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Ovod

Problematice vyskytu dusi¢nanfi a dusitanl b&hem pi-
vovarského vyrobniho procesu je v posledni dobg vé-
novdana znatnd pozornost. Jednim z diiveddi je prudky
vzestup obsahu dusi¢nanii ve vod& a v urfitych potravi-
ndch, zaznamenany v posledni dob& a zplsobeny vlivem
industrializace a intenzifikace zemédélské vyroby a zvy-
Sovanim hustoty osidleni. Dal3im divodem je pozndni, Zze
dusitany, které mohou vznikat redukci dusiénanii piso-
benim bakteridini kontaminace v priitbéhu hlavniho kva-
Zeni, maji negativni vliv na probihajici fermentaci [1].
Redukce dusitnanii na dusitany je charakteristicka pro
gramnegativni baktérie Enterobacteriaceae a také pro
Obesumbacterium proteus [nedavno reklasifikované na
Hafnia protea [2]), které jsou b&Ziné v pivovarské vodé,
mlading a v pivovarskych kvasnicich. Dusitany lze de-
tekovat v poédteSnich stadiich kvaSeni pPi nékolika-
nasobném nasazeni kvasnic, kdy lze také prokazat pri-
tomnost baktérii redukujicich dusiénany na dusitany.
Pfitomnost dusitan@i je tedy zndmkou kontaminace kvas-
nic. Od urc¢ité koncentrace dusitant v kvasici mladine
se zpomaluje kvadeni, je pozvoln&jsi pokles pH, mensi
nériist kvasnitné hmoty, v hotovém pivu potom je vy3si
obsah diacetylu a zvy$end barva s odstinem do Cerveno-
hnéda. Dochédzi rovnéZ k permanentnim 3kodam na kva-
sinkach, coZ je podle autorfi zplisobeno nésledkem moZ-
nosti mutace, nebot kyselina dusitd je znamd mutagen-
ni latka. Savel et al. [8] prokéazali, Ze dusitan o kon-
centraci 5 aZ 20 mg NO,—/l potlafuje riist kvasnic, sni-
#uje prokva3eni, zhor3uje sedimentaci a jeho plsobenim
zv&t3uji kvasniéné buiiky velikost. Dalsi nepfiznivou sku-
te¢nosti je zna&ny toxicky afinek kyseliny dusité, zvlas-
té8 pak nitroscaminfi, které mohou vznikat reakci sekun-
darnich aminii s dusitany a jsou siln& kancerogenni [3].
Jejich pfitomnost v pivu v3ak dosud nebyla prokazana.

Stalost dusitanii

V mlading jsou dusitany celkem stédlé, v pivu se vsak
pomérné rychle rozkladaji a nejrychleji se rozkladaji
v pritbéhu kvaseni.

O mnoZstvi dusitani nalezeaych po urité dobé& v bEi-
ném 10 % pivu, do né&hoZ byl pfidan dusitan v mnoZ-
stvi 1,00 mg NO,~/l, podava informativni pfehled (la-
bulka 1:

Tabulka 1.
| |
[ 20°C i 4°C
|
1h ‘ 0,82 1 0,83
3h 0,59 [ 0,68
6h 0.50 0.60
24 h ‘ 0,17 0,42

Mnohem vyrazn&jsi vliv na rozklad dusitand v pivu
mé v3ak hodnota pH. Tabulka 2 udévd mnoZstvi dusifa-
nii nalezenych po 2 hodindch stani pfi 20 °C v 10 % pivy,
do kterého byl pfidan dusitan v mnoZstvi 1,00 mg NO,~/1
a ve kterém bylo pH upraveno HCl nebo NaOH:

Tabulka 2.
|
pH ‘. ] | 30 | 39 4,8 6.0 7,0 8,1
| |
¥ | ]
mgNO,-/1 ) 0,18 | 044 | 080 | 0095 | 0.94 i 0,95
| |

Jak je z tabulky 2 patrné, jsou dusitany stdlé v pivu
pFi hodnoté pH 6 a vyS3i, s klesajicim pH se rychle roz-
klddaji. Toto zji§tdni velmi dobfe souhlasi se zjisténim
Weinera et al. [1], ktery zjistil, Ze jiZ pfi pH 5,5 jsou
dusitany v mlading prakticky stalée. Z tabulky 2 je vsak
také patrno, Ze se nepodafi stanovit 100 % mnoZstvi pfi-
daného dusitanu, coZ nemusi byt zplsobeno nedokona-
losti analytické metody, ale tim, Ze jistd nepatrna cast
se roz§tépi ihned po pridédni dusitanu do piva. Nutno
také uvaZit, e dusitanovy ion je pomérng reaktivni a Ze
koncentrace pridaného dusitanu 1 mg NOp~/1 je velmi
nizka.

Rozsah zmén zéavisi také na druhu piva. Podle Stona
[4] je rozpad rychlejdi v pivech nestabilizovanych nez
ve stabilizovanych. Rozpad dusitanového iontu pisobl
oxidaci piva a vzriist hodnoty ITT.

Rozklad dusitanfi je vysvétlovdn rozpadem kyseliny
dusité na kysli¢nik dusnaty podle rovnice

ktery reaguje s rfiznymi komponentami mladiny nebo
piva. PFi kvaSeni unika NO v kvasnych plynech. Padle
Weinera [1] reaguji dusitany prevazné s nékterymi ldt-
kami polyfenolového typu. Zajimavé je zjiSténi, Ze pii
pH 4 prakticky nereaguji s aminokyselinami (viz dobfe
znama Van Slykeova metoda stanoveni aminokyselin
[5]). Daldi moZné reakce dosud nebyly dostatetné pro-
zkoumany.

V kvasicim meédiu je vSak &t8peni dusitand jesté
rychlejsi, coZ lze vysvétlit spife aktivitou kvasinek neZ
reakecl s komponentami mladého piva nebo Gnikem NO
v kvasnych plynech.

Metody stanoveni dusitanii v mladiné a piva

Odborna pivovarskd literatura se dosud podrobné& ne-
zabyvala stanovenim dusitani v mlading nebo v pivu.
Byly publikovény metody na stanoveni dusiénanfi v pivu
Stonem [4], nové&ji Postelem [6], nebot vyzkum vlivu du-
sitnanfi je v posledni dobé& stdle vice aktudlni. Weiner
et al. [1] aplikovali pro svoji prdci redukéni kadmiovou
metodu na stanoveni dusitanéi a dusinanii v organic-
kych latkdach {7]. V3echny tyto metody jsou zaloZeny na
stejném principu: prvni fazi je redukce dusinanfi na
dusitany a druhou fézi stanoveni dusitanii. Tento zpiisob
viak pro vlastni stanoveni dusitanii neni vhodny, nebot
jednak se zbytetné zfeduje vzorek a dile neumoZiiuje
méefit aktudlni koncentraci dusitanii, napf. b&hem kva-
Seni, protoZe zna®nd nestdlost dusitanii by zkreslovala
vysledek. Weiner [1] pouZival pro semikvantitativnl 1n-
dikaci dusitanii b8hem kvaZeni specidlni indikaCni pa-
pirky firmy Merck, Darmstadt.

Cilem tohoto pFispévku bylo najit jednoduchou a pfi-
tom spolehlivou metodu na stanoveni dusitani v mladi-
né, popf. v pivu. Vzhledem k tomu, Ze vyskyt dusitanii
je prevazné omezen na tsek potateénich stadii kvaSeni
(v hotovém pivu se prakticky nevyskytuji), byla metoda
vypracovana se zaméienim na toto upotiebeni. Piino-
sem, resp. podstatou spolehlivosti metody je konzervace
dusitanti v odebraném vzorku pro jeho udrZeni v piivod-
nim stavu po uréitou dobu. PFidané konzerva&ni Cinidlo
oviem nezabrani vsem zménam (dusitany se rozkladaji
pomérné rychle i v destilované vodg), takZe analyza
musi byt provedena druhy, nejvySe teti den po odbéru.

Mno#stvi dusitanfi, nalezenych po ur&ité dob& v kva-



KVASNY PRUMYSL
ro€. 23/1977 — ¢islo 5

Metodika stanoveni dusitani v mladiné béhem kvaseni

103

sici mladingé bez pouZiti a s pouZitim konzervagniho
Cinidla vyplyva z tabulky 3. Z laboratorni kvasici mla-
diny byl odebran vzorek, a to ve fazi, kdy rychlost sté-
peni dusitanii je vy33i neZ rychlost jejich vzniku. Ve
vzorku byl stanoven obsah dusitant (vzorek 1). K &asti
tohoto vzorku byl jesté pFidan dusitan v mnoZstvi 1,0
mg NO,~/1 (vzorek II}. Cast prvniho i druhého vzorku
byla zpracovdna bez konzervace a &ast po piiddani kon-
zervacniho ¢inidla.

Tabulka 3.
Vzorek 1: 0,32 mg NO,~/1 1 =20°C
Vzorek 11: 1,32 mg: NO,=/1
| Vaorek I [ Vzorek IT
| |
| | |
| bez konzer- ! s konzer- l bez konzer- | s konzer-
vaéniho | vaénim | vacniho vaénim
| tinidla | cinidlem cinidla cinidlem
ihned po odebrani 0,300 [ 02 o 112 1,26
3h ‘ 0.16 0.32 0,51 1,26
24 h 0 0.31 stopy 1,25
72h 0 | 0.30 0 | 1,22
1 tyden — 026 | — [ L4
|

Z tabulky 3 je patrné, Ze piiddnim konzervatniho &i-
nidla lze ucinné zpomalit rozklad dusitant v mlading,
popf. v pivu.

Metodika stanoveni dusitani v mlading a piva

Princip metody: Vzorek se konzervuje ihned po ode-
brani roztokem HgCl, a jeho pH se upravi na hodnotu
priblizné 6,5. Pred vlastnim stanovenim se vzorek od-
barvi aktivnim uhlim. Dusitan se pak stanovi kvantita-
tivné fotometricky diazotaci kyseliny sulfanilové v pro-
stfedl kyseliny octové a kopulaci s e-naftylaminem.
Vzniklé cCervenofialové zbarveni je vysoce specifické a
reprodukovatelné.

Cinidla
1. Konzervatni roztok A: Chlorid rtutnaty, 2,5 % roz-

tok: 2,5g HgCl, p.a. se rozpusti v destilované vodé a
doplni do 100 ml.

2. KonzervaCni roztok B: hydroxid sodny, 52 % roz-
tok: 5.2g NaOH p.a. se rozpusti v dest. vod& a doplni
do 100 ml.

3. Kyselina sulfanilova, 1% roztok: 2,5g kyseliny
sulfanilové p.a. se rozpusti asi v 200 ml horké destilo-
vaneé vody, po ochlazeni se prevede do 250 ml odmérné
bafiky, pfida se 25 ml ledové kyseliny octové a doplni
destilovanou vodou po znacku.

4. eg-naitylamin, 0,15 % roztok: 150 mg e-naftylaminu
p.a. se rozpusti ve 20 ml ledové kyseliny octové, preve-
de do odmeérné bailtky 100 ml a doplni destilovanou vo-
dou po znaCku. Roztok se tasem zakali a je tieba jej
prefiltrovat pfes bavin&nou tkaninu. Je staly pfi 4°C
2 aZ 3 mésice.

5. Cinidlo pro stanoveni dusitanii: ziskd se smiSenim
60 ml roztoku kyseliny sulfanilové (roztok 3) a 20 ml
roztoku e-naftylaminu (roztok 4) a 20 ml ledové Kkyse-
liny octové (celkem 100 ml). Cinidlo musi byt bezbarvé.
Stopy NO ve vzduchu, popfipadé vlastni zne&isténi che-
mikalii dusitany -sta¢i k wvyvolani reakce,. ginidlo se
zbarvi Cervené a nelze je pouZit.

6. Kyselina octovd, 25 % roztok: 25 ml ledové kyseli-
ny octové p.a. se pfevede do 100 ml odmérné baiky a
doplni destilovanou vodou po znaéku.

7. Aktivni uhli: druh je nutno si prakticky ovafit,
0svedEil se napf. Normal C.

Spektrofotometr nebo kolorimetr, vinovia délka 525 nm,
pro rozsah 0,02—0,1 mg NO,—/1 kyveta 5 cm,
pro rozsah 0,1—1,0 mg NO,~/1 kyveta 1 cm,

Postup stanoveni
a) Odebrdni a konzervace vzorku

Vzorek (kvasici mladina nebo pivo), odebrany nejlépe
do Erlenmayerovy baiiky, se ihned po odebrdni zbavi
protrepanim v ruce vétsi ¢asti CO,. Odmérnym valetkem
se odmeii 100 ml a co nejrychleji se pfidd 1 ml konzer-
vatniho €inidla A, 1 ml konzerva&niho Cinidla B a fad-
né se promichd. Vznik zdkalu neni na zavadu. Zpraco-
vava-li se nezkvaSend mladina, jejiZz pH neni niZ3i nez
5,5, pouZije se 1 ml konzervatniho ¢inidla A a 1 ml
destilované vody. Konzervovany vzorek se doporuéuje
uloZit v chladnicce.

Pozndmka: pH konzervovaného vzorku by se mélo po-
hybovat mezi hodnotami 6 aZ 7. Vzhledem k tomu, Ze
k upravé pH neni uZito pufru, jehoZ aplikace by byla
z hlediska dalsi dpravy pH pro diazotani reakci nevy-
hodnéa, nybrZ hydroxidu sodného, je nebezpeti, Ze u vel-
mi silné kyselého vzorku se konzervaci nedosdhne hod-
noty pH 6. V tom pfipadé je nutné pouZit v&tSi mnoZ-
stvi konzerva&niho ¢inidla B. Vy$3i pH neZ 7 neni na
zavadu, vzorek se pouze hiife odbarvuje.

b) Vlastni stanoveni

K cca 50 ml konzervovaného vzorku se prid4 aktivni
uhli, Tadné se tiepe asi 1 min a pfrefiltruje se pfes filtr
5 modrou paskou. Prvni podil filtrdtu se vrati zp&t na
filtr. Vzorek md byt tém&F bezbarvy, nejvyse slabd na-
Zloutly a €iry. Jinak je nutno pouZit vy3si davky aktiv-
niho uhli, popfipadé vyzkouset jiny druh.

K 10 ml odbarveného vzorku {nebo zfed&ného vzorku)
se prida 5 ml €inidla (roztok 5) a radn& se promichd.
Po 15 minutdch se méfi extinkce proti slepému pokusu
pfi 525 nm. Slepy pokus se pfipravi smiSenim 10 ml
vzorku a 5 ml 25 Y% kyseliny octové (roztok 6). Mnoz-
stvi dusitanii se odette z kalibracni kiivkyv,

Priprava kalibraéni kfivky

a) Standardni roztok NaNO, o koncentraoi 105
NO,- /i

0,1497 g NaNO, p.a., vysuSeného pii 105°C, se roz-
pusti v dest. vodé a doplni na 1000 ml. Konzervuje se
pfidavkem 1 ml chloroformu. Pii 4 °C je roztok stdly asi
mésic. Redénim destilovanou vodou se pfipravuji Cerstvé
pracovni roztoky tésné pifed pouZitim.

b) PFiprava pracovnich roztoki

Redénim standardniho roztoku se pfipravi Fada pra-
covnich roztokit od 0,02 aZ 1,00 mg NO,—/1 ve 100 ml
odmeérkdch, ke kterym se pfidd 1 ml roztoku konzer-
vacniho €inidla B a 1 ml dest. vody. Po promichéni se
pipetuje 10 ml roztoku, pfidd se 5 ml ¢inidla (roztok 5)
a Fadn& se promichd. Po 15 min se m#F extinkce pfi
325 nm proti slepému pokusu, ktery se ziskd smiSenim
10 ml dest. vody a 5 ml ¢inidla (roztok 5). Vynesenim
zjisténych hodnot do grafu se sestroji kalibra&ni kiivka.

Zavér

Uvedenou metodou lze spolehlivé stanovit obsah dusi-
tand v mlading, v kvasici mlading, popfipadé v pivu, a
to i ve velmi nizkych koncentracich. Neni nutné vzhle-
dem k nestalosti dusitanQi zahajit analyzu ihned po od-
béru vzorku. UZitim konzerva&niho &inidla, aplikované-
ho ihned po odbéru vzorku, lze rozklad dusitant Géinné
zpomalit a stanoveni provést aZ po ur&ité dobs.

Této metody je moZno téZ pouZit pro stanoveni dusi-
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tanti ve vodé. V tom pfipadé se uZije postupu uvedeného
v odstavei ,,Priprava kalibratni kfivky“ a se vzorkem
vody se zachdzi jako s pracovnim roztokem.
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Cejka, P.: Metodika stanoveni dusitani v mlading pfi
kvaseni. Kvas. priim. 23, 1977, & 5, s. 102—104.

V ¢lanku je uvedena metodika stanoveni dusitand
v kvasici mlading, které mohou vznikat v pocateCnich
stadiich kvaSeni redukci dusi¢nanii plisobenim bakte-
ridlni kontaminace a maji od ur¢ité koncentrace ne-
piiznivy vliv na probihajici kva3eni. Vzhledem ke znacné
nestdlosti dusitant byl vypracovan zpisob konzervace
vzorku ihned po odebrani. Zpomali se tak u¢inng roz-
klad dusitan a vlastuni stanoveni lze provést ai po
urc¢ité dobg.

Yeiika, [l.: Mertoj onpepeneHusi cOaepraHHd HHTPHTOB
B cOpaxusaemom cycae. Ksac. npym. 23, 1977, Ne 5, crp.
102—104

B cratbe paccMaTpiBaeTcs MeTo/l, 1aioliHii BO3MOKHOCTh
onpesnedendss CONepKanHs HUTPHTOB B COpaHBAEMOM
cycae. Hutpute moryr o6GpasoBaThCst B Cycje B TepPBHIX
dasax GPOKEHHS B PesyabTaTe¢ BOCCTAHOBJIEHHSN HHTPATOB,

BbI3BAHHOIO jlelicTBHe O0CeMeHHBIIHX CyCJ0 3arpssHsIOUIHX
Gaktepnii. [1pu onpejseneHnoli KOHIEHTPAUHH HHTPHTLI BJH-
SIOT OTpHIATENLHO HAa X0 Gpomenus. Beuay xpaiineil ne-
CTOWKOCTH HHUTPHTOB Obl1 pas3padoTad MeTo/l Henocpel-
CTBEHHOTO KOHCepBHPOBaHHs B3aTbIX 1po6. Koucepsnposa-
HHe 3aMeJsieT pa3JoMeHHe HHTPHTOB M aHaJH3bl MOXKHO
[I03TOMY IIPOH3BOAHTD [O37KeE.

Cejka, P.: Determination of Nitrite Concentration in
Fermenting Wort. Kvas. prim., Vol. 23, 1977, No. 5, pp.
102—104.

In initial stages of wort fermentation bacterial con-
tamination can reduce nitrates present in the wort into
nitrites, which above a certain concentration have a
negative influence upon the fermentation process. Since
nitrites are very unstable, it is necessary to stabilize
them immediately after sampling and prevent their
rapid decomposition. Analyses can be then carried out
later. The author outlines methods which have been
elaborated to stabilize nitrites and determine their con-
centration.

Cejka, P.: Methodik der Nitritebestimmung in der Wiirze
im Verlanf der Gérung. Kvas. prim. 23, 1977, No. 5,
S. 102—104.

In dem Artikel wird die Methodik der Nitritbestimmung
in der gidrenden Wiirze beschrieben. Die Nitrite konnen
in der Anfangsstadien der Gdrung durch Reduktion der
Nitrate unter Einwirkung der bakteriellen Kontamination
entstehen und {iben von einer bestimmten Konzentration
einen ungiinstigen Einfluf auf den Verlauf der Garung
aus. Mit Hinsicht auf die betrdchtliche Unstabilitdt der
Nitrite wurde ein Verfahren zu ihrer Konservation un-
mittelbar nach der Probenahme ausgearbeitet. Auf
diese Weise kann die Zersetzung der Nitrite effektiv
verlangsamt werden und die Bestimmung kann erst
nach bestimmter Zeit durchgefiihrt werden.
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