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Z vyzkumu a praxe

STANOVENI KYSELINY STAVELOVE VE SLADU A PIVU
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1. UVOD

Kyselina Stavelova hraje negativni roli
jak z hlediska fyziologie vyZivy. tak i v pi-
vovarské technologii. V lidské vyzive je vy-
skvt Kkyseliny Stavelové nezadouci. nebot
muZe mit ve vét&im mnozstvi (4-5 g) zjevné
toxické cinky. Zivomné dulezité ionty vip-
niku se totiz vysrazeji ve formé odpovidaji-
cich nerozpustnych a neuzitecnych soli. za-
piicinujicich tvorbu ledvinovych kamenu.
Kyselina Stavelovd md rovnéz nepfijemnou
drsnou chut,

V prirodé vznika tato dikarboxylova ky-
selina pfi preméné glukosy pies kyselinu py-
rohroznovou, kterd vstupuje do cyklu kyse-
liny citronové.

MnoZstvi kyseliny Stavelové v pivu se po-
hybuje v rozmezi 4 az 32 mg/l. | kdy7 se ne-
jednd o vysokou koncentraci. muze zpuso-
bit, zvlasté ve formé Stavelanu vapenatého,
zniamou formu tzv, ,oxalitového zakalu™ [ 1.
2. 3]. Kyseliné Stavelové je také pripisovin
podil na pfepénovini piva (gushing) [4]. Oba
jevy vznikaji nahle. aniz by se zménil vy-
robni proces pii zpracovini nové urody. Na
zdklade téchto poznatku se dodlo K zivéru,
7e obsah Stavelana v pivu je uréen prevazné
obsahem Stavelanu ve sladu. kde je ovlivnén
nejen ro¢nikem, ale 1 odradou [3. 5]. Ovliv-
nit mnozstvi Stavelanu maze i obsah vapniku
v pivovarské vodé a ve sladu [5. 6]. Obsah
Stavelanu ve chmelu. kiery je v literatufe
udavin 2 750-9 700 mg/kg. hraje vzhledem
Kk malé divee ve srovnini se sladem jen pod-
fadnou roli [2].

Obsah oxalata ve sladu sledovali a moz-
nosti jejich snizeni zménou technologie vy-
roby sladu a piva zkoumali ve své praci Nar-
ziss et al. [1]. Ve sladech ze tii sklizni,
ruznych odrad i oblasti naSli koncentrace
oxalati v hodnoté 56-228 mg/kg susiny
sladu, pficemz rozdil mezi odriadami byl vy-
raznéjsi. ne? rozdil mezi riznymi misty pé-
stovini. Déle dosli k zavéru. Ze sniZeni ob-
sahu oxalatd v mladiné a v pivu maZe byt
dosazeno béhem sladovini pri intenzivnim
rustu, tzn. vy$§im stupném domoceni a del-
sim Casem kliceni. Autofi sledovali obsah
oxaldti nejen v je¢meni, ale i v p3enici.
U pSeni¢ného sladu se hodnoty oxaliud po-
hybovaly v rozmezi mezi 308 az 503 mg/kg
susiny sladu.

2. METODY STANOVENI

Nezidouci vlivy kyseliny Stavelové na pi-
vovarsky produkt a potfeba zajiSténi pre-
ventivnich opatfeni k jejimu sniZeni vedly

K intenzivnimu vypracovini postupu jejiho
stanoveni ve sladu a v pivu.

2.1. Klasické postupy

K tomu tcelu slouzil postup zaloZzeny na
principu vysraZeni $tavelanu jako soli vép-
niku [2]. Aviak i neddvno provedend modi-
fikace této metody vykazuje nékteré pod-
statné nevyhody [3]. Metoda je ndro¢na na
¢as a materidl. stanoveni mohou rusit jiné
onty.

Velmi jednoduchi a rychle proveditelnd
metoda je spektrofotometricka, s ¢inidlem
pyridylazoresorcinem [4]. Uvedeny postup
vyzkouseli pro stanoveni Sfavelanu v pivu
Anderegg et al. | 7]. Rada analyz ale ukizala,
ze metoda neposkytuje uspokojivé reprodu-
kovateIné a spolehlivé vysledky.

Byly vyvinuty také metody s pouzitim
plynové chromatografie [7. 8. 9]. pfi nichZ
se organickd kyselina nejdfive zakoncent-
ruje. separuje na iontoménicich a potom sta-
novi chromatograficky po methylaci ¢i sily-
laci.

Souhrnem se dd fici. Ze vétsina popsa-
nych metod vykazuje fadu nedostatku, jako
obsirné a zdlouhavé pracovni postupy. ne-
dostate¢nou reprodukovatelnost a pfesnost.

2.2. Enzymatické metody

V posledni dobé se dostivaji do popfedi
metody enzymatické, kde se nabizeji dvé
moZznosti. Bud pfeména Stavelant prostred-
nictvim oxalat-oxidasy. nebo pomoci oxalit-
dekarboxylasy [10. 1. 12]. Tyto postupy ne-
maji nedostatky vyie uvedenych metod.
Jsou rychlé a dobfe reprodukovatelné, po-
kud se pouZiji vysoce Cisté enzymy bez ci-
zich aktivit. Pfi stanoveni Stavelani v pivu
se doporucuje odstranéni rusivych faktort
piva, jako jsou napf. polyfenoly. barviva
apod.. a to pomoci PVP (polyvinylpyrroli-
don).

2.3. Izotachoforéza

[zotachoforéza je jednou z elektrofore-
tickych metod, pomoci niz lze separovat ani-
onty a kationty. Jednd se tedy o metodu se-
paracni, pfi niz se v disledku nestejné
iontové pohyblivosti dana smés téchto litek
rozddli [13].

Pohyblivost iont zavisi na mnoha fakto-
rech, jako napf. hodnoty pH. pK. teplota,
koncentrace, niboj ionti a jiné. Mnohé
z nich je moZné vhodné a jednoduse ménit
s cilem optimdlniho rozdéleni separované
smési.

Vlastni analyza probiha v zafizeni. které
se sklida ze separacni a analytické kapilarni
kolony (pramér Kapildr 0.8 a 0.3 mm). in-
jektoru. dvou elektrodovych prostori a de-
tektoru. Elektrodové prostory jsou pfimo
piipojeny na stabilizovany zdroj proudu.
K detekei se pouzivaji predeviim vodivostni
a UV detektor.

Identifikace jednotlivych latek po pred-
chozi analyze na ITP se vyhodnocuje ze zis-
kaného grafického integrilniho ziznamu,
ktery ma schodovity charakter (izotachofo-
reogram). Jedné ldtce pfi stejnych podmin-
kich separace odpovida vzdy stejnd hodnota
charakteristické konstanty, bez zietele na to,
zda se vyskytuje dand litka samostatné nebo
ve smési [13. 14].

lzotachoforéza se jevi jako velmi vhodna
metoda na identifikaci a stanoveni kyseliny
Stavelové. Osvédcila se jiz pfi stanoveni or-
ganickych kyselin ve viné. velké uplatnéni
ma pii analyze pitnych a povrchovych vod
[15. 16]. Md mnohé vyhody proti jinym me-
toddm, a to pfedeviim minimilni spotfebu
vzorkd, a moZnost analyzy bez predchozi
upravy vzorkua, kromé eventudlniho ziedéni.
I Cas potrebny Kk analyze se pohybuje od 5
do 25 minut. Vlastni stanoveni kyseliny Sta-
velové trvd asi 20 minut. s predchozi upra-
vou sladu celkem asi jednu hodinu. U piva,
piipadné sladiny. jde pouze o nafedéni
vzorkl pred nastfikem a je mozné soucasné
stanovit vedle kyseliny Stavelové i jiné or-
ganické kyseliny. které jsou obsaZeny v pivu
a ve sladu,

3. EXPERIMENTALNI CAST

Pro stanoveni kyseliny Stavelové byla
pouzita metoda enzymaticka a kapilarni izo-
tachoforéza. Sledovala se koncentrace kyse-
liny Stavelové ve sladu a v pivu.

3.1. Izotachoforéza.

U metody kapilarni izotachoforézy se ky-
selina Stavelovd stanovuje jako aniont
v dvoukolonovém pfistroji. kdy v separacni
kapilife se oddéli od jinych slozek a v ana-
Iytické Cisti pristroje se stanovi jeji mnoz-
stvi. Kvalitativni a kvantitativni vyhodno-
ceni se snima detektory a prenasi na graficky
zaznam zapisovace. Tak je moZno. na zd-
kladé porovnini pofadi a délky zon stan-
dardniho roztoku Kkyseliny a zkouseného
vzorku, zjistit mnoZstvi Stavelant ve vzorku.
Pfi méreni ionti se pouZivaji vodici a za-
koncujici elektrolyty o rizném sloZeni s roz-
dilnym pH, podle druhu sledovanych iontu.
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Pii stanoveni Staveland bylo odzkouseno
nékolik pracovnich systéma pfi riznych
hodnotich pH:

. HCI + kys. a-aminokapronova, pH=4.7
. HCI + B-alanin, pH=3.5
. HCI + kys. a-aminokapronova, pH=4,0
. HCI + histidin, pH=6.0

Jako nejvyhodnéjsi se ukazal systém ad
3. s pH=4,0 a systém ad 4. pfi pH=6.0. Po-
drobné sloZeni uvedenych systémi je uve-
deno v tab. 1.

aod o —

Tab. 1 SloZeni systémii pro stanoveni kys. §tavelové v pivu a ve sladu metodou kapildrni

izotachoforézy

4. VYSLEDKY A DISKUSE

Pro stanoveni Kyseliny Stavelové ve sladu
a v pivu byly zavedeny dvé metody: izota-
choforéza a enzymatickd metoda.

Reprodukovatelnost stanoveni kyseliny 5ta-
velové izotachoforézou byla ovéfena na jed-
nom vzorku sladu a piva. Odhad smérodatné
odchylky ze 30 stanoveni pro vzorek sladu byl
0.86 a pro vzorek piva 1,09. Potvrdily se vy-
hody, zminéné pii popisu metody: jednodu-
chost dpravy vzorku a rychlost stanoveni.

SloZeni Elektrolyt
systému vodici zakondujici
Systém 3
anion Cl [c = 10°mol.I"] CH;COOH [c = 2.10?mol 1"
protiion kys. a-aminokapronova TRIS
pH 4,0 45
aditivum 0,1% HEC
Systém 4
anion Cl [c = 10 °mol.I'"] kaprylan [c = 5.10"mol.I""]
protiion BISTRIS propan TRIS
pH 6,0 8,0
aditivum Mowiel [c=0,2 % |
(polyvinylalkohol)

3.2. Metoda enzymaticka

Enzymatickd metoda je zaloZena na prin-
cipu §tépeni kyseliny Stavelové v pritom-
nosti oxalat-dekarboxylasy pri pH 5,0 na ky-
selinu mravenci a COs:

oxalat-dekarboxylasa

formiat +
+ CO}_

(1) oxalat

Vznikld kyselina mravenéi se oxiduje ni-
kotinamid-adenin dinukleotidem (NAD)
v pfitomnosti enzymu formiat-dehydroge-
nasy (FDN) pfi pH 7.5 na HCO;.

FDH
(2) formiat + NAD*+ H,0 ——= HCO;
+ NADH + H*

MnozZstvi NADH, vzniklé béhem reakce
(2), je ekvivalentni mnoZstvi kyseliny Sta-
velové. NADH se stanovuje na zdkladé€ své
absorpce pfi 334, 340 nebo 365 nm. Firma
Boehringer (Manheim, SRN) dodédva set
pro deset stanoveni, ktery obsahuje po-
tfebné enzymy a dalii reagenty nutné k re-
akci.

Pii stanoveni §tavelani v pivu byl vzorek
smichan s polyvinylpyrrolidonem (PVP)
kvuli odstranéni vlivu ruSivych litek. Vzo-
rek piva se pouZival nezfedény, objem pro
jedno stanoveni se pohyboval v rozmezi
0.2 -0.5 mlL

Pro analyzu sladu bylo zapotfebi 50 g
sladové moucky, kterd byla rozmichana s de-
stilovanou vodou ve 250 ml barice, pH roz-
toku bylo upraveno kyselinou chlorovodi-
kovou a vzorek se inkuboval 15 min pfi
teploté 60 °C. Po vychladnuti na pokojovou
teplotu bylo pH zvyseno roztokem hydro-
xidu sodného na 5,0 a smés byla prefiltro-
vana.

Neméné presnd pro uréeni Koncentrace
kyseliny Stavelové se jevi 1 metoda enzy-
matickd, zaloZena na pfeméné Staveland
pomoci oxalat-dekarboxylasy. Odhad smé-
rodatné odchylky pro vzorek sladu byl
0,60. Firma Bochringer dodava viechny
potfebné reagencie jako set pro deset sta-
noveni. Nevyhodou dodaného setu je, Ze
preparity potfebnych enzymi se dostanou
v relativné koncentrované formé jako ly-
ofilizdty, tzn. Ze pfi analyze mensiho poctu
vzorkl neZ deset nebo pfi obCasnych ana-
Iyzach miZe dojit k chybé stanoveni ne-
presnym naredénim potfebného mnoZzstvi
enzymu. Nafedéné roztoky enzymi jsou
totiZ stabilni pouze dva tydny pii 4 °C.
Z té&chto diavodl je tato metoda vhodna

Tab. 2 Srovndni enzymatické a izotachofo-
retické metody prFi stanoveni Stavelani ve
sladu a v pivu

Vzorek koncentrace Stavelanu
é. met. enzymatickd  izotachoforéza
pivo [mg.1']
I. 21,2 21,6
2. 21,2 21.6
3. 236 23.8
4., 22,6 22,5
5. 19,8 20,1
slad [mg.kg" sus.]
6. 141 145
T; 139 141
8. 86 89
9. 185 190
10. 213 215
11. 96 99
12. 141 138
13. 126 129
14, 148 153
15. 212 207
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spise pro vétsi pocet stanoveni nebo rutinni
analyzy.

Enzymy je nutné uchovavat v chladu (pod
4 °C). piedeviim FDH (enzym formit de-
hydrogenasa), jehoZ roztok se musi ihned
chladit v ledové vodni lazni, nebol uchova-
vanim pii teploté mistnosti ztrici iz po né-
kolika hodindch aktivitu, co? vede k namé-
feni mZsich hodnot.

Vysledky obou metod byly vzdjemné po-
rovnany (rab. 2) a statisticky vyhodnoceny.
Jejich srovnanim se zjistilo, Ze hodnoty na-
méfené obéma metodami jsou v blizké ko-
relaci. Korelaéni koeficient dosdhl hodnoty
0,99. Na zakladé ziskanych vysledki a je-
jich vzdjemného porovnani jsou obé metody
vhodné na stanoveni koncentrace kyseliny
Stavelové ve sladu a v pivu, pripadné ve sla-
diné.
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