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(57) Séang ché d& cap dén bia c6 ham lwong etanol nam trong khoang tir 0 dén 1,0%
thé tich, chua etyl-2-metylpentanoat (EMP) véi luong bang it nhat 0,001 pg/L. EMP
duoc phét hién 1a co tac dung che hwong vi nuéc t men manh. Bia theo sang ché c6
huong vi nuéc G men yéu va it hwong vi qua manh hon, va nhin chung duoc coi 1a

troi moi. Sang ché ciing dé cap dén phuong phap tao ra bia nay.
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Linh vwe k§ thuét dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén este co dic tinh che vi nudc 0 men (hém) dic biét tdt, duoc

phat hién la thanh phan déng gop quan trong cho vi bia.
Tinh trang k§ thuat ciia sang ché

Bia 12 mot trong nhitng d6 udng c6 con phd bién nhét trén toan thé giéi. Bia duoc
tao ra bang cach lén men chét nén nuéc chira dudng c6 ngudn gde tir hat, sir dung nim
men chuyén hod dudng thanh etanol (“rugu”). Nhin chung, quy trinh san xuit bia da
dugc biét dén. Bia thuong duoc 1am tir ngii cHc nhu dai mach, mic du cac loai ngii cbe
khac nhu lia my hodc cao luong cling c6 thé duge st dung. Bia thudong dugc san xut
bang quy trinh bao gdm céc budc co ban sau ddy: ngdm hdn hop hat ngii cbe véi nude
dé tao ra hdn hop ngam; tach hon hop ngdm nay thanh nudc G men va hat da sir dung;
dun i nudc G men dé tao ra nude G men dun; 1én men nuéc U men dun nay béng ndm
men song (nhu Saccharomyces pastorianus hodc Saccharomyces cerevisiae) dé tao ra
nudc U men 1én men; dung nudc u men 1én men nay trong mot hodc nhiéu buéce tiép
theo cua quy trinh (vi dy, 1am chin va loc) dé tao ra bia; va dong goi bia trong d6 chira

duoc bit kin, vi du, chai, lon hodc thung.

Theo quy trinh léy vi du dé tao ra bia mach nha dai mach, dai mach dugc G mach
nha, nghia 1a né dugc lam nay mam va sau d6 duoc lam kho (“séy”), dé tao ra mach
nha. Quy trinh nay quan trong cho qué trinh tao thanh hop chét vi va mau séc, va tao
thanh enzym quan trong cho viéc phat trién huong vi va phan huy tinh bot thém. Sau
d6, mach nha duoc nghién va tao huyén ph trong nuée (“ngam”). Hon hop ngam dugce
gia nhiét dé tao diéu kién thuan loi cho viéc phan huy tinh bot. Qua trinh loc sau d6 tao
ra nudce u men la dung dich nudce da dugce lam trong it nhiéu gdm dudng 1én men duogc,
dung dich nay cling chia cac huong vi va mui thom khac nhau va nhiéu hop chét khac.
Ca hop chat vi va hop chit mui thom mong mudn va khong mong mudn déu c6 mat
trong nudc u men. Huong vi “hém” qua mic, bat nguén tr sy ¢6 mat cua aldehyt du,

nhin chung dugc xem 1a khong mong mudn.

Nudc u men duge dun soi dé tiet trung, tao két tua protein va ¢ ddc. Hoa bia tuy
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¥y dugc bd sung dé thém vi dang va huong vi. Sau khi loai bo két tua, hdn hop nay dugc
1&n men. Qua trinh 1én men dan dén su chuyén hod dudng 1én men dugc trong etanol va
cacbon dioxit, va cling din dén su tao thanh cac hop chét huong vi mdi khic nhau, trong
dé co este. Déng thoi, qua trinh 1én men bia loai bod hau hét aldehyt, nh¢ d6 ngan diéu
vi hém cua bia tao thanh. Sau khi 1én men, bia co thé duogc loc va/hodc duoc luu giit dé

t6i wu hoa hinh thirc va vi.

Céc lo ngai sttc khoe va nhan thuc gia tdng vé an toan giao thong lién quan dén
ham lugng cdn trong bia di lam ting sy quan tim vé bia ¢6 ham luong cdn thip hodc
tham chi ham luong con bé’mg khong. Hién tai c6 hai k¥ thudt chinh dé tao ra bia c6 ham
lwong cdn thap hodc ham lugng cdn bang khong: khir con bia (chita cdn) thong thudng,
va tao ra bia theo quy trinh ma han ché qué trinh tao rugu bang phuong phap 1én men

thich g (“lén men ruou han ché”).

Qua trinh khur con bia dugc thyuc hién 1én bia dugc  thudng xuyén, va dugc thiét
ké dé loai bd etanol, nhung cang it thanh phan hwong vi khac cang tbt. sy khir cfm co
thé dat duoc, vi du, bang cach tinh cAt, thAm thau nguoc hodc thdm tach bia thong
thuong. Tuy nhién, s€ han ché trong viéc ngin mat di hwong vi khi khir con bia. Do do,
nhuoc diém cia bia khir con 1a huong vi nhat, ¢6 thé dugc stra bang cach bd sung hop
chét hwong vi (vi va mui) dé thu duoc bia c6 thé chép nhan dugc. Tuy nhién, vi huong
vi phtre tap do c6 nhiéu hop chét khac nhau cung chiu trach nhiém dem lai huong vi, bia
duoc khir cdn va sau d6 dugce thém hwong vi nhin chung dugc xem 1a kho hop vi hon vi

cua bia thong thudng.

Bia c6 d6 con thap hoic khong cdn ciing ¢ thé dugc tao ra bang cach 1én men
ruou han ché. Lén men ruou han ché 1a quy trinh ma nho d6 nude 4 men dugce lén men
trong diéu kién hau nhu khong tao thanh hodc khdng tao thanh etanol (hodc it nhét 12 co
quy trinh 1én men hoan toan dAn dén viéc hau nhu khong tao thanh hodc khong tao thanh

ruou thuc).

Mot quy trinh quan trong 1a 1én men tiép xtc lanh. Khi nuéc 4 men dugc 1én men
& nhiét do thép, ndm men gén nhu khong tao ra rugu, mac du n6 c6 tao ra mot sb thanh
phén huong vi nhu este, méc du lugng mdi este ¢6 thé khac véi lugng thu dugce tir qua
trinh 1én men thong thuong. Do vdy, viéc stta huong vi béang cach b sung huong vi va

mui thom thuong 1a can thiét ca v4i bia dugce han ché 1én men. Bia nay thuong dugc
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xem 1a kho hop vi hon bia thong thuong.

Do @b, bia ¢6 do cdn thép hodc khong cOn hién c6 nhin chung kho uéng duoc.
HAau hét moi ngudi trd nén bao hoa vi chi sau mot hodc hai cbe, trai nguogc véi khi uéng
bia chira ¢dn thong thuong. Viée bio hoa vi va dan t6i kho ubng nhin chung dugc gay r
béi huong vi qua manh, dugc gdy ra bdi huong vi hém qué ddm dic do murc aldehyt cao

va dd ngot qua cao. Sang ché d& xuét bia khic phuc duoc cac nhugce diém nay.
Ban chit k§ thuit ciia sang ché

Sang ché dé xuat bia c6 ham lugng etanol nam trong khoang tir 0 dén 1,0% thé
tich, chita etyl-2-metylpentanoat (EMP) v&i lugng bang it nhat 0,001 pg/L. EMP duoc
phat hién 1a thanh phan déng gop quan trong cho huong vi bia. EMP ¢6 tac dung che
huong vi nudce G men, va nho d6 kim ham huong vi hem. Didu nay la quan trong, cu thé
1a v6i bia khong cdn hodc ¢6 dd con thip, do bia nay thuong c6 hwong vi hem bai su c6
mit ting cia aldehyt so v6i bia G theo cach thong thuong. Ngoai ra, bia nay thuong duge
xem 13 kém d4m hon va twoi méi hon. Boi vi 1y do nay, bia theo sang ché duoc xem 1a
d& ubng hon bia khong con hién c6 trén thi truong.

M6 ta chi tiét sang ché

Theo sang ché, bia duoc hiéu theo nghia rong, tic 1a bia c6 thé chi loai bia bat
k¥, bao gdm nhung khong gi¢i han &, bia ale, bia den (porter), bia den nang (stout), bia
lager (lager) va bia bée (bock). Bia t6t hon 14 bia c6 gbc mach nha, ttrc 1a bia dugce tao
ra tir qud trinh 1én men nuéc @ men duge tao ra tir mach nha (cung v0i1 cac loai khéc).
Tét hon néu bia 14 bia lager, 14 bia thu dugc bang qua trinh 1én men & khoang 7-15°C sir
dung nam men 1én men chim, va sau d6 duoc luu trit lanh & nhiét do thép. Vi duy, bia
lager bao gdm pilsner. Tt nhét néu bia dugc md ta & day la pilsner. Pilsner 1a bia lager
nhat (pale lager). Muc dich cua sang ché 1a dé xuét bia khong con hodc c6 do con thap

¢6 vi va kha nang udng dugc cua bia thong thuong.

Theo sang ché, “bia khong cdn hodc ¢6 d6 cdn thap” 1a bia c6 ham lugng etanol
béng 1,0% thé tich (“ABV”) hodc thép hon, t6t hon 14 0,5% thé tich hodc thép hon, tt
hon 14 0,2% th8 tich hodc thap hon. Bia ndy ciing s& dugc goi la bia NA. Do d6, bia NA
1a bia c6 ham luong etanol nim trong khoang tix 0 dén 1,0% thé tich, t6t hon 1a tir 0 dén
0,5% thé tich.
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Sang ché dé xuat bia NA c6 ham lugng etanol nam trong khoang tir 0 dén 1,0%
thé tich, tot hon 1a tir 0 dén 0,5% thé tich, chia etyl-2-metylpentanoat (EMP) véi lugng
béng it nhat 0,001 pg/L. Bia NA c6 thé thu duoc bing cac phwong phap da biét thong
thuong.

Mot phuong phap dé thu duoc bia NA nhu dugc dinh nghia & diy l1a cho bia 4
theo cach thong thuong qua budce khir cdn, ching han nhu budc tinh cit, budc tham théu
ngugc, bude thdm tach hodc budc co dic dé loai bo etanol khoi bia 1én men. Céc k¥
thuat ndy, vi du, duge md ta trong tai liéu Branyik et al, J. Food. Eng. 108 (2012) 493-
506, hodc trong tai liéu Mangindaan et al, Trends in Food Science&Technology 71
(2018) 36-45.

Viéc khtr cdn bia thong thuong tao ra bia khir cOn, mdt loai bia NA nhu dugc
dinh nghia ¢ day. Theo sang ché, bia thong thuong la bia U theo cach thong thuong, c6
ham luong etanol nam trong khoang tir 1 dén 15% thé tich, tot hon 1a tir 3 dén 9% thé
tich. T6t hon néu bia thong thudong 1a bia lager thong thudng. Nguoi co hiéu biét trung
binh vé linh vuc k§ thuat nay c6 kha nang thu dugc bia thong thuong, trong do co6 bia
lager thong thuong, vi dy, bang phuong phap dugc md ta trong tai liéu The Brewers
Handbook (4n ban 14n th hai) ctia Ted Goldammer (2008, Apex publishers). Theo cach
khéc, c6 thé thu dugc bia thong thuong trén thi truong. Bia thong thuong hién tai dugc
phét hién 1a von da chita EMP, tao thanh trong qua trinh 1én men trong diéu kién thong

thuong (khong han ché).

Viéc khir con bia thong thuong dan dén bia c6 lugng etanol thip, ma con dan dén
su loai bd nhidu este va cac hop chét khac chiu trach nhiém vé huong vi cia bia. Bia
nay co thé duoc diéu vi véi chét diéu vi trude khi dung, dé tao ra huong vi cho bia khir
cdn. Chét diéu vi nay khong chira EMP, do cho dén nay van chua nhan biét duoc tim

quan trong cia EMP duéi dang thanh phin trong chat diéu vi bia.

Theo séng ché, bia khir con 1a loai bia NA dugc wu tién. Theo sang ché, bt hon
nita néu bia NA 14 bia khir cdn thu dugc bing k§ thuét tinh cét.

Mobt phuong phép khéac dé thu duoc bia NA 1a 1am bia bang quy trinh 1én men
han ché, tao ra bia duoc han ché [én men. Bia dugc han ché 1én men 1a mot loai bia NA
khéac nhu dugce dinh nghia ¢ day.

Bia duoc han ché 1én men dugc dinh nghia 1a bia duoc 1én men thu duoc béng
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qué trinh 1én men etanol han ché ctia nude 1 men. Su 1én men etanol han ché cua nuée
U men 13 quy trinh 1én men khong tao ra lugng etanol thyc tao thanh déng Kké, tic 1a sy
1én men han ché nhu dugc dinh nghia & ddy tao ra etanol vé6i luong bang 1% thé tich
hodc thip hon, tét hon 13 0,5% thé tich hodc thép hon, tt hon nita 14 0,2% thé tich hogc
thép hon. Bia duogc han ché 1én men do d6 c¢6 ham lugng etanol bﬁng 1,0% thé tich hodc
thép hon, t6t hon 1a 0,5% thé tich hogc thip hon, tt hon nita 14 0,2% thé tich hogic thép
hon.

Sy 1én men han ché nuéc G men 1a quy trinh trong d6 san phdm thu duge truc
tiép tr qua trinh len men ¢6 ham lugng etanol béng 1,0% thé tich hodc thép hon, t6t hon
13 0,5% thé tich hodc thép hon, t6t hon nita 13 0,2% thé tich hodc thép hon. Nguoi co
hiéu biét trung binh v& linh vuc k§ thuat nay c6 biét vé cac k¥ thuat 1én men han ché
khac nhau ma khong dan dén viéc tao ra etanol thuc déng ké. Ching han nhu 1én k¥

thudt men etanol han ché ctia nudc @ men duge dic trung boi:

o nhiét o dusi 7°C, tét hon 1a -1-4°C, nhu -0,5-2,5°C, tot hon 1a trong khoang

thoi gian 8-72 gio, tdt hon nira 12 12-48 gid (“bia dugc 1én men tiép xuc lanh™); va/hodc

e thoi gian lén men ngén (vi du, ngin hon 2 gi®), qua trinh 1én men nay dung lai
nhanh chong do su bit hoat nhiét d, nhu bing cich lam lanh nhanh dén -0,5-1°C, tiy
y tiép tuc bang qua trinh thanh trung sau d6 (“bia ngung lén men” - “arrested

fermentation beer”); va/hodc

e 1én men bang ching nidm men ma tao ra luong etanol twong dbi thép trong diéu
kién 1én men 4p dung, ching han nhu ching nAm men tao ra it hon 0,2 g etanol mdi gam
duong 1én men dugc trong nude u men, t6t hon la it hon 0,1 g etanol mdi gam dudng
1én men duoc. Cac chung thich hgp (vi dy, ching am Crabtree) da dugc biét trong linh
vue nay, va lugng etanol dugc tao ra trong cac diéu kién 1én men khac nhau c6 thé duoc

xac dinh béng cac thir nghiém thong thudng (“bia dugc han ché ndm men”); va/hodc

e qué trinh 1én men st dung chung ndm men thir nhét tao ra etanol trong su co
mit luong vira di clia chung ndm men thir hai ma dung etanol nhu Saccharomyces

rouxii, dé vé co ban dung tat ca etanol dugc tao ra béi chung nam men tha nhat; va/hoac

e nudc U men ¢6 ham luong duong 1én men dugc sao cho tdi da 1,0% thé tich
rugu duge tao ra sau khi hoan thanh qué trinh 1én men. Trong trudng hop nay, nude u

men nhin chung ¢6 ham lugng duong 1én men dugc thdp hon 17,5 g/L, t5t hon 1a thip

5
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hon 12 g/L, t6t hon nita 13 thip hon 8 g/L (“bia c6 nudc i men thiéu duong”).

Bia duoc han ché 1én men chua duoc cho qua budc khir cdn dé dat dugc ham
lwgng etanol d4 néu bing 1,0% thé tich hoic thép hon, tét hon 1a 0,5% thé tich hogc thap
hon, t6t hon nita 13 0,2% thé tich hodc thip hon. Ngudi c6 hiéu biét trung binh vé linh
vuc k§ thuét nay c6 biét vé céc k¥ thuat thich hop khéc nhau dé khtr con bia 1én men, va
chua c6 k¥ thuét nao trong s6 cac k¥ thuat nay dugce ap dung dé dat duoc ham luong
etanol da néu. Tuy nhién, bia dugc han ché 18n men theo sang ché c6 thé tiry ¥ dwgc cho
qua budc khir con dé 1am giam ham lugng etanol tir luong 1,0% thé tich hodc thap hon,
t6t hon 12 0,5% thé tich, tdt hon nita 13 0,2% thé tich hogc thip hon d4 néu, nhu thu duge
tlr qua trinh 1én men, xubng ham lugng etanol giam thap hon. Tuy nhién, t6t hon néu
bia dugc han ché 1én men nhu duoc dinh nghia & ddy hoan toan khong phai cho qua

buéc khit con chut nao.

Buéc khir con dé 1am giam thém ham lugng etanol ctia bia dugc han ché 1én men
tir 1,0% thé tich hodc thép hon nhu duge dinh nghia & trén xubng lugng etanol tham chi
con thép hon da dugc biét 13 trong linh vie k§ thuat nay. Diéu nay di dwgc mo ta & trén,

vién dn vi du @én Mangindaan et al va Branyik et al.

Bia dugc han ché 1én men theo sang ché t6t hon 13 bia c¢6 nude G men thiéu dudng,
bia dugce han ché ndm men, bia ngl‘mg 1én men hodc bia dugc 1én men tiép xuc lanh.
Theo mét phuong an, bia dugce han ché 1én men 1a bia ¢6 nuéc G men thiéu dudng. Theo
mot phuong an khac, bia dugc han ché 18n men 1a bia duoc han ché ndm men. Theo mot
phuong an khéc, bia dugc han ché 18n men 12 bia nging 1én men. Theo mt phuwong an
khéc, bia dugc han ché 1én men 12 bia dugc 1én men tiép xuc lanh. Theo cac phuong 4n
duogc uu tién, bia dugc han ché 1én men 12 bia duoc 1én men tiép xtc lanh. D4y 1a do bia
lén men tiép xuc lanh chra Iugng huong vi hém tuong ddi cao so véi cac loai bia duoc

han ché 1én men khéac (xem Branyik et al, dugc néu ¢ trén).

Phuong phéap 1én men tiép xtic lanh da dugc biét 15 trong linh vuc k¥ thuat nay,
va ngudi ¢6 hiéu biét trung binh vé linh vuc k¥ thuat nay c6 thé thu duoc bia dugc 1én
men tiép xtc lanh bang phuong phép bét ky da biét trong linh vuc ndy hodc d& dugc mod
ta & day. Phuong phap dién hinh dé thu dugc bia duge 1én men tiép xuc lanh, vi dy, duge
mo ta trong Branyik et al, duoc trich dan & trén. Theo cach khéac, bia duoc 1én men tiép

xtc lanh ¢6 thé thu dugc trén thi truong.
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Maic du viéc 1én men han ché c6 thé din dén su hinh thanh mot sb hop chét este,
lugng va loai este khac véi hon hop este duge tim théy ¢ bia u theo cach thong thuong.
Vi Iy do nay nén vi kho hop hon, dugc stra bing cach bd sung chat diéu vi thich hop dé
tao ra huong vi mong mudn. Quaé trinh 1én men han ché hién dugc phét hién 1a khong

tao ra lugng EMP tao thanh dang Ké.

EMP duoc phat hién 1a thanh phan trong bia G theo cach thong thudng, ¢ vai tro
quan trong trong viéc tao ra huong vi bia. Thanh phan ndy cé mit v6i lugng thap hon
déng ké trong bia khong con hogc ¢6 do cdn thdp da biét, do luong tao thanh thip trong
quy trinh 1én men han ché, trong d6 c6 quy trinh tiép xtic lanh, va/hodc do giam lugng

c6 mat sau khi khir con.

Chtrc nang quan trong ctia EMP 1a che huong vi nuéc i men. EMP con tao ra
hwong vi trai cdy gidng tdo, va dem lai dic diém twoi méi di kém bia thong thuong. Vi
cac 1y do nay, viéc 1am giau bia NA vdi EMP dugc phét hién la c6 loi, nhu voi lugng
bang it nhat 0,001 pg/L (“ppb). Do do, sang ché con md ta viéc sir dung etyl-2-

metylpentanoat dé che huwong vi nudc G men va/hodc tao ra huong vi tuoi mdi.

Luong EMP trong bia NA t5t hon 1a bang it nhat 0,004 pg/L, t6t hon nita 1a bang
it nhat 0,01 ug/L, thdm chi tot hon nira 1a b%mg it nhat 0,1 ug/L. Lugng EMP dugc uu
tién bao gdm lugng nim trong khoang tir 0,1 dén 1000 pg/L, tot hon 1a tir 1 dén 800
ug/L, tot hon nita 1a tir 10 dén 500 pg/L. Theo cac phuong 4n dugc wu tién, lugng EMP
nim trong khoang tir 50 dén 600 pg/L.

Téc dung quan trong ctia EMP la che huong vi hém thuong ¢6 & bia NA, cu thé
1 bia 1én men tiép xuc lanh. Du véy, tot hon néu bia nay chira lugng aldehyt tuong d6i
thdp. Theo cac phuong én dugc wu tién, tbng lwong aldehyt trong bia, duge dinh nghia
la  tong lwong  2-metylpropanal,  2-metylbutanal,  3-metylbutanal, 3-
metylthiopropionaldehyt, phenylaxetaldehyt, hexanal, trans-2-nonenal, benzaldehyt va
furfural, thip hon 600 pg/L, t6t hon 1a thap hon 400 ug/L, t6t hon nita 1a thap hon 200
ng/L, t6t nhat 14 thip hon 80 pg/L. Theo cac phuong 4n dugc uu tién khéc, tong luong
aldehyt Strecker (dugc dinh nghia la téng luong 2-metylpropanal, 2-metylbutanal, 3-
metylbutanal, 3-metylthiopropionaldehyt va phenylaxetaldehyt) 1a thap hon 200 pg/L,
t6t hon 13 thAp hon 150 pg/L, tt hon nita 1a thap hon 100 pg/L, tt nhét 1a thap hon 50
ng/L. Lugng EMP trong bia NA v6i lugng aldehyt nay la bang it nhat 0,001 pg/L, t6t
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hon la bé‘mg it nhét 0,004 pg/L, tot hon nita 1a béng it nhét 0,01 pg/L, thim chi tbt hon
nita 12 bang it nhét 0,1 pug/L, nhu nam trong khoang tir 0,1 dén 1000 pg/L, tot hon 14 tir
1 dén 800 pg/L, tot hon nita 1 tir 10 dén 500 pg/L. Theo cic phuong an dugc vu tién,
lwong EMP ndm trong khoang tir 50 dén 600 pg/L. Uu tién khi aldehyt c6 mat v6i lugng

cao hon thi lugng EMP ciing cao hon.

Ul tién néu bia khong con hodc c6 do cdn thdp khéng qua ngot, boi diéu nay sé&
cai thién kha nang ubng dugc. Téng ham lugng dudng cia bia NA thu duge, duge dinh
nghia 1a toan b lugng glucoza, fructoza, sucroza, maltoza va maltotrioza, t6t hon 1a
bing it nhat 0,2 g/100 mL. Uu tién néu tong ham luong dudng tuong d6i thép, nhu bang
nhiéu nhét 3 g/100 mL, t6t hon 13 nhidu nhét 2 g/100 mL. Theo cac phuong an dugc uu
tién, tong ham lugng dudng nim trong khoang tur 0,5 dén 2,0 /100 mL, t6t hon 1a tir
1,2 dén 2,0 g/100 mL.

Tét hon néu bia thu dugc chita maltotrioza véi lugng bang it nhét 0,2 g/100 mL.
Bia nay con t6t hon néu chira glucoza véi lugng bang it nhat 0,05 g/100 mL va/hodc
fructoza vdi lugng bang it nhét 0,05 g/100 mL. Uu tién néu tdng ham luong duong cua
bia thu dugc bao gdm maltoza véi lugng nam trong khoang tr 50 dén 100% khéi luong,
t&t hon 13 tir 50 dén 80% khéi luong, tét hon nira 1a tir 50 dén 65% khéi luong. Ham
lugng maltoza cia bia thanh pham t6t hon 1a bang it nhét 0,5 g/100 mL.

Bia dugc vu tién thu duoc bang phuong phép theo sang ché con chra amino nito
tu do (FAN) véi luong nam trong khoang tir 20 dén 250 mg/L, tot hon nita 1a tr 50 dén
200 mg/L, t6t hon nita 1a tir 75 dén 150 mg/L. Amino nito tu do, nhu dugc s dung &
day, chi tbng lugng hop chét amino tu do nhu dugc x4c dinh bing phuong phap NOPA.
Phuong phap nay thu duoc két qua dinh luong céc hop chét amino bac mdt, nhu axit
amin ty do, peptit nho va amoniac. Luong FAN dugc néu la khia canh quan trong cia

vi va mau sdc cua bia thanh pham.

Bia duoc vu tién thu dugc bang phuwong phép theo sang ché con chira axetaldehyt
v6i luong thap hon 5 mg/L, t6t hon 1a thap hon 3 mg/L. Piéu nay 1a quan trong voi

profin huong vi cta bia thu dugc.

Tét hon néu bia theo sang ché cling chira etyl propanoat véi luong nim trong
khoang tir 1 dén 20 pg/L, t6t hon 1a tir 1,5 d&én 5 pg/L, 1a thanh phan quan trong tao ra

vi. Tét hon nira néu bia theo sang ché chira etyl axetat v6i lugng ndm trong khoang tir
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0,05 dén 30 mg/L, t&t hon 14 tir 0,1 dén 15 mg/L. Piéu nay cling quan trong trong viéc
tao ra vi. T6t hon néu bia thu dugc tir qua trinh chung cit con chira isoamyl axetat v6i
lwong ndm trong khoang tr 0,05 dén 7.5 mg/L, t6t hon 1a tir 0,08 dén 4.5 mg/L, tot hon
nita 1a tir 0,1 dén 1 mg/L.

Céc wu diém cia bia theo sdng ché bao gbém dic tinh huong vi dugc cai thién,
trong d6 ¢6 d6 ngot giam va huong vi hém giam. Dilu nay din dén mét s6 huong vi
khac it ap dao hon. Bia theo sang ché c6 do ngot thip va mirc aldehyt t6t thAm chi so
véi O ngot gidm badt nay. Diéu nay mang lai két qua 12 & do ngot va cuong d vi thép
hon, bia khong dugc xem 1a c6 mui hém, va nguoi tiéu thu khong tré nén béo hoa vi chi
sau mot vai cdc bia. Ngoai ra, bia nay thuong duge xem 12 kém ddm hon va twoi méi

- hon. Do d6, bia theo sang ché dé uong hon so véi bia khong con hién co.

Séang ché con dé xuét phuwong phap tao ra bia c6 ham lugng cdn ndm trong khoang
tr 0 dén 1,0% thé tich, 5t hon 1a tir 0 dén 0,5% thé tich, bao gdm budc két hop bia
khong cdn hodc c6 do con thip nhu duoc dinh nghia & trén v6i etyl-2-metylpentanoat.
Theo mdt phuong an, EMP c6 thé dugc két hop véi bia NA bing cach thém lam chét
diéu vi. Theo cac phuong 4n nay, EMP c6 thé thu duoc trén thi trudng, va/hoic ¢6 thé
thu dugc bang cach phan lap tur ngudn tu nhién, nhu phan 18p tir bia 1 theo cach thong
thuong. Do d6, theo cac phuong an dugc uu ti€n, viée két hop véi etyl-2-metylpentanoat

dat duoc bang cach két hop véi chét diéu vi chua etyl-2-metylpentanoat.

Theo mdt phuong 4n, chat didu vi 1a chét diéu vi chira etyl-2-metylpentanoat.
Theo phuong 4n nay, chét diéu vi c6 thé chira hdn hop huong vi duge thiét ké dé dat
dugc lugng este cu thé trong bia thanh phém. Chét diéu vi cling c6 thé chira cac hop
chét huong vi va mui thom khéc, nhu axit (hitu co), dialdehyt, ruou bac cao, mubi va

cac hop chét tuong tu.

Theo cac phuong an khac, chit didu vi c6 thé 1a bia thong thuong, tdt hon 1a bia
lager thong thuong, t8t nhét 1a pilsner. Uu diém cta viéc sit dung bia thong thuong lam
chit diéu vi 1 viéc bia thong thudng chira hdn hop hwong vi va mui thom duoc cho la
tu nhién béi ngudi tiéu thu bia, tao ra bia NA ¢6 profin huong vi va mui thom giéng bia

thong thuong.

Theo mdt s& phuong 4n, chat didu vi bia thong thudng ¢6 thé 1a chat diéu vi c6

ngudn géo tir bia thong thudng nhd ¢ dac, nhu loai b con va/hodc nude mot phan hoac
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toan bd dé thu duogc san phém cd dic bia thong thudng co thé & dang rén hoic long. Céc
k¥ thuat thich hop dé thu duoc san phém c6 dic bia nay, vi du, 1a dong kho va cd dic
két dong, mic du ngudi co hidu biét trung binh vé linh vyc k¥ thuét nay c6 thé nghi ra
nhidu cach d& thu dugc san phim cb ddc bia thich hgp bang cach sir dung kién thirc

thong thuong.

Theo mot phuong an, chét diéu vi 12 bia thong thuong, tbt hon 12 bia lager thong
thuong. Tot hon néu theo phuong 4n nay, phwong phap nay bao gdm budc trdn bia duge
han ché 1én men, t6t hon 13 bia 1én men tiép xtc lanh, v4i bia thong thuong, t6t hon 1a
bia lager thong thuong. Uu tién néu bia dugc han ché 1én men va bia thong thudng duoc

tron theo ty 16 thé tich nim trong khoang tir 1:99 dén 99:1, tt hon 1a tir 5:95 dén 50:50.

Theo mot s6 phwong an, theo sau budc tron 1a budc chung cit chan khong, nhu
dé loai bo aldehyt du thu dugc tir bia dugce han ché 18n men. Theo cdc phuong &n nay,
6 thé s& 6 1oi néu thém chit diéu vi khéc, vi du, chét diéu vi chita hdn hop huong vi
nhu dugc dinh nghia ¢ trén, sau budc chung cAt da néu dé dat duoc profin huong vi

mong mudn.

Nham muc dich 1am 16 va mo ta ngén gon, cac dAu hiéu duoc mod ta & day nhu la
mot phan clia cic phuong an gidng nhau hoic riéng biét, tuy nhién, s& phai thira nhén
rang pham vi ctia sng ché c6 thé bao gdm cac phuong dn co t6 hop clia tat ca hosc mot
s6 dau hiéu d3 md ta.

Vi du thwe hién sang ché
Sang ché s& dugc minh hoa tiép bang cac vi du khong gi6i han sau day.
Phuong phap
X4c dinh aldehyt trong bia bang cach st dung k¥ thuét vi chiét pha ran tao dan xudt trén
soi va k§ thuat sic ky khi - phd khéi
Diéu ché mau

Trong méi truong khi CO», 30,0 g mau bia dugc can trong lo 40 mL. Bing xylanh
kin khi 50 uL, 30 pL dung dich ndi chudn dugc thém vao mdi mau. Tiép theo, van trong
didu kién khi CO, hai lo c6 khong gian trén (headspace) 10 mL dugc lam déy voi4,0 g
mau. Do d6, mau bia dugc phan tich hai 1an lap lai.

Quy trinh tao dan Xuat
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Dung dich gbc gdm xap xi 200 mg/L 0-(2,3,4,5,6-pentaflobenzyl)-hydroxylamin
(PFBHA) trong nudc khir ion dugc chudn bi. Lo thuy tinh trong sudt ¢6 nap gip 20 mL
tidu chudn duge lam ddy véi 14 g dung dich PFBHA. Tiép theo, soi SPME (Supelco)
duoc dat trong khong gian trén cta lo tao dan xudt trong 10 phit & 30°C dé thim pha
PDMS/DVB cua sgi SPME v6i chét tao din xut. Sgi SPME duge thim PFBHA sau d6
dugc dit trong khong gian trén ctia miu bia (4,0 g trong lo 10 mL, duge lam day trong
mdi trudng khi CO»), tao ra cac dan xuit PFBHA cuia aldehyt dugc quan tam. Diéu kién
chiét xuét duoc chon 1a 30 phut & 30°C.

Diéu kién GC

Séc ky khi Agilent 7890A, dugc trang bi ctra nap chia/khdng chia, dugc st dung
cho phuong phap nay. Viéc phan tach t61 wru cac hop chit PFBHA/aldehyt dat dugc bang
ot VE17MS 30 m x 0,25 mm x 0,25 um (Agilent). Mot s6 hop chit rtra giai déng thoi,
nhung trong cac truong hop nay tinh chon loc cia MS ¢o6 thé tranh kha nang phai phan
tach sdc ky. Vi du, trans-2-nonenal, phenyl-axetaldehyt va decanal déu rira giai dong
thoi, nhung thiét bi do phé khdi nhim dich vao céc ion chon loc v6i mdi hop chét.

Heli c6 tbe do 1 mL/phtt dugc st dung lam khi mang. Ty 1€ chia bﬁng 5 duoc st
dung dé t6i uu hoa do rong va do nhay pic. Lo duge lap trinh & 50°C (2 phut) véi tbe
do tang 10°C/phut 1én dén 230°C, sau d6 1a tang 30°C/phit 1én dén 290°C (giit 2 phut).
Diéu kién MS

Agilent 5975C MSD duogc thiét 1ap cho qué trinh ion hoa hod am (NCI: negative

chemical ionization).

V6i tht ca cac aldehyt duge nhim dich theo phuong phép nay, ménh ion thich
hop duge chon. Trong hau hét cac truong hop, méanh cu thé cua hop chit duge chon thay
vi doan co nhiéu nhit. Diéu nay cho phép xéac dinh chon loc céac hop chét dich duogc
quan tAm. Trong hau hét cac truong hop, Mw ion phan tir trir di m/z 20 (mét di H-F) 1a
thich hop nhét.

Do hau hét hop chit aldehyt PFBHA bao gdm hai pic (syn va anti), nén dién tich
céac pic nay dugc cong lai. Co thé dinh lwong tit ca cc hop chat aldehyt bang céach thiét

1ap duong cong dinh chuan thich hop dya trén viée b6 sung tiéu chuan vao bia Heineken.

Xac dinh cac hgp chét este va ruou trong bia béng cach st dung k¥ thuat chiét hép thu
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trén thanh khudy va k¥ thuat sic ky khi - phdi kho

Do khoang ndng d6 16n ctia chét phan tich, cac mAu phai dugc phéan tich hai lan
bang cac phuong phap GC-MS khac nhau; mét phuong phap ding cho viéc xac dinh
hop chét ndng d6 cao, va mot phwong phéap ding cho hop chit nong do thip. Sy khac
nhau gifta hai phuong phéap nay 1a ché do hoat dong ctia may do chon loc khéi. Iso-amyl
axetat dugc xac dinh bang cach sir dung phuong phap ndng d6 cao, va etyl axetat duge

xé4c dinh bang cach st dung phuwong phap ndng do thap.
Piéu ché mau

30,0 g mau bia duoc can trong lo 40 mL hai 14n 13p lai. Bang xylanh kin khi 50
ul, 30 pL dung dich ndi chuan duogc thém vao mdi mau. Tiép theo, 6ng xoin sach va
da thiét lap trude dugce thém vao mdi mau. Pia khqu 60 vi tri dugc st dung dé chiét
tach cac mau. Thoi gian chiét tach 1a mot gio. P& ngan ngira sy tao thanh cac hop chat
bi cam tng bdi anh sang, cac mau dugc che phu tranh 4nh sang.

Diéu kién thiét bi

Séc ky khi Agilent 7890B dugc ndi voi Agilent 5977A MSD. Qua trinh dua mau
vao dugc thyc hién boi robot Gerstel MPS2-XT, két hop véi bd giai hip nhiét TDU-2
va ctra nap nhiét do c6 kiém soat CIS-4 (ca hai déu tir Gerstel). Cot mao quéan chinh 1a
50m x 0,25mm x 0,25um DB-5MS UI. Heli cé tde do 1,5 mL/phat dugce st dung cho
khi mang. Qua trinh giai hap nhiét ctia 6ng xoin duoc thuc hién trong ché do thong hoi
dung mdi, gift cac chét rira giai & -20°C trén 16p 16t chira ddy tenax. Trong budc gia
nhiét, bom duogc chuyén sang ty 1€ chia 100:1 va 6:1 cho phuong phap néng dd cao va
thip twong tng. Lo duogc lap trinh & 40°C (2 phiit) véi toe do tang 10°C/phut 1én dén
280°C (giit 1 phat). MSD dugc thiét 14p cho ché d6 quét (33-300 m/z) theo phuong phép

ndng do cao, va trong ché do ion don cho phuong phap ndng do thap.

C6thé dinh lugng tht ca cac hop chit bang cach tao duong cong dinh chuin (bd
sung tiéu chuin vao bia nén (matrix beer) thich hop). Toan b cac dinh chuan duoc thuc

hién trong ca db ubng chira con va chira 0,0% con.
Xac dinh ham lugng duong trong nudc G men, bia va nude tdo 1én men
Ham luong dudng duge do bang sic ky 1ong siéu hiéu niang (UPLC). UPLC c6

thé duoc thuc hién thich hop 6 nhiét dd 65°C. Lua chon thich hgp véi chét rira giai 1a
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hdn hop axetonitril/nuée, vi dy, theo ty 1€ thé tich 75/25. Maéy do dugc st dung thudng
la may do chi s6 khiic xa (RI: Refractive Index). Ham luong dudng ctia mau dugce xéac
dinh bang cach so sanh duong cong UPLC clia mau vé6i dudng cong dinh chuén ctia mau

tiéu chuan c6 nong do duong da biét.

Céc méu ding cho UPLC dugc diéu ché nhu sau. Mau bia hodc nudc i men dugc
pha loéing theo hé s6 5 bang cach bd sung hdn hop axetonitril/nuée (50/50 — cac phan
thé tich béng nhau). CO,, néu co, duoc loai bd trude khi pha lodng (vi du, béng cach lac
hoac khuéy mau). Sau khi pha lodng, miu dugc loc dé thu duoc dung dich trong. Mau

da loc dugc bom vao UPLC & 65°C st dung chét rira giai dugc dé cap & trén.
Xac dinh amino nito tu do (FAN)

Luong amino nito ty do dugc do theo phuong phép thr nghiém nito bang O-
Phtaldialdehyt (NOPA: Nitrogen by O-Phthaldialdehyde Assay). Phuong phap NOPA
duoc thue hién bing cach st dung méy phén tich tric quang (vi du, GalleryTM Plus
Photometric Analyzer). Theo phuong phdp NOPA, méu thir nghiém duge xt ly bang
ortho-phtaldialdehyt (OPA) va N-axetylxystein (NAC). Viéc xur ly nay sé& dan dén qua
trinh tao dan xuét cdc nhom amino bac mdt c6 mit trong mau thir nghiém khi tao thanh
isoindol. Ham lwong isoindol sau d6 dugc xac dinh bing cach sit dung méy phan tich
trdc quang & budc séng 340 nm. Amino nito ty do (dugc biéu dién bang mg FAN/L) sau
d6 c6 thé duge tinh dya trén ham lugng do duoc cia isoindol. Néu can thiét, miu bia
hodc nudce i men trude tién phai dugce cho qua bude quay ly tam dé 1am r& mAu va/hoic

loai bd CO; (vi du, bang cach khudy hodc lic mau) true khi phén tich.
Xac dinh etanol trong bia

Ham luong etanol dugce do bing cach str dung mdy phan tich tric quang (vi du,
GalleryTM Plus Photometric Analyzer). Mau thr nghiém duoc thyc hién phuong phap
enzym trong d6 etanol c6 mit trong mau duge chuyén ho4 thanh axetaldehyt bing ruou
dehydrogenaza (ADH). Ham lugng axetaldehyt sau 46 dugc xac dinh bang cach st dung
méy phan tich tric quang & budc séng 340 nm. Ham lugng etanol c6 thé duoc tinh dua
trén ham luong axetaldehyt. Néu can thiét, mau bia hoic nudc G men trude tién phai
dugc cho qua budc quay ly tam dé 1am sach mAu va/hoic loai bo CO; (vi du, béng cach

khudy hoic lac) truéce khi phan tich.
Vidul
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Téc dung cua etyl-2-metylpentanoat lam chét che huong vi nudc G men va tao ra huong
vi bia trai cdy tuoi méi.

Bia khong cbn dugc tao ra bing céach tinh cat. Bia trbng khong (blank beer) c6
luong huong vi nhu este tuong d6i thap. Véi bia trong khong, etyl-2-metylpentanoat
(EMP) dugc thém vao lam chét didu vi & ndng d6 50 ppb. Khong c6 sy khéac biét nao
khac gitra bia tréng khong va bia pha (spiked beer). Khac biét vé cam nhan giita bia
tréng khong va bia pha EMP dugc chi ra béi nhém danh gia cdm nhén lanh nghé gdm
17 ngudi. Nhom dénh gid cam nhan da chi ra cac thugc tinh huong vi gy khéc biét gilra
hai loai bia. S6 luong ngudi tham gia danh gia chi ra sy c6 mat nhiéu thudc tinh hwong

vi hon dugc thé hién trong Bang 1.

Tir cac két qua nay, c6 thé thdy rang EMP c6 tac dung che huong vi nude i men
dic biét manh. Huong vi nudc u men (co ngudn goc tir aldehyt) duge xem 1a c6 nhidu &
bia tréng khong boi 16 trong s6 17 ngudi tham gia. O bia tréng khong duge pha véi
EMP 50 pg/L, huong vi nuée G men bi kim hdm. Do d6, EMP 50 pg/L kim hdm manh

mé huong vi nuéc U men.

Ngoai ra, sy ¢6 mit cia EMP tao ra huong vi giong axit, trai ciy va cam quyt.

Do d6, bia pha dugc xem 1a twoi méi hon.

Bang 1 Bia trdng khéng  Bia trong khong + EMP 50
) e/l
Dang 5 6
Ngot 8 4
Axit 3 7
Nhin chung ¢6 vi tréi cay 0 16
Cam quyt/tuoi méi 0 11
Nudc u men 16 0
Kim loai 10 2
Luu huynh 12 0
Se chat 5 0
Axit isovaleric 1 7
Diaxetyl 0 2
Gidng thao moc 4 0
Héan dan 1 0
Mong 0 1
Vidu?2

Tac dung cua etyl-2-metylpentanoat 1am chét che huong vi nuéc G men va tao ra

huong vi bia trai ciy tuoi méi ¢ bia c6 hwong vi day du.
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Bia khong con thu dugc bang k§ thuat chung cit chan khong hdn hop bia thong
thuong va bia lén men tiép xtc lanh, va dugce diéu vi dﬁy du dé tao ra vi bia bé’mg cach
st dung hdn hop huong vi KHONG chtta EMP, dugc pha voi lugng EMP ting dan (1,
50, 250, 500 va 1000 ppb EMP). Nhém danh gié vi gbm 17 chuyén gia vi giac lanh nghé
cho diém vé cuong do nhan biét v6i 3 thudc tinh huwong vi: hwong vi nudce 0 men bia,

trai cAy va tédo. Cac két qua dugc thé hién trén Fig. 1.

Két qua cho thiy viéc ting lugng EMP trong bia khong cdn hodic c6 d6 con thap
che tAng huong vi nu6e i men nhiéu dan, va 1am ting huong vi trdi cy. Trong trudng
hop hén hop huong vi, EMP tao ra huong vi giéng tdo, va dem lai tac dung twoi méi
manbh.

Vidu3

So sanh bia thu duge véi cac loai bia khong cdn hodic co6 do cdn thép trén thi

truong

Bia thu duoc bang cach sir dung phwong phép theo sang ché dugc so sanh véi bia
khong cdn hién c6 bdi nhém danh gia vi gbdm 17 ngudi tham gia lanh nghé. Bia dugc
danh gia vé céc thudc tinh huong vi cu thé, bao gém do ngot, huong vi nugc G men va
tbng cudng do huong vi, cling nhu cac tang huong vi khic. Vi mdi thudc tinh, cuong
d6 nhan biét duoc chi ra trén thang chia vach. Toan by nhiing nguoi tham gia dénh gia
tAt ca cac loai bia vé tAt ca cac thudce tinh, va két qua duogc tinh trung binh. Cac két qua

dugc dua ra trong Bang 2.

Bia thu dugc bing phuong phap theo sdng ché c6 huwong vi hém yéu hon va vi
ngot it hon so v6i bia khong con c6 trén thi trudng. Do do, kha nang ma nguoi tiéu thu
tr& nén bao hoa vi chi trong vai cbc bia 1a thip hon, bdi vi khong ap déo bang. Ngoai ra,
bia nay thuong duge xem 12 kém dédm hon va twoi méi hon. Vi ly do nay, bia theo sang

ché duoc xem 1a d& udng hon bia khong con hién c6 trén thi truong.
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YEU CAU BAO HO
1. Bia c6 ham lugng etanol nam trong khoang tr 0 dén 1,0% thé tich, chira etyl-2-

metylpentanoat (EMP) v6i luong nim trong khoang tir 1 dén 1000 pg/L.
2. Bia theo diém 1, trong d6 lugng EMP nam trong khoang tir 1 dén 800 pg/L.

3. Bia theo diém 1 hoic 2, trong do téng luong aldehyt, duge dinh nghia 1a téng
luong 2-metylpropanal, 2-metylbutanal, 3-metylbutanal, 3-metylthiopropionaldehyt,
phenylaxetaldehyt, hexanal, trans-2-nonenal, benzaldehyt va furfural thip hon 600
ng/L, tbt hon 1a thap hon 400 pg/L, t6t hon nita 1a thdp hon 200 pg/L, t6t nhat 13 thip
hon 80 pg/L.

4. Bia theo diém bét ky trong s cac diém tir 1 dén 3, trong d6 tong lwong aldehyt
Strecker, dwgc dinh nghia 13 tdng luong 2-metylpropanal, 2-metylbutanal, 3-
metylbutanal, 3-metylthiopropionaldehyt va phenylaxetaldehyt, thip hon 200 pg/L, tt
hon 14 thap hon 150 pg/L, t6t hon nira 1a thap hon 100 pg/L, t6t nhat 13 thap hon 50
pg/L.

5. Bia theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 4, trong d6 tong ham luong
duong, dugc dinh nghia la téng lugng glucoza, fructoza, sucroza, maltoza va
maltotrioza, béng it nhat 0,2 g/100 mL, t6t hon 12 ndm trong khoang tr 0,5 dén 2,0 g/100
mL.

6. Bia theo didm bat ky trong sb cac diém tir 1 dén 5, trong d6 ham luong duong

bao gdm maltoza véi luong bang it nhit 50% khdi lugng.

7. Bia theo diém bt ky trong s6 cac diém tir 1 dén 6, trong d6 bia nay con chira etyl
propanoat véi luong nim trong khoang tir 1 dén 20 pg/L, t6t hon 12 tir 1,5 dén 5 pg/L,
va/hodc etyl axetat v6i lwong nam trong khoang tir 0,05 dén 30 mg/L, t6t hon 1a etyl

axetat voi luong ndm trong khoang tir 0,1 dén 15 mg/L.

8. Phuong phap tao ra bia ¢6 ham lugng cdn nam trong khoang tir 0 dén 1,0% thé
tich, phuong phéap nay bao gbdm bude két hop bia khong cdn hodc c6 d6 cdn thip véi

etyl-2-metylpentanoat dén ndng do cudi ctia bia nay trong khoang tir 1 dén 1000 pg/L.

9. Phuong phap theo diém 8, trong d6 budc két hop v6i etyl-2-metylpentanoat dat

duoc bang cach két hop v6i chét didu vi chua etyl-2-metylpentanoat.

10.  Phuong phép theo diém 9, trong d6 chét diéu vi 1a hdn hop huong vi chira etyl-
17
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2-metylpentanoat.
11.  Phuong phép theo diém 9, trong d6 chét diéu vi 12 bia théng thuong, tot hon 1a
bia lager thong thuong.

12. Phuong phap theo diém 11, trong d6 phuong phép nay bao gbm budce tron bia
duogc han ché 1én men, tot hon 14 bia 1én men tiép xuc lanh v6i bia thong thudng, t&t hon

1a bia lager.

13.  Phuong phap theo diém 12, trong d6 bia dugc han ché 1én men va bia thong
thuong duge tron theo ty 1€ thé tich nim trong khoang tir 1:99 dén 99:1, t6t hon 1a tir
5:95 dén 50:50.

14.  Phuong phép theo diém 12 hogc 13, trong d6 theo sau budc tron 1a bude chung

cht chan khong, va tuy ¥ bo sung thém etyl-2-metylpentanoat.

18



Fig.1

49691

1/1

50
45
40
3
30
s
20
15

10

.._....................Q-" ¢

""'-... sec®”
..,._.’,..,.

M3u 2 M3u 4 + M3u 5 + M3u 6 + M3u 7 +
+1ppb 50 ppb 250 ppb 500 ppb 1000 ppb

=®&= Huongvitrdicay/este *°*®* >Huongvitéo === Huongvinudclmen

19/19





