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1. UVOD

Stanoveni extraktu v pavodni mlading je
nejcastéji pouzivanou metodou v pivovarské
laboratofi. Pfedepsand destila¢ni metoda pod-
le CSN 56 0186 je viak pracnd a ¢asové ni-
rocnd. Proto byly hlediany zpasoby. jak tuto
analyzu co nejvice zjednodusit a zautomati-
zovat. Vieobecné znamé a v naSich pivova-
rech zna¢né rozsifené jsou automatické ana-
lyzatory DSA 48 od firmy Anton Paar
a SCABA od firmy Tecator, o kterych jiz by-
lo v Kvasném prumyslu podrobné informo-
vano [ 1]. V nékterych. zvIisté mensich pivo-
varech, se stile jesté pouziva refraktometricka
metoda. jejiZ slabinou je ale niZSi pfesnost.

K analyze piv lze vyuzZit i jiné, netradicni
metody. Jednou z nich je metoda infracer-
vené spektroskopie. jejichZ aplikaci v potra-
vindistvi i v pivovarstvi v posledni dobé
piibyvi [2-6]. Ke stanoveni zikladnich pi-

vovarskych veli¢in (alkoholu a extraktu) na-
bizi firma Tecator pfistroj 5665 Beer Analy-
zer RAPITEC (vyrobcem je firma Perstorp
Analytical Company. u nis dodavd firma
Sca-Tec) 7).V ramei spoluprace VUPS s né-
kterymi firmami byl otestovin pfistroj PRO-
TEGE 460 od firmy NICOLET. Cilem price
bylo zjistit, zda by se tato metoda dala vyu-
zit ke stanoveni zakladnich pivovarskych ve-
licin. tj. alkoholu. skute¢ného extraktu a pu-
vodniho extraktu v mladiné.

2. PRINCIP METODY

Infracervena spektroskopie je opticka ne-
destruktivni analytickd metoda. patfici do
skupiny metod molekulové spektroskopie.
Pii interakci elektromagnetického zafeni
s méfenym vzorkem dochazi v dusledku ex-
citace vazeb v molekulich k pohlceni zifeni
o urcitych hodnotich energie. Tim vznikaji

charakteristicka spektra sloZena z tzv. vib-
racnich absorp&nich pdst. Poloha pdsa ve
spektrech (tj. jejich vinocet) je pfiznacna pro
jednotlivé vazby nebo funkéni slouceniny
v molekulich a jejich interpretaci lze vétsi-
nou danou slouc¢eninu jednoznacné identifi-
kovat. Vyika pisa vyjadiend v jednotkich
absorbance nebo jejich plocha udava kvan-
titativni  zastoupeni jednotlivych slozek
v analyzovanych smésich.

Infracervend spektrilni oblast je ve spo-
jitéem spektru clektromagnetického zareni
konventné vymezena vinoCty 12 500 -
10 em’!, coz odpovidi vinovym délkam 0.8
— 1000 pm. Tato oblast se dale pro praktické
vyuziti déli na dalekou (400 — 10 em™'),
stiedni (4000 — 400 cm™') a blizkou (12 500
— 4000 cm™).

Spektra ziskana ve stfedni infracervené
oblasti zobrazuji vétSinou tzv. fundamen-
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tilni prechody a jednotlivé absorpcni pasy
lze piifadit k vibraénim pohybam urcité
funkéni skupiny nebo vazby. Vibrace jsou
v urcité mife ovliviioviny ostatnimi atomy
v molekule, a proto Ize pomoci jejich inter-
pretace studovat strukturu ldtek. Jak jiz bylo
uvedeno vyse, jednotlivé absorpcni pasy je
mozno pouzit také pro kvantitativni stano-
veni slozek ve smési.

V blizké infracervené oblasti (NIR) je
identifikace a pritazeni absorpcnich pasa
dané strukturni jednotce podstatné slozitési.
Podstatnou vyhodou je oviem skutecnost, 7e
zdfeni v této oblasti prochizi kiemenem. Ve
spektru  ziskaném interakci zkoumaného
vzorku s elektromagnetickym zdfenim v ob-
lasti NIR se uplatiuji predeviim tzv. svrchni
tony a kombinac¢ni prechody. Svrchni tény
odpovidaji energetickym prechodam. pfi kte-
rych se kvantové vibracni ¢islo méni o vice
nez 1. Jejich vinocet je priblizné celistvym
nisobkem vinoctu fundamentilniho. Kombi-
na¢ni pfechody vznikaji souc¢asnou zménou
dvou vibrac¢nich kvantovych ¢isel u polyato-
movych molekul. NIR spektrum vznika li-
nedarnimi kombinacemi past nalézanych ve
stiedni infracervené oblasti a lze ho tedy te-
orelicky z téchto pasi ,;modelovat™,

Pfi praktickém pouZiti NIR spektrosko-
pie je spektrum hodnoceno globdlné za po-
moci chemometrickych softwart, které vy-
uzivaji metod matematické  statistiky.
Statistické postupy pfi zpracovini naméfe-
nych spekter podminuji specificky charakter
kalibracniho souboru. VyZzaduji proto pokud
moZno vétsi nebo velky soubor kalibraénich
standardu, které by mély co nejvice charak-
terizovat vlastnosti analyzovaného materi-
alu. Funkcnost regresniho modelu (jehoz
principem je porovnani spekter s kalibrac-
nim polynomem) je Gzce zavislda na splnéni
téchto zdkladnich podminek. Prima kalib-
race na hodnoty malého poétu referencnich
standardu je pro funkénost vytvoreného mo-
delu zna¢né nskantni. Dile je nutno si uvé-
domit, Ze analyzami pomoci NIR spektro-
skopie nelze dosahnout vyssi piresnosti. nez
maji vychozi vstupni ddaje ziskané klasic-
kymi postupy.

V pripadé aspéiné kalibrace md price
v oblasti NIR. a to predeviim pii méfeni za
pomoci externi reflexni sondy. tyto prednosti:
— velka dspora price, Casu a materiilu
- nedestruktivni méfeni
— eliminace piipravy vzorku pred analyzou
— nejsou potfeba vihy ani chemikilie
— moZznost méfeni pres transparentni obaly

(svétlé sklo, polyethylen)
— moZnost méfeni kapalnych vzorka v kfe-
mennych kyvetich.

NIR spektra jsou vyuZivina zejména pro
Kvantitativni analyzu za pouZiti ruznych re-
aresnich metod — nejcastéji PLS (Partial
Least Squares) a pro sledovani kvality vel-
kych soubort litek strukturné identickych
nebo podobnych pomoci tzv. analyzy hlav-
nich komponent (PCA - Principal Compo-
nent Analysis). Metoda se pouzivi nejcastéji
pfi kontrole jakosti vstupnich surovin. me-
ziprodukid a vyrobku.
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Obr. I Transmisni spektra vvbraného kalibracniho standardu
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Obr. 2 Kalibraéni graf pro stanoveni obsahu alkoholu v 10%, 11 % a 12% pivech
(na ose v koncentrace alkoholu stanovené destilacni metodou, na ose x koncentrace sta-

novené NIR spektrometrem)

Pozn. SEP — standardni chyba predikee (pro alkohol= 0,047 %)

Vyhodou méfeni vzorka v oblasti NIR je
moZznost pouZiti kfemenné optiky, kterd pro-
pousti elektromagnetické zifeni priblizné
nad 2000 cm ', To umoZiuje také pouZiti ce-
nové dostupné externi sondy se svétlovodi-
vymi vldkny.

3. EXPERIMENTALNI CAST

Zikladni rozbor 86 vzorka piv (bylo vy-

uzito analyz piv. Které se zucastnily 1. kola
soutéze PIVEX 97) byl proveden jednak kla-
sickou destilacni metodou tak, jak se bézné
providi ve VUPS Praha, a jednak byla piva
analyzovina na piistroji PROTEGE 460 od
firmy NICOLET. Pred vlastnim méfenim
byly vzorky zbaveny oxidu uhli¢itého vytie-
panim. Vzorky analyzované klasickou cestou
byly pouzity jako kalibra¢ni standardy.

Tab.l 10%, 11% a 12% piva — korelacni koeficienty kalibracnich a validacnich regresi pFi
pouliti upravenych a neupravenych spekter viech kalibracnich vzorki :

extr. exir. alkohol exir.

zdan. skut. pav.

[Fe] %] [%] [%]

r r r

Nederivovand spektra kalibrace 0.9986 0.9897 0.9933 0.9886
validace 0.9814 0.9846 0.9906 0,9861
1. derivace kalibrace 0,9954 0.9968 0.9898 0.9929
validace 0,9870 0,9908 0.9875 0.9901
2. derivace kalibrace 0,9920 0.9964 0,9921 0,9957
validace 0,9399 0,9494 0,9906 0,9781
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Obr: 3 Vwsledek analvzy hlavnich komponent vloZenych kalibracnich spekier
( Principal Component Analvsis- PCA)
Anal¥za hlavnich komponent popisuje homogenitu vioZenych kalibracnich standardi
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Obr. 4 Odehylky pri stanovent alkohole mezi destilacni metodow a infracervenou spektro-
skopii v hmotnosmich procentech
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Obr: 5 Odchylky pFi stanoveni skutecného extrakie mezi destilacni metodou a infracerve-
nou spektroskopii v hmomosmich procentech

Transmisnim méfenim za pouZiti Kfe-
mennych kyvet 0.2 em byla ziskana spektra
kalibra¢nich standardi. Méfeni bylo prove-
deno za téchto podminek:

Spektrilni rozsah 11 000 —4 000 cm'
Pocet snimani 32
Rozligeni 16 cm'!

Kazdy ze standardi byl méfen tfikrat. pii
trojim naliti do kyvety. Na obr. 1 je ukizka
namérenych spekter pro vybrany kalibracni
standard.

Ziskana spektra byla nasledné upravena
prumérovanim a dale prvni a druhou deri-
vaci. Kalibrace byly provedeny s pavodnimi
i derivovanymi spektry metodou PLS (Par-
tial Least Squares) za pouZiti tzv. .Cross Va-
lidation™, pfi které je b&hem vypocta vylou-
¢en v zavislosti na pocu  standardi
7z kalibrace postupné vzdy jeden nebo vice
kalibra¢nich bodu. Ziskana Kalibracni zd-
vislost byla pouZita pro vypocet validacni
hodnoty. Do kalibracnich regresnich modelu
byly vloZeny spolecné namérené hodnoty
pro viechna 10%. 11% a 12% piva. V tah. 1
jsou uvedeny kalibra¢ni a valida¢ni kore-
laCni koeficienty pro regresni modely poci-
tané z analyzovanych vzorku.

Jako ukazka je dile uveden kalibracni
graf pro stanoveni obsahu alkoholu (ebr: 2)
avysledek analyzy hlavnich komponent vio-
zenych Kalibraénich spekter (obr: 3). Z ob-
razku 3 vyplyvi, ze data nemaji tendenci tvo-
fit shluky a Ze tedy jednotliva méfeni jsou na
sobé nezdvisla.

Pramérné odchylky pii stanoveni skutec-
ného extrakwu, alkoholu a pavodniho ex-
traktu mezi klasickou metodou a metodou
infracervené spektroskopie jsou uvedeny na
obr: 4, 5 a 6. Hodnoty puvodniho extraktu
byly vypo€itiny # hodnot skute¢ncho ex-
traktu a alkoholu pomoci Ballingova vzorce.
nebot vykazovaly tésnéjsi korelaci s puvod-
nimi hodnotami ve srovnini s pfimo vypo-
¢itanymi hodnotami.

4. DISKUSE VYSLEDKU

V tab. 2 jsou uvedeny pramérné relativni
odehylky jednotlivyeh velicin mezi Klasic-
kou a testovanou metodou. Aby byvlo mozné
provést obeenéjSi zhodnoceni. byly udaje
v tab. 2 doplnény o udaje vypocitané z dii-
véjsiho publikovaného sdéleni, které bylo ve-
novino porovnini klasické destilacni metody
s analyzatorem SCABA firmy TECATOR
a pristrojem DSA 48 firmy A, PAAR [1].

Jak vyplyvi z tab. 2. metoda infracervene
spektroskopie vykazuje lepsi parametry nez
pristroj DSA 48, ale 0 néco hordi nez analy-
zator SCABA (ve tfech sledovanych velici-
nach. tj. zdanlivy extrakt, alkohol a puvodni
extrakt — hodnoty skutecného extraktu jsou
nepatrné lepsi). Je pravdépodobne. ze piva
#z jednoho pivovaru, kterd se od sebe svym
charakterem odlisuji meéné. budou vykazo-
vat jesté nizsi odchylky vaci klasické me-
todé. nez tomu bylo u testovaného souboru
piv 2 ruznych pivovaru,

Z porovndni vysledku stanoveni puvod-
niho extrakiu piva klasickou metodou a me
todou infracervené spektroskopie na sou-
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Obr. 6 Odchyvlky pri stanovent pavodniho extrakiu piva mezi destilacni metodou a infra-

cervenou spektroskopii v hmotmosmich procentech

Tab. 2 Priomérné relativar odchviky -danlivého extrakiu, skutecného extrakiu, alkoholu a pii-
vodniho extrakne mezi klasickou destilacni metodou a testovanymi pristroji nebo metodami

extr. extr. alkohol extr.

zdan. skut. puv.

- 1%] (%] [%] [%]

SCABA 1.39 0.85 0.76 051

DSA 48 2.00 1.38 1.35 0,73

Infracervend spektrometrie 1.67 0.79 0.98 0.67
boru 86 vzorku piv a porovndni obou metod  Vyhody:

a) velmi dobri shoda s klasickou metodou
b) stanoveni trvi velice kratkou dobu (3 min)
¢) ke stanoveni staci maly objem vzorku

po strince pracnosti, Casové narocnosti. ob-
sluznosti pristroje atd. byly zjistény tyto vy-
hody a nevyhody testované metody:

d) vlastni stanoveni nevyzaduje kvalifikova-
nou obsluhu

¢) po zavedeni Kalibratniho modelu se iz
pfistroj nemusi kalibrovat

f) pristroj je moZné vyuZit i pro jiné tucely

Nevvhody:

a) vysSi cena

b) provedeni kalibra¢niho modelu vyZzaduje
urcité znalosti a schopnosti
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