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1 UvoD

Obsah 5-hydroxymethylfurfuralu (HMF)
a furfuralu se ¢asto pouziva jako ana-
lyticky znak, vhodny k hodnoceni na-
sledkt teplotnich zmén pfi vyrobé
a skladovani piva i jinych potravin. Vznik
furfuralu a HMF se obvykle spojuje s te-
pelnym rozkladem sacharidu v kyselém
prostfedi nebo s pfeménami mezipro-
dukt( Maillardovy reakce.

V klasické praci Winkler pouzil stano-
veni HMF k rozliSeni plvodu medu,
a proto spektrofotometricka metoda
s kyselinou barbiturovou a p-toluinidi-
nem nese jeho jméno [1]. Stejné sdéleni
také popisuje pfimé spektrofotometrické
stanoveni HMF, pri¢emz roztok HMF (c =
10* mol.lI", 12,6 mg.I"") vykazoval vy-
razné absorpéni maximum 1,57 AU pri
282 nm.

V pivovarstvi se méreni obsahu HMF
v minulosti pouzilo pro hodnoceni pru-
béhu chmelovaru a chlazeni mladiny [2].
Obsah HMF a furfuralu také vzrasta pfi
starnuti piva, pficemz se obé slouceniny
pokladaji za neprimé indikatory starnuti,
nebot jejich koncentrace v starém pivu
nedosahuji senzoricky zjistitelnych hod-
not [3]. Vyznamnou souvislost mezi ob-
sahem HMF a barvou mladiny i piva na-
lezli Kieninger a Bikova [4].

Z této skutecnosti vyplyva, ze starnuti
piva souvisi s neenzymovou preménou
sacharidi. Pritom se mnozi dukazy
o0 Ucasti sacharidu pfi tvorbé senzoricky
vyznamnych slou¢enin béhem starnuti
piva a také o radikalové povaze téchto
reakci [5, 6]. Této problematice se take
vénovalo nékolik sdéleni na poslednim
kongresu EBC v Budapesti v roce 2001.

K stanoveni HMF se pouzivaji kla-
sické i moderni analytické metody, vét-
Sinou kapalinova chromatografie [3]. Pro
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Obr. 1 Obsah HMF v 10% a 12% studené mladiné v prubéhu

10 varek

stanoveni HMF ve viné se pouziva pru-
tokovy analyzator SKALAR, uvedeny
rozsah 1-100 mg.I"" je v8ak pro stano-
veni v pivu prilis vysoky. Tento ¢lanek se
proto zabyva moznosti automatického
stanoveni HMF v pivu.

2 MATERIAL A METODY
2.1 Chemikalie

Kyselina barbiturova, p-toluidin a 5-
hydroxymethylfurfural pochazely od fir-
my Sigma Aldrich. Kalibracni roztok
obsahujici HMF (¢ = 10 mg.I"") v deioni-
zované vodé se pfipravoval redénim za-
kladniho roztoku (c = 100 mg.I'").

2.2 Pristroje
2.2.1 Pratokovy analyzator

Pratokovy analyzator SANplus se
segmentovanym tokem, dialyzaéni jed-
notkou a fotometrickym detektorem (550
nm) firmy SKALAR Analytical b.v. Breda,
Holandsko.

2.2.2 Spektrofotometr
Spektrofotometr CADAS 200 s kfe-

mennou kyvetou s optickou drahou

10 mm od firmy Dr. Lange, Némecko.

2.3 Postupy
2.3.1 Stanoveni HMF

Stanoveni HMF se zakladalo na kla-
sické metodé podle Winklera s odstra-
nénim vysokomolekularnich latek dialy-
zou v analyzatoru SKALAR. Cistota
a koncentrace kalibraéniho roztoku HMF
se ovérovala spektrofotometricky v UV
oblasti [1].

2.3.2 Tvorba HMF pri raznych
teplotach

Vzorky cerveného vina a ovocnych
dzusi z maloobchodu se plnily do
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200 ml lahvicek s klobouckovymi uza-
véry. Lahvicky se spolu s lahvemi 12%
nepasterovaného piva skladovaly v ter-
mostatech pfi 6, 28, 37 a 45 °C. V pra-
videlnych ¢asovych intervalech se sta-
novoval HMF.

3 VYSLEDKY
3.1 Obsah HMF v kongresni sladiné
a mladiné

Obsah HMF v kongresnich sladinach
se u souboru 25 vzork( pohyboval v roz-
mezi 0,18 az 1,30 mg.I" s prumérnou
hodnotou 0,57 mg.I". Obsah HMF ve
vzorcich 10% a 12% mladiny, odebrané
za chladi¢éem u 10 varek, uvadi obr. 1.
Koncentrace HMF v 10% mladinach se
pohybovala okolo 3-5 mg.I"', u 12% mla-
din kolisala mezi 5-8 mg.I".

3.2 Obsah HMF v prabéhu hlavniho
kvaseni

Obsah HMF v kvasici 12% mladiné
v zavislosti na stupni zdanlivého pro-
kvaseni uvadi obr. 2. Puvodni vysoky
obsah HMF v mladinach se v pocatku
kvaseni rychle snizil na hodnoty, bli-
Zici se koncentracim HMF v hotovém
pivu.

3.3 Obsah HMF béhem starnuti piva
pfi 20 °C

V ruzné starych vzorcich nealkoho-
lického piva, vyéepniho piva a lezaku se
stanovil obsah HMF v zavislosti na dobé
po stoceni pri 20 °C (obr. 3). Tvorba HMF
béhem starnuti piva zavisela na kon-
centraci plvodniho extraktu, coz zna-
zorfuji dva pfimkové trendy pro 10%
a 12% lahvové pivo. Zbyvajici zavislosti
obsahu HMF na dobé starnuti pro neal-
koholické pivo nebo 12% pivo v ple-
chovkach se znazornénym trendum bli-

-l
=

60,9 mm
642 M
67,5 mm
707 m
724 mm

o~

493 »

~ o a
- - w

Zdanlivé prokvaseni [%]

Obr. 2 Obsah HMF v priabéhu hlavniho kvaseni 12% piva
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Obr. 3 Starnuti nealkoholického (NEAL., v lahvich), 10 a 12% piva
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v lahvich (L, znazornéné trendy) a plechovkach (P) pri 20 °C

Zily, a proto se pro prehlednost neuva-
déji.

3.4 Obsah HMF v napojich pfri
raznych teplotach starnuti

Obsah HMF v prabéhu starnuti piva
pfi raznych teplotach uvadi obr. 4. Po-
mérné vyrazny trend nartustu HMF pro
jednotlivé teploty byl zaznamenan
u 12% piva, pficemz pro teplotu 45 °C jiz
neplatila pfimkova zavislost narustu
HMF s ¢asem ohrevu.

U ovocnych dzusu nebyly vysledky
jednoznacné, a zahrnovaly vétsi kolisani
hodnot obsahu HMF pri 45 °C i ob&asny
pokles hodnot pfi 28 °C, coz pravdépo-
dobné souviselo s redukci HMF pomno-
zenou kontaminaci. Po¢ate¢ni hodnoty
HMF v ¢erveném viné (7,5 mg.I"") se bé-
hem skladovani pfi vSech teplotach vy-
razné nezvysily.

4 DISKUSE

Obsah HMF v pivovarské vyrobé se
v soucasnosti povazuje za vhodny indi-
kator starnuti piva i pribéhu technolo-
gickych operaci pfi jeho vyrobé [3, 5, 6].
Radikalovou teorii vzniku HMF ze sa-
charidl, navrzenou v roce 1999, se
znovu nyni podarilo potvrdit poklesem
rychlosti tvorby HMF po pfidavku ¢&i-
nidla, pouzivaného jinak pro zachyt ra-
dikald kysliku technikou elektronové
spinové rezonancni  spektroskopie
(ESR) [5, 6].

Namérené hodnoty (obr. 1-3) v pod-
staté odpovidaji hodnotam, uvadénym
v literature. Shimizu et al. [6] nalezli ob-
sahy HMF v zchlazené mladiné v roz-

mezi asi 4 — 7 mg.I"" podle zpUsobu jeji
pripravy za pfistupu nebo nepfistupu
vzduchu. Sladina obsahovala méné nez
1 mg.I" HMF, podobné jako stotené
pivo. Témto hodnotam obsahu HMF
v mladiné odpovidaji i nalezy Huga, za-
timco Kieninger a Bikova naopak nalezli
vys$si hodnoty [2,4].

Obsah HMF v lezacich kolisal mezi
0,7-1,8 mg.I"" s rychlosti tvorby 0,06 —
0,19 mg.I'" HMF za tyden, obsah HMF
v nealkoholickém pivu byl 0,9 mg.I"" [3].
Po 3 mésicich skladovani lezak( pfi
30 °C vzrostl obsah HMF na hodnoty
4-7 mg.I"" [6]. Podobna zavislost byla
nalezena u furfuralu nebo furfuralového
ekvivalentu FE [5, 7, 8].

Zmény obsahu HMF nebo furfuralu
béhem vyroby piva opét odpovidaly
obecné uvadénym trendim, pricemz je-
jich koncentrace stoupala od rmutovani
az po chlazeni mladiny, potom opét po
zakvaseni poklesla redukci kvasniénymi
burikami a nakonec opét stoupala po
sto€eni piva béhem jeho starnuti [7,8].

PFi starnuti piva vyrazné zavisi narust
HMF na koncentraci puvodniho extraktu,
coz opét souhlasi s dfive pozorovanym
trendem u furfuralu [8]. Se znalosti data
stoceni a druhu piva je obsah HMF, fur-
furalu nebo furfuralového ekvivalentu
dobrym ukazatelem o$etfeni piva a tep-
loty skladovani.

Pro automatické stanoveni obsahu
furfuralového ekvivalentu i HMF jsou
nyni k dispozici dva automatické po-
stupy, oba s pouzitim analyzatoru
SKALAR. Stanoveni tzv. furfuralového
ekvivalentu (FE) se zaklada na izolaci
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Obr. 4 Tvorba HMF pri starnuti 12% piva pri 6, 28, 37 a 45 °C

tékavych latek automatickou destilaéni
jednotkou a mérfeni absorbance desti-
latu pfi 275 nm [8]. Narozdil od stano-
veni HMF neni pfitom nutné pouzit che-
mikalie, analyticky postup je proto
vysoce ekologicky a naklady na chemi-
kalie prakticky nulové.

Narozdil od vSeobecné uznavané
teorie, podle které se smyslové starnuti
piva spojuje s oxidaénimi zménami ne-
nasycenych mastnych kyselin, se nyni
zda, Ze neméné vyznamné jsou zmény
sacharidickych slozek, spojené se vzni-
kem furfuralu a HMF. Stanoveni HMF
i FE v pratokovém analyzatoru proto
umoznuje zavést tyto analyzy do rutinni
pramyslové kontroly s vysokou Géinnosti
i vykonem (25 vzorku za 1 h).
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Savel, J. — Pazourek, K.: Stanoveni 5-hyd-
roxymethylfurfuralu (HMF) pratokovym
analyzatorem. Kvasny Prum. 47, 2001, ¢.
11-12, s. 314-316.

Clanek pojednava o stanoveni 5-hydroxy-
methylfurfuralu pratokovym analyzatorem
SKALAR v meziproduktech a pivu pfi jeho vy-
robé a skladovani. Stanoveni se zaklada na
klasické Winklerové metodé s kyselinou bar-
biturovou a p-toluidinem po pfedchozi sepa-
raci HMF v dialyzaéni jednotce. V praci se sle-

dovaly obsahy HMF v laboratorni sladiné,
mlading, kvasici mladiné a v sto€eném pivu
béhem jeho starnuti. V prubéhu skladovani
sto¢eného piva obsah HMF vzruistal, pficemz
také zaviselo na druhu piva. Nalezené zmény
obsahu HMF souhlasily s literarnimi udaiji,
a méreni Ize zavést do bézné kontrolni praxe
k sledovani prubéhu rmutovani, vareni
a chlazeni mladiny, kvaseni a starnuti piva.
Postup umoznuje zpracovavat az 25 vzorku
za 1 hodinu.

Savel, J. - Pazourek, K.: Determination of
5-hydroxymethylfurfural (HMF) by Means
of Flow-Through Analyzer. Kvasny Prum.
47, 2001, No. 11-12, pp. 314-316.

The article deals with the determination of
5-hydroxymethylfurfural in intermediates and
beer during its production and storage by
means of a SKALAR flow-through analyzer.
The determination is based on the classic
Winkler's method with barbituric acid and
p-toluidine after previous separation of HMF
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in a dialyzer unit. In the work, HMF contens
were monitored in laboratory wort, hopped
wort, hopped wort under fermentation and
ready bottled beer in the course of its aging.
The content of HMF in bottled beer was in-
creasing in the course of storage, this was
also dependent on the type of beer. The
changes in HMF content that were found were
in agreement with literary data and the mea-
surement can be used for current control ap-
plications to monitor the course of mashing,
boiling and hopped wort cooling, fermentation
and aging of beer. The method enables han-
dling up to 25 samples in one hour.

Savel, J.-Pazourek, K.: Bestimmung das
5-Hydroxymethylfurfurals (HMF) mittels
Durchfluss-Analysator. Kvasny Prum. 47,
2001, Nr. 11-12, S. 314-316.

Der Artikel behandelt die Bestimmung des
5-Hydromethylfurfurals in Zwischenproduk-
ten und Bier im Verlauf der Produktion und
Lagerung bei Applikation des Durchfluss-
Analysators SKALAR. Die Bestimmung ba-

siert auf der klassischen Winkler-Methode
mit Barbitursaure und p-Toluidin nach vorhe-
rigen Separation des HMF in der Dialysati-
onseinheit. In der Arbeit wurde der HMF-Ge-
halt in Laborsisswirze, Wirze, garender
Wirze und in dem abgefillten Bier im Verlauf
seiner Alterung verfolgt. Wahrend der Lage-
rung des abgefllten Bieres stieg der HMF-
Gehalt an, und zwar auch differenziert je
nach Biersorte. Die festgestellten Verande-
rungen des HMF-Gehalts stimmten mit den
Literaturangaben Uberein und die Messung
kann zur Einfihrung in die laufende Kontroll-
praxis zur Verfolgung des Maischens, Ko-
chens und Kihlung der Wirze, Garung und
Alterung des Bieres empfohlen werden. Das
vorgeschlagene Verfahren ermoglicht die
Verarbeitung bis 25 Proben pro Stunde.

Waeen, U.—MNasoypek, K.: Onpegenexne
5-rupgpokcumeTundgypdpypana (HMF) npn
noMoIyM NPOTOYHOrO  aHanuaaropa.
Kvasny Prum. 47, 2001, Nr. 11-12, cTp.
314-316.

B cratbe onucbiBaeTcs onpeaeneHue
5-okcumeTundypdypana B NpPOMEXYyTOY-
HbIX NPOAYKTax v N1Be Npuv ero Npou3sos-
CTBE U XpaHeHW! Npu NOMOLK NPOTOYHOrO
ananu3atopa SKALAR. Onpepgenenue
OCHOBaHO Ha KNnaccu4eckoMm MeToge
BuHknepa ¢ 6apbuTypoBOi KUCNOTOW M N-
TONyWAMHOM nocne npeabiaywero cenapu-
posanua HMF guanuaatopom. MNpusoguTca
uccneposaHvwe  cogepxaHun  HMF B
nabopaTopHOM cycne, B OXMENEHHOM Cy-
cne, B Te4eHne 6poXKeHUA 1 B FOTOBOM NUBE
B Te4yeHue ero ctapeHus. [pu xpaHeHuu
roTOBOr0 NWBa MOBBIWAMNOCH COAepXaHue
HMF B 3aBucumocTu ot copta nusa. ObHa-
PYXeHHble u3MmeHeHus cogepxavua HMF
COOTBETCTBOBANM TEOPETUHECKUM fAaH-
HbIM, NMPUYEM U3MEpPEeHUe MOXXHO BBECTU Ha
KOHTPOJbHYIO NPaKTUKY ANA UCCNeoBaHns
npouecca 3aTMpaHus, KUNAYeHWa U OXNax-
AeHus, 6poxxeHuns u ctapeHus nuea. Metog
no3sonseT obpabortate fo 25 obpa3yos B
yac.



