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1. UVOD

K rychlému posouzeni G¢inka koloidni
stabilizace piva a vzdjemného piisobeni bil-
kovin a polyfenolovych litek se ve vyrobni
praxi pouZziva tzv. test piva siranem amonnym
v provedeni podle [1]. Stejny zpisob stano-
veni ,.siranového testu® piva je popsan i v ana-
lytice [2], kde je vSak na rozdil od [1] pouZito
principidlné spravné oznaCeni siranového
testu nazvem ,,prah sraZeni (koloidu piva) si-
ranem amonnym-®.

Z obecného fyzikidlné-chemického hle-
diska patfi test piva siranem amonnym mezi
tzv. sraZeci titrace, které se vyznacuji vesmés
skokovou zménou zdkalu roztoku pii piekro-
¢eni prahové davky titrantu do titrovaného
vzorku. V naSem pfipadé se jedna o prahovou
davku nasyceného roztoku siranu amonného
do vzorku piva.

PrestoZe v pivovarskych analytikich [1]
i [2] jsou citoviny i fotometrické metody sta-
noveni prahu sraZeni koloidi piva nasycenym
roztokem siranu amonného, jejich analyticky
uc¢inek resp. pfesnost je mald, podobné jako
pii hodnoceni vyvoje zdkalu vzorku zrakem.

Cilem pfedloZené prace je popsat novy ob-
jektivni a zpfesnény zplisob méfeni prahu sra-
zeni koloidl piva pfi laboratorni teploté po-
moci laboratorniho pivovarského ziakaloméru
[3], upraveného pro méfeni zakalu mililitro-
vého mnozstvi vzorka [4]. NiZe popsanym
zpusobem lze méfit pfimo i provozni vzorky
sladiny a mladiny bez nutnosti jejich dpravy

napi. predfiltraci [5]. Prednosti vyvinutého
postupu stanoveni prahu sraZeni koloidi piva,
mladiny i sladiny, resp. sladového extraktu, je
i mala spotfeba titranti, coZ umoZiiuje praco-
vat s pomérné nakladnymi chemikaliemi bio-
chemické Cistoty.

2. POPIS MERENYCH VELICIN

A DEFINICE PRAHU SRAZENI

Pri objektivnich, tj. fotometrickych srize-
cich titracich méfime obvykle nékterou z ve-
li¢in popisujicich zdkal vzorku, jako napf. tur-
biditu v transmisnim uspofadani nebo lépe
nefelometricky zdakal, v zavislosti na rostou-
cim objemovém mnoZstvi titrantu. V pripadé
siranového testu se jednd o méfeni vyvoje za-
kalu v pfesné odméfeném objemu zkouseného
vzorku piva v zavislosti na pfesné odméfeném
mnoZstvi pfidavaného nasyceného roztoku si-
ranu amonného v Case.

Vzhledem k tomu, Ze velikost méreného
zakalu vznikajici sraZzeniny nebo i docasné
rozpoustéjiciho se zdkalu je obecné zavisla
na kinetice probihajicich reakci a na nasle-
dujicim resp. vychozim Casticovém sloZeni
titrovaného roztoku, je nutno dbat béhem
titrace na jednotny a reprodukovatelny zpu-
sob a u¢inek michani vzorku. Bézné pouZzi-
vané michani titrovanych vzorka magnetic-
kymi michadly ne vZdy zarucuje definované
michani z divodu rozdilné nastavenych ota-
¢ek i rozméra pouZitych michadel a nadob.
Podstatné vyhodnéj$im se jevi, z hlediska

kinetiky sraZecich reakci a koagula¢nich
procest, rychlé jednorazové promichani
vzorku s titrantem (napf. pistovym micha-
dlem) ihned po krokovém naddvkoviani tit-
rantu do zkumavky. Takovéto zamichani je
pak nasledovano jiz téméf stacionarni peri-
kinetickou koagulaci ¢&astic v roztoku
vzorku [6].

Vlastni hodnotu prahu sriZeni definujeme
s vyhodou pomoci te¢en podprahové a nad-
prahové Casti funkce Z = Z (C), jak je vyzna-
¢eno pomoci grafii na obr. 1 a 2. Pozname-
nejme, Ze podprahovy prubéh zavislosti Z =
Z (C) nemusi byt konstantni, tj. rovnobézny
s osou koncentrace, nybrz muze i rust v du-
sledku paralelné probihajicich zdkalovych
procesu. Dokonce muizZe pod prahem sriZeni
funkce Z (C) s rostouci koncentraci siranu
amonného klesat vlivem rozpou$téni zakalo-
tvornych latek pritomnych ve vzorku (pfipad
tzv. .,vsolovani*).

Ve viech uvedenych pfipadech je tangen-
cidlni neboli ,te¢nova* definice prahu sriZeni
C,, z fyzikalné-chemického hlediska nejpres-
néjsi [7]. Jestlize se spokojime s menSi pres-
nosti stanoveni prahové hodnoty, miZeme
pouZit tzv. ordinitovou definici, tj. vyznacit
prah srdZeni pomoci zvolené prahové hodnoty
zikalu Z,, které prifradime odpovidajici hod-
notu koncentrace titrantu C,: Z,=Z (C,,) (viz
1€z obr. 1,2). Musime v3ak potom pracovat
stile v jednotném uspofadani pomoci jedno-
tného postupu a cejchovini.
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Obr. 1 Grafické zndzornéni tecnové C,,a ordindtové C,,definice
prahové koncentrace titrantu pro typicky prithéh vyvoje zdkalu
v zdvislosti na rostouct koncentraci, zpiisobené postupnym ddv-

kovdnim titrantu do vzorku
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Obr. 2 Graficky zdznam ¢asového vyvoje zdkalu 5 ml vzorku piva pri
rovnomérném krokovem ddvkovdni nasyceného roztoku siranu amon-
ného ryvchlosti v = 0,1 ml/l min s jednordzovym pistovym zamichdnim
po kaZdém kroku. Plati:
C.=v.t,=0,1.
Co=vit,=0.1

2 ml titrantu na 5 ml vzorku

ml titrantu na 5 ml vzorku

,2=0,52
=058
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3. USPORADANI LABORATORNIHO
PIVOVARSKEHO ZAKALOMETRU
PRO MERENI VE ZKUMAVKACH

BéZné pivovarské laboratorni zakalometry
jsou urCeny predevsim pro méfeni zakalu piva
pfimo v komer¢nich lahvich a ve velkych val-
covych kyvetich podobného priméru. Pro
méfeni siranového testu v béznych chemic-
kych zkumavkach lze pouZit pouze ty labo-
ratorni pivovarské zakalometry, které lze
opatfit vhodnym zkumavkovym nastavcem,
vloZzenym do méfici komory zakalometru.
Mezi takové pfistroje patfi i zakalometr po-
psany v praci [3] v upravé podle [4], ktery na-
vic umozZiuje automaticky zaznam namére-
nych hodnot v ¢ase a jejich grafické zobrazeni
pomoci osobniho pocitae.

Pro méfeni zakalu vzorka ve zkumavkach
zvoleného praméru pomoci pfipraveného
adaptéru je nutno provést odpovidajici kalib-
raCni prepocet jednotek EBC ocejchovianim
sestavy pomoci standardni formazinové sus-
penze.

Vysledky méfeni zikalu vzorku titrova-
ného piva ve zkumavce v zavislosti na pii-
davku titrantu v podobé nasyceného roztoku
siranu amonného lze pfirozené zapisovat
ru¢né do predtisténé tabulky. Vyhodnéjsi je
viak automaticky zapis méfenych hodnot po-
moci pfipojeného osobniho po¢itace a vhod-
ného tabulkového a grafického programového
vybaveni.

4. DAVKOVANI A MICHANI

ROZTOKU

K dosazeni co nejvétsi reprodukovatel-
nosti méfeni je zadouci co nejpresnéjsi od-
méfovdni jak titrovanych vzorku, tak i davek
titrantu. V pfipadé nasyceného roztoku siranu
amonného je potfeba dodrZzet v maximalni
mife rovnovaznou nasycenost a pracovat pfi
stejné teploté vzorku i titrantu.

Titrant je tfeba pfidavat do vzorku rovno-
mérné po stejnych davkach rychlosti umoz-
nujici ustaveni reakéni rovnovahy. Pfi kroko-
vém (. nespojitém) davkovini nasyceného
roztoku siranu amonného do titrovaného
vzorku piva je nutno po kazdé diavce reakéni
smés promichat napf. jednorizové pistovym
michadlem. Je tfeba dbat, aby béhem davko-
véani i michdni byla odméfena davka titrantu
dodédna do vzorku a neulpéla na sténiach zku-
mavky ¢i michadla.

Tab.1 Priklad objektivizace siranového testu
dle [1] resp. [2]. C je mnoZstvi nasyceného
roztoku siranu amonného pridané do 10 ml
vzorku, Z zdkal v relativnich jednotkdch
nebo v jednotkdch EBC

Siranovy test piva M1
v deseti zkumavkach
C [ml] Z [relj.]

0,0 0,13
04 0,11
1.0 0.13
1.4 0,12
1,6 0,17
1.8 0.21
2,0 091
2.2 1,45
24 2,11
2,6 3,53

K diskrétnimu i spojitému davkovani tit-
rantu do vzorku se s vyhodou pouZivaji rizné
typy mikropipetoru, z nichZ nékteré lze fidit
programové z vestavéného ¢i vnéjsiho poci-
tace. Jednoduchy a nendkladny mikrodévko-
vac titrantu lze zhotovit svépomoci na bazi
jednorazovych injek¢nich stiikacek opatie-
nych hadicovym nastavcem jehly zakonce-
nym pistovym michadlem a Sroubovym po-
sunem davkovaciho pistu.

K dosazeni co nejvétsi presnosti a repro-
dukovatelnosti stanoveni prahu sriZeni kolo-
ida piva nasycenym roztokem siranu amon-
ného je rovnéz dulezité pracovat s optimalnim
objemem vzorki ve zkumavce urcujicim,
v zdvislosti na priméru zkumavky, vysku hla-
diny vzorku nad svazkem zkusebniho svétla.
Optimilni vychozi vySka hladiny vzorku je
nékolik milimetra nad méficim svazkem
svétla vymezenym Stérbinami drziku zku-
mavky v méfici komore.

5. VYSLEDKY MERENI

Subjektivni, tj. vizualni pozorovani vyvoje
zdkali béhem sriZeni koloidu piva na-
sycenym roztokem siranu amonného ve zku-
mavkach podle [1] resp. [2] lze snadno
objektivizovat postupnym proméfenim vznik-
lych zdkalu pfimo v reakénich zkumavkach
pomoci upraveného laboratorniho pivovar-
ského zdkalometru v uspofddani popsaném
vySe (viz kap. 3 a préce [4]). Abychom uka-
zali analytické pfednosti zpusobu navrZzeného
v této préci, porovnavame ho v této kapitole
se zpusoby [1] resp. [2] vCetné jejich foto-
metrickych variant.

5.1. Srovnéni subjektivnich
a objektivnich méreni v Fadé
zkumavek dle [1] a [2]

Podle [1] (viz téZ [2]) jsme do deseti oci-
slovanych zkumavek 0 az 9 o priméru 19 mm
odméfili s pfesnosti na 1% 10 ml vytifepaného
piva. Vzorek piva byl ziskdn nikupem v ma-

loobchodni siti. Nasyceny roztok siranu
amonného (p.a., Lachema, Brno) jsme pfi-
pravili podle [1]. Méfeni probihala za labora-
torni teploty (23 = 1 °C).

Nasyceny roztok siranu amonného byl pfi-
davén mikropipetou do fady zkumavek vy-
rovnanych na stojanu podle schematu vyzna-
¢eného v rab. 1. Po nadavkovani kazdé
zkumavky bylo v souladu s [ 1] provedeno du-
kladné protiepéni reagujici smési. Po 15 min
stani byl vznikly zikal hodnocen jak vizudlné,
tak méfenim v upraveném zdkalometru. Vy-
sledky méfeni byly zapsany a vyhodnoceny
pomoci rab. 1, kterou bylo moZno predem pro
kazdy test pfipravit tiskem, resp. pomoci
grafu na obr. 3.

5.2. Objektivni méreni prahu sraZeni
novym zpusobem v jedné zkumavce

Ke stanoveni hodnoty prahu sriZeni kolo-
idu piva novym zpusobem dle naseho navrhu
postaci objektivné méfit vyvoj zdkalu vzorku
v zavislosti na davce titrantu v jedné zku-
mavce, umisténé pomoci adaptéru v méfici
komore zikalometru. Pfitom vysledky méfeni
lze vyjadfovat v pomérnych jednotkiach za-
kalu bez jejich prevedeni na jednotky EBC
cejchovanim pomoci formazinového stan-
dardu. Pomémé vysoké produktivity méteni
Ize dosdhnout jiZ pomoci ru¢niho zdpisu mé-
fenych hodnot vyvoje zikalu pii rychlostech
davkovani cca 100 ml za minutu s jednora-
zovym meziopera¢nim promichanim pomoci
pistového michadla po kazdém kroku a odec-
teni hodnoty zikalu do tabulky nebo vyzna-
¢eni hodnoty pfimo do pfiru¢niho grafu (viz
tab.2 a obr. 4).

DalSiho zvySeni analytické produktivity
méfeni, co se tyCe jak presnosti, tak i rychlosti,
lze dosdhnout automatickym zdznamem na-
méfenych hodnot pomoci osobniho poéitace
piipojeného k pouZitému zakalometru. Do pa-
méti pocitace se zaznamenavaji v zavislosti na
Case mnoZstvi nadavkovaného titrantu a jemu
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Obr.3 Grafické zpracovdni namérenych hodnor z tab. 1: Priklad nefelometrické objektivi-
zace siranového testu piva M1. Okolo predpokiddané prahové hodnoty ddvkovdno s men-
§tm krokem. Po naddvkovdni a promichdni jednotlivych ddvek nasyceného roztoku siranu
amonného do deseti zkumavek s 10 ml vzorku (viz tab.1) byly po 15minutovém ustdleni zmé-
reny zdkaly vzorki v jednotlivich zkumavkdch. Zjisténd hodnota prahu srdaZeni je C,, =

1,8 ml titrantu na 10 ml vzorku.
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odpovidajici rovnovdzna hodnota vzniklého
zikalu po pfedchozim jednorazovém promi-
chani. Méfeni lze provadét jiz pomoci jedno-
duchého software pro ziznam pribéht zakalu
v Case pii zachovini rovnomérnych ¢asovych
intervalii mezi jednotlivymi konstantnimi dav-
kami nasyceného roztoku siranu amonného do
zkumavky se vzorkem, nasledovanymi opét
jednorazovym zamichianim po kazdé davce.

Priklad zdznamu prahu srdaZeni vzorku po-
moci jednoduchého grafického software [8]
je ukazan na obr. 5.

Tab.2 Priklad zdpisu vysledkit siranového
testu mérenc¢ho v jedné zkumavce s 5 ml
vzorku piva M2. C je mnoZstvi nasyceného
roztoku siranu amonného pridané do 5 ml
vzorku, Z zdkal v relativnich jednotkdch
nebo v jednotkdch EBC

Siranovy test piva M2
v jedné zkumavce
C [ml] Z [rel.j.]
0,00 0,06
0,06 0,07
0,12 0,07
0,18 0,10
024 0,13
0,30 0,09
0,36 0,13
0,42 0,14
0,48 0,09
0,54 0,17
0,60 0,18
0,66 0,23
0,72 0,18
0,78 0,22
0,84 0,24
0,90 0,68
0,96 3,35
1.02 6,58
1.08 8,47
1.14 9,71
6. DISKUSE

Stanoveni prahu sraZeni koloidi piva na-
sycenym roztokem siranu amonného je dle [1]
resp. [2] udavéno s relativni pfesnosti 0,1 ml
titrantu na 10 ml vychoziho objemu titrova-
ného vzorku, tedy cca 1 %. Dosazeni vyssi
pfesnosti stanoveni pod 1 % vyZzaduje zacho-
vani co nejlépe definovanych podminek po-
kusu, pocinaje velmi pfesnym davkovanim
titrantu definované Ccistoty, reprodukovatel-
nym michdnim i teplotou reakci. Je to dino
velmi slozitymi a dosud ne plné poznanymi
procesy srazeni koloidi piva resp. pivovar-
skych meziproduktu.

Urcitého zpresnéni lze dosdhnout pfiro-
zené vétsim poctem pokusi a jejich statistic-
kym vyhodnocenim. K tomu napoméha v za-
sadé i vySe popsany novy zpusob méfeni
siranovych testi s objektivnim méfenim za-
kalu pfimo v chemickych zkumavkéach.

Podrobnéjsi kvantitativni diskuse chyby
méfeni nefelometrickych titraci vyZaduje
zv1astni pojedndni, které pfesahuje ramec této
prace. Proto si zde spiSe vS§imneme technicko-
ekonomickych pfednosti navrzeného zptisobu
méreni.

Vedle naznatené moZnosti zvySeni pies-
nosti provadéni siranového testu piva jeho ob-
jektivnim méfenim s vysokou produktivitou
analytické prace a navazujicim statistickym
vyhodnocenim naméfenych dat je zasadni
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Obr: 4 Zivislost zdkalu vzorku M2 na mnoZstvi rovnomérné priddavaného nasyceného roz-
toku siranu amonného. Titrant davkovdn postupné do jedné zkumavky s 5 ml vzorku s me-
zioperaénim pistovym zamichdnim. Hodnoty zakalu byly rucné zapsdny do tab.2. Zjisténd
hodnota prahu srdZeni je C,,= 0,9 ml titrantu na 5 ml vzorku.

pfednosti nového zplisobu velmi mald spo-
tieba chemikalii a ostatniho materidlu. Pro
stanoveni jedné analytické hodnoty sirano-
vého testu pomoci navrZzeného zpusobu po-
tiebujeme prumémné 5 ml vzorku piva a I ml
nasyceného roztoku siranu amonného o ob-
sahu cca 0,7 g bezvodé krystalické suroviny.
Maximdlné tedy spotfebujeme na méfeni
novym zpusobem cca 1 g siranu amonného
v cené cca 2 K¢ biochemické Cistoty resp. 0,5
az 1 K¢ cistoty p.a.

V piipadé klasického siranového testu dle
[1] resp. [2] je spotfeba siranu amonného na
jednu analytickou hodnotu 5 aZz 10krat veétsi
podle modifikace postupu. Tomu odpovida
i vétsi spotieba zkumavek a dalsiho pomocného
materidlu, a tedy i vedlejSiho pracovniho Casu.

7. ZAVER

Popsany novy zpusob objektivniho prova-
déni testu piva siranem amonnym (ale i jinymi

9.0 — - . v

titranty) se ve srovnani se stavajicimi zpisoby

vyznacuje fadou prednosti:

— analyticky definovanym vymezenim prahu
srazeni koloidl vzorku;

— definovanym nefelometrickym stanovenim
prahu sraZeni v béZnych chemickych zku-
mavkéch, tj. ne specializovanych fotome-
trickych kyvetach;

— definovanym pistovym promichanim tit-
rantu ve vzorku s naslednou staciondarni pe-
rikinetickou koagulaci (bez nutnosti pouZiti
magnetickych michadel);

— vysokou analytickou G¢innosti, tj. rychlosti
a pfesnosti stanoveni jiZ pfi ru¢nim zapisu
méfenych dat;

— malou spotfebou vzorku i titrantl (cca S ml
vzorku a nékolik ml titrantu v pfipadé
nasyceného roztoku siranu amonného);

— minimdlné desetindsobnou tsporou na-
kladi nutnych na jednu analyzu oproti sta-
vajicim zpusobim;
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Obr.5 Priklad automatického zdznamu ¢asového vyvoje zdkalu 5 ml vzorku piva M2 pFi rov-
nomérném krokovém ddvkovdni nasyceného roztoku siranu amonného rychlosti v = 0,12
ml / I min pomoci grafického software Magistr a osobniho pocitace. Zjisténd hodnota prahu
srazeni je C, = vit,,= 0,12 . 7.5 = 0,9 ml titrantu na 5 ml vzorku.
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— moZnosti automatizace provadéni testi pri
pouziti jednoduSe adaptovanych zikalo-
metra ve spojeni s osobnimi po¢itaci opat-
fenymi grafickym software.

Vyse popsanou novou metodiku sirano-
vého testu Ize s vysokou ndvratnosti vyuZit
jak ve velkych, tak i malych pivovarskych za-
vodech, k intenzifikaci vyroby a standardizaci
jakosti, a tim zvySeni konkurenceschopnosti
véetné posileni exportnich moZnosti pro-
dukce.
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