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1. UVOD

Obsah etanolu v pive je dolezity akostny
ukazovatel tohto vyrobku. SlGZi tiez na vy-
pocet povodného extraktu mladiny, ktory je
Jjednou zo zakladnych charakteristik piva,
od ktorej sa odvodzuje ndzov vyrobku a je
tiez podkladom na vypocet dane z piva,
Z toho vyplyvaji naroky na presnost
a spravnost stanovenia obsahu alkoholu
Vv pive.

Referen¢nou metédou stanovenia alko-
holu v pive stale zostava destilaéni metoda,
ktord poskytuje spolahlivé vysledky, aviak
kvoli pracnosti a ¢asovej naronosti byva
v prevadzkovych laboratériach asto na-
hradzovana inymi met6dami. Medzi ne patri
predovietkym metéda refraktometrick4
a metody zaloZené na vyuziti ultrazvuku,
Dalsie moZné sposoby stanovenia, ako s
napr. spektrofotometria alebo plynova chro-
matografia, sa v praxi neujali. Enzymova
met6da sa vyuZiva na stanovenie alkoholu
v nealkoholickych pivéch.

V odbornej literatiire sa v poslednom ob-
dobi objavuji postupy stanovenia roznych
litok v potravindrskych vyrobkoch biosen-
zormi. Tento trend je nesporne moderny,
avsak v sucasnosti je paleta analytov stano-
viteInych biosenzorom pomerne tizka [1].
Z potravinarsky vyznamnych litok si to
predovietkym etanol, glukéza, sacharéza,
. Taktéza, kyselina mlie¢na. Vyhody pouzitia
biosenzorov sii vysoka citlivost, Specificita,
malé néroky na tpravu vzorky. Nevyhody
st predov3etkym problémy s reprodukova-
telnostou a stabilitou, &o je i hlavny dévod
malého komeréného rozsirenia biosenzo-
rov.

Biosenzor obsahuje imobilizovany en-
zym, alebo iny biokatalyzator (intaktné, ale-
bo permeabilizované bunky) v tesnom kon-
takte s fyzikalno-chemickym prevodnikom,
napr. pH elektrédou, kyslikovou elektrdou.
optosenzorom atd. Meranie koncentricie
analytu sa takto prevadza na meranie iného
parametra, napr. zmeny pH. koncentricie
kyslika, teploty, alebo absorpcie svetla [2].
Na pripravu etanolového senzoru sa pouZi-
vaju biokatalyzatory spotrebivajice kyslik
(alkoholoxidaza, alebo bunky s obsahom al-
koholdehydrogenazy), imobilizované na
povrchu kyslikovej elektrédy. Této kombi-
ndcia biokatalyzitor-senzor je velmi fre-
kventovand, hlavne preto, 7e sa technicky
lahko realizuje. Meracia &ast polarografic-
kej kyslikovej elektrody je uzavretd semi-
permeabilnou membrénou, cez ktori difun-
duje kyslik. Na tito membrinu sa
umiestfiuje enzym spotrebiivajtici kyslik na
oxiddciu etanolu. Pokles v odozve elektré-
dy na kyslik (Al) je preto imerny koncent-
récii etanolu. Dosial boli popisané postupy

na pripravu etanolového senzoru s pouZitim
alkoholoxidazy [3, 4, 5], membranovej al-
koholdehydrogenazy s akceptorom elektré-
nov [6], alkohol dehydrogenazy s koimobi-
lizovanym NAD [7], s bunkami
Pseudomonas sp. [8], s permeabilizovany-
mi bunkami Pichia pastoris [9].

Nasim ciefom bolo pripravii biosenzor
4 postup stanovenia etanolu s maximalne
zjednoduSenym postupom, lahko dostup-
nymi materidlmi a minimalnymi financ-
nymi nékladmi. Ako vhodny biokatalyzator
sme zvolili intaktné bunky Gluconobacter
oxydans intenzivne oxidujiice etanol a imo-
bilizdciu s pouZitim Zelatiny.

2. MATERIAL A METODY

2.1 Mikroorganizmus a jeho kultivicia
Na pripravu biosenzora bol pouZity kmeri
Gluconobacter oxydans CCM 1783 (Ceské
sbirka mikroorganismii, Brno). Na kulti-
véciu bolo pouzité médium obsahujiice:
5 g/l kvasni¢ného autolyzitu (Imuna, Saris-
ské Michalany); 5 g/l glycerolu (Lachema,
Brno) a vodu. Kultira bola kultivovana na
rotalnej trepacke pri 30 °C. Po 16 h kulti-
vdcie boli bunky centrifugované, suspendo-
vané vo fyziologickom roztoku a tito sus-
penzia bola pouZité na pripravu biosenzora.

2.2 Priprava biosenzora s imobilizova-
nymi bunkami

Bunky G. oxydans uchovévané vo fyzio-
logickom roztoku sa scentrifugovali a sedi-
ment sa suspendoval v 10 % roztoku Zela-
tiny potravindrske;j &istoty. Na suché sklo sa
umiestnila  viskézovd tkanina hriibky
0,15 mm a na tkaninu sa naniesla rovno-
mernd vrstva Zelatinovej suspenzie. V pre-
zentovanych vysledkoch sme pouzili dav-
kovanie 0,002 g/em? Zelatiny a 4.3x107
buniek/cm?. Po vyschnuti Zelatiny (cca h) sa
sklo s prilepenou tkaninou namo&ilo do roz-
toku 4% glutardialdehydu na 2 mintty. Po
zosietovani Zelatiny glutardialdehydom sa
membréna oplachla vodou a opatrne strhla
zo skla. Takto pripravend membrina sa
uschovévala v chladnicke pri 4 °C. Pred me-
ranim sa z membrany vystrihol tere prie-
meru 0,6 cm, ktory sa pripevnil na kyslikovii
elektrodu hladkou stranou (odlepenou zo
skla) smerom ku katéde.

2.3 Meranie s biosenzorom

Na meranie bola pouZit4 polarografické
kyslikova elektréda SOPS 533 (Chemopro-
Jekt, Satalice) s polypropylénovou membré-
nou hribky 30 um, na ktor bol pred skom-
pletovanim  elektrédy pripevneny teré
s imobilizovanymi bunkami. Na meranie

signdlu elektrédy bol pouZity meraci blok
regulatora kysliku z fermentora LF-2 (Vy-
vojové dilny CSAV, Praha). Meranie sa za-
znamendvalo zapisovactom TZ 4620 (Labo-
ratorni pristroje, Praha), merania
prezentované v tejto prici boli zaznamena-
né pocitatom s A/D prevodnikom (Compu-
ter Boards Inc., USA). Vlastné meranie pre-
biehalo v dvojplastovej  nadobke
s magnetickym mie$adlom temperovanej na
30 °C, schéma celého zariadenia je uveden4
na obr. 1. Pred vlastnym meranim sa ni-
dobka naplnila 40 ml 0,01 mol/] acetatové-
ho pufru (pH=5,5), po vytemperovani a na-
syteni kyslikom sa pridalo 10 pl vzorky,
resp. Standardu etanolu a meranie sa zazna-
mendvalo na zapisovaéi.

Obr. 1 Schéma zariadenia na meranie kon-
centrdcie etanolu biosenzorom
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2.4 Stanovenie etanolu plynovou chro-
matografiou

Etanol bol stanoveny plynovym chroma-
tografom CHROM 4 (Laboratorni pristroje,
Praha). Na stanovenie bola pouZitd kol6na
s néplfiou Porapak Q, dika 1,4 m pri tep-
lote 180 °C, teplota néstrikového priestoru
200 °C. Etanol bol stanoveny metédou &tan-
dardného pridavku.

2.5 Pivo

Na overenie presnosti si autori vybrali dve
svoje obliibené znatky 12% pivaA a B v ma-
lospotrebitelskom baleni. Vzorky piva sa
pred meranim pretrepali 20 min pri labora-
térnej teplote a nariedili,
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3. VYSLEDKY A DISKUSIA

Pred meranim vzoriek piva bol biosen-
zor kalibrovany. Pri merani odozvy bio-
senzora na etanol bolo priddavané po 100 ul
Standardného roztoku 0,1% (obj) etanolu
v ekvidistan¢nych ¢asovych usekoch. Toto
meranie je prezentované na obr 2A. Na
presné odcitanie odozvy je potrebna doba
ustilenia signdlu 2-3 minity. Kalibra¢ni
krivku zodpovedajiicu meraniu na obr. 24,
uvddzame na ebr. 2B. Na osi koncentricii
st uvedené vysledné koncentricie etanolu
v pracovnom pufri. Zistili sme vysoki cit-
livost na etanol, aviak odozva biosenzora
nie je linedrna v celom pracovnom rozsahu.
Vzorky piva je potrebné pred meranim
riedit. PouZivali sme takeé riedenie, aby me-
ranie prebiehalo pribliZzne v polovici pra-
covného rozsahu. Z hladiska praktického
pouZitia je obvykle pre biosenzory kriticka
stabilita. K tplnej inaktivacii dochadza po
8 dnoch pri uchovévani senzora pri labo-
ratornej teplote (obr 3). Pri uchovivani
v chladnic¢ke sme zistili iba zanedbatelné
prediZenie Zivotnosti. Okrem zniZovania
aktivity sme zistili aj zvySenie nelinearity
kalibracnej Ciary, preto pre presné meranie
je vhodné biosenzor pouZzivat iba prvé dva
dni.

Priebeh merania dvoch vzoriek piva je
uvedeny na obr. 4, kde je i naznaceny
sposob odé¢itania Al Z tejto hodnoty sa
zisti koncentrdcia etanolu z kalibracnej ¢i-
ary na obr. 2B. Spravnost stanovenia sme

Obr. 2 Kalibrdacia etanolového biosen-
zoru. A — zdznam merania; B —kalibracnd
krivka
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overili nadvoch vzorkéch piva. Sme si ve-
domi, Ze pred pripadnym pouZitim v praxi
by bolo vhodné presnost a spravnost ove-
rit na SirSom stibore vzoriek. Pri merani
bola zistend velmi dobri zhoda so stano-
venim obsahu etanolu plynovym chroma-
tografom. V pive A bol stanoveny obsah
etanolu biosenzorom 4,63% a plynovym

Obr. 3 Stabilita etanolového biosenzoru
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chromatografom 4,68%. V pive B boli na-
merané hodnoty 4,67% biosenzorom
a 4,65% plynovym chromatografom. Ne-
presnosti biosenzora s imobilizovanymi
bunkami Gluconobacter oxydans moze
sposobit pritomnost viacerych dehydro-
genazovych aktivit v tychto bunkéach. Do
tvahy prichdadza predovSetkym glukoza,
ktorti sme ale v pive nedetegovali. Dal3ou
mozZnou interferujtcou litkou je glycerol,
ale vzhladom k velkému rozdielu satu-
racnych konStant enzymov (pre etanol

Obr. 4 Zdznam merania vzoriek piva A a B

601 A B
501
g
= sl al
5 30+ e
2
| 20t
=
®
10
0 . : i
0 5 10 15 20
Cas (min)

K=5,0x10"* mol/l; pre glycerol Ks=0.122
mol/l, ak malému obsahu glycerolu v pive
je tito interferencia zanedbatelnd. Naroky
na presnost hodnoty pH pracovného pu-
fru st minimaélne, pretoZe sme zistili rov-
naki odozvu v rozsahu pH od 5 do 6.
Délezité je dodrziavat konStantnu teplotu
meracej nddobky poCas merania, pretoze
teplota vyrazne ovplyviiuje ¢innost Kysli-
kovej elektrédy. Obsah kyslika v pive mé

zanedbateIny vplyv, vzhladom k malému
objemu pridavanej vzorky. Je zname, Ze
meranie kyslikovou elektrodou mozu ov-
plyviioval i parametre mieSania. Pri me-
rani s biosenzorom sme vplyv mieSania
nepozorovali, ¢o stvisi s pomerne velkou
hribkou membrany biosenzora (0,15 mm)
v porovnani s membrdnou samotnej kys-
likovej elektrody (30 mikrometrov)
a z toho vyplyvajicich mechanickych
a difuznych vlastnosti.

Tento ¢lanok si kladie za ciel informo-
vat pivovarski verejnost o jednej z per-
spektivnych moZnosti stanovenia etanolu
v pive. Na trhu je uz v sacasnosti i ko-
mercne dostupny biosenzor na stanovenie
etanolu s imobilizovanou alkohol oxidazou
(Gonotec GMBH, Nemecko). Stanovenie
etanolu biosenzorom moZe predstavovat
zaujimavu alternativu dosial pouZivanych
postupov kvoli svojej presnosti, rychlosti
i nizkym nédkladom. Néklady na spotrebny
materidl v naSej praci (Zelatina, kultiva¢né
média...) boli takmer zanedbateIné. DlZka
jedného stanovenia je asi 5 minit, nevy-
hodou je ale zdihava priprava na meranie
(priprava membrany a kalibrdcia). Vhodna
tspora pracnosti pri rutinnom pouZiti bio-
senzora je priprava vi¢sieho mnoZstva
membran, ktoré moZno skladovaf dlhu
dobu v zmrazenom alebo v lyofilizovanom
stave.
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