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7 vyzkumu a praxe

Stanoveni oxidu sificitého v pivovarskych surovinach a pivu

Prof. Ing. GABRIELA BASAROVA, DrSc., Ing, ALEXANDR MIKYSKA, V§zkumn§ Gstav pivovarsky a sladatsky, Praha

OvoD

Oxid sifi€ity se nachazi v pivu jednak ve volné formé,
resp. jako hydrogensiFi€itanovy ion, jednak vazany na
riizné sloZky extraktu, napfiklad na aldehydy, cukry,
organické kyseliny'a podobné. Z toho plynou obtiZe pfi
vybéru vhodné metody pro stanoveni jeho celkové kon-
centrace. U surovin tj. sladu a chmele, je nutno pfed
vlastnim stanovenim pPevést oxid sifiity nejdfive wve
vhodné formé do roztoku.

PREHLED ZAKLADNICH METOD STANOVENI OXIDU
SIRICITEHO V SUROVINACH A PIVU

Metody stanoveni celkové koncentrace oxidu sifi¢itého
pouZivané ve vyzkumu a kontrolni praxi v potravinarstvi
a tudiZ i v pivovarstvi, 1ze rozdélit do tfi zdkladmich sku-
pin:

1. metody vyuZivajici plynovou chromatografii,

2. metody fotometrické pfimé nebo po uvolnéni SO,
destilaci,

3. metody destilacéné titra&ni.

1. STANOVENI OXIDU SIRICITEHO PLYNOVOU
CHROMATOGRAFII

Plynova chromatografie se vyuZiva pro kvantitativni
i kvalitativni stanoveni §kédly sirnych sloufenin obsaZe-
nych v pivu [1]. Za pouZiti vhodného detektoru lze sta-
novit volmy a po uvolnéni i vdzany oxid sifitity [2].
Urteni celkové koncentrace oxidu sififitého umoZiiuje
postup vypracovany Tresslem aj. [3). Princip zdleZi
v pfimém stanoveni obsahu volného oxidu sifi€itého po-
moci specifického, plamenové-fotometrického detektoru.
Védzany SO, se nejdfive uvolni a redukuje ma sirovodik
chloridem cinatym a kyselinou chlorovodikovou a jako
takovy stanovi.

Diskutované metody jsou rychlé a velmi citlivé. Vzhle-
dem k ndrotnosti na piistrojovou techniku jsou vyuZivany
spiSe ve vyzkumu neZ v bé&Ziné kontrolni praxi.

2. SPEKTROFOTOMETRICKE, RESP. KOLOMETRICKE
STANOVENI 0XIDU SIRICITEHO

Fotometrické metody vyuZivaji barevné reakce nékte-
rych €inidel s oxidem sifi¢itym nebo sirovodikem. Jedna
se o tyto principy:

a) stanoveni koncentrace oxidu sifi¢itého na zakladé
pfimé tvorby barevného komplexu s &inidlem [4],

b) tvorba barevného komplexu nasleduje po destilagnim
uvolnéni oxidu sifiéitého [5],

c]) destilatn& uvolnény oxid sififity se redukuje na
sirovodik a nédsleduje barevna reakce s €inidlem [6].

PouZitelnost metod stanoveni celkové koncentrace oxi-
du sifFifitého s pfimou tvorbou barevného komplexu je
omezena na ¢iré, svétlé roztoky a tedy i pouze na zfiltro-
vané svétla piva. Jedinou prakticky pouZivanou a v pivo-
varskych analytickych piiruékdach doporu¢ovanou meto-
dou tohoto typu je stanoveni SO0, reakci s rosanilinem

[4].
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Soubor metod zaloZenych na tvorbé barevného kom-
plexu po destilaci, popfipadé redukci uvolnéného oxidu
sificitého na sirovodik je vhodny pro stanoveni celkové
koncentrace oxidu sifiitého v surovinach, meziproduk-
tech i pivu. Kombinaci destilaéniho uvolnéni a kolometric-
kého stanoveni oxidu sifi¢itého se dosahuje vyssi citlivosti
neZ metodami destilaéné titraénimi. Postup je vfak

zdlouhave&jsi a sloZitéjsi.

3. METODY DESTILACNE-TITRACNI PRO STANOVENI
OXIDU SIRICITEHO

Principem tzv. destilaéné-titraénich metod je uvolnéni
oxidu sifititého ze vzorku ptisobenim anorganickych kyse-
lin za vy33i teploty a pfevedeni volného oxidu sifiditého
proudem nosného plynu do pfedlohy naplnéné oxidentem.
Vznikla kyselina sirovd je stanovena alkalimetricky nebo
komplexometricky.

Destilacné titratni metody jsou velmi rozSifeny pro
svoji jednoduchost, rychlost, malé naroky na pfistrojoveé
vybaveni a univerzalnost. Byla popsana fada modifikaci
[7, 8,9, 10].

Vzhledem k potfebé vybrat v nasich padminkdach spo-
lehlivon a na piistrojovée vybaveni nendroénou metodu
pro provozni kontrolu, provedli jsme ve VUPS sériové
overeni pracnosti, citlivosti a reprodukovatelnosti desti-
latni metody stanoveni 80; podle postupu uvedeného
v analytice EBC [4], metodu ze sbirky MEBAK obdobného
principu [7], metodu podle Reitha-Willemse [8] a spekiro-
fotometrické stanoveni s p-rosanilinem [4].

Stanoveni e¢xidu siFi€¢itého reakei s p-rosanilinem
{mezinidrodni metoda)

Princip metody

Hydrogenchlorid p-rosanilinu tvofi s oxidem sifi¢itym
oranZoveé-fialové zbarveni, jehoZ intenzita se méri foto-
metricky pfi vinové délce 550 nm.

Reagencie a pristroje:

— barevné tinidlo: 100 mg rosanilin-hydrochloridu se
prfevede do 250 ml odmé&rné baliky a rozpusl se asi
v 200 ml destilované vody. Prida se 40 ml kyseliny chlo-
rovodikové Fedéné 1:1, promiehd a doplni destilovanou
vodou po rysku. Cinidle je tfeba uchovavat v temnu a
chladnu;

— 0,2% roztok formaldehydu;

— rtutovy stabiliza¢ni roztok: 27,2 g chloridu rtutna-
tého a 11,7 g chloridu sodného se rozpusti v destilované
vodé a doplni na 1009 ml;

— hydroxid sodn§, odmérny roztok ¢ [NaOH] = 0,1
mol/l,

— kyselina sirovd, odmérny roztok ¢ (H,S0;) = 0,05
mol/l,

— Bkrobovy indikdtor: 1% vodn§ roziok Skrobu,

— n-hexanol,

— roztok jodu, odmérny roztok c¢(I;) = 0,05 mol/l,
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Obr. 1. Kalibraéni krivka pro stanoveni oxidu siriéitého
reakci s p-rosanilinem

— 35—36% kyselina chlorovodikov4,

— thiosiran sodny, odmérny roztok c [Na;S;0;) = 0,1
maol/l,

— fotometr s moZnosti méfit absorbance pii 550 nm.
Pracouni postup:

Prc: sestrojeni kalibracni kfivky se navazi clo baﬁky
se 50 ml roztoku jodu [c (I;) = 0,05mol/l] a baiika se
uzavie. Po péti minutdch stani pfi teplotd mistnosti se
obsah bafiky okyseli 1 ml koncentrované kyseliny chlo-
rovodikové a prebytek jodu se titruje roztokem thiosiranu
sodného [c [NayS;04) = 0,1 mol/l] za pouZiti Skrobového
indikdtoru. KaZdy spotfebovany mililitr jodového rozto-
ku odpovidd 3,203 mg oxidu sififitého (5,20 mg hydro-
gensifi¢itanu sodného).

Roztok A — pripravi se roztok hydrogensifiitanu sodné-
ho tak, aby 1 ml obsahoval 10 mg oxidu
siticitého (cca 8,6—9,0 g hydrogensifiditanu
sodného do 500 ml destilované vody).

Roztok B — 100 ml rtutového stabilizdtoru se pfevede do
500 ml odmérné batiky, pfidd se 1 ml rozto-
ku A a doplni destilovanou vodou po rysku.
1 ml roztoku B obsahuje 20 pg oxidu siFifi-
tého.

Do série osmi 100 ml odmé&rnych banék se odmé&fi po
10 ml studeného piva nezbaveného oxidu uhli¢itého. Pivo
se odmétuje valetkem s jednou kapkou hexanolu. Do jed-
notlivgch banék se pfida 0—7 ml roztoku B (pipetou),
doplni destilovanou veodou po rysku a dobfe promicha.
Z kaZdé této banky se pfevede 5 ml do 50 ml odm&rné
bainiky, pfidd se 5ml barevného ¢inidla a 5 ml roztoku
formaldehydu. Po promichédni se bafiky doplni destilova-
nou vodou po rysku. Po 30 minutdch inkubace pfi 25°C
se proméri intenzita zbarvemi pfi 550 nm ve sklen&nych
kyvetach proti slepému pokusu (banika bez pfidavku roz-
toku B) a vysledky se vynesou do grafu [obr. 1).
Hlavni stanoveni

Do 100 ml odmé&rné bafiky se pipetuji 2 ml*rtufového
stabilizatoru a 5 ml roztoku kyseliny sirové [¢ (H,50,4) =
= 0,05 mol/1]. Pfid4 se 10 ml piva, 15 ml roztoku hydro-
xidu sodného [c (NaOH) = 0,1mol/l] a obsah baiiky se
promichd. Po 15 sekundédch se pfidd 10 ml roztoku kyse-
liny sirové [c (H;S0,) = 0,00 mol/l] a obsah baiiky se
opét dobfe promicha. Baiika se doplni destilovanou vo-

dou po rysku a obsah se homogenizuje. 25 ml alikvét se
pfevede do 50 ml odmé&rné baiiky a podrobi se barevné
reakci. Zbarveni se promé&ii pfi 550 nm proti slepému po-
kusu (slepy pokus k hlavnimu stanoveni se pfipravi
odméfenim 10 ml chladného, jednou kapkou hexanolu
odpénéného piva do 100 ml odmé&mé baiiky. Pridd se
0,5 ml roztoku 3krobu a titruje se jodovym roztokem
[c [13) = 0,05 mol/1] do trvale modrého zabarveni. P¥ida
se 1 kapka navic. Baifika se doplni destilovanou vodou po
rysku a obsah se promich4. Po vymizeni modrého zbarveni
se pfevede 25 ml alikvot do daldi 50 ml odm&rné baiiky
a podrobi se barevné reakci.

Vipocet
Koncentrace oxidu sifiitého ve zkouSeném vzorku
v mg/l se odette z kalibratni kiivky,

Destilaéni stanoveni oxidu sifititého
Princip metody

Oxid sifi¢ity se uvolni ze vzorku pfidavkem kyseliny a
naslednym zahfatim. Uvolnény oxid sififity je pFeveden
proudem nosného plynu do predlohy, zoxidovan na kyse-
linu sirovou, kterd se stanovi alkalimetricky.

Destila&ni stanoveni podle analytiky EBC [4]
Reagencie:
— 5% kyselina trihydrogenfosforedna,
— 10% peroxid vodiku,
— hydroxid sodn§, odmé&rny roztok [c (NaOH) = 0,01
mol/l1],
— roztok bromfenolové modfFi:
ethanolu,
— nosny plyn: oxid uhlifity nebo dusik,
— 584 pyrogallol.
Pracovni postup

Do destilatni bafiky aparatury [obr. 2] se nalije 50 ml
5% roztoku kyseliny trihydrogenfosforetné. Obsah batiky
se vali za soufasného probubldavéni nosnym plynem tak
dlouho, dokud neni z aparatury odstranén vzduch [cca
3 minuty). V§stupni trubice aparatury nezasahuje do
pfedlohy. Potom se pfipoji pfedloha a do destilaéni bafiky
se prida rychle 50 ml vzorku. Pfedloha je pfedem naplng-
na 10 ml 10% pozioku peroxidu vodiku, kterj se neutra-
lizoval po pFidavku 5—6 kapek barevného indikdtoru
roztokem hydroxidu sodného [c[NaOH) = 0,01 mol/1].
Destiluje se 15 minut pfi malém priitoku mosného plynu a
potom se uzavie pfivod vody do zpéiného chladide. Po
zahfati vystupmi trubice aparatury je destilace ukonde-
na. Odpoji se pfedloha, vystupni trubice se opldchne des-
tilovanou vodou do pfedlohy. Obsah predlohy se ztitruje
roztokem hydroxidu sodného [c (NaOH) = 0,01 mol/1].
Vipodet:

SO, mg/l = a.64

kde a je spotfeba roztoku hydroxuiu sodného [c[NaOH])

= 0,01 mol/1] v mlL

0,2% roztok ve 20%

Destilatni stanoveni oxidu sifigitého podle sbirky metod
MEBAK [7]

Reagencie:

— 25% kyselina trihydrogenfosforeéna,

— 3% peroxid vodiku,

— hydroxid sodny, cdméruf' roztok [c (NaOH) = 0,01
mol/1],

— indikator Tashiro: 30 mg methylerven& se rozpusti
v methanolu na objem 100 ml, pfida se 15 ml 0,1% vod-
ného roztoku methylénové modfi a promicha,

— mosny plyn: dusik,

— 5% pyrogallol.

Pracovni postup

Destila&ni batika aparatury se naplni 100 ml destilova-
né vody, prittok dusiku aparaturou se upravi na 150 ml/min.



246

KVASNY PRUMYSL
ro¢. 281982 — ¢islo 11

Obr. 2. Schéma aparatury pro destilaéni stanoveni oxidu
siri¢itého

1 — topné hnizdo, 2 — destilatni banka, 3 — privod nosného ply-
nu, 4 — davkovaci nalevka, 5 — zp&tny chladié, 6 — [fedloha

Predloha se naplni 10 m! 3% roztoku peroxidu vodiku a
5 aZ 6 kapkami Tashirova indikatoru a neutralizuje se
roztokem hydroxidu sodného [c (NaOH] = 0,01 mol/1].
Pfedloha se pFipoji k aparatufe. 100 ml chladného piva
nezbaveného oxidu uhli¢itého se odméri valetkem za pri-
dani 1 kapky hexanolu a vlije se do destilaéni baiiky.
Rychle se pfidd 10 ml 25% roztoku kyseliny trihydrogen-
fosforeéné a aparatura se uzavie. Po uvedeni do varu se
destiluje 20 minut. Potom se odejme pPedloha, v§stupni
trubice aparatury se oplichne malym mnoZstvim neutra-
lizovaného roztoku peroxidu vodiku do predlohy. Obsah
predlohy se ztitruje roztokem hydroxidu sodného
[c [NaOH) = 0,01 mol/l] do Sedozeleného zbarveni.

Vypodet:

SO, mg/l = a.3,2
kde a je spotieba roztoku hydroxidu sodného [c (NaOH])
= 0,00 mol/l)]. Vysledky se uvadéji v celych ¢islech.

Destilaéni stanoveni oxida sifi¢itého podle
Reitha-Willemse [8]
Reagencie

— 15% kyselina chlorovodikovi,

— 30 peroxid vodiku,

— hydroxid sodny, odmérny roztok [c (NaOH) = 01
mol/1],

— nosny plyn: oxid uhliéity,

— bromfenolovd modf: 1% roztok v ethanolu,

— 5% pyrogallol.
Pracovni postup

Destilatni aparatura se 150 ml destilované vody ve
varni bafice se 15 minut promyvd oxidem uhliitym.
Predloha se naplni 10 ml peroxidu vodiku, do varni baifi-
ky se vpravi odvdZené nebo odméfené mnoZstvi vzorku.
Pratok nosného plynu se upravi na 100 ml/min, pridéd se

40 ml 15% roztoku kyseliny chlorovodikové a obsah varni
bafiky se po dobu jedné hodiny pomalu zahfiva k varu.
Po skonéeni destilace se ¢gbsah predlohy prevede malym
mnoZstvim destilované vody do 200 ml Erlenmaverovy
batiky a zahfivd 15 minut na vodni ldzni. Po ochlazeni a
pfidavku 3 kapek bromfenolové modfi se titruje roztokem
hydroxidu sodného [c [NaOH) = 01 mol/l] do pfechodu
ze ¥luté na modrofialovou barvu.

Viypoclet

3200.a

P
kde a je spotfeba hydroxidu sodného [c (NaOH)] = 0,1
mol/] v ml, P je navdZka v gramech nebo v ml.

ZHODNOCENI ZKOUSENYCH METOD STANOVENI
OBSAHU OXIDU SIRICITEHO

Ovéfeni metod, jejichz pracovni postupy byly popsany,
se provedlo na vzorcich piv 3 riznfch vyrobnich znaek.

502 l'ﬂg-’l =

Tabulka 1. Priklady analyz obsahu oxidu siFi¢itého tri
druhii 12% piv z rizngch expedic &étyrmi metodami
Bl
-
= 8
2 | s 2| = geieten | g
2l 2 28| . Blw | % | %
2= =i == 2&
Hg | = |22 | =8
expe- pivo A=50,
dice [mgl)
| - — =1 -
1 8,0 8,0 8,2 7.9 0,0 25 |—13
2 8,0 8,1 8,2 7,8 1.3 25 | —25
3 84 | 82 | 84 | 81 |—24| 00| —386
4 8,4 82 | 82 | 80 | —24|—24|—48
5 1 8.k | B3 ap.| 748 00| —12 |—3,7
1711 . Jma|
expe- pivo B=S0,
dice {mgll)
wire I | |
1 125 | 125 | 126 | 122 00| 08|—24
2 18,9 18,7 18,9 | 18,1 | —1,0 0,0 | —4,2
3 13,4 | 13,4 | 13,8 137 0,0 3,0 2,2
4 11,4 112 | 11,4 1m0 | —1,8 00| —35
5 9,8 99 | 401 | 102 1,0 31 4,1
expe- pivo =50,
dice [mg/l)
1 8,0 8,1 8,0 7,8 12 1,2 | —3,7
2 65 | 63 | 65 | 63 |—31| 00]|—31
3 122 | 122 | 123 | 120 | 00| 08| —16
4 108 | 10,8 | 109 | 105 | 00| 09 |—21
5 13,1 131 13,4 135 0,0 2.3 | 31
A Aq; Ay — procentudlni rozdil vysledkd analfz metod podle

MEBAK a EBC destilaéni

podle Reitha-Willemse a EBC destilagni,
rosanilové a EBC destilatni
podle EBC destilagéni).

podle EBC
tvztazeny na metodu

V tfabulce 1 jsou uvedeny piiklady vysledkil analyz
obsahu oxidu sifiditého v tfech druzich 12% piva (ozna-
¢teno A, B, C), které byly provedeny €iyfmi déale diskuto-
vanymi metodami. Z kaZdého vzorku piva se analyzovalo
5 lahvi. Pfitom z kaZdé jednotlivé ldhve se stanovil obsah
SO, €tyfmi metodami. Mezi hodnotami zjiSfovanymi riz-
nymi postupy v jedné lahvi téhoZ piva jsou minimalni
rozdily pohybujici se v ramci béZné odchylky stanoveni.
VEt3i rozdily se zjistily v obsahu oxidu sififitého stano-
veného u téhoZ druhu piva v jednotlivych lahvich riznych
expedic.
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Mezi modifikacemi destiladnich metod se nezjistily za-
sadni rozdily v hodnotdch zjiStdnych koncentraci oxidu
sitiitého ani v spolehlivosti a pracnosti stanoveni, U mo-
difikace podle Reitha-Willemse [8] je v3ak pfi nedodr-
Zeni pPesného pracovniho postupu zvyZené nebezpedi
Gniku kyseliny chlorovodikové do predlohy vzhledem
k tvorb& azeotropické smési, coZ mad za nésledek vyssi
hodnoty vysledki analyzy. Tento nepiiznivy aspekt viech
destilagnich metod lze eliminovat komplexometrickym
stanovenim po alkalimetrické titraci [10]. Lep$i spolehli-
vosti stanoveni je vSak dosaZeno na tukor pracnosti a
rychlosti.

Pfedepsany priitok nosného plynu je tfeba striktné do-
drZovat u vSech metod. Z vysledkd prace kolektivu japon-
skych autorti [9] vyplyva, Ze pfi mizkfch priitocich nos-
ného plynu se nepfevede kvantitativng uvoln&ny oxid
sifi¢ity do pfedlohy a naopak p¥i vy3iich priitocich, neZ
predpisuje pracovni postup, se strhuje kyselina do pfed-
lohy a tim se zvy5i hodnota vysledk. Nosn§ plyn je
nutno zbavit kysliku, napf. probublavanim pfes 5% roz-
tok pyrogallolu.

Metoda podle MEBAK [7] ma pPi zachovani stupné
presnosti a spolehlivosti nejjednodudsi postup. V metods
podle Reitha-Willemse [8] se pouZivd kyselina chloro-
vodikovd misto mén& dostupné kyseliny trihydrogenfos-
foretné. V porovndni s dal3imi dvéma zkouSenymi va-
riantami destilatniho stanoveni S0, je doba potfebna
pro analyzu témeéf trojndsobnd (100 minut proti 30—40
minutdm].

Prednosti destilaénich metod je jejich univerzélni po-
uZiti pro analyzu surovin, meziproduktd, svétl§ch i tma-
vych piv. Dalsi vyhodou je jednoduchost a dostupnost
sklenéné destilaéni aparatury, kterd se u jednotlivich
modifikaci 1i5i jen v detailech. Pfesnost u viech t¥i ové-
Fovanych metod se pohybovala v rozmezi * 51005,
coZ souhlasi s Gdaji v literatufe [4, 7, 8, 9].

Metoda stanoveni SO, pfimou reakci s p-rosanilinem je
vhodnd pouze pro analfzu svétljch piv. Je naroéné&jsi na
piistrojové vybaveni (fotometr s moZnosti méfit absor-
bance pfi 550 nm). Presnost je piibliZnd stejnd jako
u destilagnich metod, vysledky jsou v priméru o 1,5%
niZ3i. Pfednosti je moZnost paralelniho zpracovani vétsiho
pottu vzorki.
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