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ABSTRAKT

Za elem hlubSiho kvantitativniho poznani Wistarnuti na celkovou smyslovou kvalitu filtrovahyc
kvasnych néapdjrostlinného pvodu byla porovnavana tvorba zak#hvového piva a vindhem
jejich starnuti sotasrgé uzaréni nefelometrickou metodou i stanovenim distribkalevychcastic. Ve
vSech studovanych vzorcich piva i vin byl pozorok&mem starnutitst nefelometrického zéakalu.
Méteni distribuce kalovycbastic podle velikosti metodou gitani ukéazala, Ze je apoben agregaci a
koagulaci makromolekularnich a koloidnigstic zfiltrovanych vzonk piva a vina vychozich
submikronovych rozera. Nejmér se fistem kalovycltastic Ehem starnuti zakalovala bila vina.
Srovnatelnymi a podstativétSimi zakaly se vyzri@valy vzorky zestarlého pivacarveného vina,
které obsahovaly i&Si mnoZsti zkoagulovanych kalovy&astic tSich nez 2 mikrometry.

Pongrné maly rist zakah bilych vin Ehem starnuti byl s nejt8i pravépodobnosti zfisoben
podstat mensi koncentraci zakalotvornych protietnpolyfenol a z nich zvla$tantokyanogeive
srovnani £ervenym vinem i pivem.Ve srovnani s uzaimefelometrickou metodou umoznilo
stanoveni a porovnani distribuci kalovy@stic nezestarlych a zestarlych vaopgiv a vin podstath
acinngji rozlisit tvorbu zakal, zpisobenou nedokonalou filtraci a nebo stabilizac@ordobou a
podminkami starnuti. Stanoveni rélahi kalovychcastic optickym peitanim Ehem starnuti v
nenakladném transmisnim ugadani Ize s vyhodou pouZit nejen k hodnoceiminosti filtrace a
stabilizace piva a vina, ale zvl&a§tro vyker vin kfizenému starnuti a archivaci.

SUMMARY

Nephelometric haze and haze particles size didtdbun beer and wines of different aged were
compared to obtain more detailed knowledge ofeffext of ageing on beer and wines complex
sensorial properties. With the age of the samgileggtowth of nephelometric haze has been observed
due to aggregation and coagulation of initially sulbron macromolecular and colloidal to the size of
coarse haze particles as it was revealed by pa&rtidunting and size distribution. While the
nephelometric haze in fresh filtrated beer andathbyoung white and red wines was approximately
the same, the aged white wine samples were legdieaz aged beer and red wines too because of
greater amount of coarse haze particles bigger thamicrometers.Relatively greater haze growth in
beer and red wines during ageing as compared téewhines was due to lesser content of
anthocyanogens and particularly of their haze actendensed and polymerized forms. In contrast to
formazin standardized nephelometry the method z# Iparticles size distribution counting enabled
more effective differentiation of the effect dfdiion, stabilization and ageing on beer and wirezes
and visual properties. This can be used not onlytfe optimization and improvement of beer and
wine filtration, stabilization and bottling techraglies but particularly in the case of wines for mor
effective selection and optimization of archiveage conditions.



Charles University Chemical Physics and Optics Blepent - Research Report GOPLS 200901
Sladky P.: Comparison of haze determination in beer and wafesrious age by standard nephelometry and
haze particles distribution counting

Uvod

Pivo i vino paiti mezi nejroz&ensjsi kvasné napojeifsodniho givodu>, Podle historického
a geografickéhoivodu existuje celéada druki a znaek piv a vift”. PrevaZzna ¥tsina z nich
se pro konzumaci uchovava, dopravuje i konzumujansparentnich sklénych lahvich a
poharech. Zadelem odstraéni nezadouci mikrobialni kontaminace a zachovéap.re
optimalizaci jejich celkovych senzorickych vlasttids nejen chdovyctf, ale igichovych a
visualnicH, se ped stéenim do lahvi #tSina druli piv a vin fyzikalg-chemicky pipadre i
biochemicky stabilizuje a submikronofiltruje’®*% Takto upravenderstva piva a vina
viditelng nerozptyluji s¥tlo'**® Stasena do transparentnich lahvi nebo nalita do
konzumanich sklenic se jevi jako jiskértira, tj. nevykazuji zakal. Ze zkuSenosti a z celé
tfady odbornych studif je znamo, Zghbm uchovavani piva i vina stard6t’. V pripads vin
sasténs zadoucimi, ale jinakipvaZzié nezadoucinif?*a dosud ne Gptnpoznanymi
fyzikalng-chemickymi asasténs i biochemickymi proce$y?® Tyto procesy se projevuiji
velmi slozitymi znénami charakteristickych senzorickych viastnostigwin \etrg téch
visualnich*8242% pvodns jiskrné Gife st@end piva a vina se v lahviclhem starnuti
postupi aZ viditelrs zakaluji tak, Ze Ize pozorovat nasdahvi i Gsadu kalovychastic**?
Viditelné zakaly a usady v lahvovych pivech a vimebvykle snizuji v éich konzumenta
jejich nejen visualni, ale i cliavou gitazlivost a jsou povazovana laickym sigdititelem
obecrt za nekvalitri®?’.

Prestoze v satasné dob je k dispozicirada istroja vhodnych pro objektivni tj.
fotometrické stanoveni zakalu piv i vin na zaklathtickeho (elastickéh@) dokonce
dynamického (kvazieleastického) rozptyletat>?232 z vySe uvedenych praktickych
davodu je vizualni hodnoceni zakapiv a vin za Gelem posouzeni jejich kvalitythem
starnuti stale Siroce pouzivano i ve vyrobni amzdgtpraxi pra¥ za (Eelem porovnavani

s poznatky speebitei?* 333>
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Nevyhodou visualniho stanoveni a hodnoceni 4@ a vin je, jak zndmo, ztad nejistota
ziskanych dat, Zisobena firozere Sirokou a plovouci amplitudovou i spektralni eiisti ai
hodnotitelskych subjet>?* | kdyZ objektivni fotometrické stanoveni zakalv a vin na
zaklad rozptylu s¥tla odstraiuje uvedené nedostatky subjektivnich stanovend, jeh
nedostatkem je, Zze p@mé slozit zavisi nejen na optickych vlastnostech piv a &le,i
parametrech vysita a ffijimace zkuSebniho stla a jejich vzdjemném prostorovém
uspdadant>2"#2° proto se v praxi pro stanoveni zékalu piv i aie,i vod a jinych kapalin
resp. kapalnych disperzi, pouzivaji zakalové fotoyree zjednoduSenym tzv. nefelo-
metrickym vzajemnym uspadanim vysilée svazku zkuSebniho&la a gijimace
rozptyleného sitla pod pravym Ghlefi 3" Stanoveni zakalu piv a vin, ale i jinych kapalin,
meienim rozptyleného svazku&la pod thlem 90° se nazyva nefelometriiislpsSné
piistroje jsou v literatte bohuzel ozn@vany nejen jako nefelometry, ale i
turbidimetry’®3%3% v nefelometrech moderni konstrukce se f&sténé omezeni vlivu barvy
kapaliny na jeji zakal intenzita svazku rozptylemékétla normalizuje, nebo-li dava do
pomru k intenzité proslého sta®> >3’

Vyhodou zjednoduSeného stanoveni zakalu na z&khgteni rozptylu setla v jednom
(nefelometrickém) siru je ponérné velka analyticka &innost i zachovani nizkych
porizovacich naklad>?’. Proto je nefelometrick4 metoda kodifikovana jakandardni
refereni metoda pro stanoveni zakalu nejertpiva vir®, ale i jinych napdi, a zvlast pak
pitnych i odpadnich vad Velikost zakai se podle uvedenych standardnich refémésh
metod stanovuje na zakkgorovnavani se zadkalem standardni formazinovéesizep
(SFSY®*v témze (linearizovaném) usigolani a tymz fistrojem. Lisi se pouze koeficientem.
Zatimco ve vodohospotkivi i vinastvi se nefelometricky zakal stanovuje v tzv. rafestric
turbidity units NTU??®’ v evropském pivovarstvi v jednotkach EBC (EurapBeswery

Convention) dle evropské pivovarské konvefieev americkém pivovarstvi v jednotkach



Charles University Chemical Physics and Optics Blepent - Research Report GOPLS 200901
Sladky P.: Comparison of haze determination in beer and wafesrious age by standard nephelometry and
haze particles distribution counting

NTU ASBC (American Society of Brewing ChemisfsPoznamenejme, Ze zakaly piv i vin,
zvlase v pripack jejich swtlych druhi (tj. swtlych piv a bilych vin), jsou viditelnéfiplizné
poiinaje Grovni 1 NTU resp. 0,25 EBC resp. 15,25 ASBW?*, Odtud je patrny i vzajemny
poner uvedenych jednotek na stupnici koncentrace standformazinové suspenze.
Nevyhodou nefelometrické tj. v principu jednouhlaeéptylové metody je, Ze neuninie
rozlisit, jsou-li znény zakal piv a vin zfisobeny jentrstem pdétu stejré velikych kalovych

¢>1%3M4 ) neba obecr se hem starnuti

¢astic nebo i velikosti stejného dto kalovychéasti
zékaly piv i vin mohou #nit jak znenou p@tu ¢astic rozptylujicich sitlo, tak i jejich
velikost**® Pro hlub&i poznani prodessorby zakalu piv a vindhem starnuti byly

v posledni dob pouzity moderni metody vicethlového rozptylétesamostatst=°

nebo ve spojeni s velikostnimilitimi metodamt’, a nebo metodami dynamického rozptylu
swtla®’. RovrsZ byla owfena moznost pouZiti modernich cytométrvzhledem k

mimoradre vysoké investini i oper&ni nakladnosti byly uvedené studie provedeétginou

na modelovych soustavach piv a vin v rdmci zaklaalrizkumd.

Ptimé porovnavani tvorby zakelzorki reédlnych piv a vin vigsledku zngn velikosti i p@&tu
kalovych¢astic starnutim nebylo dosud v dostupné odboragatiife popsano.

Vyznam takovychto porovnavani gipeéd v tom, Ze piva i vina se, do Zn& miry, vzhledem
ke svému vychozimu rostlinnémuavwdu, navzdory procesrodliSné extrakci a kvaseni,
vyznauji podobnym kvalitativnim, avSak kvantitativrozdilnym sloZzenim, zvlaSto se

44-46
)

tyka obsahu jejich bilkovin (polypepfi}f**3a tislovin (taniri resp. obecapolyfenoti)

Y

o kterych je znamo, Ze jsou jednouiim tvorby jejich zakal bechem starnuti. Tvorba
téchto, ale i jinych z&kalv zavislosti na SirSich fyzikatrchemickych podminkach starnuti,
neni dosud uspokojivobjasgna. To plati zvlagto vlivu vzajemnéhosobeni katalytickych

017

kovi'’, reaktivnich forem kyslikid**°2 prirozenych antioxidarif**>*a oxidu sii¢itéhd®*°

& i o polymerani tloze polysacharida aldehyd® bshem starnuti piv i vinipraznych
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teplotach resp. davkach tepl&ovrsz viiv pH', alkohold®* polysacharid® a podil
enzymatickych proc&$># na tvorbu zakal béhem starnuti piv a vin neni vzhledem k jejich
znané kvalitativni i kvantitativni slozitosti uspokef popsan.

Proto bylo zajimavé, alespma vyhledavaci Grovni, v této experimentalni stpoivést

piimé porovnani a diil kvalitativni hodnoceni tvorby zaKepiv a vin Ehem starnuti jak
uzartni nefelometrickou metodou, tak i metodoipénicastic v jednoduchém transmisnim

uspdadani s moznosti stanoveni jejich réledi do rkolika trid podle velikosti.

Experimentélni ¢ast

Materialy

Voda a modelové suspenze

Cista voda (dale jen ROV) pro nastaveni a kontrollové tGrovié zakalu a fitomnosti
kalovychg¢astic a jejich distribuce bylaipravena reverzni osmézou, demineralizaci a
nanofiltraci (nérn& vodivost do 0,2 mS/cm, kalovéstice mensi nez 200 nm) ve 2. stupni
kvality dle*® pomoci aparatury AQUAL 35 ( Suster, Brno, CZ). Biipravu standardni
formazinové suspenze £84N,) dle*” (dale jen SFS) byla pouZita ROV,
hexamethylenetetramine;&,:N4 ( H-5020 Lot 13H0920, Sigma Chemical Co. St. Lpuis
USA) a hydrazinium sulfat M ,*H,SO, (ACS Reagent, Sigma Chemie, D8024 Desenhofen,
D), chemickycisté odngrné sklo fidy A (Kavalier, CZ), rttiovy teplongr s gresnosti
0,2°C/100°C (Julius Brukner Co. limenau, D), votitmostat o objemu 6 | (Medingen,
Dresden, D) a o objemu 40 | (Labio, Praha, CZ), ®p@&snosti nastaveni a homogenitou

teploty laz® 0,2°C, vahy 0-160 g s rozliSenim 0,1 mg typ WAARRZ2/2, (Radwag, P).
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SFS 4000 NTU resp. 1000 EBC pro kalibraci zakatdndle®**>*"se gipravila nasledovér

ve Vot se v jedné uzaené odmirné baice i teplo 25°+/- 1°C rozpustilo 100 ml 10g +/-
1mg hexamethylentetraminu gedilo na 100 ml (roztok A), ve druhé stejného powmré 1g
+/- 1mg siranu hydrazinu a ten gedil rovréZz na 100 ml (roztok B). S hydrazinem se
pracovalo podleiedpisu na praci s jedovatymi latkami, néljedovaty a karcinogenni. Po
rozpuséni a stani obou roztékbez odparu v uzé@enych odmirnych baikach po dobu 12
hodin se 5 ml roztoku A a 5 ml roztoku B smisilaaawené vialce z h¥dého skla o objemu
15 ml. Sn¢s obou roztok se viivym pohybem promichala a ponechala stat a zrat

v termostatu na teplo®5 +/- 0,5 °C po dobu 24 hodin. Tim vznikla zasd®BRS o ab
definitio hodnot zakalu 4000 NTU (Nephelometric Turbidity Urifis nebo dleseského
nazvoslovi (SN EN 27027) 4000 Zft — (transmisni) turbidimetddormazinové jednotka,
nebo Zfn - nefelometricka formazinova jednotka.

Z&sobni SFS 4000 NTU resp. 1000 EBC se uloZilanite pro tschovu analytickych
roztoki pri teplo& 10°C pro naslednou Upravu koncentraci kadibieh formazinovych
suspenziednim ROV na jmenovét cejchované resp. kontrolované hodnoty stupnice
oveérovaného zakalosmu. Fiprava stupnice kalibtaich suspenzi se ze zasobniho standardu
provadla vzdy rékolik hodin pred cejchovanim. Dle normativnich dop&eni se zasobni
formazinovy standard pouzival préipravu Zedénych kalibr&nich suspenzi maximaimpo
dobu 3 ndsiai.

ROV byla pouzita i proiipravu kalibr&nich suspenzi z monodisperznich polystyrenovych
¢astic SPHERO™ (Spherotech Inc. USA). Bylijppaveny ti suspenzeastic o nominalnim
prameéru (dle udaj vyrobce) 0,5um (Lot X01), 3,17um (Lot YO1) a 9,2um (Lot YO1). Pro
porovnavani a interpretacideni byly suspenzefipraveny o (rozdilném) @tu ¢astic

davajicim piblizné stejnou hodnotu nefelometrického zakalu 1 NTU.
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RovreZz v ROV byly pro srovnaniifpraveny modelové suspenze véirgch pivovarskych,

resp. vinéskych a pekiskych kmei kvasnicSaccharomyces cerevisddnozstvi kvasnic

v obou suspenzich bylo takélpizné nastaveno na hodnotu nefelometrického zakalu 1.NTU
Vzorky kvasnic byly ziskany ndkupem u malovyrdlacpro pateby této studie nebyly jejich
vlastnosti blize wovany. VSechnyifpravené vodni suspenze byly studovany ,as ididy

pufrovanici jiné Upravy pH nebo iontoveé sily.

Pivo a vino

Pro &ely studie bylo zvoleno lahvové pivo jednoho drumgky a Sarze. Jmeno¥ito bylo
swtlé vycepni pivo plzaského typtio koncentraci extraktu 10 % s dobou trvanlivostidai
dle udaji na etike. Vzorky ozn&ené jako psA (pivo s¥lé cerstvé, Tab. Il) byly vzaty k
meéteni den po zakoupeni a zkligm, tedy 11 dni po steni dle adaj na etiket. Vzorky
téhoz piva ozn#né psB (pivo sitlé staré - Tab. 1) byly progiteny 70 dni od data steni.
Do té doby stérly &hem laboratorniho skladovani pramérné teplo¢ 25°C v temnu. Bylo
proméieno po pti lahvichéerstvych i starych vzotkpiva.

Rovrez studované vzorky vin byly zakoupeny v maloobéh@a (Eelem porovnani vlivu
starnuti na tvorbu zakiapiva a vina byly zvolenyitlahvové vzorky bilého vina o obsahu
0,75 | druhu Chardonnayznych vyrobd, znaek i raniki (2006 a 2008 — dle Udapa
etikeg, vzorky bB, bC, bE).

Pro porovnani zakaléervenych vin byly studovanyi fahvové vzorky druhu Cabernet
Sauvignon rovéZ riznych znaek a vyrob@, avSak stejného &niku podle Uddi na etikeg
(Tab. Il, vzorky erA, erC, a erG). VSechny vzorkvovych vin byly progeny duplicitrg.
SlozZeni studovanych vzatlpiva a vin nebylo prodgly této studie stanovovano. Informace o
typickych Urovnich porru celkovych proteif a polyfenoi a jejich pordru v klasickych

ﬁ,4,9,30,43

a bilych aservenych vinech bylyievzaty z literatury’12:4246:47:50-52

swtlych pivec



Charles University Chemical Physics and Optics Blepent - Research Report GOPLS 200901
Sladky P.: Comparison of haze determination in beer and wafesrious age by standard nephelometry and
haze particles distribution counting

Poznamenejme, Ze sloZeni piv i vin se;nhve velmi Sirokych mezich nejen v zavislosti na
pouZitych surovinach, technologiich a starnutij gleuzitych analytickych metodatff->3>*

Z obecného fyzikakrchemického hlediska plati tiklen& ¥ta, Ze kazdé pivo i vino je jiné.

Metody a pistroje

Stanoveni nefelometrického zékalu

Nefelometrické zakaly byly stanovovanyianim svazku sitla rozptyleného ve sénu 90° a
normalizovany intenzitou pro$lého svazkd®#® Schéma usgadani néticich svazk a
vzorki piv bud’ v kyvetach, a nebo lahvich wifci komde podl&® aparatury DATTS 2000
je ukdzano a popsano na obr. 1.

Kolimovany sw¥telny svazek (1) vstupuje skrz okénko (1°) dé&‘iei komory (2), kterd je
naplrena optickycistou imersni a tepedrstabiliza&ni kapalinou (3). Komora jefipadre
zakryta ochrannym krytem seesdicim krouzkem (4) pro vzorek v normované ky\éd,
nebo BzZné chemické zkumavce (&)komegni lahvi (7). Méfici nadoby (5) az (7) mohou
byt ot&eny na oténé desce (8) a/nebo zdvizenitvose s¥telného paprsku (9) pomoci
bloku (97). Vstupni sitlo (1), rozptylen&asticemi ve vzorku (10), je detekovano v Uhlu 90°
(11) (nefelometricky sir skrz okénko (117)) a srovnavano sétem prosSlym vzorkem (12)
(transmisni srér skrz okénko (12)); stefrtak je detekovano stlo rozptylené do Ghlu 12°
(13) (dogredny smdr skrz okénko (127)) — ve dvouuhlové vertigtroje.

Aparatura byla kalibrovana resp. kontrolovana saathoi formazinovou suspenzi potile
Pro hodnoceni nefelometrickych zakalyly pouzity stedni hodnoty. Koeficient variance

byl mensi nez +/- 5 %.
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Stanoveni distribuce kalovyeéhstic optickym pétanim

Bylo méreno fFistrojem CHEMTRAC PC 2400D iRtroj pracuje na obecném principu
(elektronického) roz#glovani podle velikosti a pdtani elektromagnetickych impuils
vyvolanych¢asticemi pi prichodu elektromagnetickym polem. Zny intenzity pole
zpisoben&asticemi se obvyklerpménuji pomoci detektdrna proudovy nebo négovy
signal. Pro zjednoduSeni detekce jednotliviastic se jejich pohyb obvykle vymezuje do
prostoru pole srovnatelné velikosti. Typickydikladem je buzeni elektrickych impulpri
prichoducastic elektrickym polem vymezenym otvoremiepézce. Na rozdil od
elektrického, pi optickém rozdlovani a pditani (obr. 2) peruSuji jednotlivé&astice ve
vymezeném prostoru fiokového kanalku opticky svazek obvykle buzenyrase(obr. 2.a).
Zmeny intenzity svazku aisobené prchodem¢astic vyvolavaji na vystupu fotodetektoru
proudové impulsy, které se rag#dji podle velikosti amplitudy daid, ve kterych se @dtaji
(obr. 2. b). Snahourpkonstrukci optickych pétaca ¢astic je, aby velikost impuisbyla co
nejvice umdrna velikosti¢astic (obr. 2.c). CHEMTRAC PC 2400D pracuje nanjmtichém a
nenakladném principu zastivani svazk@asticemi ve Fresneléwblasti difrakce sstla™®
(obr. 3). Z tohoto dvodu umoiuje detekciastic az od Ei spiSe 2um pri zachovani
podminky jejich minimalniho zakrytu, omezujici madéini koncentraci patanychéastic
piibliZzng na 20000/ml s chybou pod 10%astice peéita a rozdluje do osmittid v
celkovém intervalu 2 az 4Q0m (viz. Tab | a Il). Narené p@éty ¢astic v jednotlivych
tiidach jsou ukazovany postuppo 7,5 s v cyklech po 1 min na dvacetiznakovém
dvouddkovém ukazateli. Data se éitaji rucné nebo |épe automaticky pomodigmojeného
PC (RS 232 nebo RS 485) pro dal&qtai a nebo grafické zpracovani pomoci SW
dodavaného vifsluSenstvi fistroje. Poznamenejme, Ze naklg8npristroje, jako nap

moderni cytomet), detekuiji jednotlivéastice fiblizné jiz od velikosti 0,3um
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v nefelometrickém simu 90° a nebo ddpdném sréru rozptylu s¥tla ve Fraunhoferay

oblast?®.

Cerpani vzork

Vzorky vin byly z lahvicerpany do rérici komirky potitace ¢astic CHEMTRAC PC 2400D
samospadem z vySky cca 1m, ktera zajistilaivngru poZzadovanou velikost jiioku na

arovni 100 ml/min nebo peristaltickyterpadlem (Meredos GmbH, Bovenden, D)

s uvedenym pitokem. Vzorky piva bylerpany oxidem uhtitym o peetlaku cca 0,2 MPa se
zaskrcenim na vystupu z kdry. Tim bylo, i poZzadovaném jitoku 100 mil/min,
zamezeno vlivu géni piva v ngfici komirce na vysledky p#itani kalovychtastic .VSechna
meéteni byla provéaéha @i laboratorni teplat 23 +/- 1°C. Teplota vzotkbyla kontrolovana
digitalnim teplodrem (ORBIT Merret, CH) osazeného odporowindiem Pt-100 (ZPA

Turnov, C2).

VYSLEDKY A DISKUSE

Kalibratni a modelové suspenze

Pro zvysSeni &innosti porovnavani byly kalibéai a modelové suspenzéiraveny
stanovenémuijstrojem DATTS. Pro porovnani v Tab. | byly jejidtstribuce

normalizovany na urowenefelometrického zakalu 1 NTU.

Za nulovou Urove zakalu byla vzata hodnota z&kalu vodippavené reverzni osmézou (RO
voda, Tab. I) stanovend gegnosti 0,04 +/- 0,02 NTU. Celkovydscastic v rozsahu 2 a 400

um v 1 ml RO vody se opakovapohyboval v intervalu 30 az 100/ml podle momeritén
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zékalu sfové vody (100 az 10000 / ml), prasnosti v labdiatstupni vymyti transportnich
PET lahvi. Pevazné mnozstwiastic bylo veitide 2-5um, pricemz pd@et ¢astic \&tSich nez 15
um byl priamérné mensi nez 1%, avSak podstamdvisel n&istot nadob a prasnosti okoli
(neni ukazano).

Uroveir 1 NTU zékalu kalibréni formazinové suspenze byla opakoyatipravovana a
kontrolovana s fesnosti +/- 0,04 NTU 4stice SFS nejsou monodispef2A} pricemz se
jejich distribuce podle literarnich udapohybuje v Sirokém intervalu od 0,2 do |11,

zvI4sE v zavislosti na teplétpripravy a starnutf*®

Maximum objemové distribucgstic
SFS, pipravené pi standardni teplét25°C je okolo 2,5um, avSak pevaznaast populace
podle p@tu je mensi nez @m, coz je v souladu s daty uvedenymi v Tab |, ktetava
pocetni distribucicdstic SFS v intervalu 2 az 4Q@n. V tomto rozmezi se nejisi paet
castic SFS nachazfippzere ve #ideé 2-5 €sne pod maximem p&etni distribuce. Jinak je
tomu v zestarlé SFS o normalizované hodrzakalu 1 NTU. P&etéastic 2-5um se vice nez
zdvojnasobil. To nasdcuje tomu, Ze ghem starnuti doSlo ve SFS k vyznamnému
pierozdleni velikosti¢astic v disledku jejich agregace a koagulace.

Jest vice je vliv velikosti¢astic na hodnoty nefelometrického zakalu podlersagSFS, tj.
stanovované nefelometry, kalibrovanymi pomoci S¥iny z pdetnich distribuci
nominalré monodisperznich polystyrenovye¢astic, normalizovanych na jednotnou Unbve
nefelometrického zakalu (1 NTU). Jak je &tide sloup@ 4 az 6 v Tab. |, je mnoZst¥astic
o velikosti 0,5um vyvolavajicicich zakal 1 NTU getné nejmér zastoupeno veitlach 2 az
400um. Logicky nejétsi je p@et monodisperznicéastic o velikosti 3im ve ¥idé 2 az 5um
acastic 9,2um ve tid¢ 5-10um. Na zaklad toho a za fedpokladu stalosti monodisperzity
polystyrenovych suspenzi |ze optickiéace rozaleni velikosti¢astic kalibrovat, resp.

kontrolovat stabilitu jejich stupnic.
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Vzhledem k tomu, Ze pivo i vino ségravuji kvasenim, byly pro#iieny orientang i
distribuce modelovych vodnych suspenzi vAjeh a pekiskych kvasnic o koncentraci
odpovidajici normalizované hodgatefelometrického zakalu 1 NTU (sloupce 7,8, TAB. |
Podle pétu burgk v jednotlivych tidach Ize usuzovat, Ze oboji kvasnice majhpir
vintervalu 2 az 1Qum, pricemz varéné kvasnice jsoudtSi nez pekiské, nebo ¢ast jejich
populace se nachazelo i v&deé 10 az 15um, cozZ niize roviéZz s\Wedcit o jejich wtSi

schopnosti agregovat a flokulovat oproti piskgm kvasnicirf®.

Pivo, bild ad¢ervenda vina

Porovnani distribuci kalovyatastic a nefelometrickych zakapiva, bilého &erveného vina
je ukadzano v Tab. Il.

Nizkeé pdty kalovych¢astic wtSich nez 2um v cerstvém pivu znd, Ze bylo dobe

zfiltrovano bez ¥tSiho piiniku kvasnic, pipadre i jinych hrubSich kalovychiastic do filtratu.
Béhem starnuti se vSak podil hrubSédistic na zakalu piva Zt8uje, jak je patrné z porovnani
distribucicerstvého a 90 dni staréhodepniho piva, uvedenych ve sloupcich 1 a 2 Tab II.
To swdci o tom, Ze Bhem starnuti studovaného piva doslo k vyznamnémcesu agregace
a koagulace kalovyctastic vychozich makromolekularnich a koloidnichmee®32%
mensSich nez cca Opbn.

Mimoradré malym p@&tem kalovychiastic i hodnotou jejich nefelometrického zakalu byl
charakteristicky vzorek bC bilého vina Chardonngi§esto, Ze se nejednalo o mladérstw
zfiltrované vino. Tento vzorek byl praggbdobré nejen excelenthzfiltrovan asi tangencialni
membranovou filtraci, ale i zbaven zakalovych pre&ui v podol& zakalotvornych protein

a ipadr i polyfenoli hloubkovou stabilizaci. Snizenou tendenci ke tydntubSich zakal

Ize pisoudit i vy$$imu obsahu polysachdfitisubjektivié odhadutych degustaci vina. Ty
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mohly do utité miry zastinit sekavanou chfovou prazdnost uvedeného vzorku, které by
naswdcovala nizka urovenefelometrického zékalu. Stejnyrok téhoz vina, ale jiného
vyrobce, se naopak vyztwval pongrné velkym pdtem kalovychiastic ve tidé 2-5 um,
swdcicim o prokshlé agregaci a koagulaci zakalovych kotoiddisledku jejich mensi
stabilizace fed stéenint?, jakoZ i, s nejutsi pravépodobnosti, o jsobeni oxidacedhem
starnuti v dsledku nedostateého uzatent®, pripadre i skladovani za vyssich tepi@t
Stejnou hodnotou nefelometrického zakaldibligné stejre velkym obsahem hrubyatastic
2-5um byl charakteristicky i nejmladsi studovany vzo€kardonnay 2008. &5i podil
¢astic vetidach 10-8Qum nas¥dcoval jeho Spatné filtraci oproti vzakin bB a bC (Tab. I1).
Na rozdil od bilych vin byly nagieny &tSi nefelometrické zakaly i distribuce kalovych
castic ve vzorcickiervenych vin nejen u oiily Cabernet Sauvignondoiku 2007 (vzorky
erA erC a erG, Tab. Il), ale vipnéru i u jinych prondtenych odiid, zn&ek a r@nika (neni
ukazano). To lze vystHit kvalitativné tim, Ze¢ervena vina oproti bilym obsahugtsi
mnoZstvi tanif, resp. zakalotvornych polyferiojako nap. anthokyanogei*%*">* které
zvIast bshem starnuti visledku oxidanich™® a jinych proce® kondenzuiji a polymerdjta
stavaji se vice afinnimi k polypeptith a glykoproteinm'® zistavajicim po kvaseni ve
zfiltrovanych vinech z mostd®i kvasninych kah®*°

Porovnani nefelometrickych zakad distribucicastic vzorku zestarlého piva psBervenéeho
vina erG ukazuje, Ze jsou srovnatelné. Z tohogegpodobné, Ze v obouripadech se zakal
vytvoril z jistého, vazebimsrného mnoZstvi zékalotvornych proteifii®°a polyfenoi i
presto, Ze&tervena vina obsahujtiplizng desetkrat vice celkovych polyferidf’ a naopak

442

desetkrat méhcelkovych bilkovi neZ swtla piva klasického sloZeni a technold§ie.
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ZAVER

Velkéacast produkce piv a vin s&e filtruje a pIni do prhlednych lahvi, ve kterychéhem
skladovani starne a zakaluje se. Zakalené piviod )@ \&tSinou spatebitelem hodnoceno
jako mért kvalitni. Za @&elem hlubSiho kvantitativniho poznani wistarnuti na celkovou
smyslovou kvalitu filtrovanych kvasnych napapstliného fivodu byla porovnavana tvorba
zékatli lahvového piva a vindmem jejich starnuti s@asré uzareni nefelometrickou metodou
i stanovenim distribuce kalovy@astic. Ok metody byly nejprve asfeny pomoctisté vody,
uzareéné pouzivané standardni formazinové suspenze (SKEBipdisperznich suspenzi
polystyrenovycheastic ve tech rozndrovych tidach a modelovych suspenzi vdrgch a
pekaskych kvasnic. V souladu s teorii rozptyl#ta, byly normalizované hodnoty
nefelometrického zakalu, stanoveného nefelometegohovanym pomoci SFS, né&fgi

v suspenzi polystyrenovyatastic o paméru 0,5um, pricemz ve tidach 2 — 40Qum pcitace
¢astic CHEMTRAC PC 2400D jiz nebyly prakticky zazreamany na rozdil odiastic o
praméru 3 a 9um. Pouzity peita¢ rozckleni castic velmi @inné zaznamenal proces agregace
a koagulaceastic v zestarlé SFS o nominalni kaltbrehodnot 1 NTU, jakoZz i di¢i

flokulaci var&nych kvasnic, které jednoduse rozliSil podle vedtkod peki#skych.

ZvIase uziteené indikoval zneisténi nominalg cisté vody pipravené reverzni osmézou a
nanofiltraci laboratornim prachem v pouzitych z&dob lahvich. Na rozdil od uz&m
nefelometrické metody optické gtanicastic s podstatnvétsi citlivosti indikovalo fluktuace
zékalu sfové vody, které pronikaly i filtry revergrosmozni aparatury AQUAL v poru

cca 1/1000. V naSich laboratornich podminkach seatiprou AQUAL nepoddo pripravit

¢istou vodu s p&temcastic menSim nez 20 / ml.
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Ve vSech studovanych vzorcich piva i vin byl poxdrol&hem starnutitrst hodnot
nefelometrického zé&kalu. &feni distribuce kalovychastic podle velikosti metodou gitani
ukazala, Ze byl Zysoben agregaci a koagulaci makromolekularnich@dichcastic
zfiltrovanych vzorki piva a vina vychozich submikronovych razin

Nejmére se fastem kalovychéastic hem starnuti zakalovala bila vina. Srovnatelnymi a
podstatg vétSimi zakaly se vyzriavaly vzorky zestarlého pivacarveného vina, které
obsahovaly i ¥tSi mnoZsti zkoagulovanych kalovye&astic &tSich nez 2um. Pongrné maly
rast zakal bilych vin @Bhem starnuti byl s nejtSi prav@podobnosti zfisoben podstain
mensi koncentraci zakalotvornych proteapolyfenol a z nich zvlastantokyanogeinve
srovnani £ervenym vinem a pivem.Ve srovnani s uzamefelometrickou metodou
umoznilo stanoveni a porovnani distribuci kalovyabtic nezestarlych i zestarlych vzork
piv a vin podstathucinngji rozlisit tvorbu zakal, zpisobenou nedokonalou filtraci a nebo
stabilizaci a nebo dobou a podminkami starnuti.

Stanoveni roz&leni kalovych¢astic optickym poéitanim Ehem starnuti v

nenakladném transmisnim usgdani Ize s vyhodou pouzit nejen k hodnocémnosti

filtrace a stabilizace piva a vina, ale zwgdto vyker vin ktizenému starnuti a archivaci.
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Tabulka | Voda, kalibréni a modelové suspenze

Vzorek | RO Forma- Forma- Castice Castice Castice Kvas-  Kvas-
Trida voda zin zin polystyr polystyr polystyr nice nice
(Um/ml) cerstvyy  90dni  0,5um  3um 9,2um_ var. pek.

2-5 23,1 665 2010 25,4 13638 230 13213 18476
5-10 2,75 25,9 34,5 3,9 416 4337 9484 6285
10 -15 1,32 5,29 11,2 1,48 10,1 1756 2434 1906
15-25 0,61 2,93 6,39 1,39 3,97 439 678 1128
25-50 0,15 0,40 0,98 0,94 0,06 4,12 23,1 108
50 - 80 0 0,06 0,05 0,11 0,0 0,0 0,0 0,54

80 - 100 0 0,0 0,0 0,10 0,0 0,0 0,0 0,0
vétsi 100 0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Zakal 0,04+/-  1,0+/- 1,0 1 1 1 1 1
Zn 0,02 0,04 (norm.) (norm.) (norm.) (norm.) (norm.) (norm.)
(NTU)
Tabulka Il Porovnani tvorby zaKepiv a vin Ehem starnuti
Vzorek psA psB bC bB bE erA erC erG
Trida Pivo Pivo  Chardo- Chardo- Chardo- Cab. Cab. Cab.—
(um/ml) | swtlé swtlé nnay nnay nnay Sauvig. Sauvig. Sauvig.
cerstvé  staré 2006 2006 2008 2007 2007 2007

2-5 237 1721 61,3 2253 865 6458 4035 1254
5-10 44,6 1368 2,05 99 90,5 323 2799 93,4
10 -15 13,5 125 0,84 12,4 28,3 42,7 900 23,1
15-25 4,84 64 0,74 5,16 18,1 19,7 228 13,0

25 -50 1,92 27 0,64 2,35 18,4 5,46 14,7 2,71
50 - 80 0,25 13 0,0 0,35 0,40 0,33 0,48 0,04
80 - 100 0,0 3 0,01 0,09 0,12 0,10 0,24 0,02
vétsi 100 0,0 0 0,0 0,14 0,72 0,11 0,0 0,0
Zakal 1 1 0,32 0,28 0,28 2,85 2,73 1,17
Zn (norm.) (norm.)
(NTU)
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Legenda k obrazkiam

Obr. 1.Schéma usp#adani méricich svazki a vzorka piv a vin v kyvetach a nebo

lahvich v mékici komoie®® aparatury DATTS 2000.

1-kolimovany s¥telny svazek budiciho &tfa, 1"-vstupni okénko, 2-#hici komora ktera je
naplréna 3-optickycistou imersni a tepednstabiliza&ni kapalina, 4-sedici krouzek, 5,6,7-
vzorek v normované kyvétnebo Bzné chemické zkumavéekomerni lahvi,

8-deska pro ot#ni vzorkovnic, 9-osa stelného paprsku, 9'-vySkovy polohovaci blok 10-
vzorek se sktlo rozptylujicimicasticemi, 11-rozptyleny svazek detekovany v uhlg, 90°-
nefelometrické okénko 12-srovnavaci svaze#layroSlého vzorkem, 12" -digrné okénko,
13- svazek sitla rozptyleného v ddpdném snxu, detekovany pod uhlem 12° (ve
dvouuhlové verzi usgadani pistroje).

Obr. 2.Princip optického rozdélovani a paitani éastic v transmisnim usp@adani.

(a) Schéma vymezeni tokastic i¢i svazku s¥tla laseru: 1-budici svazek&ha laseru, 2-
kolimator, 3-vstupni a vystupni okénkaifmkové n&rici komirky, 4-piitok ¢astic, 5-odtok
castic, 6-fotodetektor, 7- vystupni rigpvy signal, 8-kolimovany tokastic. (b) Roz&8lovani
¢astic podle amplitudy vzbuzeného signalu na zé&kiexErnosti: Ulp, Usp - nagfovy impuls
vzbuzeny ¥tSi nebo mensiastici. (c) Schématick§asovy ptibéh diskriminovanych a
¢itanych puld, vzbuzenych protékajiciniasticemi.

Obr. 3.Schéma buzeni a detekce optickych puiss/ transmisnim uspdadani, vyvolanych
zastintnim kolimovaného svazku sétla éastici. 1-budici svazek, 2ast svazku odstéma a

rozptylen&iastici, 3¢astice, 4-stin vyvolan§astici, 5-fotodetektor, 6-vystupni okénkeaiiei
komurky.
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