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1. UVOD

Vyznamu dusi¢nanii v pivovarstvi sc posledni dobou
vénuje velkd pozornost [1-4]. Z dusi¢nani mohou vznikat
¢innosti kontaminujicich bakterii dusitany, které reaguji se
slozkami mladiny za tvorby zdravi $kodlivych net¢kavych
nitrosamind (ATNC). Tvorba dusitandi pfi kvaseni je
ncjcasi&jsi pricinou vzniku ATNC pfi vyrob€ piva [5].
Obsahu dusi¢nanu sc v odborné literatufe vénuje mnoho
praci [6,7].

V piedchozim sdéleni jsme prokizali, Ze tvorba dusi-
tanti v kvasici mlading sc muZe sledovat barcvnou reakei
s m-fenylendiaminem (m-FDA) [8,9]. m-FDA reaguje s
dusitany, vznikajicimi pfi kvaScni Cinnosti bakiteridlni
kontaminace za tvorby oranZovcho aZ Cervencho barviva
s charakicristickym absorpénim maximem pfi 450 nm.

Na pritomnost dusitanii s¢ podle Iéto reakce usuzuje
podle rozdilného tvaru absorp¢nich spekier kvasici mladi-
ny bez pridavku m-FDA a s nim. Pfedpokliddme, Ze pro

zjednoduSeni bude postacovat méfeni rozdilu absorbanci

obou kvasicich mladin pfi 450 nm. Timto postupem sc
zabyvi nase sd¢leni. fran Qr—n0
Si0a N
2. MATERIAL A METODY
2.1 Chemikiilie a roztoky
Hydrochlorid tetracyklinu (Biotika, s.p.),85% kysclina

fosfore¢nd (H3PO4) (Lachema, s.p.), 1% roziok 1,3 feny-
lendiaminu (Merck-Schuchardt) v sterilni vodg.

2.2 Citritovy tlumivy roztok

Cllrdlovy llumlvy rozlok (Mc Tlvaine) sc pfripravil
smiSenim rozloku 0,1 mol.1" kyseliny citronové
a 0,2 mol.I'" hydrogenfosfore¢nanu sodného [7).

2.3 Méreni absorpcnich spekter

Absorpéni spekira se méfila v 10 mmsklenénych kyve-
tich proti destilované vodé v %pcklrol'olomclru CADAS
100 (Dr.Bruno Lange), fizeném osobnim pocitacem
s pouZitim softwarc PCSCAN. Stcjny pfistroj sc pouZival
pro ostatni spcktrofotometrickd méfeni.
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2.4 Test na tvorbu dusitanu v kvasici mladiné

K 10 ml ¢erstvé zakvasené mladiny sc pridd 0,25 ml
1% m-FDA ve sterilni vodé. K soubéZné pfipravenému
vzorku se pfidd je$té 0,1 ml 1 % vodného rozioku
hydrochlondu lclmcykhnu (TTC). Oba vzorky se kultivuji
pii 20 °C po dobu 3 az S dni, pak sc vzorky odstiedi
(15 min, 4000 min™") a stanovi se rozdil absorbanci obou
vzorki. Hydrochlorid tetracyklinu potlacuje vEétSinu
bakteridlni kontaminace mladiny.

3. VYSLEDKY

3.1 Reakce m-FDA s 12% mladinou

12% mladina (pH 5,5) sc upravila 85% H3PO4 na pH
4,7, ob& mladiny se za studena sterilovaly membrinovou
filtraci filtry 0,20 pm (Minisart RC 25, Sartorius AG,
SRN) a k mladinidm se pfidal 1% sterilni roztok m-FDA ve
vysledné koncentracim-FDA 0,25 g.I° -1 Absorpéni spekira
mladin sc méfila po 24 h pfi 20 °C proti destilované vodé
(obr.1).
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Obr.]  Absorpéni spekira sterilnich 12% mladin s pridavkem
m-FDA po 24 h pFi 20 °C.

l Plle m-FDA025gI 2 - pH 4,7, m-FDA 0,25

,3 - vzorek 1 bez m-I‘DA 4 - vzorck 2 bez m-FDA
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Zc ziskanych vysledkii je dobfe patrny pfirlistek
absorbance rcakei sloZck mladiny s m-FDA bez tcasti
dusitand. Zbarveni mladiny bylo Zluté aZ Zlutohnédé a jeho
intenzita nezdviscla na hodnoté pH 4,7 a 5,5. Prirustck
absorbance pfi 450 nm byl asi 0,4 AU (absorbancnich

jednotek) za den.

3.2 Reakce m-FDA s 12% pivem

12% pasterované pivo (pH 4,5) se zbavilo tfepinim
oxidu uhli¢itého a ascpticky sc pfidal 1% sterilni roziok
m-FDA ve vysledné koncentraci m-FDA 0,25 g1,
Absorpéni spektra se méfila po 1a 3 dnech pfi 20 °C proti
destilované vod¢ (obr.2).
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Absorpéni spektra 12% piva s pridavkem m-FDA pri 20 °C.
1 - srovndvaci vzorek, 2 - vzorek 1 + m-FDA 0,25 g.l'l, 3
- vzorek 1 po 1 dni, 4 - vzorek 2 po 1 dni, 5 - vzorek 1 po
3 dnech, 6 - vzorek 2 po 3 dnech

Také s 12% pivem recagoval m-FDA za tvorby Zlutého
zbarveni, jehoZ intenzita vzristala s Casem. Priristek
absorbance byl asi 0,15 AU za den.

3.3 Reakce m-FDA s pivem upravenym stabilizacnimi
prostiedky

Obsah bilkovin v 12% pivu sc sniZil 0,5 h tfepdnim se
Stabiquickem 83 (200 g.hl"l), obsah tfislovin tfepanim
s Polyclarem R (100 g.hl™). Absorp¢ni spektra piv
s piidavkem m-FDA (0,25 g.I") a bez néj sc méfila po
3 dnech pri 20 °C proti destilované vod¢ (obr.3).

SniZeni obsahu bilkovin a tfislovin s¢ na intenzité
reakce s m-FDA vyrazné neprojevilo.

3.4 Reakce m-FDA se sacharidy a fenoly

K asepticky pfipravenym 10% roztokiim glukosy,
maltosy, fruktosy a sacharosy v citraitovém pufru (pH 5,0)
sc pfidal 1% roztok m-FDA ve vysledné koncentraci
0,25 g.I'". Podobné sc pfipravily roztoky pyrokatechinu
a taninu (1 g.1"") v citrdtovém pufru. Absorpéni spekira se
méfila po 3 dnech pfi 20 °C proti destilované vodé (obr.4).
Priristky absorbanci sc u sacharidii pohybovaly okolo
0,05 AU za dcen.

Stejnym zplisobem s¢ proméfila spekira roztoku bez
pridavku m-FDA. Absorbance t¢chto roztoki pfi 450 nm
byly po 3 dnech niZsi, nez 0,05 AU. Z vysledki méfeni je

patrné, Zc barevné reakce s m-FDA s¢ mohou ucasinit
fenoly i cukry.
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Obr.3  Absorpcni spekira 12% piv upravenych stabilizacnimi
prostredky s pridavkem m-FDA po 3 dnech pri 20 °C.
1 - 12% pasterované pivo, 2 - vzorek 1 + Polyclar R,
100 ghi™, 3 - vzorck 1 + Stabiquick 83, 200 ghl™, 4 -
vzorck 1+ m-FDA 0,25 g1, 5 - vzorek 2 + m-FDA 0,25
g,l’], 6 - vzorck 3 + m-FDA 0,25 g.l'l.
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Obr.4  Absorpcni spektra roztoki sacharidi a fenoli v citrd-

tovém pufru (pll 5,0) s pridavkem m-FDA po 3 dnech pri
20 °C.

1 - 10% glukosa, 2 - 10% maltosa, 3 - 10% sacharosa, 4 -
10% fruktosa, 5 - pyrokatechin (1g.1™), 6 - tanin (1g.1™")

3.5 Absorpéni spektra piva s hydrochloridem tetra-
cyklinu (I'TC)

Absorpéni spekira roztoku hydrochloridu tetracyklinu
(50 a 100 mg1™") v destilované vodé a v 12% pivu se
proméfovala po rozpuSiénia po 24 h pti 20 °C. Pfi 450 nm
byl pfirlistck absorbanci, odpovidajici za pfidavek TTC
v obou pfipadech zanedbatelny, pii niZSich vinovych
délkich hodnota absorbance roztokii narustala a dosa-
hovala pri 380 nm 2 AU pii koncentraci 100 mg. I TTC.

3.6 Casovy pribéh absorbanci

Vzorky zakvaSené mladiny s riznym stupném konta-
minace sc kultivovaly pfi 20 °Cs pridavkem m-FDA, ncbo
TTC a m-FDA podle odst.2.3. V pravidelnych ¢asovych
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intervalech se méfila absorbance odstfedénych vzorkd
proti destilované vodé (obr.5).

ebsorbance [450 nm] (AU)
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Obr.5 Casovy pribéh absorbanci reakce kvasici konta-
minované mladiny s m-FDA.
1 - milo kontaminovani mladina, 2 - stfedné konla-
minovand mladina, 3 - silné kontaminovana mladina

3.7 Prikaz tvorby dusitani v zakvaSenych mladindch

Vzorky kontaminovanych zakvaScnych mladin
s pfidavkem m-FDA (0,25 g.1") a TTC (100 mg.I"") sc
kultivovaly 3 dny pfi 20 °C. Po odstfedéni vzorki se méfila
absorbance pfi 450 nm proti destilované vod¢ (obr.6).
Podle vysledkii méfeni se pfirlisick absorbance mladiny
s pfidavkem TTC a m-FDA proti vzorku mladiny bez
t&chto Cinidel pohyboval mezi 0,4 aZ 0,9 AU. Z obr.6 je
dobfe patrné ndsledné zvySeni absorbance u vzorki
s tvorbou dusitant.
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Obr.6  Pritkaz dusitanii v kvasicich mladindch po 3 dnech pFi 20 °C

3.8 Sledovini tvorby dusitanii v zakvasenych mladi-
nach

Pro rutinni kontrolu zakvasenych mladin se sledovala
tvorba dusitanil testem s m-FDA podle odst. 2.3. K
vzorkim Cerstvé zakvaSenych mladin se pfidaval m-FDA
a TTC a jako méfitko tvorby dusitani se volil rozdil
absorbanci obou vzorki pfi 450 nm po 5 dnech pfi 20 °C

(obr.7).
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Obr.7  Rozdéleni vzorki podle rozdilu absorbanci pri 450 nm
proti srovadvacimu vzorku s TTC

4. DISKUSE

Pfi sledovini tvorby dusitanii v zakva$ené mladiné se
vyuZivi citlivé reakce dusitani s m-FDA, pfi kieré vzniki
barvivo s absorpénim maximem pfi 450 nm. Kromé toho
miZe m-FDA reagoval i se sloZkami mladiny a piva. Pfi
1éto reakei nevznikd barvivo s charakieristickym maxi-
mem, ale kiivka absorbance ve viditelné oblasti spekira
plynule klesi se vzriistajici vinovou délkou.

Tim sc absorpéni spcktrum mladiny, ncbo piva po
reakci s m-FDA podobi absorpéni kfivee téchto substriti
s posunutim k vys§im hodnotim absorbanci. V diisledku
toho se jevi plisobeni m-FDA na mladinu, nebo pivo, jako
pfibarveni téchto substrity do Zluta aZ hnéda.

Niriist absorbance ¢ini asi 0,4 AU za den u mladiny,
u piva je priblizn¢ polovicni. Podlc orienta¢niho priizku-
mu vlivu jednotlivych sloZek se na pfibarvovini podileji
sacharidy i fenoly. Pribéh reakee je relativné pomaly,
nebot’ pfi linedrnim ndrlistu absorbance lze predpoklidat
pouze nizkou spoticbu obou sloZck reakce.

Z fenoli se pravdépodobné uplatiiuji nizkomolekuld i
slozky, ncbot’ absorpce polyfenoli Polyclarem R nesni-
Zovala po reakci barvu piva.

Pfiriisick absorbance vlivem sacharidii je sice slaby, ale
pfedem zahfivané roztoky sacharidi poskytovaly siln¢jsi
barcvnou reakei. Ze sacharidii pfednosiné reagovaly redu-
kujici cukry s volnou aldchydickou, ncbo ketoskupinou.

Neredukujici sacharosa recagovala s m-FDA velmi
slabé. Patrn€ rovnéZ zileZi na konfiguraci cukru v roztoku.
Kromé toho barevnou reakci poskytuji i dal§i litky, napf.
kysclina askorbovd, ncbo formaldchyd, které oviem
nepatfi mezi sloZky mladiny.

Z 1&chto diivodii nelze reakci s dusitanem povaZoval za
zcela specifickou.

Absorp¢ni kfivka barcvného produktu dusitanu s m-
FDA mi sice typické absorp&ni maximum, pfi reakei dusi-
tanu v mlading, ncbo pivu viak mohou rusici ldtky tvorbu
maxima potlacovat. Navic nclze pfi jedné vinové délce
rozliSit pficinu ndrustu absorbance.

Proto jsme testovali stanoveni tvorby dusitanu
s pfidavkem TTC, ktery mél potlacoval ¢innost bakiérii,
redukujicich dusi¢nany. Tim sc jako srovndvaci pokus



KVASNY PRUMYSL
rod. 39 /1993 - &islo 6

169

mohl pouZit vzorck, v némZ sice prob&hla reakce sloZek
mladiny s m-FDA, ale nctvofil sc dusitan (viz obr.5).

Ziskané vysledky potvrzuji pouZitclnost testu, nebot
vznikajici dusilan zvySoval dile absorbanci nad hodnotu
srovnavaciho pokusu. Jako testovaci kritérium pro tvorbu
dusitanti v kvasici mladin€ proto navrhujeme volit zvyseni
absorbance proti srovnivacimu vzorku s TTC (viz obr.6,7).

Podle ¢asového priib¢hu absorbance kvasicich mladin
s pfidavkem m-FDA a TTC lzc pfi potlaceni ¢innosti baktérii
zaznamenal nariist absorbance pouze vlivem reakce sloZek
mladiny s m-FDA. U kontaminovanych mladin sc
absorbance zvySuje jeSIE reakei m-FDA s dusitancm (obr.5).

Doba poticbnd pro vyhodnoceni testu se¢ pohybuje
mezi 3 aZ 5 dny. U nékterych vzorkil nemusi TTC vizdy
potlacit veSkeré baktéric, zejména pokud jsou pfitomny ve
velkém mnoZstvi. Tim se zvySuje absorbance i u vzorku
s TTC a Ciste¢n€ piibarvuji i srovndvaci vzorky (obr.5,
kfivka TTC, mFDA 3). Zdec bude nutné vyzkouset dalsi
antibiotika, popf. jejich kombinace.

Zvolend modilikace testu nenapodobuje zccela
podminky pfi hlavnim kvaSeni, nebot’ ¢innost i riist bakiérii
rovnéZ zaviscji na teploté. Pro ziskdni presnych hodnot
proto doporucujeme lest pfi niZzSich teplotach, bliZicich se
teplotdm hlavniho kvaSeni. Jeding timto zpisobem lze
dosdhnout spolchlivého vysledku i ve spornych pfipadech
rychlé¢ho oricntacniho testu. Teplota stanoveni se pfitom
musi dodrZovat s piesnosti alespoii +/- 0,5 °C.

Test jsme ovéfovali na souboru 75 zakvasSenych mladin,
z nichZ v¢iSina poskytovala negativni reakei na tvorbu dusi-
tanu (obr.7). Vyhodou Iestu je jeho jednoduchost, spolchli-
voslt a pouZilelnost v béZné laboratori kontrole.

ZavErem je nutné uvést, Ze uspéiné vyuZiti testu
v provoznich podminkich dile zivisi na volb¢ a ¢etnosli
vzorkil, vyhodnocovini vysledkii a spravné strategii
provoznich zisahi a opatfeni. Pfi spInéni vicech téchto
podminek Ize podle naScho nizoru dosiahnout spolehli-
vého odstranéni negativniho pisobeni dusitanli, napf.
tvorby ATNC ve vyribénych pivech.
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g/\VEL.J.-l‘ROKOl'OVA,N'.-ZI)\’IH/\LOV/{.D.:
Praktické pouzZiti reakce kvasici mladiny s m-feny-
lendiaminem. Kvas.prim., 39, 1993, ¢.6, s. 166 - 169

Clinck pojednivi o testu s m-fenylendiaminem (m-FDA),
pouZivaném pro sledovini tvorby dusitanli béhem kvaseni. m-
FDA se pfidd do zakvaSené mladiny a pfi kvaseni konta-

minovanych mladin reaguje s vznikajicim dusitancm a &isteéné
i sc sloZkami mladiny. Prokéizala sc reakce m-FDA se sacharidy,
fenoly i oslatnimi ldtkami, napf. kysclinou askorbovou. Dopo-
rucuje sc providél lest s m-FDA soubéZné s pfidavkem anti-
biotika, napf.hydrochloridem tetracyklinu. M&Fitkem tvorby
dusitani je rozdil absorbanci obou vzorkdi pfi 450 nm. Tento
rychly screeningovy lest je vhodny pro predbéZnou identifikaci
kvasicich mladin s pfedpoklidanym nevyhovujicim obsahem
nctékavych nitrosaminl (ATNC).

IllaBesx, A. - llpoxonoea, M. - 3aBurasrosa, JA.:
lpakTuueckoe npumenenue peakyuu Gpoaaujero
OXMEACHHOrO cycaa ¢ m-pennrenanammunom. Ksac. npym.,
39, 1993, N° 6, cTp.166-169

Crarea 3anumaetcs TecT-npoboit ¢ M-dpennaenguammnom (M-OJA),
NPUMEHAEMOMA AAR HCCAEA0BAHWA OGPA3OBAHHMA HUTPATOB B TEYEHHE
6poxenna. M-DJA so6asasercs B GpoasLyee OXMEAEHHOE CYCAO H
npu cOpaXHBAHWM KOHTAMMHHPOBAHHBIX OXMEAEHHBIX CYCEA OH
pearHpyeT € BOSHHKAIOLJHM HHTPATOM H OTHECTH M C KOMITOHEHTAMMK
OXMEAEHHOTO cycAa. Bmaa goka3zana peakyus m-OJA ¢
caxapuaamu, PeHOAAMM M OCTAABHBIMH BELyECTBAMM, HAMp.
ackopbuHoBO#t kucaoToi. PekomenayeTca npoeoants TecT-npoby ©
M-OJA napaareasHo ¢ gobaBkoft aHTHOHOTHKA, Hanp. THApPO-
xAopuaa Terpayukanna. O6pa3syosoit Mepoit 06pa3oBaHns HHTPAToB
ABAAETCA pa3Huya noraowyaemocTedt obenx npob npu 450 nm. dror
6bICTPOAEACTBYIOLYMA CKPUHMMT-TECT NPHUTOAEH AAA npea-
BapUTEAbHON HAeHTUDUKAYMKH BPOAALIMX OXMEAEHHBIX CYCEeA C
NPEANOAAraeéMbIM HEYAOBAETBOPALYHUM COAEPXAHUEM HEAETYHMX
nurposamunos (ATHIL)).

Savel,J.-Prokopovi,M.-Zdvihalova,D.: Practical A pplication
of the Reaktion of Fermenting Hopped Wort with m-Pheny-
lendiamine.Kvas.prim., 39, 1993, No.6,pp 166 - 169

The test with m-phenylendiamine (m-FDA) is used [or an
investigation of the formation of nitrites during a fermentation.
m-IFDA is added into the inoculated hopped wort. During the
fermentation of contaminated worls it reacts with nitrite formed
and partially with some compounds of worlt, 10o. The reaction of
m-FDA with saccharides, phenols and other compounds such as
ascorbic acid was proved. The m-FDA test should be performed
together with the addition of an antibiolic, c.g. tetracycline
hydrochloride. The quantity of the nitrite formation is given by
the change of absorbance of both samples at 450 nm. This quick
screening test is proper for a preliminary identification of
fermented worls containing higher levels of nonvolatile nitro-
samines (ATNC).

5:\\’EL.J.-I'ROKOPOV/(,M.-ZI)VIHAI.OVK.D.:
Praktische Anwendung der Reaktion der girenden Wiirze
mitm-Fenylendiamin. Kvas.prﬁm., 39,1993, Nr.6,S. 166 - 169

Der Artikel informiert iiber den Test mit m-Fenylendiamin (m-
FDA), der zur Verfolgung der Nitrit-Bildung wiihrend der
Girung angewandt wird. m-FDA wird in dic Wirze nach dem
Anstellen zugegeben und reagiert bei der Giirung von konta-
minicricn Wiirzenmitdem entstehenden Nitrit und teilweise auch
mit den Wiirze - Bestandteilen. Es wurde dic Reaktion von
m-FDA mit den Sacchariden, Phenolen und auch anderen
Substanzen, z.B. der Askorbinsiure, bewiesen. s wird
cmplohlen, den Test mit m-FDA paralell mit der Zugabe des
Antibioticums, z.b. Hydrochlorid des Tetrazyklins durchzu-
fihren. Als MaB der Nitritbildung gilt der Unterschied der
Absorbanz beider Proben bei 450 nm. Dieser schnelle Screening-
Test cignet sich [ir dic vorliufige Identifikation der girenden
Wiirzen mit vorausgesclzt nichtentsprechendem Gehalt
nichtflichtiger Nitrosamine (ATNC).



