.1 Vliv rychlosti davkovani SASS

Rychlost precipitace proteirve vzorku piva a vytv@ni nefitelného zékalu poijani jedno-
razove nadprahové davky SASS je podle naSietghozich réfeni viadech vtéin az desitek
vtefin (Sladky [114,115]). ® standardnich podminkachéteni SASPL davkujeme SASS do
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vzorku o objemu 5 ml rychlosti 6 ml/hodki Béto rychlosti davkovani je rychlost 2my kon-
centrace SASS ve vzorku 0,1 ml/10 ml za 3GimteRychlost davkovani SASS je dostai&
mala ve srovnani s rychlosti tvorby proteinovychggitati, prah SASPL je na rychlosti dav-
kovani nezavisly.

5.3.3.2 Vliv teploty

Rozpustnost latek je zavisla na teplofypicka ukazka zemy vysledku SASPL v zavislosti
na teplo¢, nantiené na vzorku s¥iého piva, je zobrazena na obr.5.29. S rostoymoteu

rozpustnost proteinroste a vysledek SASPL se posouva k vySSim hodnoképlotni zavis-
lost v okoli standardni teplotydieni 25C je 0,01 na %C zmeny teploty. Teplotni zavislost
SASPL se mni pro ffizna piva v rozmezi 0,01 az 0,02 ml/10 ml f€ 1Ai udrZeni standard-
ni teploty ngteni v rozsahu 2& + 0,5°C je chyba SASPL #sobena fluktuaci teploty

v rozmezi + 0,01 ml/10 ml.
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Obr.5.29 - St_andardm' pr Gbéh zavislosti vysledku SASPL testu na teplot  é. Méfeno na vzorku
piva

5.3.3.3 Vliv pH
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Obr.5.30 - Standardni pr tbéh zavislosti vysledku SASPL testu na pH vzorku piva . pH bylo
upraveno malymi davkami HCI (pH = 1) a NaOH (pH = 11).
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Vliv pH na vysledek SASPL testu jsme&i nasledujicim pokusem. V rozmezi hodnot pH
od 3,5 do 5,5 jsme pH vzaikpiv upravovali malou davkou HCL a NaOH (do 2dha 5 ml
vzorku). Vysledek SASPL testu v zavislosti na pH@bdrazen na obr.5.30. S rostouci hodno-
tou pH roste hodnota SASPL. V rozsahu pH 4,1 azkteBy odpovida rozsahu pH standard-
nich piv, se vysledek testu wfaného vzorku fni v rozsahu 0,1 ml/10 ml.

5.3.3.4 Resnost a reprodukovatelnost testu

Vysledek SASPL testu je mnohem miéntlivy na zmény paramett méreni, nez test na ob-
sah tanoid a test na citlivé proteiny. Tvorba proteinovyclegpitati je rychld a nezavisla na
rychlosti davkovani SASS. Jednou z podminek k dasiaieprodukovatelnych vysledlje
zajiSeni dostaténé homogenizace SASS ve vzorku tak, aby nedoch&del@lni precipitaci
proteini i pro podprahové koncentrace SASS.

Pfi opakovaném rireni stejného vzorku jsme doséahli reprodukovateingstedki lepsi nez
+ 0,1 ml SASS/10 ml vzorku. Vysledek testuize byt ovlivien nestandardnostitipravy
vzorku, zvla&t pak &innosti odstragni CO, a zménou obsahu etanolu ve vzorkéhem te-
pani. V publikaci Sladky [114,115] byl zdokumentowdyznamny vliv dobyiepani vzorku
na vysledek SASPL testu.

Zakladni vyhodou SASPL testu ve srovnani s testarmithivé proteiny je moznost dlouhodo-
bého skladovani nasyceného roztoku siranu amonkéd, usnatije a zkracuje ipravu
testu ped vlastnim réfenim. Jako kontrolu roztoku SASS a celé aparatky 5 je mozné
provést SASPL test na roztoku PVP K90 (s konceh@akg/l), ktery se pouziva jako titra
¢inidlo pri testu na obsah tandgidRoztok PVP K90 je dlouhodélstabilni a pf SASPL testu
se na kivce vyvoje zakalu objevi vyrazny prah precipitacestrym narstem hodnot zékalu.
Poloha prahu je reprodukovatelnaregmosti £ 0,1 ml SASS/10 ml vzorku.

5.3.4 Owfeni vztahu titraénich testi a koloidni stability piva

Jako referetni metodu uteni koloidni stability piva jsme vybrali metodu ehjeného starnu-
ti tepelnym Sokovanim (Sokovaci test). Me#irqgzenou koloidni stabilitou piva a vysledky
Sokovacich tefitexistuje vysoka korelace, ktera byla potvrzena Moldughem [72]. Jako
standardni metodu nalezeni vztahu mezi vysledkp\&atich test a girozenou koloidni tr-
vanlivosti piva je mozné pouzit metodu ASBC [2].

MoZnost vyuZiti testu na obsah tanbisl pedkdpnutim SASS kipdpowdi koloidni trvanli-
vost piva jsme ofili nasledujicim pokusem. V provoznich podminkadboparu byly i-
praveny vzorky jednoho druhu piva s rozdilnym olesatanoid. Po pfichodu filtrem bylo
vystupni pivo rozéleno na d¢ ¢asti. Jedna&ast piva byla zbavena&itiny tanoid pricho-
dem pes stabilizani filtr s regenerovatelnym PVPP, drubast piva nebyla stabilizovana.
Michanim &chto piv v fizném pondru bylo ziskano 13 vzotks rozdilnym obsahem tandid
Tyto vzorky byly stéeny do standardnich 0,5 | NRW lahvi. Od kazdéhokizdbyla 1 lahev
vystavena zrychlenému starnuti tepelnym Sokovaopakovanim 48 hodinovych cykk 24
hodinami na 68C a 24 hodinami na°Q) a 1 lahev byla pouZita kdeni titrasnich test ko-
loidni stability piva.

Obsah tanoi@l nantreny testem beziflavku SASS se u vzaikpohyboval v rozmezi 0 az 40
davkovani PVP K90 detekovatelné maximum zai0maxa vysledek testu byl 0 mg/I#iP
meieni testu na obsah tandid gredkapnutim 0,5 ml SASS na 5 ml vzorku byla s#&na
nenulovd hodnota tanaidu vSech vzork. Rozsah nagfenych hodnot se pohyboval
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v rozmezi 12 az 82 mg/l. Vysledky testu bez (Tappa s gidavkem SASS (Tanoigys9
spolu koreluji s koeficientemi@paitu Tanoidygass = Tanoidy * 2,20 + 0,05. Vysledek testu
na citlivé proteiny se pohyboval v rozmezi od 7BBC pro vzorek s nejvySSim obsahem
ziskali i i meéfeni SASPL testu. Vysledek SASPL rostl u vZodpol&né s poklesem obsa-
hu tanoidi od hodnoty 1,95 ml/10 ml pro vzorek s nejvySSinsatiem tanoitl az po 2,16
ml/10 ml pro vzorek s nejnizSim obsahem tafoid

Vzorky byly stabilizovany stejnymi davkami StabifixStrong na obsah zakalotvornych pro-
teind a liSily se pouze mirou stabilizace na obsahitdncegenerovatelnym PVPP. Pokles
citlivych proteimi a nafist hodnoty SASPL Ize vystlit casténym odstragnim zakalotvor-
nych proteiri navazanych na tanoidy na PVPP filtru.

V obr.5.31 je vynesena zavislost nefelometrickéhtadgového zékalw90chill na obsahu
tanoidi vzorki métenych s pedkapnutim 0,5 ml SASS (Tanoiglgg. Chladovy zakal byl
nameéren na konci 7.cyklu teplotniho Sokovani. Mezi olesatltanoid a chladovym zakalem
je linearni zavislost.

30.0

Z90chill (EBC)

100

Tanoidy gass (Mg/l)

Obr.5.31 - Zavislost chladového zakalu Z90chillna  obsahu tanoid G vzork G méfenych
s predkapnutim 0,5 ml SASS. Chladovy zakal byl nam éFen na konci 7.cyklu
teplotniho Sokovani.

Vysledky navrzeného testu na obsah taim@giedkapnutim 0,5 ml SASS na 5 ml vzorku
jsou linear® uameérné koloidnimu zakalu vzniklému po definovaném e¢eplurychleném star-
nuti vzorki, a to i pro hluboce stabilizované vzorky, kte@ujstandardnim testem podle EBC
normy nerozliSitelné. Koeficient zavislosti mezntédy a vzniklym zakalem gpkonstantni
davce tepelného zatiZzeni) je zavisly na mnoha faektba nini se pro pivaizného slozeni,

s riznym obsahem kysliku, Zelezaigmym stupgm prokvasSeni, obsahem alkoholu, attl. P
zachovani standardnosti technologie a vstupnicbvsumize tento koeficientistavat pro
jeden typ vyrobku konstantni.

Pri stabilizaci piva absorbentem na bazi silikagety ébsorbentem proteih dochazi

k sowtasnému poklesu hodnot citlivych proteintanoidi. Pokles obsahu tandgidaz 30%)
neni wvici poklesu obsahu citlivych proteinzanedbatelny a vyvoj chladového zékalu takto
piipravenych vzorik béhem starnuti je ovlivn jak obsahem citlivych protaintak i obsa-
hem tanoid.
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Proto jsme fi zjisténi vlivu obsahu citlivych proteinna koloidni stabilitu piva zvolili odlisSny
pristup. K testovani jsme vybrali vzorky jednoho drytiva, které byly v provoznich pod-
minkach pivovaru stabilizovany jak na obsah polgférregenerovateinym PVPP, tak i na
obsah z&kalotvornych prota@irstabifixem Strong. Vzorky byly po filtraci a stébaci stae-

ny do 0,5 | NRW lahvi. K experimentu byly pouzZityorky st@ené kkhem jednoho tydne. Od
kazdého vzorku byla 1 lahev vystavena zrychlenétatnuti tepelnym Sokovanim (opakova-
nim 48 hodinovych cykls 24 hodinami na 8C a 24 hodinami na°Q) a 1 lahev byla pouzi-
ta k meteni titra&nich test koloidni stability piva. Na testovanych vzorcicyl bamgien ob-
sah citlivych proteifi v rozsahu od 5,5 EBC do 8,3 EBC, hodnoty SASPLLG®% ml/10ml
do 2,46 ml/10ml a obsah Tanéighss (s predkapnutim 0,5 ml SASS) v rozmezi 17 mg/l az 60
mg/l.

Na nangienych vysledcich jsme hledali maximalni miru karelanezi nefelometrickym
chladovym zakalerZ90chill métenym po sedmi cyklech Sokovani a mezi hodnotanaidén
a citlivych proteiri (SP). Hodnoty tanoida citlivych proteii jsme kombinovali virznych
typech zavislosti. Hledali jsme optimalni tvar Katei rovnice. Maximalni korelace bylo
dosazenoiptvaru rovnice

ZgoChiII =kl* -l-anSASSk2 * Sp<3 + k4 (52)

kde ky,ko,ks,ks jsou korel@ni koeficienty vypdtené metodou nelinearni regrese v programu
Origin, Tarsass— obsah tanoids gredkapnutim 0.5ml SASS &P — vysledek testu na citlivé
proteiny. Rovnice 5.2 odpovida rovnici chemickénovahy mezi prekurzory zakalu a vytvo-
fenym chladovym zé&kalem. NejlepSi korelace podlaime/5.2 je dosaZzeno pro hodnége

0,4 (viz. Tabulka 5.3) Vliv zakalotvornych protéitdany vysledkem testu SP nebo SASPL)
na velikost chladového zékalu je u namitemého druhu piva vyrazmizsi nez vliv tanoidl.
Rozdil v obsahu citlivych proteinod 5,5 EBC do 8,3 EBC #pobi zn¢nu chladového zakalu

0 0.95 EBC, tedy mé&nnez 10% celkové hodnoty. Diky tomuto faktu bylozmé najit kore-
laci meziZ90chill a hodnotami tanoida citlivych proteid (nebo SASPL) ve tvaru s
linearnich¢leni (Tabulka 5.3adek 5,6) bez vyrazného snizeni hodnoty spoletii®s

Vysledky jsou shrnuty v tabulce 5.3. Obsah tafididreluje s vytvéenym chladovym zaka-
lem s korel&nim koeficientem R = 0,913 i bez za&peni vlivu citlivych proteird. Vysledky
SP a SASPL testu s chladovym zakalem vyzrianakoreluji (R = 0,069).iPzapdaiteni spo-
le¢ného vlivu tanoid a citlivych proteiri stoupne korekmi koeficient na R = 0,955, simo-
datna odchylka vypdu chladového zéakalu klesne pouze z 1,64 EBC n& ERC. Stejnou
miru korelace dostaneme i pokud ve Wtpohodnoty SP nahradime n&mnymi hodnotami
SASPL.

Tabulka 5.3 — Korelace mezi chladovym zakalem a tit  raénimi nefelometrickymi testy

Pouzité titra éni Hodnota spo- Standardni odch.

testy Vypo étena korela €ni rovnice lehlivosti R 2 AZ90chill (EBC)
Tanoidysass (Tan) Z90chill = 0.2549* Tan-1.905 0.913 1.64
SP Z90chill =0.2853 * SP+ 7.4172 0.005 5.51
SASPL Z90chill= -0.0045*SASPL+1.985 0.005 5.58
Tanoidy*SP Z90chill=0.1113*Tan*SP** - 2.06 0.955 1.23
Tanoidy+SP Z90chill=0.268*Tan+0.348*SP-5.12 0.954 1.24
Tanoidy+SASPL | Z290chill = 0.268*Tan-1.310*SASPL+0.010 0.952 1.26
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Na obr.5.32 je vynesena zavislost chladového zakadiiEeného na konci 7.cyklu teplotniho
Sokovani) na saiinu obsahu tanoida citlivych proteii umocrgnych na 0,4. Obsah tandid
byl méten s pedkapnutim 0,5 ml SASS.

25.00 ; ; ;
20.00 - .
o 1 1 : .
@ 15.00 - ‘ ‘ ‘
w y= o.111§x -2.0163
z R’ =0.9553 | |
81000 f--------q g R
()]
N
5.00 f----------- et
0.00 3 ‘ ‘
0.00 50.00 100.00 150.00 200.00

Tanoidy sass (mg/l) * SP%* (EBC)

Obr.5.32 - Zavislost chladového zékalu Z90chillna  sou €inu obsahu tanoid G a citlivych protein G
umocn énych na 0,4. Obsah tanoid G méfen s p fedkapnutim 0,5 ml SASS. Chladovy
zakal byl nam éfen na konci 7.cyklu teplotniho Sokovani.

Velikost chladového z&kalu nerostéhbm starnuti linedgns casem. Typické gibehy kiivek
znazotujici zavislost chladového zakalu na dotepelného Soku, naffené na vzorcich

z predchoziho pokusu s rozdilnym obsahem tahaiditlivych proteiri, ukazuje obr.5.33. Ve
tvaru Kivek lze rozlisit d¢ zakladni oblasti. Po tzv. lag faziti fkteré neni chladovy zakal
mefitelny, nasleduje Uustova faze, ktera je charakteristicka jeho rychlymaristem.

S rostoucim obsahem tanbid citlivych proteiri klesa doba lag faze a roste rychlost tvorby
zékalu. Doba lag faze koreluje s naslednou rychtestby zakalu (Leemans [61))im je lag
faze delSi, tim pomalejSi je i nasledna tvorbadiého zakalu (vky se nikde neprotinaji).
Naméiené body Ize prolozit mocninnou funkci.

Z90chill

Teplé Soky (dny)

® Tan-50mg/| ®m Tan-33mg/l ® Tan-24mg/| ® Tan-12mg/| \

Obr.5.33 - KFivky vyvoje chladového zakalu Z90chill v zavislosti na dob é tepelného Soku pro
vzorky s r tiznym obsahem tanoid
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PrestoZe neexistuje vSeobeécakceptovana norma hodnoceni koloidni trvanlivpstj defi-
nuje si ¥tSina pivovai hrantni hodnotu akceptovatelného chladového (nebo perniaiho)
nefelometrického zakalu, jejiz dosazeni signalizgeec trvanlivosti vzorku. Obvyklou hra-
nicni hodnotou jsou 2 EBC. U vzarkpiv z predchoziho experimentu jsmecilir koloidni
trvanlivost jako dobu dosazeni chladového zakaltlBZ a oznéili T2(dny). Vzorky byly
tepelr® Sokovany v cyklech (viz. kap.4.2.2), doba T2 bylgoctena z hodnot chladovych
zakah nantienych v cyklu ped a po pekrateni hodnoty zakalu 2EBC linearni aproximaci.

Hledali jsme optimalni tvar korelai rovnice. Maximalni korelace bylo dosazero tparu
rovnice

T2(dny) =k * — © +k,*SP+k, (5.3)

ASS

kde ki,ko,ks jsou hledané koretai koeficienty, T2 — doba teplého Soku nutného k dosazeni
hodnoty chladového zakalu 2 EBCarsass— obsah tanoids gredkdpnutim 0,5ml SASSSP
— vysledek testu na citlivé proteiny.

25

20 A

15 +

Tzcalc (dny)

10 -

0 5 10 15 20 25
T2mer (dny)

Obr.5.34 - Porovnani hodnot koloidni stability nam éfenych metodou tepelného Sokovani T2y
s hodnotami T2, vypo étenymi z vysledk  titra €nich test G podle rovnice 5.3

Na obr.5.34 je zobrazeno porovnani hodnot kolosdalbility nangtenych metodou tepelného
SokovaniT 2ner S hodnotamil 2., Vypoitenymi z vysledi titracnich test podle rovnice 5.3
s koeficienty ziskanymi metodou nelinearni regrepeogramu Origin. Sirodatna odchylka
piedpowdi T2 je 0,51 dne, vliv citlivych proteinna koloidni trvanlivost je vyrazZmizsi nez
vliv tanoidi. Fri koeficientuk, = 0,45 a obsahu citlivych protdirvzorki od 5,5 EBC do 8,3
EBC je maximalni rozdil v iedpowdi koloidni trvanlivosti T2 zpisobeny proteiny 1,3
dne. Ri pouziti vysledk namérenych hodnot SASPL misto hodnot SP jsme dostai hiod-
noty koeficieni ky, ks (k; témef totoZzné), avsak totoZnou hodnotu spolehlivostiqaeni.

Nefelometrické titrani testy koloidni stability piva jsou schopné@povdét koloidni trvan-
livost piva. Vysledky modifikovaného testu na obsahoidi s predkapnutim SASS koreluji
s pirozenou trvanlivosti i u vzoiks nizkym obsahem zakalotvornych polyfénala kterych
je obsah tanoiilm¢teny standardni metodou nedetekovatelnyriggot nami néieného pro-
duktu jsme dosahlifiesnosti pedpowdi trvanlivosti lepSi nez 1 den teplého Soku. Tabol-
nota odpovidaiiblizn¢ jednomu nisici piirozené trvanlivosti (McMurrough [72]). Korelai
koeficienty pro vypoet predpowdi piirozené trvanlivosti se liSi pro jednotlivé druhy,pa to
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dokonce i pro piva vyrobena z jednoho druhu pomtechnologie HGB (High Gravity
Brewing) (viz.Sladky [117]). FestoZe je nutné &mvat korel&ni koeficienty pro kazdy druh
piva zvlag, neni to pilis caso¥ nara@né. K ziskani koretanich koeficient pro jeden produkt
(20 vzork) je nutné vynaloZit fiblizn¢ 16 pracovnich hodin pro &eni titra&nich tesh a 18
hodin (tj. de¥tkrat dw hodiny) pro ngeni chladovych a permanentnich zaéketorki po
kazdém cyklu tepelného Soku.

5.4 METODA SEDIMENTACE CASTIC

Castice s hustotouétdi nez okolni kapalina sedimentuji. Rychlost setfitace je zavisla
krome jinych parametr na hustat a velikostic¢astic (rovnice 3.36). Zaipdpokladu stejné
hustoty Ize metodu sedimentace vyuzit preenf distribuce velikositastic. K detekci zrn
koncentrace€astic ve vzorku je mozné vyuzit elasticky rozpwgdtia. Zmeéna zakalu nagte-
né véaset odpovida ubytku koncentra¢éstic v néficim objemu v danérgase.

Aparatura DATTS 2000 umdnje nefeni sedimentacéastic v kinetickém maodu &eni.
Méteni je mozné provétlv malych objemech od 5 ml ve zkumavkach éngiru od 18 mm,
v kyvetach se 100 ml az 250 ml vzorku, neliomp v uzavenych lahvich NRW (500 ml
vzorku). Vzorek je umigh v termostatované &fici komde aparatury. Teplota laZrje udr-
7ovana na konstantni tepid5 + PC. Koncentraci sedimentujicicfastic je nutné nastavit na
tak nizkou urovi, aby nedochézelo k jejich vzajemnému ostivani. Ri 0,1% objemové
praméru. Tato vzdalenost je dostaté k zajis¢ni nezavislosticastic. Koncentrace 0,1% je
fadow vysSi nez hranice detekovatelnosti aparatury DAPD80 pro nadmikronoveé sedi-
mentujici ¢astice. B naSich mdtenich jsme pouZzivali vzorky s koncentr&éstic nizsi nez
0,1%.

5.4.1 Vyhodnoceni sedimentaich kiivek

Objem vzorku uwtuje vysSku hladiny nad #ticim svazkem. Na obr.5.35 jsou vyneseny sedi-
menta&ni kiivky kulovych ¢astic silikagelu Biospher PSI a‘etini velikosti 15um (firma La-

bio Ltd. Praha), nagiiené i rizné vysce hladiny nad dficim svazkem (rzny objem vzor-
ku, vodni roztok, 2%C). V&tsi objem vzorku prodluZuje dobugieni, ale zvySuje rozliSovaci
schopnost réeni. Castice Biospheru byly navazeny a rozmichany ve &odroztoku. Mre-

ni bylo provadno az po dvou dnech od nateai, kdy doslo ke kompletnimu stedi¢astic.
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Obr.5.35 - Sedimenta €ni k¥ivky Biospheru PSI v zavislosti na vySce hladiny na  d paprskem.
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Sedimentace je detekovana poklesem absorbanceiffoga Gtlumu T signalu — rovnice
3.17), normalizované na hodnotu 1. Sedim@nitdiivky v grafu maji klesajici sigmoidni
priabéh ve tvaru ,S* s jednim inflexnim bodem. Sigmoidvear kiivek je typicky pro integral
z distribienich funkci. Pro vyhodnoceni sedimemizh Kivek bylo do ovladaciho programu
MZN Control implementovano prokladani n&mnych hodnot sigmoidnitfickou podle rov-
nice 5.4. Z proloZenychikek v grafu na obr.5.35 Ize ziskat dva zakladmapeetry:

to — inflexni bod sigmoidniikvky urcujici zaroveé ¢as maximalniho poklesu koncentrace
¢astic, ktery odpovida maximu distribuce velik@ststic,
dt — polostku sigmoidni Kivky, kterd odpovida polo&ie distribuce velikostiastic:
z)=A =72 (5.4
@+e®)
Automaticky proloZenéikvka neumo#uje rozeznat detaily distribuce velikosti sedimgntu

cich ¢astic, ale dava zakladni charakteristické paramé&terymi mizeme narérené vzorky
porovnavat. ProloZeni je vhodné pro monomodalrfibiscecéastic.

ProloZenim sedimentaich Kivek v grafu na obr.5.35 sigmoidnfikkou podle rovnice 5.4
jsme dostali hodnotty a dt pro tizné vzdalenosti giiciho paprsku od hladiny vzorku. Vy-
poétené hodnoty jsou vyneseny v grafu na obr.5.36.
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Obr.5.36 - Zavislost inflexniho bodu  t, a polosi fky dt sedimenta €ni kf¥ivky na vySce hladiny nad
meéricim paprskem. M éfena sedimentace €éstic Biospheru PSI, st Fedni pr amér €astic
15 um, teplota 25 °C, koncentrace 0,6 g/l, hodnoty absorbance byly nor  movany

Vypoctené hodnoty, adt jsou linearg zavislé na vySce paprsku od hladiny.&amce pro-
loZzené pimky hodnotamiy udava pevracenou hodnotu rychlosti sedimentaastic. Porir
smeérnic dt/ty charakterizuje dispersitu vzorku a je nezavislypbgmu vzorku.

V tabulce 5.4 jsou shrnuty vysledky n&ené natasticich Biospheru PSI ofetinim péiméru
d deklarovaném vyrobceth(um) = 7, 10, 15um.

Céastice Biospheru je mozné pouzit jako kalinisstandard pro @#eni zavislosti vzdalenosti
hladiny od ngficiho paprsku na objemu vzorku, fiapii pouziti nového typu zkumavekiiP
standardnich podminkach éreni (teplota, koncentrace Biospheru) v§ieone neznamou
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vzdalenosth pomoci rovnice 3.37 ze znameé rychlosti sedimentaaez naniiené hodnoty
inflexniho bodu sedimentai kiivky t,.

Tabulka 5.4- Parametry €éstic Biospheru

d@m) | S@m? | v(mm/s) | dtt,

7 38.5 0.0105 0.170
10 78.5 0.0185 0.166
15 176.6 0.0549 0.156

5.4.2 Sedimentace kvasnic

Stredni velikost bugk je u pivovarskych kvasnic jednim aldzitych parametr. V literature

(Egilmez [23], Laun [60]) je davana do souvislosti stavem populace bikn P kazdém

déleni burtk se z¥tSuje objem maiské buiky. Pro buiky kvasnic byl publikovan nést

objemu mat&ské buiky o 20% (Egilmez [23]). Byla potvrzena vzjemnaedtace mezi sta-
fim buiky (poétem ckleni) a jeji velikosti. $edni velikost buék a Stka distribuce jejich ve-
likosti je ukazatelem gmeérného sté populace a zastoupeni jednotlivych generaci.

V praci Kodedové [58] bylo provedeno srovnani sesfiteni kiivky s histogramem distri-
buci velikosti budk, métenym pomoci mikroskopu na vzorcich dajgji pouzivanych kme-
na pivovarskych kvasinek. Srovnani prokazalo vyznamkorelaci mezi velikosti bk a

jejich sedimenténi rychlosti.

1.2
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o o]

Absorbance (a.u.)
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0.2

0.0 } !
0 2000 4 000 6 000 8 000

0 PO ¢ P1 A P2 0 P3 x Pekarské kvasnice

Obr.5.37 - Sedimenta éni kf¥ivky vzork G kvasnic. PO - p fed prvnim nasazenim v CKT, P1 - po prv
nim nasazeni, P2 - po druhém nasa zeni, P3 - po t fetim nasazeni. Objem vzorku 5 ml,
vySka hladiny 13,5 mm nad m éficim paprskem.

Na obr.5.37 jsou vyneseny sedimeniiakiivky 4 vzorki provoznich kvasnic kmene 95, ode-
branych ze zasobniho tanku v pivovarském provozerky se liSi pétem nasazeni v CKT.
PO gred prvnim nasazenim a P1,2,3 po prvnim, druhéfatiant nasazeni. Naffenymi daty
byly proloZeny kivky podle rovnice 5.4. V tabulce 5.5 jsou shrnpgrametry proloZzenych
kiivek. Stedni plocha butk byla vypdtena podle rovnice 3.39 s pouzitim tabulkovych hod-
not hustoty vody r = 0,997 kgfa viskozity n = 0,8909 kg/m/s (BroZ [18]}i 25°C. Za hus-
totu burgk jsme dosadili prmé&rnou hodnotu r = 1,08 kgffrz rozmezi hodnot udavanych
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v literature (1,07 aZ 1,09 kg/fh Vzdalenost hladiny od &ficiho paprsku h = 13,5 mm byla
zjiStena kalibr&nim mefenim pomocicastic Bispheru PSI. Z&ast byla dosazena hodnota
¢asu inflexniho bodu proloZzené sigmoidni funkce

Tabulka 5.5 - Srovnani parametr @ vzork G kvasnic

Vzorek to(S) dt(s) dt/to | Scac(MM?) | Smik(M?) | dSmic(M?) | Smikd/dSmikr
PO 5049 620 0,12 41 49 10 0,20
P1 3646 504 0,14 57 67 15 0,22
P2 3132 547 0,17 67 77 21 0,27
Pekarské| 6318 854 0,14 33 28 6 0,21

Hodnoty Snikr jsou stedni hodnoty plochy giezu kvasnic, odgené ze snimk paizenych
pod mikroskopem (hodnoty byly n&keny a poskytnuty Ing. Dagmar Matoulkovou z VUPS).
HodnotyS.a aSmikrjsou v relativni shofl Odchylky mohou byt zjsobeny gkolika vlivy:

1) vlivem tvarucastic na sedimentai rychlost - biiky kvasnic nejsou kulové, ale maiji
tvar elipsoidu, vzdjemny paimvelké a malé poloosy elipsoidu se liSi péané staré
bunky, pwici buiky maji WtSi objem a nepravidelny tvar, kterym se vygapdliSuji
od ostatnich bugk;

2) vlivem hustotycastic na sedimentai rychlost - hustota kvasnic nemusi byt stejna pro
vSechny biiky.

Abychom minimalizovali tyto vlivy, byly vzorky praxznich kvasnic odebrany ze zasobniho
tanku po vice nez 2 hodinach lezeni od i@dgtCKT. Meéteni pod mikroskopem prokazalo, Ze
ve vzorcich nebyly tésit Zadné paici buiky, kvasinky byly ve stacionarni fazi. Trojnasobné
promyti vzorki a uloZeni v citrat-fosfatovém pufru navic homogeaje fyziologicky stav
burgk a zbavuje povrch bk adsorbovanych kal

NaSe vysledky prokazaly vyuzitelnost metodgiemi sedimentai rychlosti @i rozliSeni
vzorki kvasnic siiznou stedni velikosti a $kou distribuce. Metodu je moZné pouZzit
v podminkach pivovarskych provinznag. k optimalizaci odselu CKT tanki a k vylEru
kvasnic pro dalSi zakvaSovani.

5.5 METODA ACIDIFIKA ¢NIHO TESTU (AP TESTU) PRO MERENI VITALITY
VARE CNICH KVASNIC

5.5.1 Optimalizace metody réfeni acidifikaéniho testu vitality kvasnic

Test pro ndteni acidifika&ni schopnosti butk (AP test — Acidification Power test)ipodns
vyvinuty M. Opekarovou a K. Siglerem [83] bytqumétem zkoumanfady wdeckych pra-
covniki. Vzhledem ke své jednoduchosti a nedaosti na pistrojoveé vybaveni byly ¢které
modifikace testu zavedeny v laboridth v pivovarském, viiakém, mlékeském a peka
skéem pimyslu (Gatto [31], Kara [55], Malfeito-Ferreira [pRiis [91]) na kontrolu fermen-
tatni schopnosti kvasinek. V pivovarskych provozechgopzivan postup podle Kary [55].

Prib¢h acidifikaini kiivky a vysledek testu je ovliwm mnoha faktory. Kvasinky jsou Zivé
organismy a jako takové jsou citlivé naigpb uchovavani a postupigpravy ged nefenim.
Nekteré prace tykajici se AP testu tegvaly dostat&nou pozornost vSem fakton, které
ovliviwuji jeho vysledek a nerespektovaly specifické paiy pro négieny kmen kvasinek.
Zavedeni neuplného nebo nevhdédmevSeobeamého postupu do praxe vedlo ¢ab
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k nameieni nereprodukovatelnych vysladi k naslednému odmitnuti AP testu jako nehod-
nowérné metody.

Nasim cilem bylo zhodnotit viiv faktdy které ovliauji vysledek AP testu, optimalizovat
postup skladovani aipravy vzorki pred ngfenim a optimalizovat vlastni postugifeni tak,
aby bylo dosazeno vysleitlls maximalni reprodukovatelnosti.

5.5.1.1 Phibéh AP testu

V grafech na obr.5.38 a 5.39 jsou zobrazeny typpm#behy acidifikatnich Kivek v pribéhu
AP testu. Jsou zde zobrazerivky vyvoje pH, obsahu kysliku a vodivostitem testu. M-
feni se spoudlo po zaliti odvazenych kvasnic destilovanou vodooiomogenizaci suspenze
vortexem. Prvnich 10 minut testu probihala sporit@uidifikace bez wjSiho substratu.
Kvasnice spdtebovavaly ve vzorku rozpusty kyslik a vyuzivaly k respiraci viiiti energe-
tické zdroje. Po sp#gbovani kysliku se pH vzorku ustélilo. Hodnota ph$afena spontanni
acidifikaci je mirou vnitnich energetickych zdmjburek. V 10.minut byla gridana glukoza,
jejiz zpracovani hitkami se projevilo dalSi acidifikaci ¥$iho prostedi.
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Obr.5.38 - Typické k Fivky vyvoje hodnot pH a obsahu kysliku v pr ~ Gibéhu AP testu

AP test byl proveden s koncentraci kvasnic 1,5 gil destilované vody a s 5% finalni kon-
centraci glukdzy $ teplot 25°C. Destilovana voda jeden den po @atui obsahovala na za-
catku testu téri saturovanou koncentraci kysliku 8 mg/l. VeSkergliky byl spotebovan
béhem prvnich 4 minut testu. DalSiéfeni potvrdila, Ze kvasinky jsou schopny $pbbvat
veSkery kyslik ze vzorkudhem prvnich 10 minut spontanni acidifikaceti fadow nizsi
koncentraci bugk ve vzorku. U gkterych vzork s velkymi endogennimi energetickymi
zdroji byl kyslik spatebovan i Bhem prvni minuty ré‘eni. Nulové koncentrace kysliku ve
vzorku nebylo dosaZencifrem deseti minut pouze vipadech msfeni nizSich koncentraci
kvasnic za niz3i teploty pod ZD.

Béhem nereni AP testu jsme naifili hodnotu vodivosti u vSech vzaoikv rozmezi 100 az
300 uS/cm. Naiist vodivosti na z&tku testu byl natolik rychly, Ze se nam ho nepibala
zachytit.
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Obr.5.39 - Typické k Fivky vyvoje hodnot pH a vodivosti v pr ~ Gibéhu AP testu

5.5.1.2 Kalibrace hodnot absorbance na koncentrabunék

Jednim ze zakladnich faktgrkteré maji vliv na rychlost acidifikace, je kontece bunk
v roztoku. Pro ziskani reprodukovatelnych vystetistu je nutné zajistit definovanou kon-
centraci bugk ve vzorku s co nefiSi gresnosti.

V proceduite AP testu je definovana koncentrace dhuzajiS€na odstednim promytého
vzorku za definovanych podminek 3000 rpm po dobunirfut, dekantaci a odvazenirrep-
né vahy husté kvashié suspenze. Koncentrace kvasinek se pak fnjme gramech husté
kvasntné suspenze na objem vzorku.

Absorbance g4

2.5

Koncentrace kvasinek (g/15ml)

Obr.5.40 - Zavislost hodnoty absorbance A g5 na koncentraci kvasnic. Koncentrace kvasnic je
udavana v gramech odvazené husté kvasni €né suspenze na 15 ml objemu vzorku.
Méreno v aparatu fe YATA v kyvet é s optickou drahou paprsku 2 cm.

Zé&kaloner zabudovany v ifistroji YATA umo#iuje nalezeni vztahu mezi koncentraci dua
absorbanci (f vinové délce 660 nm — Absorbaggg a naslednou kontrolou odvazené hmot-
nosti kvasniné suspenze. Vztah mezi odvaZzenou hmotnosti suspge@asnic a nasitenou
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absorbanci je pro dany kmen kvasnic reprodukovatehelkou pesnosti a umaitije vyuzit
nantienou hodnotu absorbance jako miru koncentraceékbun

U pouzitetho kmene kvasmych burgk byla métenim na 50 provoznich vzorcich zisa
hodnota absorbance 3,96 + 0,03 pro odvazenou histoin® g hustych od&tdnych kvasnic
piidanych do 15 ml destilované vody (99/100 ml). Z&mmice kalibr&ni kiivky v grafu na
obr.5.40 vychazi gdni odchylka absorbance &ma stedni odchylce odvazené hmotnosti
odstedné suspenze kvasinek + 0,08 g/15 ml. Odchylky dizsare jsou zjsobeny rozdil-
nou distribuci velikosti kvasinek v jednotlivychorzich.

U tohoto kmene kvastnych burk byla opakovanym gfenim utena susSina 0,16 + 0,01 g
suSiny/g odsediné kvasniné suspenze. Opakovanyneienim byl pro pouzivany kmen
kvasnic uéen gepciitavaci faktor na pfet burgk: 50 milionim/ml burek odpovida 1g/100

ml hustych odsedénych kvasnic.

5.5.1.3 Teplotni zavislost AP testu

Metabolismus bukk je silrg zavisly na teplat prostedi. Se vaistajici teplotou roste rychlost
chemickych procds Teplota je jeden z paramitikteré maji na vysledek AP testu ngfi
vliv. V grafu na obr.5.41 jsou uvedeny acidiftka kiivky namgiené na jednom vzorku kvasi-
nek (z jednoho zasobniho roztokujppaveny sotiasr) pri riznych teplotach gfeni. Ri
vSech méfenich bylo odvazeno stejné mnozstvi hustéredsié kvasniné suspenze 1,5 g a
15 ml destilované vody..
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Obr.5.41 - Vliv teploty na pr ubéh acidifikace v p tGbéhu AP testu

Pti vystaveni kvasinek tepldthad 55 °C mizi jejich aktivita ve spontanni i glukosou indu-
kované fazi. Z grafu je patrné, Ze seistajici teplotou roste pH v desaté minattim klesa i
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hodnota AR,. U glukosou indukované acidifikace AP hodnota teqloty nad 2%C paradox-
né klesa.

Pro zajiséni maximalni reprodukovatelnosti AP testu je tedyn@ zajistit konstantni teplotu
méteni. Ri vSech naSich #fenich byla termostatem udrZovana teplota 25,0 £C0,1
Z teplotni zavislosti vysledku AP testu n&eného na 10iznych vzorcich kvasnic jsme zis-
kali sttedni chybu rireni, zgisobenou teplotou + 0,01 jednotek PEY

5.5.1.4 Dosazeni maximalni hodnoty AP

Jako miru fermentai schopnosti vzorku béh je nutné brat maximalni hodnotu AP dosazi-
telnou na daném vzorku. DosaZeni maximalni hodA&tyzavisi krond nastaveni paramétr
testu také na podminkach v kterych sékyunachazeji. Vysledek AP testu zavisi nejen na
vlastni vitalig¢ burgk, ale je vyrazé ovlivnén i endogennimi energetickymi zdroji hithn
Kvasinky s velkymi endogennimi zdroji, nagerstw odebrané z propagace, mohou pp p
dani glukosy pomalu acidifikovat, coz se ve vyslegkojevi zkresletinizkou hodnotou AP.
Hladowni burek s vysokymi endogennimi energetickymi zdrojigpbuje zvySeni vysledné
hodnoty AP az na gitou maximalni hodnotu. DalSi hladéni pak zfisobuje pokles hodnoty
AP. Maximalni dosazenou hodnotu AP povaZujeme ravspu. Abychom og#ili vliv hla-
downi na vyslednou hodnotu AP, zavedli jsme do prooegtipravy vzorki krok definova-
ného hlado¥ni.

5.5.1.5 Vliv doby skladovani vzork

Kvasinky jsou Zivé organismy a jejich fyziologickjav se rani s dobou a Zjsobem sklado-
vani. Z hlediska praktického vyuziti acidifikéiho testu je dleZité najit takovy zfisob skla-
dovani odebranych vzaik ktery minimalg ovlivni vysledek testu dnem co nejdelSi doby
skladovani.
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Obr.5.42 - Vliv doby skladovani na vysledek AP test  u. AP hodnoty byly normalizovany na hod-
notu nam &Fenou bezprost fedné po odb &ru. VVzorky byly skladovany na2 °C pod
pivem. Data jsou pr Gmérem z deseti vzork .

Provedli jsme srovnavacidgfeni vzorki, uschovanych zaiznych podminek. Kazdy odebra-
ny vzorek jsme Setenodstedili (1000 rpm, 5 minut) , roztlli jej do zvlastnich nadob a zalili
raznymi roztoky. Pro srovnavacidgieni jsme pouzili odgediny supernatant (wodni pivo),
0,02 M fosfatovy pufr pH = 4,5, PBS roztok, fost#tratovy pufr pH = 4,5 a vodu nasycenou
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CO,. Takto vytvdené zasobni roztoky byly skladovany v ledniiitpplo& 2°C. Kazdy den
byl odebran z kazdého zasobniho roztoku vzorek &emstandardni AP test. U vzérkkla-

dovanych pod pufry a vodou nasycenou,®@ od tetiho dne skladovani n&ben vyrazny
pokles AP vysledku Yadu desitek procent. Pouze u vzorku skladovanétdgpamdnim pi-

vem nebyl pokles zaznamenan. Opakovaiiprgva sady vzork vysledky potvrdila. Proto
jsme se déle sousdili na skladovani vzotkpod pivodnim pivem.

Na obr.5.42 je zobrazetasovy vyvoj vysledku AP testwbem skladovani podapodnim
pivem. Hodnoty AP jsou pro kazdy vzorek normalizoyé&a hodnotu naséiienou v den odb

ru. Vysledky jsou pimérem z deseti vzotk Béhem prvnich 3 dihpo odebrani vzorku hod-
nota AP testu rostergjme v disledku hladoeni burgk. DalSi ti dny je hodnota APfjblizné
konstantni a poté Zame pomalu klesat. J&51.0.den je pimérny vysledek AP testu o 3%
mensi nez maximalni dosazena hodnot&iedi prokazala, Ze vzorky je optimalni skladovat
pod pivodnim pivem za teploty’2 a to po dobu 6 dni bez vyrazné ztraty vitality.

5.5.1.6 Vliv promyvani vzorki

Dulezitost gripravy vzorkKi promytim destilovanou vodourgd vliastnim réfenim je doku-
mentovan na obr.5.43, n@gmz jsou vynesenyilvky vyvoje pH Ehem acidifik&niho testu,
provedeného na jednom vzorku pikalika promytich destilovanou vodou (viz kap.4.3)3
Kazdé nésledujici promyti vzorku zvySuje hodnotu Mezi vysledky testu po 2. a 3.promyti
je jiz minimalni rozdil, 3-ndsobné promyti je ddsijici k ziskani maximalni AP hodnoty.
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Obr.5.43 - Vliv promyvani vzork @ na prubéh acidifika énich k fivek v pr ilbéhu AP testu

V grafu na obr.5.44 je vynesena&m AP hodnoty f&d a po 3-nasobném promyti ngena

na 25 vzorcich. Promyti vzarkzvysilo stedni hodnotu AP o 0,35 jednotek a snizilo stan-
dardni odchylku (SD — standard deviation) AP hadn@,17 na 0,09. Vy3sSi SD nepromytych
vzorki je Z'ejmé zpisobeno rozdilnou pufrovaci kapacitou roztok

3-nasobné promyti vzoikkvasinek destilovanou vodou odstrani material dos@ny na
povrchu bugk béhem gredchozich kvaSeni a snizi pufrovaci kapacitu razt@@rove s tim
snizuje endogenni zdroje kvasnic a dostava je doramiho fyziologického stavu idealniho
pro dosazeni maximalni AP hodnoty.
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Jako dalSi kontrola dostéteho promyti kvasinek byl &en zakal supernatantu slitého ze
vzorku po odsedni. Po tetim promyti klesl prmérny zakal supernatantu na hodnotu 0,30 +
0,05 EBC, ktery je jiz okem nepashnutelny.
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Obr.5.44 - Vliv trojndsobného promyti na vysledek A P testu. Data jsou pr mérem z 25 vzork 4

5.5.1.7 Vliv podminek skladovani vzorik mezi pfipravou a vliastnim méenim

Pri pripraw vzorki pro AP test (promyvanim a odstovanim na centrifuze) Izefipravit
souwasre pocet vzorki, ktery odpovida pdu mist pouzité centrifugy. Vlastni AP test trva
minimalné 20 minut a provadi se pouze po jednom vzorkugkiemych gipravenych vzork
muze doba meziffjpravou a vlastnim stenim dosahnout igkolika hodin. Abychom ogfili
vliv této doby na vysledek AP testu, provedli jsmésledujici kontrolu. Z jednoho vzorku
jsme gipravili promytim a odsedénim na centrifuze s@asré nékolik stejnych vzork, které
jsme po poslednim odstini ponechali fi pokojové teplat pod supernatantem. Po haglin
jsme odebirali po jednom vzorku, dekantovali, o@dvdz5 g odstedné suspenze a provedli
AP test.
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Obr.5.45 - Vliv doby mezi p Fipravou a m éfenim na vysledek AP testu u vzorku kvasnic sklado-
vaného 4 a 10 dnina 2 °C pod pivem.
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V grafu na obr.5.45 jsou porovnany vysledky APuastéhoz vzorku, gteného 4. a 10. den
skladovaniCtvrty den skladovani maji biky jes¢ dostaténé endogenni energetické zasoby
a po promyti neztraceji svoji vitalitu po dobu mmdlne 5 hodin. Po deseti dnech skladovani
doSlo ke snizeni vitality bék a vysledek AP testu klesl o 0,23 jednotek. U tohezorku
casova prodleva mezi promytim &ifenim zggisobila dalSi vyrazny pokles AP hodnoty.

Opakovéani mireni na vice vzorcich potvrdilo, Ze u kvasinek stlathych maximal&4 dny
nemacasova prodleva meziipravou vzorku a vlastnimdreni kratSi nez 5 hodin negativni
vliv na nangtenou hodnotu AP.

5.5.1.8 Vliv doby hlado¥ni za aerobnich podminek

Abychom owili, Ze 3-nasobné promyti kvasinek destilovanouowoge dostaténé k dosaze-
ni maximalni hodnoty AP, zavedli jsme do proceduiipravy vzorki dodateény krok hlado-
véni za aerobnich podminek. Promyté vzorky byly pslganim odsedini zality destilova-
nou vodou, michany za pokojové teploty po definawadobu a teprve poté naposledy od-
stredény a znéena AP hodnota podle standardni procedury. Na difr j&¢ vynesena zavis-
lost vysledk AP testu na dabhladowni. Aby bylo mozné vysledky srovnavat, byla pro-kaz
dy vzorek provedena normalizace AP hodnot na vgsldiez hladogni. Bylo prongteno 20
vzorka skladovanych 0 az 4 dny od @b a 20 vzork skladovanych 4 az 8 dni od cuib.
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Doba hladov éni (min)

= Skladovany 0-4 dny Skladovany 5-8 dni

Obr.5.46 - Vliv aerobniho hladov éni na vysledek AP testu pro vzorky s rozdilnou dobo  u sklado-
vani. Data jsou pr amérem z 12 vzork U se SD.

U vzorki, které byly skladovany maximai@ dny od odbru, AP hodnota &hem prvnich 60
minut hlado¥ni lehce rostla (2%) a potédstavala konstantni. U vzarkkteré byly skladovéa-
ny déle nez 4 dny, byly jizZ endogenni energetiak®je ¢ast&né vycerpany a dodateé hla-
doweni jiz od z&atku zmisobovalo pokles AP hodnoty. Po 6ti hodinach hlgdowdoslo k
vyraznému poklesu hodnoty AP. Jak fejmé z obr.5.46, dodateé hlado¥ni ma na kvasin-
ky podobny vliv jako promyvani. Vzhledem k tomu,adowni m& na kvasinky jiz jen mi-
nimalni vliv, byl tento krok z procedury v dalSitgstech viazen.

5.5.1.9 Zavislost AP hodnoty na koncentraci kvasaia glukosy

Zvyseni koncentrace kvasnic a glukosy urychlujébgin acidifikace vzorku a zvySuje jeji
arovei. Zrychleni a prohloubeni acidifikace zkrati dobuani testu a zuSi rozliSovaci
schopnost. K oseni vlivu koncentrace kvasnic a glukosy na vysledéktestu byla prove-
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dena sada #iieni se standardnitipravou vzork a rozdilnymi odvazenymi koncentracemi
kvasnic a fidané glukosy (frzné objemy 50% roztoku glukosy).

V tabulce 5.6 jsou vyneseny hodnoty AP testu @mnou koncentraci glukosy a kvasinek.
Pro koncentrace bgh vétSi nez 9g/100 ml vzorku a koncentraci glukostsivnez 3% se na-
meiend hodnota AP nefni, neni zavisla ani na jedné z koncentraislg v tabulce vyznze-
na twneé). AP hodnota dosahuje maximalni satmighodnoty. Ani vysoka koncentrace gluko-
sy 5% neovliviuje negativi vysledek testu, naopak zajife dostaténou Urové substratu v
roztoku Ehem celé doby jeho trvani.

Tabulka 5.6 Hodnoty AP pro r (zné koncentrace bun ék a glukosy

Koncentrace glukozy (%)
Koncentrace kvasinek 0.2 1.0 1.6 3.2 5
(9/100 ml) AP

3.6 1.44 1.70 1.70 1.71 1.71

6.0 1.45 1.78 1.80 1.82 1.82

8.0 1.43 1.82 1.84 1.88 1.90

9.0 1.42 1.83 1.85 1.88 1.92

12.0 1.42 1.84 1.86 | 1.89 1.92

¥ podminky podle Kary[55]; &né pismo — satuéai podminky testu
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Obr.5.47 - Zavislost pr abéhu acidifikace b éhem AP testu na koncentraci p  fidané glukosy. Kon-
centrace kvasinek 9g/100 ml

V grafu na obr.5.47 jsou vyneseny hodnoty AP testuniznou koncentraci glukosyigkon-
stantni koncentraci kvasinek 9g/100 ml. Kvasinkyfté @i tomto meteni dosahovaly hod-
noty AP = 2,0; jejich vitalita byla vyraZnnizsi nez u &kterych vzorki, které dosahovaly
hodnoty AP ¥tSi nez 2,5. | fes tuto relativéd nizkou vitalitu dochaziip nizSich koncentra-
cich glukosy k jejimu werpani Bhem testu, AP hodnota nedosahne maximalni hodNaty.
obr.5.47 jsou acidifikéni kiivky po pidani glukosy pro koncentrace glukosy 1,0 %, 3,0 %,
5,0 % téngi totozné. Od 18.minuty seiltkka pro vzorek s 1% (wodni koncentraci glukosy
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odchyluje od ostatnich. Hodnota AP je v 20.ménui0,09 niZSi neZz hodnota AP dosazehia p
vySSich koncentracich glukosy.

Jako standardni parametry budeme v dalSich teptactivat satukani koncentrace 9g/100 ml
(1,5 g/15 ml) odsednych kvasnic a 5% glukosy. Toto nastaveni byfonzajistit dosazeni
maximalni hodnoty AP a minimalizovat vliv koncertiekvasnic a glukosy na vysledek testu.

Koncentraci kvasnic je mozné sanwmg pouzivat nizsi. V takovemiipact je vSak nutné
brat do Uvahy zavislost vysledku AP testu na p@ukdncentraci. Chyba vysledku AP testu
se zvySuje o chybu apobenou negsnosti ureni koncentrace kvasnic a doba trvani testu se
prodluzuje. Vyhodou nizSi koncentrace kvasnitzebyt tSi podobnost podminek testu se
skut&nou provozni fermentaci, kde se dosahuje maxim@udhoty 1g hustych kvasnic na
100 ml vzorku.

5.5.1.10 Vliv flokulace a sedimentace kvasinek ngsledek AP testu

Rychlost michani je dalSim Zil@zitych faktoti ovliviiujicich vysledek AP testu. Vliv micha-
ni dokumentuje obr.5.48.fiPméreni 20 ml vzorku spodnkvasicich a daie flokulujicich
kvasinek kmene 95 afiprychlosti michani 150 rpm Iy rychle flokuluji a sedimentuji.
Rychla sedimentace jeggima z rychlého poklesughy jiz v praibéhu spontanni acidifikace
pied gidanim glukosy.
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Obr.5.48 - Vliv rychlosti michani na pr Gbéh acidifikace b éhem AP testu. A660 — hodnota absor-
bance. M éfeno na aparatu fe YATA v kyvet é s optickou drahou sv étla 2cm.

Pridani glukosy zfisobi postupnou deflokulaci a rozptyleni kvasinedbjemu vzorku, pozo-
rovatelnou jako postupnyist absorbance vzorku, spojeny s velkymi skoky wvniotidabsor-
bance zpsobenymi deflokulaci buk ve velkych shlucich. Nizka koncentrace kvasinek
v objemu vzorku po ffidani glukosy zfysobi nizkou acidifikaci, kterd se projevi v chybn
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nizké vysledné hodndiAP testu. ZvySenim oték michani nad 200 rpm se zabrani flokulaci
a sedimentaci buk (je Zejmé z pibéhu absorbance), které&stdvaji rozptylené v objemu
vzorku a acidifikéni kiivka ma standardni fio¢h.

Monitorovani hodnoty absorbancethlem ngifeni umo#uje kontrolovat, zda nedochazi
k nezadouci flokulaci a sedimentaci BknRychlost michani je nutné udrZovat na dostgéte
vysoké hodnattak, aby k nezadouci flokulaci a sedimentacidaumedochézelo.

5.5.1.11 Zavislost vysledku AP testu na dob acidifikace

Abychom owili, zda neni mozné dosahnoutt$i citlivosti AP testu prodlouZzenim dobym
feni, provedli jsme srovnani standardnich AP hodpidtode&teno ve 20.ming) s hodnota-
mi AP vypaitenymi z pH odé&eného v 25. mindtod z&atku testu u souboru 60 provoznich
vzorka, mérenych podle optimalizované procedury. Vysledky jsmbrazeny v grafu na
obr.5.49.

Z grafu je ¥ejmeé, Ze hodnoty AP odené ve 20.mingt(standardni AP) a 25.miru{AP-
25min) spolu koreluji s vysokou hodnotou koeficieRt = 0,987. Swrnice prolozené ifimky
je ténei 1. Hodnoty AP-25min jsou vySSi o 0,095 nez stammiahodnoty AP pro vzorky
v celém rozsahu. Prodlouzeni dobyteni testu zvysi vysledné hodnoty AP, ale nezvyhi ci
vost testu.
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Obr.5.49 - Srovnani vysledku AP testu p  Fi ode €teni hodnoty pH ve 20.minut & (AP-20min) a ve
25.minut & (AP-25min) od za €atku m éFeni. Nam éfeno na souboru 60 vzork U provoz
nich kvasnic.

5.5.1.12 Optimalizovany postup AP testu
Na zaklad predchozich vysledkjsme navrhli optimalni nastaveni parameaP testu:
- vzorky jsou skladovanyip2 °C maximali 5 dni od odbru;

- kvasinky jsou 3x promyty destilovanou vodou (2 mihuta @ 1000 rpm (145 x g), 1x
10 minut @i 3000 rpm (1400 x g) ;

- mnozstvi kvasinek je odvazeno v rozsahu 9 — 12 f0@aml vzorku;

- mnozstvi glukosy je davkovano na kéneu koncentraci 5% (1,5 ml 50% glukosy na
15 ml vzorku);
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- michéani vzorku je nastaveno na 200 rpm, aby seamdbrflokulaci kvasinek (spravna
rychlost michani zavisi na kmenu kvasinek a geanmetici komory);

- bshem ng&teni je udrZzovana konstantni teplota vzorku 25005°C.

Tento optimalni postup AP testu zdjife dosaZzeni maximalni hodnoty AP testu s maximalni
reprodukovatelnosti a minimalni SD.

5.5.1.13 PPesnost a reprodukovatelnost AP testu

Optimalizovany AP test se vyz&ige vysokou reprodukovatelnosti. Pokud jsou dodrzen
podminky gipravy vzorku, vysledek opakovaného testu proveldemé jednom vzorku dava
standardni odchylku + 0,7 %, ktera je dana chybdumetru. Chyba ®teni jednoho vzorku
kvasinek ¥etné kompletni pipravy vzorku je £ 2 % (&feno na 25 vzorcich kvasinek, kazdy
meien 3x etnt kompletni pipravy).

5.5.2 Ov¥reni AP testu

Abychom owili uzZitecnost AP testu k @eni vitality provoznich pivovarskych kvasinek,
provedli jsme sadu srovnavacickieni na vzorcich odebranych v provoznich podminkéach.

5.5.2.1 Srovnani vysledik AP testu s ferment&ni schopnosti kvasinek

Pro ov¥teni schopnosti AP testugapowdét ferment&ni schopnost kvasinek jsme provedli
na sad vzorki srovnani vysledku AP testu s doboutpbhou k prokvaseni cylindro-konic-
kého tanku (CKT) v pivovarském provoze. Vzorky kna& byly odebrany ze z4sobniho tan-
ku pred zakvasenim CKT. Na odebranych vzorcich bylachana AP hodnota a zaraveyla
zaznamenana hodnota,J— ¢as v hodinach, za ktery byla mladina v CKT prokvaSea po-
lovinu pavodni stupiovitosti. Cas Ty, charakterizuje prvnfast fermentace, kdy je rychlost

2.70 ; ; ;
y =-0.0055x + 2.779 ! !
R?=10.228 1 1
260 - - [ P [
‘ 1 .
D— | | :
< 250 b -\ | |
l l n u
240 - b e R
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30 40 50 60 70

Cas fermentace T 4, (hodin)

Obr .5.50 - Korelace vysledku AP testu s fermenta  €ni mohutnosti danou provozni hodnotou T 15
— dobou prokvaseni mladiny v CK T tanku na polovinu p Gvodni stup Rovitosti

vice zavisla na vitalit kvasinek a mé&hna sloZzeni mladiny. Mladina v prviiasti kvaseni
obsahuje dostatek zkvasitelnych dukPro srovnani byly vybrany pouze vzorky kvasinek,
kterymi byla zakvaSena CKT s jednim druhem pivjantladinou se stejnou stipvitosti,
totoZznym sloZenim a technologickym postupdipravy.
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Na obr.5.50 je vynesena vzajemna korelace vyslédk testu a hodnot.k . Nizka korelace
hodnot ukazuje, Ze fioch fermentace v provoznich podminkéch &ikdvisi na dalSich pro-
meénnych, jako nap na sloZzeni mladiny, zakvaSovaci koncentraci kedsikonstrukci a cha-
rakteristice chlazeni kazdého CKT. Tyto ptamé maji srovnatelny vliv na {dsch kvasSeni
jako vitalita kvasinek, a proto maskuji zavislosilghu fermentace na ni. VSechny testované
vzorky kvasinek byly velmi vitélni, jejich AP hodtzose pohybovala v malém rozmezi hod-
not od 2,4 do 2,6. 8&iem obdobi, kdy byly vzorky odebirany, nebyl nafepainy vzorek s
vyznamt niz8i hodnotou AP.

5.5.2.2 Zavislost fermenté&ni mohutnosti kvasinek a AP na pétu nasazeni v CKT

Abychom byli schopni rozhodnout, zda je nizka kacelhodnot AP a1k zpisobena rozpty-
lem Ty, hodnot, rozdlili jsme meéiené vzorky do skupin podle o nasazeni kvasinek v
CKT. Pro kazdou skupinu byly vypteny stedni hodnoty a standardni odchylky AP g T
hodnot. Vysledky jsou zobrazeny v grafech na obt.% 5.52.
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Obr.5.51 — Zavislost T 4, (doba prokvaSeni mladiny v CKT tanku na polovinu p  Gvodni stup Rovi-
tosti) na po €tu nasazeni kvasnic v CKT. Data jsou pr Gmeérem z dvaceti vzork 0.

Graf na obr.5.52 znazauje vliv opakovaného nasazeni kvasinek v CKT nialjderments-

ni mohutnost. S gbem nasazenias fermentace 1k roste, picemz fermenténi mohutnost
kvasinek klesa. Standardni odchylka kazdé skupawyki dosahuje 20% hodnoty @gvySu-

je rozdily mezi skupinami vzoik Tento vysledek Ize vystlit minoritnim vlivem kvasinek
na rychlost kvaSeni ve srovnani s jinymi vlivy. bré.51 jsou vyneseny pouze hodnoty od 0
do 3 nasazeni. V provoze, ze kterého byly odebivaonyky, se k zakvaSovani CKT pouZzivaji
kvasinky pouze maximadrttyiikrat.

Hodnota AP nartfena na stejnych vzorcich sgem nasazeni kvasinek klesa, standardni
odchylka pro kazdou skupinu vzdrie 2 az 3%. AP hodnota odrazi @am vitality kvasinek

pii opakovaném nasazeni kvasnic v CKT. Standardnhykia AP hodnot roste s pim
nasazeni v CKT, opakovanym nasazenim kvasinek &8ue rozdil mezi vitalitou jednotli-
vych vzorki ve skupig. Nizka korelace mezi vysledky AP testu a provozparametrem 1l

je tedy zfisobena fevazrié velkym rozptylem hodnot {J,.

Porovnani sednich hodnot AP aif pro kvasnice z jednotlivych generaci (tj. po dargon
¢tu nasazeni v CKT) z gnab.51 a 5.52 je zobrazeno na obr. 5.53.
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Obr.5.52 — Zavislost AP hodnot na po ¢€tu nasazeni kvasnic v CKT. 0 — ¢erstvé kvasnice z propa-

gace, 1, 2, 3, 4 — kvasnice po p rvnim, druhém, t Fetim a €tvrtém nasazeni v CKT. Data
jsou pr tmérem z dvaceti vzork Q.
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Obr.5.53 — Korelace vysledku AP testu s fermenta  €ni mohutnosti danou provozni hodnotou T 4,
pro vzorky kvasnic rozd élené do skupin podle po ¢&tu nasazeni v CKT

5.5.2.3 Distribuce vitality kvasinek ziskanych @i odstielu CKT

Abychom demonstrovali moznost praktického vyuzZill #estu ke zkoumani vlivu provoznich
podminek na kvasinky, provedli jsme nasledujigfeni. Odebrali jsme vzorkyhem odste-
lu CKT v 30-minutovych intervalech. Na odebranyaorcich jsme zftili hodnotu AP (3x
kazdy vzorek). Vysledky #teni jsou vyneseny v grafu na obr.5.54. Vysledekt@&$tu je
témet konstantni pro vzorky odebranéhiem celého od&tlu, pouze na prvnim vzorku ode-

s

braném na zstku byla naréena nizSi hodnota AP.

Prvni odebrany vzorek pochazi z kvasinek ze dnasdCKT nadoby. Tyto kvasinky sedi-
mentovaly prvni a lezely na @émadoby nejdéle,fjgemz byly vystaveny vysokému hydrosta-
tickému tlaku. Bhem odsielu CKT neodtékaly kvasinky vrstvu po vr&phale dochazelo k
jejich miSeni a homogenizaci; tento procesésobil vyrovnani hodnot AP u dalSich vzark
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Prestoze rozdily nagiienych hodnot AP krognprvniho vzorku byly totozné v ramci chyby, je
zde pozorovatelny trend. NejvysSi AP hodnotu, ¥ fedtalitu, maji vzorky odebrané mezi
30. a 90. minutou odlu, dale vitalita vzorku klesa. Na&bena data podporuji vSeobé&cn
prijimany fakt, Ze k oftovnému zakvaSovani se nejvice hodi kvasinkyizelsicasti odste-
lu. Vysledek testu se iie vyrazi liSit pro jednotliva CKT a lze ho vyuZittipoptimalizaci
skéru a Uschovy kvasinek pro dalSi zakvaSovani CKT.
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Obr.5.54 - AP hodnoty zm éfeny na vzorcich kvasnic odebranych v 30ti-minutovyc h interva-
lech p Fi odst felu z CKT.

5.5.2.4 Vliv chlazeni na vitalitu provoznich kvasiek

Fermentace v provoznich podminkach pivovaru prolil@KT pri teplotach nad 16C. Na
konci fermentace jéast kvasinek uschovana v zalozZnich tancich proagsni dalSich CKT.
V zaloZnich tancich jsou kvasinky udrZovarytpplo& okolo 4°C. V ngkterych pivovarech
jsou odstelené kvasinky zchlazeny nadpskovych chladiich tak, aby do zasobnich taink
pritekly jiz na skladovaci teplét Rychlé ochlazeni kvasinekiiie byt jeden z technologic-
kych kroki, ktery negativay ovlivni jejich vitalitu. Abychom zjistili vliv chhzeni, odebrali
jsme po 3 vzorcich kvasinek z 1., 2. a 3. mlstpred a za chladem a prondtili na nich AP.
Vysledek zobrazeny v grafu na obr.5.55 ukazujectl@zeni nemé zadny vliv na vitalitu

vzorku.
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Obr.5.55 - Vliv provozniho chlazeni na vitalitu kva  snic po 1., 2. a 3. nasazeni v CKT
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5.5.3 Shrnuti

Sledovali jsme vlivitznych faktoti tzn. teploty, doby a Zgobu skladovani ifpravy vzork,
koncentrace butk a glukosy na vysledek AP testu. Optimalizovaigsproceduru testu tak,
abychom doséahli maximalni hodnoty AP s maximalprodukovatelnosti a minimalni stan-
dardni odchylkou, sifhlédnutim k maximalni Uspe casu a praceippripraw vzorki. Opti-
malni parametry testu jsme zjiali mefenim na provoznich vzorcich kvasinek sppiva-
siciho kmene s oztenim 95 (shirka kvasnic VUPS), ktery je nejréesijSim kmenem vyu-
Zivanym pro pipravu piv typu Pilsener €R. Optimalni podminky se mohou prizné kme-
ny kvasinek liSit, zakladni faktory, které owviyji test a postup optimalizace, vSalstavaji
stejné.

Abychom owfili vyuzitecnost AP testu, pouZzili jsme jeho optimalizovanowgaduru
k zjisteni vlivu nekterych technologickych posttw pivovarnictvi na vitalitu kvasinek.

Snaha o urychleni &reni AP testu vedladkteré autory (Cunningham [21]) k vynechéani faze
spontanni acidifikace bez substratu a denfi AP hodnoty pouze z poklesu pH viimihu
glukosou indukované acidifikace. Je nutné poznammeeafysiologicky stav buik se odrazi
ve schopnosti metabolizovat jak \mit, tak vigjSi energetické zdroje. Procesy, které &ast
ni obou fazi acidifikace, jsou komplexni (produk®®;, ¢innost H-ATPasy, export organic-
kych kyselin, vyngéna K'/H" - Sigler [105]) a jejich vzajemny pamse ngni v jednotlivych
subpopulacich bwk. Hlavni charakteristicky parametr pro dany vzoelkon&né pH, kte-
rého se dosahne po provedeni kompletniho AP tektkteré vzorky maji atypicky velkou
spontanni acidifikaci (zvla&tu burek s velkymi endogennimi zdroji), ktera je pak néshea-
na relativie menSi glukosou indukovanou acidifikaci. Podolnorky s velkymi endogenni-
mi energetickymi zasobami (nag propagace) mohou ¥ipad, Ze nejsou vystaveny dosta-
tecnému hlado¥ni, vykazat nizkou hodnotu AP.

Vypocet hodnoty AP odgenim namdifené hodnoty pH od referémi hodnoty 6,3 byl zaveden
jiz v praci Siglera [104]. pH = 6.3 odpovida pK ®mu CQ—- HCQ;™ a zarove pribliznému
intracelularnimu pH kvasémich burk. Na z&atku nefeni jsou kvasinky fiddavany do desti-
lované vody. lontové sila roztoku je mala a hodqdenangrena pH-metrem je zatizena vel-

kou chybou. Stupnice pH je logaritmicka a chybasnbena zgmeérovanim koncentrace ‘H
na z&atku nefeni je zanedbatelna.

Pti vynechani spontanni acidifikace z vysledku ARuge vzhledem k logaritmické definici
pH nutné zavést novou definiBPg ¢ , ktera odpovida produkci protibv glukosou induko-
vanécasti AP testu:

AP, . =log(10 P2 —10 o) (5.5)

NaSe ndieni prokazala, Ze AP test je vhodny pro zhodnoekwni technologickych procés
(nag. podminek vedeni propagace, zakvasovanijeldsh podminek skladovani) na fyziolo-
gicky stav kvasinek.

Pfi porovnani vysledk AP testu sfermentai schopnosti kvasinek dgfenou gimo

v provoznich podminkach pivovaru (hodnotg)Tnebyla nalezena vyrazné korelace (viz obr
5.50). Rozdleni vzorki do skupin podle pdu nasazeni v CKT prokazalo, Ze nizka hodnota
korelace je zfisobena fevazré faktory ovliviiujicimi provozni kvaSeni v CKT, jako nap
distribuce teploty v CKT, sloZeni mladiny, postupgplreni CKT, zakvaSovaci koncentrace
kvasinek, atd. Vzorky kvasinek, které jsmghém 3 ndsiai méieni odebirali v provozu pivo-
varu, nely hodnotu AP v rozmezi 2,3 az 2,6, vyzawaaly se tedy vysokou vitalitou (do Gva-
hy jsme brali pouze vzorky kvasnic, které byly popk zakvaseni CKT) . Nreni viability
methylenovou moaid prokazalo u vSech vzaikkhodnotu viability nad 96%. Vysoka hodnota
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AP testu nar&ena na odebranych vzorcich dokazuje, Ze kvasinksounelzhem vedeni

v provoznich podminkach pivovaru, ktery nam poskgto/zorky, negativa ovlivnény zpi-
sobem uchovavani a nejsou vystaveny vyraznymistreRozdil ve vitali& provoznich vzor-

ka byl prilis maly na to, aby ovlivnil gibéh fermentace vice nez jiné parametry. Publikované
vysledky nandtené na vzorcich st8im rozptylem vitality (Kara [55]) prokazaly vzéeou
zavislost vysledik AP testu a fermentai schopnosti v laboratornich podminkéch, kter&kor
luje s naSimi vysledky.

Aby bylo mozZzné AP test vyuzit v pivovarské praxiyshsphovat rekteré zakladni pozadav-
Ky. Musi byt jednoduchy, levny a nen&ng nacas a praci obsluhy. Nasestani potvrdila
moznost skladovat vzorky po delSi dobu bez nutradstmzitého nifeni. To umo#uje ob-
sluze odebirat vzorky pbézné a nefit je sowasre v davce jedenkrat zatkolik dni. Riprava
vzorki promyvanim v destilované védge krok, ktery nelze vynechat ani u jinych meto& m
feni vitality kvasinek. P&t vzorki, které Ize pipravovat sotasre, je dan pouZzitou centrifu-
gou, tzn. pétem mist v jejim rotoru. Podle naSich zkuSenostltr sodasné promyvani 4 az
8 vzorki 20 minut.Casova narénost metody je nyni Zigobena délkou vlastnihodeni aci-
difikace pomoci pH metru s elektrochemickou eledtna, které trva 20 minut pro kazdy vzo-
rek a provadi se séridwzorek za vzorkem.

Vyrazného urychleni by bylo mozné dosdhnout paratelmsienim vice vzork najednou.
K tomu je mozné pouzit aparaturu s vice elektrodbiegmi pH elektrodami. Elektrody jsou
ovSem naréné na Udrzbu a rekalibraci. Tyto nevyhody je modingjit optickou detekci zén
pH pomoci vhodného pH indikatoru.

5.6 TITRACNI AP TEST (TAP) VITALITY KVASNIC

Jednim z argumeintproti AP testu je jeho nizka rozliSovaci schopnosi velmi aktivni
kvasnice. V gkterych gipadech mohla byt nizk& rozliSovaci schopnost tegisobena Spat-
nym nastavenim paramettestu. V mnoha pracichémovanych AP testu nebo vyuZivajicich
AP test k ndteni vitality kvasnic je standardpouzivana nizka koncentraciédavané gluko-
sy (Kara [55]). Glukosa je vitalnimi kvasnicemi¢eypana jiz Bhem testu, coz Zigobi zpo-
maleni acidifikace a srovhani vyslédKP testu u vzonk kvasnic s rozdilnou vitalitou (Imai
[45]).

Nami meiené provozni vzorky kvasnic vykazovaly hodnotu ARzmezi 2,3 az 2,6; jednalo
se tedy o vzorky, které byly dost&teé vitalni a schopné fermentace v provoznich podmin-
kach. Nizsi rozliSovaci schopnost AP testu pro velitdini kvasnice jeast&€né zpisobena
logaritmickou podstatou pH stupnice. Stejna pro@ugmtori u mér vitalnich kvasnic p

pH = 4 zfisobifadow vysSSi znénu pH, neZ stejna produkce proiampH = 3.5.

Jednou z moznosti Upravy AP testu zalém zvySeni citlivosti je titéai AP test (TAP).
Podstatou TAP jéizené davkovani basického roztokiném AP testu tak, aby se zachovava-
lo konstantni pH. Velikost davky zasady, ktera ggighna na udrZzeni konstantniho pH, je
piimo anerna produkci protol kvasnicemi. Vysledek TAP se udava v objemu titrang
20.minug metreni. Pro mifeni titra&niho AP testu (TAP) vitality kvasnic byl program ZM
Control vybaven softwarovym PID regulatorem s natstiymi parametry, ktery optimalizu-
je davku zasady.

Abychom owfili moznosti titra&niho AP testu, provedli jsme srovnavadiieni s klasickym
AP testem na apardi YATA. Byly pripraveny 4 vzorky kvasnic z jednoho zasobniho rozto
ku, u kterych byla lehce modifikovana vitalita \ggenim teplotnimu stresu. Vzorky byly
promyty podle standardni procedury pro AP testaZdého vzorku byly odvazeny dva (1,5
g/15 ml) totoZzné, z nichZ na jednom byl &en standardni AP test, na druhém titiatest
TAP. pH roztoku bylo alkalizovano 0,01M roztokem@. Fi TAP testu byla udrZzovana
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konstantni hodnota pH = 4,5. Vysledné hodnoty Aftute TAP testu byly odeeny shodi

ve 20.minuwt od za&éatku neieni. Vysledek TAP je udavan v ml roztoku NaOH naaéané-
ho do vzorku Bhem testu.

3.00
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H
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Obr.5.56 - Srovnani vysledk G AP a TAP (Davka NaOH) testu pro vzorky kvasnic sr ozdilnou
vitalitou.

V grafu na obr.5.56 je vynesena vzajemna zavistgsiedki AP a TAP test. Ve vysledcich
AP testu jednotlivych vzorkje pouze minimalni rozdil 0,12 jednotek pH. Optotnu rozdil
ve vysledcich TAP testu jekolikanasobny, od 0,38 ml NaOH pro nejraé&italni vzorek az

po 2,69 ml NaOH pro nejvitafsi vzorek. Rozdil ve vysledcich TAP je vyr&artsi, nez by
odpovidalo pevodu vysledku AP z logaritmické stupnice.
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Obr.5.57 - Casovy vyvoj davky NaOH p Fi TAP testu pro &tyfi riizné koncentrace kvasnic na 15ml
vzorku. Davkovan 0.01M roztok NaO H. pH stabilizovano na hodnot & 4.5.

Vysvetleni je Zejmé z grail na obr.5.57 a 5.58. Na obr.5.57 je zobramsovy vyvoj davky
NaOH i TAP testu, ktery odpovida produkci’ kbnti kvasnicemiCas 10 minut odpovida
nadavkovani glukosy do vzorku. Az do 20. minutytug® produkce H ionti monoténs
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rostouci. Prodleva ve startu davkovani NaOH je duoiiiebna na dosazeni pH (v naSefir p
padt 4,5), na kterém je vzorek udrzovan. V nasledujiobn5.58 je zobrazetasovy vyvoj
produkce H ionti bshem acidifikace totoznych vzokkti AP testu, vypoteny z poklesu pH.
Produkce H ionti dosahne po titém ¢ase maxima a poté vyrazklesa. Toky H pii AP a

pii TAP se tedy podstagnisi. Rozdil je dany rnici se pufrani kapacitou suspenze&hem
AP testu a rozdilnym pH suspenze.
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O T T T T
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Obr.5.58 - Casovy vyvoj produkce H+ iont & pFi AP testu pro étyFi rizné koncentrace kvasnic na
15ml vzorku. Vypo €et za pfedpokladu nulové pufrovaci sily.

Vliv vn¢gjdiho pH na produkci Hiontd buikami je Zejmy z obr.5.59. V grafu je zobrazeno
srovnanicasovych vyvaj pridavki 0,01M NaOH roztoku ip TAP testu provedeném na to-
tozném vzorku kvasnic (standardrfigrava, davkovani kvasnic a glukosy) s rozdilnod-ho
notou pH, na které byl vzorek stabilizovan. S Kliesdnodnotou pH klesa i produkce H+ ion-
ta bunkami. 0.25

0.20 ~

0.15 ~

0.10

Davka NaOH (ml)

0.05 ~

0.00 ! 1 T T T
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Obr.5.59 - Srovnani ¢éasovych vyvoj G davek 0.01M NaOH roztoku p Fi TAP testu provedeném na
totozném vzorku kvasnic (standardni p  Fiprava, davkovani kvasnic a glukosy). pH
roztoku bylo stabilizovano nar Gznych hodnotach pH.
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Titracni test acidifikéni sily (TAP) Ize vyuzit pro rozliSeni kvasnic slgma rozdilem vitali-
ty, speciélg pro velmi vitalni kvasnice. Vysledky testu nelzénm srovnavat s vysledky
standardniho AP testu, protoZze podminky, za ktebugtky acidifikuji, jsou v obou testech
rozdilné.

5.7 OPTICKA DETEKCE AP TESTU

Jednim z cil této prace bylo afit moznost optické bezkontaktni detekce acidifikao tes-
tu, ktera by umoznila cendwenérgné neeni vice vzork sowasre. K optickému ndreni
zmeén pH je nutné vybrat vhodny pH indikator. Jako midikatory se pouzivaji pH-sensitivni
latky, které ndni barvu v zavislosti na pH okoli. Pokusime se hagut a o¥fit metodu nd-
feni acidifika&niho testu vyuzivajici zémy barvy po pidani pH indikatoru.

Vitalni kvasinky acidifikuji okolni progedi lthem AP testu az do minimalni hodnoty pH
cca 3,5. Hledame pH indikator s hodnotou pK okol6, 4«tery bude dostaie¢ citlivy
v celém rozsahu pH zmn bshem AP testu od pH = 3,5 do 5,5. K dalSim podminkiéeré
musi pH indikator sglovat, pati minimalni ovlivréni vysledku AP testu a minimalni interak-
ce s buikami.

K méteni barvy kapalnych vzoikse vyuziva rreni absorbance na jedné nebo vice vinovych
délkadch. Navrhli jsme metodu &eni acidifik&niho testu na z&klg&dzmeny absorbance
vzorku. V gipact ziskani uspokojivych vysledkoy tato metoda mohla byt vyuzita dapri
meéteni na komeme vyrabinych gistrojich, tzv.cteckach destiek ,Plate reader”, které pro-
vadji automatické rareni sodasré na 96 i vice vzorcich (podle typuigtroje). Opticka de-
tekce zndny barvy i AP testu je znesnaéna elastickym rozptylem &tla na kvasnicich.
Rozptyl s¥tla na kvasnicich sniZzuje intenzitu prosSléheétsva zvySuje pozorovanou absor-
banci vzorku. Zpracovani vysletlkavic z¢Zuje fakt, Ze kvasnice jsodipoptimalizovaném
nastaveni testu ve vzorku ve vysoké koncentrad(Q# objemu, rozptyl s¥la na nich je
mnohonasobny a nelze jej popsat Lambert-Beerovkongm (viz rovnice 3.16).

Nasim cilem bylo nejen navrhnoutigob ngreni, ale zarouenajit optimalni koncentraci pH
indikatoru a rozmezi koncentrace kvasnidj které je metoda pouzitelna. Vzhledem
k vybavenosti laborato ,Plate readery” ricimi absorbanci vzotkv transmisnim usé-
dani a vzhledem k jednoduchosti vyhodnoceni vysigdkne gistoupili nejdive k nereni
zmeén absorbance v transmisnim uspani. V tomto usgédani je vyhodné volit koncentraci
kvasnic dostataé nizkou tak, aby bylo mozné pouzit jednoduchycsb@absorbance apo-
bené rozptylem a absorbci ve vzorku podle rovnied.3Tato koncentrace je mnohem nizsi,
nez je koncentrace navrzena v optimalizované pugeestandardniho AP testuii RiZSi kon-
centraci kvasnic je acidifikace mnohem pomalejf&, mdminky jsou vice podobné skiite
nému ptibéhu fermentace v provoznich podminkach. Pomalejii¢prtestu je kompenzovan
paralelnim nifenim vice vzori najednou.

5.7.1 pH indikator bromkresolova zel@é (BCG)

Jako vhodny pH indikator pro testovani byla na dogeni Ing. K. Siglera vybrana bromkre-
solovéa zelé (Bromocresol green, BCG). Disoéid konstanta barviva je okolo 4,7 ([123] —
zavisi na iontové sile roztoku). Nami pouzivandngosil BCG od firmy Merck ma chemic-
ky vzorec Na @H;14Br,OsS a molarni vahu 698 g/mol. Na obr.5.60 je uvederk&irni vzo-
rec acidické formy barviva. BCG neni aktvabsorbovana kvasnicemi a pronikd do nich
pouze volnou difusi. Mezi dalSi nesporné vyhodytohbarviva pat jeho nizka toxicita, z ni
plynouci snadni manipulace a nizka cena.
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Obr. 5.60 - Strukturni vzorec pH indikatoru bromkre  solové zelen & (BCG)

5.7.2 Sodasné néieni APT spektroskopicky a s referetini pH elektrodou

Abychom mohli provagt méreni AP testu spektroskopicky sasré s referetinim mefenim
na YATA s pH elektrodou, byla provedena nasledujfmfava. 25 ml zkumavka v YATA byla
uzavena vékem s d¥¢ma givody. Do spektrofotometru byla instalovanaitpkova cela s
optickou drdhou 1 cm. Vstup a vystup #tpkové cely byly napojeny naipody zkumavky
pro YATA pomoci Tygonovych ha&kk (s vnitnim ptimérem 1 mm) tak, Ze twdy uzawe-
ny okruh. Mezi vystup z fitokové cely a vstup do YATA byla vloZena peristdfi pumpa s
rychlosti pfitoku 60 ml/min. Po spudti peristaltické pumpy vzorek zdiici termostatované
komory v YATA pribézne cirkuluje gres spektrofotometr.

5.7.3 Zavislost spektra BCG na pH

Pro n&teni s BCG byl fipraven zasobni 1% roztok rozptrdiitm 50 mg BCG v 5 ml destilo-
vané vody. Zasobni roztok je 0,0166 M. Pozadovdameentraci BCG jsme ziskali davko-
vanim zé&sobniho roztoku mikropipetou. Pré&emi spekter BCG jsme do 50 ml 10 mM fos-
fatového pufru nadavkovali pipetou fi01% BCG. pH roztoku jsme upravovali definovanym
piidavkem 1M HCL a NaOH. #upraw pH byl roztok n&edin maximalg o 1% objemu.
Nameéiena spektra byla korigovana na&m koncentrace figobenouedinim.

V grafu na obr.5.61 jsou vynesena absgnfpspektra 0,001% (1,6.20M) vodného roztoku
BCG @i rizném pH, mfena v 1 cm sklemé kyvet (vac¢i vodg). S vySSi hodnotou pH se
zvétSuje koncentrace bazické formy indikatoru &tguje se absorbance absorimo piku
bazické formy okolo vinové délky 617 nm. Sasré se sniZzuje koncentrace acidické formy
indikatoru a s ni absorpce v absarim piku na vinové délce okolo 450 nm. Spektrarsti{
naji na vinové délce 511 nm, coz je tzv. isobeygtlold, tj. vinova délka s¥la, pro kterou je
absorgni koeficient obou forem pH indikatoru stejny.

Pro detekci zén pH je nejvyhod§si pouzit sétlo o vinové délce, pro kterou se absorp
koeficient bazické a acidické formy nejvice ligntv mist¢ absorgnich maxim. Absorgni
spektra maji maxima &ervenécasti spektra v blizkosti vinovych délek okolo 61 ra
v modrécasti spektra v blizkosti vinové délky 445 nm.

BCG neabsorbuje stlo o vinové délce &Si neZz 720 nm a hodnoty absorbanéetdrhto
vinovych délkach jsou v ramci chybyéieni nulové. Vinovou délku 750 nm je mozné vybrat
jako referegini bod pro uwteni koncentrace rozptylujiciédstic ve vzorku.

Hodnota pK indikatoru BCG je okolo 4,7 ([123])i BPH roztoku rovném 0,0 je témvSech-
no BCG v alkalické form a absorpni spektrum representuje vyhradspektrum alkalické
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formy. Na druhou stranu BCG roztok s pH = 12,0 blogavyhrads acidickou formu indika-
toru a absorfni spektrum reprezentuje tuto formu.

25

N
I

Absorbance (a.u.)

350 400 450 500 550 600 650 700 750
VInova délka (nm)

12.00 —6.15 —5.85 5.50 528 —5.08 —4.82 —450 —4.30 4.13
4.02 3.85 3.70 3.60 3.52 3.46 341 —3.32 3.28 0.24

Obr.5.61 - Absorp éni spektra 0,001% (1,6.10 > M) vodného roztoku BCG p i riizném pH , m éfena

v 1 cm sklen éné kyvet & (vici vod &) na spektrofotometru Specord
V grafu na obr.5.62 jsou vyneseny zavislosti abaock 1% roztoku BCG na pH ddené na
ttech vinovych délkach, na vinové délce abgpipo maxima acidické slozky BCG — 445 nm,
na vinové délce absafpiho maxima basické slozky BCG — 617 nm a v isatlesin bod —
511 nm.
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Absorbance (a.u.)
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Obr.5.62 - Zavislost absorbance na pH ¢ pro 0,001% roztok BCG v 10 mM fosfatovém pufru.
Absorbance ode €teny na vinovych délkach 445 nm - modrg, 511 nm-z  elen4,
617 nm - ¢ervena

Namgtenymi body byla proloZena teoretickévka
(AL- A2)

(L+10(H79) o)

Abs= A2+
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kde Absje nangiena hodnota absorbange] - nangiena hodnota pHK - disoci&ni kon-
stanta BCGAL, A2- absorbanceisté acidické a basické slozky BCG na dané vinciéed
Z proloZzenych kivek vysla hodnota pK pro BCG pK =4.41 + 0,01.

Pro absorbance vySlyipgl%-ni koncentraci BCG hodnoty:

- navlnové délce maxima 445nm absorbance acidarkéy BCG = 0,287 + 0,002
absorbance basické formy BCG =0,032 + 0,002

- navlnové délce maxima 617nm absorbance acidaskéy BCG = 0,003 + 0,002
absorbance basické formy BCG =0,618 + 0,002

5.7.4 Kalibrace rovnice pro vyp&et pH z absor@nich spekter

Namgiend spektra BCG z grafu 5.61 byla rozloZzena met®db na spektréisté acidické a
basické formy. Jako vektory baze byla pouzita spekangiena i pH = 0,0 a pH = 12,0. Z
vypoctenych koeficient zastoupeni jednotlivych foreal,ac byl podle rovnice 3.31 vygten
koeficient R.

V grafu na obr.5.63 je vynesena zavislost Wpného koeficientu R na piroztoku BCG
nantieného pH metrem. Naffenymi body byla proloZena iteémasi metodou kivka podle
rovnice 5.7, ktera je odvozena z rovnice 3.31:

_ . (R+P3)
pH = P1+ P2 loq<7(p4_ R)) (5.7)

ProloZena kivka ma parametry P1 = 4,39 + 0,02, P2 = 0,85 80RB = 1,00 + 0,02, P4 =
1,076 + 0,008. Rovnici 5.7 s nalezenymi paramettya 4 jsme pouzili k vypu pH ze
spekter pi dalSich ndtenich.

6.00

5.50 +

5.00 ~

4.50 1

pH ref

4.00 +

3.50 1

3.00

-1 -0.5 0 0.5 1

R (a.u.)
Obr.5.63 - Vzajemna zavislost koeficientu R vypo  éteného z absorp €nich spekter a pH s mérené-
ho referen énim pH metrem. Hodnoty nam éfeny na 0,001% roztoku BCG v 10 mM
fosfatovém pufru.

5.7.5 Optimalizace koncentrace BCG

Cim vy3si koncentraci BCG pouZijem# méreni, tim ¥tsi zneény absorbanci dostanems# p
definované zmné pH, a tim vysSi bude rozliSeni optickéh@iemi. Maximalni pouzitelna
koncentrace BCG je omezena&ifgim rozsahem pouzité aparatury. V naSefipgmt jsme
pouzivali spektrofotometr s dynamickym rozsahenz @ a.u.. Aby nedochazelo k deformaci
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spekter a pokra hodnot absorbanci naanych vinovych délkach, je nutné pouzivat koncent-
raci BCG v rozmezi, kde je absorbance linédravisla na koncentraci a plati Lambert-

Beeiriv zakon. Abychom as#ili linearitu zavislosti absorbance na koncentBCiG, prongii-

li jsme absorpni spektra v 1 cm sklgné kyvet na vzorcich 10 mM roztoku fosfatoveho

pufru s pH = 0,0 a pH = 12,0 (nastaveno 1M HCL ®N# do 50ml vzorku jsmeffgavali

po 50 ul 1% BCG ze zasobniho roztoku. Roztok ppisavkem BCG rénil v fadu + 0,01.

3

2.5
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(3] N
| |

Absorbance (a.u.)
|_\

o
(3]
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o

0 0.002 0.004 0.006 0.008 0.01 0.012
Koncentrace BCG (%)

& 445nm A 617nm |

Obr.5.64 - Koncentra éni zavislost absorbance BCG v 10 mM fosfatovém pufr  u. Cervena - ab-
sorbance v absorp €nim maximu acidické slozky na 445 nm p i pH = 0,0. Modra - ab-
sorbance v absorp €énim maximu basické slozky BCG p FipH =12,0 na 617 nm

V grafu na obr.5.64 je vynesena koncefitfazavislost absorbance BCG roztokutiema

v absorgnim maximu acidické sloZzky na 445 nifi pH = 0,0 a v absogmim maximu basic-
ké slozky BCG @ pH = 12,0 na 617 nm. ivky se odchyluji od linearity pro absorbance
VétSi nez 2.

Pokud budeme pouzivat koncentraci BCG do 0,003 ddob spektra v oblasti linearity.
Vzhledem k tomu, Zefpméieni AP testu bude celkovou absorbanci aidiat i rozptyl na
kvasnicich, je maximalni pouZzitelna koncentrace B@@sla i na koncentraci kvasnic.

Nezavislost koeficientu R na koncentraci BCG jsma&rib sadou nésledujicich &eni. Byl
piipraven 10 mM fosfatovy pufr s pH 3,50 az pH 5,y mezi horni a spodni hranici pH
meéreného pi AP testu. Do pufru byly fidavany definované davky BCG a na vzorcich byla
meéiena spektra a hodnota pH. pH roztoku $efdani BCG nénilo minimalre (v rozsahu £
0,01). Ze spekter byla vyptena hodnota pH. podle kalibréni kiivky z obr.5.2. Hodnoty
PHcac Se v ramci chyby = 0,01 neémi aZz do koncentrace BCGii jxteré hodnota absorbance
pii vinové délce odpovidajici maximugsahla hodnotu 2,5. Odchylka spekter pro vysSi kon-
centrace BCG a z ni vyplyvajici odchylka vypené hodnoty pk je zpisobena fesnosti
pouzitého spektrofotometru.fiPpouziti spektrofotometru sét8im dynamickym rozsahem
meéieni by bylo mozné pouzit vysSi koncentrace BCG.

5.7.6 Absorgni spektrum kvasnic

V grafu na obr.5.65 jsou vynesena absgofppektra riifend na vzorcich kvasinek ézné
koncentraci od 0,5 g do 2,5 g hustych eelftnych burk na 100 ml vzorku. Spektra byla
meiena v 1 cm kyveét Vzorky byly 3x promyty obdokhjako pro AP test. Padtim odste-
déni byla odvazenarpsna pozadovana hmotnost vzorku a odvazené kvabitkyality de-
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finovanym objemem destilované vody. Abychom zabrdlukulaci kvasinek, pidali jsme
EDTA s finélni koncentraci 50 mM.

1.20

=
=
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110 o RO

105 | LSSRSRSSS

Absorbance (a.u.)

100

0.95 ? ? ? : ? ?
400 450 500 550 600 650 700 750
VInovéa délka (nm)

‘—13.33 —10.00 —6.67 —5.00 —4.00 —3.33 —2.50 —1.82‘

Obr.5.65 - Absorp éni spektra kvasnic o r izné koncentraci normalizovana na hodnotu absorpce
na vinové délce 750 nm. Koncentr ace kvasnic je dana hmotnosti navazky hustych
odst fedénych kvasnic v gramech na 100 ml roztoku.

Spektra byla normalizovana na absorbartivinové délce 750 nm. Spektra nemaji Zzadné
lokalni maximum, absorbance monotérikiesa s rostouci vinovou délkou. Pokles hodnoty
absorbance je 15% mezi vinovymi délkami 400 nm@ms.

Normalizovana spektra jsou téntotozna v celém giteném rozsahu vinovym délek. Vém
feném rozsahu koncentraci kvasnic by delei sloZzky spektra, odpovidajici rozptylu na
kvasnicich, nerlo vyrazré znmenit tvar absorpniho spektra BCG .

5.7.7 Optimalizace koncentrace kvasnic

Abychom owfili nezavislost koeficientu R na koncentraci kvasiyla provedena nasledujici
méteni. Byl gipraven 10mM fosfatovy pufr s pH 4.55 s koncentB€iG 0.001%. Do &ho
byl po definovanych davkachigavan roztok kvasnictjpravenych ve stejném pufru, zre-
no spektrum v 1cm kyvéta zneérena hodnota pH. Ze spekter byla vifama hodnota pHic
podle kalibr&ni kiivky z grafu na obr.5.63. Kontrolnigreni pH metrem potvrdilo, Ze hodno-
ta pH roztoku sefppiidavani kvasnic nedmila.

V grafu na obr.5.66 je vynesena zavislostqpia absorbanci suspenze kvasinek na vinové
délce 750 nm, kde BCG jiZ neabsorbuje - absorbnegisobena rozptylem na kvasnicich.
Z grafu je patrné, Ze hodnota Qfdse zdina vyraz® menit az pro hodnoty absorbancétsi

nez 1. Tato hodnota pro naSe vzorky kvasnic odpokihcentraci hustych odsténych
kvasnic 0,4 g na 100 ml vody ( odpovida koncenttack 20 milioni/ml). Koncentrace
BCG 0,001% pouZzita v experimentu je dostatenizka, maximalni hodnota absorbance ne-
piesahla hodnotu 2 v celém rozsah&gfenych vinovych délek.

Z provedenych rteni plyne, Ze hodnota koeficientu R a zarohednota pldc je na kon-
centraci kvasnic nezavisla, pokud absorbance keastiiena v 1cm kyvetnegesahuje hod-

notu 1. Pro vy5Si hodnoty koncentrace kvasnic dddh@eformaci nagienych spekter, zp
sobené vicenasobnym rozptylem, a nasldégnsnizovani nagiiené hodnoty pkc
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Obr.5.66 - Zavislost hodnoty pH .4 vypo étené z absorp €nich spekter v zavislosti na absorbanci
suspenze kvasinek na vinové délce 750 nm (Absorbance ;s0), kterd je um érna kon-
centraci kvasnic

5.7.8 Vliv BCG na pnibéh AP testu

Vliv BCG na piibéh AP testu jsme a¥ili na sad 10 riznych vzork: (raizné vzorky, rozdilna
navazka kvasnic). Na kazdém vzorku jsme provedtiiehtické testy podle standardni proce-
dury s pH néfenym elektrochemickou pH elektrodou. Jeden testpbyteden bezifdavku
BCG, u druhého gfeni jsme v 5.mindt testu uprosed faze spontanni acidifikacéigali
jednorazo¥ BCG na koneénou koncentraci 0,003%. Srovnani typickéhtbophu testu je zna-
zorrgno v grafu na obr.5.67.f#ani BCG neovlivni pibéh AP testu. Rmérnd zneéna vy-
sledku AP testuipptidani BCG je + 0,04 + 0,03 jednotek pH.

5.50

5.00 - S\

T PFidani BCG i
Q |
450 -
4.00 l 1
0:00:00 0:10:00 0:20:00 0:30:00
Cas (min)

—bez BCG —s BCG |

Obr.5.67 - Porovnani pr tbéhu acidifikace v pr tbéhu AP testu, provedeného za standardnich
podminek na stejném vzorku s p Fidavkem a bez p fidavku pH indikatoru BCG
s cilovou koncentraci 0,003%
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5.7.9 Interakce BCG s kvasnicemi

Interakci BCG s kvasnicemi jsme zkoumali naslednjipokusem. Do 100 ml 10 mM fosfa-
tového pufru s pH = 5,00 jsmeighali 300 pul 1% BCG (cilova koncentrace 0,003%).rpz-
toku se nezrnilo. Zmetili jsme absorpni spektrum BCG roztoku, které jsme dale brali jako
referegni. Do roztoku jsme ifdali 9 g promytych kvasnic a udrzovali kvasnice wanosu
konstantnim michanin¥igookojové teplot (koncentrace kvasnic odpovida satmigkoncent-
raci @i AP testu). pH roztoku se dpnentenilo. Kazdou hodinu jsme odebrali 5 ml vzorku,
odstedili na centrifuze na 3000 @téch po dobu 20 minut a z#ili spektrum supernatantu.
Kontrola hodnot absorbance na 750 nm (absorbar@@®X potvrdila dostateé odstedni
kvasinek z roztoku. Po 12 hodinachilpthu testu byl maximalni pokles absorbance iedist
ného vzorku vzhledem k refer@rimu spektru mensi nez 0,015 a mensi nez 1% hodRoty
kud kvasinky neacidifikuji, BCG do nich t&mepronika, ani se nevaze na jejich povrch.

Abychom o¥fili interakci BCG s kvasinkami dhem acidifikace, provedli jsme modifikaci
piedchoziho experimentu. Jako reféminroztok bylo pouzito 100 ml destilované vody €30
ul 1% BCG s 10 ml 50% glukézy. pH tohoto roztokuob#,65. Do roztoku jsmeflali 9 g
promytych kvasnic, spustili michani (koncentracadnic odpovid4 satumai koncentraci f
AP testu) a udrzovali na teptostandardniho AP 25,0 + 0. Po gidani kvasinek nastala
rychla acidifikace substratu a pH suspenz&alarychle klesat. Po 20 a 30 minutach acidifi-
kace jsme odebrali 5 ml vzorku, ofistili na centrifuze f 3000 ot&kach po dobu 20 minut a
zmetili spektrum supernatantu. Kontrola hodnot absotkama 750 nm (absorbance < 0,01)
potvrdila dostaténé odstedni kvasinek z roztoku. Vzhledem k poklesu phdém acidifika-
ce jsme nemohli porovnavat spektrum supernatameferetnim spektrem roztokuipd [i-
danim kvasnic fimo, ale rozlozili jsme spektrum do baze acidickgaaické formy a porov-
navali jsme sotet koeficientt zastoupeni obou forem ve spektal ¢ ac v rovnici 3.27).
Zarover jsme porovnavali hodnotu absorbance v isobestidkéds na vinové délce 511 nm,
ktera je u odsednych vzorki bez bugk umerna koncentraci BCG.

Abs (po odst Fedéni)
Abs (p Fed odst fedénim)

400 450 500 550 600 650 700 750

VInovéa délka (nm)

= = po odst fedéni méreno = = po odst Fedéni vypo et
— pred odst fedénim m éfeno — pifed odst fedénim vypo cet

Obr.5.68 - Porovnani absorp €nich spekter nam éfenych na vzorku kvasnic s BCG (0,001%) b é-
hem AP testu p fed a po odst fedéni kvasnic ( ¢erna - m éfena spektra) se spektry vy-
poétenymi (r Gzova) jako optimalni sou €et spekter baze tvo fené spektrem kvasnic a
spektry acidické a bazické formy BCG

Béhem acidifikace prostdi dochazi k interakci BCG sithkami. Po 20 minutach acidifikace
a odstedni kvasnic #stalo v roztoku pouze 70%ipodniho BCG, po 30 minutach pouze
60% BCG. Na interakci BCG s kvasnicemi je moznézasat i ze zrain spektra Bhem AP
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testu s BCG. V grafu na obr.5.68 je zobrazeno puani spektra naéeného na vzorkudh
hem testu se spektrem vypenym sloZenim spekter obou forem BCG a kvasigd @ po
jejich odstedéni. U spekter nattenych ged odstedinim kvasnic je &ejmy posun maxima
bazické slozky BCG z 617 nm na 619 nm. Po iedéhi kvasnic astalo ve vzorku volné
BCG, nandiené i vypdtené spektrum ma maximunii 17 nm.

Provedli jsme sadu pokas fiznymi navazkami kvasnic. MnoZstvi BCG, které jetimtino
z roztoku s kvasnicemi, roste s koncentraci¢kums dobou acidifikace a&mi se i vzorek od
vzorku viadu procent.

Typicky pribéh snizovani koncentrace volného BCG v zavislostpridgehu acidifikace je
zobrazen na obr.5.69fipravili jsme vzorek s maximalni koncentraci kvasni které nedo-
chazi k deformaci spekter (viz kap.5.7.7 - Optimade koncentrace kvasnic - 0,4 g kvasnic
na 100 ml vzorku) a koncentraci BCG 0,001 %.
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Obr. 5.69 - Ubytek volného BCG ve vzorku b &hem AP testu

Po dvou hodinach acidifikace dosahlo pH hodnotY 3/ odsedni zistalo ve vzorku 88%
pavodniho BCG. DalSim #fenim byl potvrzen trend poklesu koncentrace volnB@G
rychlosti 2 % za hodinu. Pokles koncentrace B&Be AP testu je natolik velky, Ze zne-
moZiuje pouziti metody wfeni zmén absorbance pH indikatoru na jedné vinové délae. K
korekci nangienych hodnot na ubytek BCG je nutna kontrokgenim absorbance na vinove
délce isobestického bodu BCG — 511 nm.

5.7.10 Srovnani vysledi optického a elektrochemického réi‘eni AP testu

Byla provedena sada s@msnych niteni APT na YATA aparate s referetni pH elektrodou

a spektroskopicky v fitokové cele s optickou drahou 1 cm. Ngiema spektra byla zpraco-
vana metodou popsanou Vv teoretickdsti v kapitole 3.3.5.2. Z koeficientu R byly porhoc
rovnice 5.7 vypoteny hodnoty pH ozri@né jako plhi Na obr.5.70 je vyneseno srovnani
referetnich hodnot pH s hodnotami pid urcenymi spektroskopicky.

Z grafu je patrné, Zze hodnoty pHmérené referetni elektrodou a pkc vypoitené vyrazs
koreluji s koeficientem 0,98 a se&estni odchylkou hodnot pH 0,12. Odchylky ngemych a
vypoctenych hodnot pH, které jsou vysSi, nez jsirezipokladali, jsou zjsobeny:

- chybou hodnot nagienych pH sondouipnizké iontové sile roztoku,
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- zavislosti hodnot naghenych pH sondou na rychlosti aizpbu michani vzorku,
- zavislosti pK hodnoty barevného indikatoru BCG av@tave sile roztoku.

6.00

3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00
pHref

Obr.5.70 - Srovnani referen €nich hodnot pH s méfenych pH metrem s hodnotami pH 4 Vypo €-
tenymi z absorp ¢€nich spekter b éhem AP testu

5.7.11 Shrnuti

Méteni potvrdila moznost optickéhoéreni znén pH @i AP testu kvasnic poifidlavku ba-
revného pH indikatoru BCG. NavrZzeny postup zprandadsorpnich spekter umditije me-
feni pH nezavisle na koncentraci BCG v rozsahu 863% w/v a na koncentraci kvasnic v
rozsahu od 0 do 3g/lI pro nami pouzity kmen kvasNezavislost vyp&tenych hodnot pH na
koncentraci BCG kompenzuje i nami pozorov&agté&ény Ubytek volného pH indikatoru ze
vzorku kthem testu.

Vyhodou gimého rozpughi pH indikatoru v msfeném roztoku je vysok& rychlost reakce
indikatoru na zrény pH, avSak hlavnim omezujicim faktorem pro &rykoncentrace kvasnic
je pii tomto mereni deformace nagrenych absorfnich spekter v wkledku vicenasobného
rozptylu @i vyssich koncentracich kvasnic. Tento problém hhbyt odstragn pri méieni
spekter v difusé rozptylovém uspi@dani nebo imobilizaci barevného indikatoru inae
vrstwe polymeru, ktery se vystaviipobeni vzorku (Makote [68]).

Pfi vhodré navrzeném usgadani optického gieni s imobilizovanym indikatorem pH je
mozné odstranit zavislost nafenych hodnot na koncentraci rozptylujicitdstic a provatt
AP test gddow vySSimi koncentracemi kvasnic.

Jednim z cil predlozené prace bylo najit technické parametry peziglizovany nizkonakla-
dovy opticky gistroj, ktery by umoznil ekonomické a rychlé prodidAP test. Navrhova-
né rozlozeni absoépich spekter do spekter baze,rwé temi spektry, je mozné pouzit i pro
spektra narena pouze na 3 vinovych délkach (pasech). Vzhlddpouzitému pH indikato-
ru BCG je idealni pouzit 1 vinovou délku okolo 4% v modré&asti spektra, 1 vinovou dél-
ku okolo 515 nm v zelené&asti spektra a 1 vinovou délku okolo 620 nnievvené casti
spektra. V modré dervenécasti spektra se absarp spektra obou forem BCG maximéln
liSi s obracenym znaménkem, v zelef@sti spektra jsou té&h totozné (isobesticky bod).
Spektrum kvasnic je na vSech 3 vinovych délkachetémnstantni a liSi se vyraZmod obou
forem BCG. Numerickym vypdem s vylrem pouzedchto 3 vinovych délek z kompletnich
nantienych spekter jsme obdrzeli vysledky totozné s ¥igia provadnym na celych spekit-
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rech. K vybudovani aparatury proétani AP testu podle navrhovanéhoigpbu by bylo
mozné pouzit komeéné¢ dostupny RGB LED stelny zdroj, k detekci RGB pak kameru.

5.8 SENZOR PRO OPTICKOU BEZKONTAKTNI DETEKCI
VITALITY KVASNIC

Na zaklad vysledki ziskanych f optickéem ngieni acidifik&niho testu s pH indikatorem
BCG volrg rozpus&énym ve vzorku jsmeifstoupili k vyvoji senzoru detekujiciho zmy pH

s pH indikatorem imobilizovanym mimo vzorek. pH ikétor byl imobilizovany ve vrsiv
polymerniho materialu, ktery byl vystavefispbeni vzorku. Ve spolupraci s Ing. Michalkem,
Ing. Fadnym z UMCH Akademiedd CR a s Ing. Rychtarikovou z Ustavu chemickych pro-
cesi AV CR byly pipraveny vzorky makroporéznihotevaného polymeru vytéeného

z monomeru 2-hydroxyethyl methakrylatu (Hema) shitimovanym pH indikatorem BCG (
Pradny [87]).

Vzorky Hema polymeru bylyffpraveny polymeraci monomeru 2-hydroxyethyl metlkko
H,C=C(CH)CO,CH,CH,OH za gitomnosti pH indikatoru (viz strukturni vzorec na
obr.5.71). Jedna se o hydrofilni polymer, kterh@gn¢ vyuzivan ve vyrob kontaktnichco-
¢ek. Byly p@ipraveny vzorky strznou pérovitosti, velikosti pdra iznym obsahem BCG.

il
HQC\\/J/‘L\D/\\/DH
CH,

Obr.5.71 - Strukturni schéma monomeru 2-hydroxyethy | methakrylatu

Na pipravenych vzorcich byla praifena absofni spektra v zavislosti na pH. N&fena
spektra byla rffena v transmisnim modu a jsou zobrazena na obr.8ztek polymeru byl
piipevren v kyvet v 10 mM roztoku fosfatoveho pufru, pH bylo upraaoe gidavkem 0,1
M roztoku HCL a NaOH. Po z&éné pH roztoku jsme ponechali vzorek 30 minut za si@lé
michani, aby doSlo k ustaleni barvy vzorkegneienim. Reference byladfena na roztoku
pufru bez polymeru.

Absorgini spektra maji podobny tvar jako spektra volnél@GB(viz obr.5.61). Polohy ab-
sorgnich maxim jsou nepaténposunuty proti spektru volného BCG. Abs@irp maximum
acidické formy BCG je na vinové délce 435 nm (ap&or maximum volného BCG je na
vinové délce 445 nm), absarp spektrum basické formy BCG je na vinové délcé 6tn
(absorgni maximum volného BCG je na vinové délce 617 nm).

Spektra byla vyhodnocena stejnymugpbem, jako abso&pi spektra volného BCG. Jako
spektra baze byla pouzita spektra acidické a basamkny BCG (nar¥ena na vzorkuip pH

= 0.2 a pH = 12). Jakadti spektrum baze bylo pouzito jednotkové spektsumodnotou ab-
sorpce = 1 pro vSechny vinové délky. Z koeficiemastoupeni slozek BCG ve spektru byl
vypocten koeficient R podle rovnice 3.28.

Na obr.5.73 je vynesena zavislost koeficientu BiHg:, méteném referetni pH elektrodou.
Naméienymi body byla proloZenatikka podle rovnice 5.7. ProloZendivka méa parametry
P1=5,34+0,04, P2=1,13 £ 0,08, P3 =1,00 80,p4 = 1,03 £ 0,02. Z proloZzen&uky
dostavame hodnotu pK = 5,34. Hodnota pK je posuauizgs4 ve srovnani s hodnotou pK =
4,7 volného BCG. Posunuti pK posunuje dfiai rozsah pH indikatoru k vy$Sim hodnotam
pH. Zarové s posunem hodnoty pK vzrostla i hodnota paranfe®ra 0,85 na hodnotu 1,13.
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Absorbance (a.u.

400 450 500 550 600 650 700 750
VInovéa délka (nm)

[—10.00 7.31 —6.68 6.20 — 582 —5.45 —5.11 —4.75 —4.35  3.81 —0.24]

Obr.5.72 - Absorp ¢€ni spektra vzorku polymeru HEMA s imobilizovanou BC G. Méfeno v 10 mM
fosfatovém pufru p i rtizném pH v 1 cm sklen éné kyvet é (reference - roztok pufru bez
polymeru) na spektrofotometru Spec  ord.

Narist parametru P2 znamena réesi neiici oblasti pH. Pokud budeme uvaZzovat moZnost
méteni pH s akceptovatelnou chybou v rozsahu koetigi@od — 0,95 do + 0,95, umage
imobilizované BCG detekovat zmu pH v rozsahu od 3,56 do 6,91, pro volné BCG aych
rozsah pH od 3,36 do 5,79.

8.00

4

7.00 -

6.00 A

pH ref

5.00 ~

4.00 -

3.00

R (a.u.)

Obr.5.73 - Vzajemna zavislost koeficientu R vypo &éteného z absorp €nich spekter a pH o mére-
ného referen énim pH metrem. Hodnoty byly nam éfeny na vzorku polymeru HEMA
s imobilizovanou BCG, m éfeno v 10 mM fosfatovém pufru.

Abychom owiili rychlost odezvy senzoru na zmy pH, provedli jsme nasledujiciéteni.
Senzor byl umish v roztoku 10 mM fosfatového pufru s pH = 0,24. $feektrofotometru
byla umistna kyveta s roztokem 10 mM fosfatového pufru s p#H30. VVzorek byl fenesen
do roztoku o pH = 4,30, spdg&b michani a odstartovan @éeécasu. V pravidelnych interva-
lech bylo zndteno spektrum vzorku. Ze zienych absormich spekter byly vyptieny hod-
noty pH.ac podle rovnice 5.7.
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Na obr.5.74 je vynesergasova zavislost vymtené hodnoty pk ha dok od umiséni vzor-
ku do kyvety. Narrenymi hodnotami byla proloZendiwka. Hodnota plhcse blizi ke sku-
tecné hodnat pH roztoku po exponencialnfice podle rovnice

pH,,. = 301+ 028x (1—e ™) (5.8)

calc

kdet je ¢as od z&atku mefeni. K ustaleni hodnoty pkk pri skokové zngné pH roztoku z 3,0
na 4,30 dochazi az za 25 minut.

4.40

4.30

4.20
4.10
4.00

pHcaIc

3.90 -
3.80

3.70 -

3.60 T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Cas (min)
Obr.5.74 - Casovy vyvoj odezvy senzoru na skokovou zm  &nu pH

M¢teni provedena na vzorcich polymeru HEMA s imobilemaym pH indikatorem BCG
prokazala, zZefijpraveny senzor je pouzitelny pro bezkontaktrieni znén pH roztoki be-
hem acidifik&niho testu. Vzhledem k pomalé rychlosti odezvy saemje nutné nastavit pa-
rametry testu (nizka koncentrace Bkintak, aby acidifikace vzorku probihaladdu desitek
minut az hodin.
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6 ZAVER

V piedkladané praci je popisovan vyvoj a optimalizgeic&ych metod pro kontrolu fermen-
tacnich proces a koloidni stability finalniho produktu. Ve spohagi s Doc. Ing. P. Sladkym

a RNDr. M. Dienstbierem byla navrzena a realizovaw#ci aparatura DATTS 2000 (Dual
angle turbidimetric and titrimetric system). Optcketici komora aparatury je chréma pa-
tentem Wadu ptimyslového vlastnictv€R ¢.299354 ze dne 21.5.2008. Zakladem modularni
aparatury je dvouuhlovy zakal@mMZN 2002, ktery ndti intenzitu elasticky rozptyleného
swtla pod déma uhly. Rvodni modularni aparatura uniege provadni a vyhodnocovani
Sirokého spektra metod uznych rezimech gfeni.

Cast této prace se zabyva aplikaci nefelometrickjichenich test na aparaturu DATTS
2000. Mefeni rozptylu pod dsma Uhly umoznilo ziskani novych poznatl charakteru pre-
cipitacnich reakci probihajicichébem tesi. Optimalizaci podminek provedeni ftediylo
dosaZzeno maximalni reprodukovatelnostireni. Byla navrZzena modifikace testu na obsah
tanoidi, kterd umoznila jeho vyuziti i pro hluboce statmirana piva s nizkym obsahem zéaka-
lotvornych polyfenal. Automatické vyhodnoceni testu proloZenitivkou Gaussova typu
zpresnilo ziskané vysledky. Pro test na obsah cithiyyoteini byl navrzen zfisob davkova-
ni titrantu a vyhodnoceni testu, ktery zvysuje jedyorodukovatelnost &iplizuje pribéh tes-

tu skuténym podminkam ve vzorkuéhem starnuti. VyuZzitelnost testu préegpovd ko-
loidni stability piva byla oéfena na sadvzorki vybraného typu piva siznym obsahem za-
kalotvornych proteiti a polyfenol, ziskanych rozdilnym stupm stabilizace.

Modularnost aparatury DATTS 2000 byla vyuzitai@Seni problérinkontroly a standardiza-
ce fermenténich proces. Za tim @&elem byly na aparata aplikovany metody #ieni sedi-
mentace kvasnic a acidifi&ai test vitality kvasnic (AP test).

Metodu n&reni sedimentmi rychlosti kvasnic Ize vyuzit pro charakterizdgstribuce veli-
kosti kvasniné populace. Distribuce velikosti kvasnic jefingém vztahu ke stépopulace.
Byla navrzena metoda kalibrace a automatického dtyboeni testu proloZzenim narené
sedimentani kiivky teoretickou kivkou sigmoidalniho typu. Ziskané parametry sigrabid
kiivky charakterizuji gedni velikost a poloB{u distribuce velikosti kvasnic ve vzorku. Vy-
sledky sedimentmich méfeni byly owieny srovnanim s vysledky ziskanyméienim histo-
gramu velikosti kvasnic pod mikroskopem.

V ramci acidifik&niho testu vitality kvasnic (AP testu), zaveden&h8iglerem, byla prove-
dena jeho optimalizace na vzorcich pivovarskyctrshi@akmene 95, ktery je rigjstji pouzi-
vanym kmenem pro vyrobu piva typu Pilsenafegkych pivovarech. PouZitelnost AP testu
pro predpovd’ pribéhu fermentace byla ¢¥ena srovnanim s vysledkygméhu provozniho
kvaSeni v CKT. K ziskani&si citlivosti testu pro velmi vitalni kvasnice byavrzen a otes-
tovan titra&ni acidifikatni test (TAP).

Byla navrZzena a otestovana metoda optické detelRcwstu s pouzitim barevného pH indika-
toru, citlivého ke zrinam pH v celém rozsahuéheni AP testu. Tato metoda unioje sou-
¢asné nifeni vice vzork a rozsStuje tim pouZzitelnost testu v podminkach provozrétiora-
tori. DalSim krokem bylaifprava polymerni matrice s imobilizovanym pH indik&m, ktera
by se mohla stat aktivnim prvkem optického senzehadného k réieni AP testu. | fes
pomalou rea&ni rychlost byla o¥fena pouzitelnost senzorid phodném nastaveni parametr
testu.
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7 PRINOS

Z predlozené studie ,Optické metody kontroly fermeéntah proced a hodnoceni kvality
jejich produkce” vyplynuly tyto hlavniifnosy autora:

- Spolutast na vyvoji, konstrukci a realizaciéfici aparatury DATTS 2000 (Dual angle
turbidimetric and titrimetric system), ktera je &hina patentem fadu ptimyslového
vlastnictvi CR ¢.299354 ze dne 21.5.2008aw@dni modularni aparatura umie pro-
vadkni a vyhodnocovani Sirokého spektra metodanych rezimech gteni.

- Tvorba givodniho softwarového programu MZN CONTROL, specelgtvoreného pro
ovladani DATTS 2000, ktery dovoluje s@msné pipojeni afizeni rékolika typa externich
moduli (nag. davkovaci pumpy, elektrochemickych detektapod.), provéaghi a vy-
hodnocovani teétmetodou linearni regrese s minimem kvadratickyethglek.

- Spoluttast na zkonstruovani aparatury YATA pra@ieni AP tedi, kterd je modifikaci
aparatury DATTS.

- Spolutast na aplikaci a optimalizaci nefelometrickychiatihich test predpowdi ko-
loidni stability piv na aparaturu DATTS 2000.

- Spolutast na modifikaci nefelometrického tiérdho testu na obsah tandjckterd umoz-
nila jeho vyuziti i pro hluboce stabilizovana pwaizkym obsahem zakalotvornych poly-
fenoli. Automatizace vyhodnoceni vysledku testu proladekiivkou Gaussova typu.

- Navrh dpravy zpsobu davkovani titrantu a vyhodnoceni testu natolghivych protei-
nu, ktery zvySuje reprodukovatelnost testuilzuje pribéh testu skuténym podmin-
kam ve vzorku Ehem starnuti.

- Oweéteni vyuzitelnosti tesitpro gredpowd’ koloidni stability piva na modelové sadzor-
ku jednoho typu piva siznym obsahem zakalotvornych protei polyfenol, ziskanych
rozdilnym stupam stabilizace.

- Aplikace metody rareni rychlosti sedimentace kvasnic na aparaturu DA2000. Zave-
deni kalibr&ni procedury pomoci kalib&aiho roztoku kulovychtastic silikagelu Bi-
ospher PSI od firmy Labio Ltd. Praha. Navrh vyhatina@ni namtenych hodnot prokla-
danim kivkou sigmoidalniho typu.

- Aplikace acidifik&niho testu vitality kvasnic (AP testu) na apaf@atMATA. Optimaliza-
ce testu na vzorcich pivovarskych kvasnic kmene kd&ry je nefastji pouzivanym
kmenem pro vyrobu piva typu Pilseneteskych pivovarech. @¥eni testu srovnanim
s vysledky piibéhu provozniho kvaSeni v CKT.

- Aplikace metody titraniho acidifik&niho testu (TAP test) na apars@W ATA, umoiu-
jici ziskani ¥tSi citlivosti AP testu pro velmi vitélni kvasnice.

- Navrh a o¥ieni metody optické detekce AP testu s pouzitimvveiieo pH indikatoru
(BCG), citlivého ke zrdinam pH v celém rozsahuéieni AP testu.

- Spoluast na pipraw polymerni matrice s imobilizovanym indikatorem jako poten-
cidlnim aktivnim prvkem optického senzoru, vhodn&hoeéteni AP testu. Prodieni z&-
kladnich parametrmatrice.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOL U

ASBC American Society of Brewing Chemists

BCG Bromocresolgreen — pH indikator

CKT Cylindrokonicky tank

DATTS Dual angle turbidimetric and titrimetricsggm

EBC European Brewery Convention — Expertni tedténiarganizace pro kooperaci

a spojené aktivity evropskych pivovarii@ slad&l — zarove i jednotky zaka-
lu a barvy zavedené touto organizaci

EDTA ethylenediaminetetraacetic acid — chirlaagent

HEMA 2-hydroxyethyl methakrylatu

MEBAK Mitteleuropaische Brautechnische Analysenkaoision

NRW typ pivni lahve

PLS Partial Least Squares — metoda regresni gndaiz

PVP Polyvinylpyrrolidon

PVPP Polyvinylpolypyrrolidon

SASPL Prah srazeni siranem amonnym (Saturated Aimmo8ulphate solution Pre-
cipitation Limit) v ml/10ml vzorku

SASS Nasyceny roztok siranu amonného (Saturateddmum Sulphate Solution)

SD (Standard deviation) Standardni odchylka

SP vysledek testu na obsah citlivych praie{Sensitive Proteins) v jednotkach
EBC zakalu

T2 Doba tepelného Sokovani vzorkuipbhd k dosazeni hranice nefelometrického
chladového zakalu 2 EBC

Z90 Nefelometricky zakal (dten pod ahlem 900)

Z12 Dogredny zakal (réfen pod Uhlem 120)

pK disoci&ni konstanta

R Bezrozmirny koeficient definovany rovnici 3.28, udavajicdngrné zastoupe-

ni spekter basické a acidické slozky pH indikatoagelkovém spektru
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