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1. ÚvoD
' 
obsah etanolu v piveje dóleŽitý akostný

ukazovatel tohto výrobku. SlúŽi tieŽ na vý.
počet pÓvodného extraktu mladiny, ktorýje
jednou z9 základných charakteňtík pivá,
od ktorej sa.odvodzuje názov výrobkď a je
tieŽ podkladom na výpočet dáne z pivá.
Z toho vyplývajú nároky na presnosť
a správnosť stanovenia obsahu alkoholu
v pive.

Referenčnou metÓdou stanovenia alko-
holu v pive stále zostáva desti|ačná metóda,
ktoní poskytuje spol'ahlivé výsledky, avšak
kvóli pracnosti a časovej náročnošti býva
v prevádzkových laboratóriách často na-
hradzovaná inými metódami. Medzi ne patrí
predovšetkým metóda refraktometrická
a metódy založené na využití ultrazvuku.
Dalšie moŽné spósoby stanovenia, ako sú
napr. spektrofotometria alebo p|ynová chro-
matografia, sa v praxi neujali. Enzýmová
metóda sa vyuŽíva na stanovenie alŘoho|u
v nealkoholických pivách.

V odbornej literatúre sa v poslednom ob-
dobí objavujú postupy stanovenia rózriych
látok v potravinárskych výrobkoch bioůn-
zormi. Tento trend je nesporne moderný,
avšak v súčasnosti je pateta analytov stanó-
vitelhých biosenzorom pomerne úzka [1].
Z potravinársky významných |átok sú to
predovšetkým etano|, g|ukóza, sacharóza,

. Iaktóza, kyselina mliečna. Výhody pouŽitia
biosenzorov sú vysoká citlivosť, sbeclnclta.
malé nároky na úpravu vzorky. Nevýhody
sú.predovšetkým problémy s reprodúkova-
telnosťou a stabilitou, čo je i Hávný dÓvod
malého komerčného rozšírenia bibsenzo-
rov.

Biosenzor obsahuje imobi|izovaný en-
zým. alebo iný biokataIyzátor (intaktné, ale-
bo permeabilizované bunky) v tesnom kon-
takte s fyzikálno-chemickým prevodníkom,
napr. pH elektródou, kyslíkovou elektródou,
optosenzorom atď. Meranie koncentrácie
analytu sa takto prevádza na meranie iného
parametra. napr. zmeny pH. koncentrácie
kyslíka. tep|oty. a|ebo absorpcie svetla [2].
Na prípravu etanolového senzoru sa pouŽí-
vajú biokatalyzátory spotrebúvajúce iys|ík
(alkoholoxidáza, a|ebo bunky s obsahom al-
koholdehydrogenázy), imobilizované na
povrchu kyslíkovej elektródy. Táto kombi-
nácia biokatalyzátor-senzor je velmi fre-
kventovaná. hlavne preto. Že sa technicky
I'ahko realizuje. Meracia časť polarografic-
kej kyslíkovej elektródy je uzavretá semi-
permeabilnou membránou, cez ktorú difun-
duje kyslík. Na túto membránu sa
umiestňuje enzým spotrebúvajúci kyslík na
oxidáciu etanolu' Pokles v odozve !lekt.o-
dy na kyslík (AI) je preto úmerný koncent-
rácii etanolu. Dosial boli popisaňé postupy

na prípravu etanolového senzoru s pouŽitím signálu elektródy bol pouŽitý merací blokalkoholoxidázy 13,4,5]'membráňovej al- relulátora kyslíku , i"iň"n.o.u LF-2 (vý-koho.ldehydrogenázy s akceptorom elektró- 
-]""e 

áir"y čšŇ, É;;i;;). Meranie sa za-nov [6]' alkohol dehydrogenázy s koimobi- znimenávalo zapisovačom TZ462l(Labo-lizovaným NAD I7]' s bunkami ratorní přístroje, Praha), meraniaPs.eudomonas sp. t8], s perme-abilizovaný- prezentované v tejto práci boli zaznamena-mi bunkami Pichia pastoris [9l. i'e počítačom 
' 
eio p'.."noaníkom (Compu-Našim cielbm bolo pripraviť biosenzor ter.Boards rn..' usej. ításine meranie pre-a postup stanovenia etanolu s maximálne biehalo v dvojplaJŇe; nádobkezjednodušeným postupom, 

-lahko 
dostup- s magnetickym miešáá|om temperovanej nanými materiálmi a minimálnymi finan3- 30 "č, schéňa celeho zariaáenia je uvedenánými nákladmi. Ako vhodný biokatalyzátor na obtr 1. Pred utu,tný. .".aním sa ná-sme zvoli|i intaktné blnky Gluconobacter dobka naplnila 40 ml ďoi morn acetátové.oxydans intenzívne oxidujúce etanol a imo- ho pufru (pH=5,5), |o uýL.p..ovaní a na-bi|izáciu s pouŽitím Želatiny. sýténí kysiíko- 

'á.ptiur.. 
l0 pl vzorky,

2. MATERIÁLA METÓDY [il;ii1lŤjiH'.3J""j}:meranie 
sazazna-

2.l Mikroorganizmus a jeho kultivácia
Na prípravu biosenzora bol pouŽitý kmeň

Gluconobacter oxydans CCM l783 rČesta
sbírka mikroorganismů. Brno). Na kulti-
váciu bolo pouŽité médium obsahuiúce:
5 g/l kvasničného autolyzátu ( lmuna, Š"ariš-
ské Michal.any):5 g/| g|ycerolu (Lachema,
Brno) a vodu' Kultúra bola ku|tivovaná na
rotačnej trepačke pri 30 .C. Po 16 h kulti.
vácie boli bunky centrifugované, suspendo-
vané vo fyziologickom roztoku a táto sus-
penzia bola pouŽitá na prípravu biosenzora.

2.2 Príprava biosenzora s imobilizova.
nými bunkami

Bunky G. oxydans uchovávané vo fvzio-
logickom roztoku sa scentrifugovali a sedi_
ment sa suspendoval v 10 vo roztoku Žela-
tíny potravinárskej čistoty. Na suché sklo sa
umiestnila viskózová tkanina hrúbky
0,15 mm a na tkaninu sa naniesla .ouno_
merná vrstva Želatínovej suspenzie. V pre-
zentovaných výsledkoch sme pouŽili ááv-
kovanie 0,002 glcm2 Že|atíný a 4.3xl07
bunie}ďcm2. Po vyschnutí že|aiiny (cca h) sa
sklo s prilepenou tkaninou namočilo do roz-
toku 4vo glutardialdehydu na 2 minúty. Po
zosietovaní Želatíny glutardialdehydom sa
membrána opláchla vodou a opatrne strhla
zo skla. Takto pripravená membrána sa
uschovávala v chladničke pri 4 "C. Pred me-
raním^sa z membrány vystrihol terč prie-
meru 0,6 cm, ktorý sa pripevnil na kyslíkovú
elektródu hladkou stranou (odlepónou zo
skla) smerom ku katóde.

2.3 Meranie s biosenzorom

obr l Schéma zariadenia na meranie kon-
c e ntrdc i e e tanolu b i o s enzo rom

zapisovaě
potencioslat

biosenzor

|cmpcrovaný
plášť

magnetické
miešadIo

2.4 Stanovenie etanolu plynovou chro_
matografiou

Etanol bol stanovený plynovým chroma-
1og1afom CHROM 4 (Laboratorní přístroje,
Praha). Na stanovenie bola pouŽitrá kolóna
9 náqlt-ou Porapak Q, dÍžka 1,4 m pri tep-
lote l80 oC, teplota nástrikového pii"'toiu
200 "C. Etano| bol stanovený metóůou štan-
dardného prídavku.

. Na meranie bola pouŽitá polarografick á 2.5 Pivo
kyslíková elektróda SoPS. 53l (Chemopro- Na overenie presnosti si autori vybrali dvejekt,'Sata1ice) s pol1.propylénovou mem^brá- svojeoblúbené.znaíiy-iž^ň-pn^eaB vma-nou hrúbky'30 gm. na ktorú.bol pred-skom- lospotrebitelskom báení. vzorky piva sapletovaním elektródy' pripevnený terč p.ed m..unin, p.",..p"lůo min pri labora.s imobilizor.anÝmi bunkami. Na meranie iórnei teplote u nu.i.iriii. 
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3. VÝSLEDKY A DISKUSIA
Pred meraním vzoriek piva bol biosen-

zor kalibrovaný. Pri meraní odozvy bio-
Senzora na etanol bolo pridávané po l00 pl
štandardného roztoku O,|vo (obj) etanolu
v ekvidištančných časových úsekoch. Toto
meranie je prezentované na obr, 2A. Na
presné odčítanie odozvy je potrebná doba
ustálenia signálu 2-3 minúty. Kalibračnú
krivku zodpovedajúcu meraniu na obr' 2A,
uvádzame na obr,28. Na osi koncentrácií
sú uvedené výsledné koncentrácie etanolu
v pracovnom pufri. Zistili sme vysokú cit-
livosť na etanol, avšak odozva biosenzora
nieje lineárna v celom pracovnom rozsahu.
Vzorky piva je potrebné pred meraním
riediť. PouŽívali sme také riedenie, aby me-
ranie prebiehalo pribliŽne v polovici pra-
covného rozsahu. Z hladiska praktického
pouŽitiaje obvykle pre biosenzory kritická
stabilita. K úplnej inaktivácii dochádza po
8 dňoch pri uchovávaní senzora pri labo-
ratórnej teplote (obr 3)' Pri uchovávaní
v chladničke sme zistili iba zanedbatelhé
predÍŽenie životnosti. okrem znížovania
aktivity sme zistili aj zvýšenie nelinearity
kalibračnej čiary' preto pre presné meranie
je vhodné biosenzor používať iba prvé dva
dni.

Priebeh merania dvoch vzoriek piva je
uvedený na obr. 4, kde je i naznačený
spósob odčítania LI. Z tejto hodnoty sa
zistí koncentrácia etanolu z kalibračnej či-
ary na obr.28. Správnosé stanovenia sme

obr 2 Kalibrdcia etanolového biosen-
:oru. A _ zdznam merania: B -kalíbračnó
krivka

overili na dvoch vzorkách piva. Sme si ve-
domí, že pred prípadným použitím v praxi
by bolo vhodné presnosé a správnosť ove-
rié na širšom súbore vzoriek. Pri meraní
bola zistená velmi dobrá zhoda so stano-
vením obsahu etanolu plynovým chroma-
tografom. V pive A bol stanovený obsah
etanolu biosenzorom 4,63vo a plynovým

obr 3 Stabilita etanolového biosenzoru

678

chromatografom 4,68Vo. V pive B boli na-
merané hodnoty 4'67vo biosenzorom
a 4,65vo plynovým chromatografom. Ne-
presnosti biosenzora s imobilizovanými
bunkami Gluconobacter oxydans m6Že
spÓsobiť prítomnosť viacerých dehydro-
genázových aktivít v týchto bunkách. Do
úvahy prichádza predovšetkým glukóza,
ktorú sme ale v pive nedetegovali. Ďalšou
možnou interferujúcou látkou je glycerol,
ale vzhladom k velkému rozdielu satu-
račných konštánt enzýmov (pre etanol

Obr 4 Ziznam merania yzoriek piva A a B

zanedbatelhý' vplyv, vzhLadom k malému
objemu pridávanej vzorky' Je známe, Že
meranie kyslíkovou elektródou mÓžu ov.
plyvňovaé i parametre miešania. Pri me-
raní s biosenzorom sme vplyv miešania
nepozorovali, čo súvisí s pomerne velkou
hrúbkou membrány biosenzora (0' l5 mm)
v porovnaní s membránou samotnej kys-
líkovej elektródy (30 mikrometrov)
a z toho vyplývajúcich mechanických
a difúznych vlastností.

Tento článok si kladie za ciel' informo-
vať pivovarskú verejnosť o jednej z per-
spektívnych možností stanovenia etanolu
v pive. Na trhu je uŽ v súčasnosti i ko-
merčne dostupný biosenzor na stanovenie
etanolu s imobilizovanou alkohol oxidázou
(Gonotec GMBH, Nemecko). Stanovenie
etanolu biosenzorom móže predstavovať
zaujímavú alternatívu dosial pouŽívaných
postupov kvÓli svojej presnosti' rýchlosti
i nízkým nákladom. Náklady na spotrebný
materiál v našej práci (Želatína, kultivačné
média...) boli takmer zanedbateťné. lÍzt<a
jedného stanovenia je asi 5 minút, nevý-
hodou je ale zdlhavá príprava na meranie
(príprava membrány a kalibrácia). Vhodná
úspora pracnosti pri rutinnom pouŽití bio-
senzora je príprava váčšieho mnoŽstva
membrán. ktoré moŽno skladovať dlhú
dobu v zmÍazenom alebo v lyofilizovanom
stave.
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Ks=5,0x104 mol/l; pre glycerol Ks=O,122
mol/l, a k malému obsahu glycerolu v pive
je táto interferencia zanedbatelhá. Nároky
na presnosť hodnoty pH pracovného pu-
fru sú minimálne, pretoŽe sme zistili rov-
nakú odozvu v rozsahu pH od 5 do 6.
DÓleŽité je dodrŽiavať konštantnú teplotu
meracej nádobky počas merania, pretoŽe
teplota výrazne ovplyvňuje činnosé kyslí-
kovej elektródy. obsah kyslíka v pive má
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