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1. UVOD

Oxida¢ni destrukéni analyza (ODA) je
postup. ktery se zaklada na oxidaci piva oxi-
dac¢nimi Cinidly. zptsobujicimi zménu spo-
tiebitelsky vyznamnych vlastnosti  piva.
Tento postup umoZziuje posuzovat stabilitu
vyznamnych vlastnosti nipoji. podléhaji-
cich zkaze pusobenim kysliku.

K studiu vlastnosti riznych objekti nebo
vyrobki se vieobecné vyuZivi destrukcnich
metod. Jako pfiklad mohou slouzit de-
strukéni metody pfi hodnoceni odolnosti
pramyslovych vyrobku v extrémnich pod-
minkidch. Casteénd oxidace organickych
slou¢enin umoZiiuje rozeznavat jejich struk-
turu. Oxidaéni destrukéni analyza piva se
zaméfuje na posouzeni jeho stability i pri-
pravy produktd. vznikajicich pfi jeho stir-
nuti.

Kyslik rozpustény v pivu. nebo pisobici
pfi jeho vyrobé&, se muze pfi oxidaci uplat-
novat v ruznych formiach s rozdilnym
oxidacnim ucinkem. Mezi aktivni formy
kysliku ndleZeji superoxidovy, peroxohyd-
roxylovy a hydroxylovy radikil. Silné oxi-
daéni ucinky maji i elektronové excitované
stavy kysliku, napf. singletovy kyslik 'Zg*,
ktery rychle prechdzi na formu 'Ag se slab-
Sim acinkem. Pfesto tato forma mize oxi-
dovat organické substrity snize nez Kyslik
v zikladnim, tripletovém stavu [1].

Aktivni formy kysliku mohou vznikat za
acinku svétla, za tmy pfi Qcasti kovovych
iont. popf. za souCasného pisobeni obou
mechanisma [2. 3]. Predpoklida se rovnéz
vyskyt peroxidu vodiku, ktery ma rovnéz sil-
néjsi oxidacni u¢inky ve srovnani s moleku-
larnim kyslikem.

Vyskyt cizich vuni a chuti pfi starnuti
piva se spojuje s tvorbou karbonylovych
sloucenin. které mohou vznikat z nenasyce-
nych mastnych Kkyselin. vySSich alkoholu.
hofkych kyselin a aminokyselin [1].

S fotochemickymi reakcemi rovnéz sou-
visi vznik tzv. letinkové prichuti piva, zpu-
sobené 3-methyl-2-buten-1-thiolem [4].

Vyskyt Stiplavé, lepenkové nebo papi-
rové chuti v prvych fazich starnuti piva se
obvykle pfisuzuje rrans-2-nonenalu, ackoliv
analyticky se mohou prokdzat i dalsi pri-
buzné slouceniny [5]. Senzoricky aktivni je
rovnéZ cis-3-nonenal, charakter jeho ving je
viak odlisny [6].

Vicobecné se tvorba rrans-2-nonenalu
spojuje s oxidaci nenasycenych mastnych
kyselin. Lipidy pochazejici ze sladu se po
hydrolyze mohou oxidovat enzymaticky li-
poxygenasou (EC 1.13.11.12). nebo bez

(¢asti enzymu pusobenim svétla. popi. iontd
kovi. Pocdtecnim produktem oxidace jsou
hydroperoxidy [7].

Béhem rmutovini vznikaji hydroperoxi-
dové derivity, které se pfeménuji na trihyd-
roxykyseliny a posléze v pivu prechdzeji
na smyslové aktivni trans-2-nonenal [8].
Trans-2-nonenal, vznikajici pfi sladovini
a rmutovini, muZe reagovat se slozkami sla-
diny a mladiny a pfechdzet na derivaty. ze
ktervch vznika trans-2-nonenal pfi starnuti
piva [9. 10].

NeZidouci oxidacni reakce mohou ales-
poit Castecné potlacit antioxidanty., mezi

které patfi kyselina askorbovi. glutathion,
vitamin E a polyfenolické litky. Ucinek ak-
tivnich forem kysliku mohou rovnéz elimi-
noval enzymy. napf. superoxiddismutasa
(EC 1.5.1.1). katalasa (EC 1.11.1.6). pero-
xidasa (EC 1.11.1.7) a polyfenoloxidasa (EC
1.10.3.2)[1].

Fenolické antioxidanty mohou vizat
volné radikaly. zhaSet singletovy Kyslik, in-
aktivovat oxidasy a tvorbou chelita omezo-
vat katalytické pusobeni kovua [11].

Kromé trans-2-nonenalu mohou béhem
starnuti piva vznikat dalsi aldehydy. slouZici
jako indikdtory stirnuti piva. Mezi né patfi
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Obr. 2 Zdkal po tridenni oxidaci 12% piva oxidacnimi cinidly pri 0, 30 a 50 °C.

acetaldehyd, 2-methylbutanal, 3-methyl-
-butanal, fenylacetaldehyd, benzaldehyd, 2-
-furfural. heptanal a dalsi [12].

Postupy predpovidajici nachylnost piva
k smyslovému starnuti se zakladaji na mé-
feni obsahu tékavych aldehydi béhem star-
nuti piva. sledovini tvorby radikala nebo ob-
sahu hydroxylového radikalu [13-17].

V roce 1993 navrhl Idota test pro posou-
zeni nachylnosti surovin k tvorbé trans-2-non-
enalu. Po pridavku 0,05 % peroxidu vodiku
k pivu a jeho ohfevu po tfi dny pfi 37 °C se
stanovil obsah rrans-2-nonenalu | 18].

Pro stanoveni odolnosti piva proti oxi-
dacnim zméniam jsme navrhli sledovini
zmén vlastnosti piva po pfidavku roztoku pe-
roxodisiranu draselného nebo amonného
[19, 20].

Spektrofotometrickd méfeni  prokizala
podobné zmény pii oxidaci piva i pii foto-
chemické oxidaci [21].

2. MATERIAL A METODY
2.1 Chemikalie a roztoky

Peroxodisiran amonny ¢isty, mangani-
stan draselny, hydrogensific¢itan sodny p. a.,
tuchsin indikator, chlorid uhlicity ¢isty, ben-
zen pro UV spektroskopii, chloroform Cisty
(viechny od firmy LACHEMA Bmo), di-
chroman draselny p. a., peroxid vodiku 30 %
medical extra pure. stabilized. 1,3-fenylen-
diamin, dihydrit nitroprusidu sodného p. a..
kyselina chlorovodikova 37 % p. a., n-hexan
p. a. (MERCK), piperidin, 2 4-dinitrofenyl-
hydrazin p. a., 2-thiobarbiturova Kyselina,
purum (FLUKA).

Pro oxidaci piva a meziprodukta vyroby
se piipravily 5% manganistan draselny, 10%
dichroman draselny a 40% peroxodisiran
amonny rozpuSténim v destilované vodé.
Absorpéni spektra téchto roztoki po nafe-
déni na 0,05% ve srovndni s 12% svétlym
pivem uvadi obr. 1.

2.2 Cinidla pro stanoveni aldehydi

(upraveno podle [22])

Schiffovo ¢inidlo: 0,2 g fuchsinu se roz-
pustilo za tepla ve 120 ml destilované vody,
po ochlazeni se pfidalo 2 g hydrogensifici-
tanu sodného, rozpusténého ve 20 ml desti-
lované vody. 2 ml kyseliny chlorovodikové

a smés se zfedila na 200 ml. K | ml vzorku
se piidalo 9 ml Cinidla a po 15 min se mé-
fila absorbance pri 560 nm proti slepému po-
Kusu.

Cinidlo na prikaz acetaldehydu: ve smési
8 g destilované vody a 2 g piperidinu se roz-
pustilo 0.2 g nitroprusidu sodného. K 5 ml

vzorku se pfidalo 1 ml ¢inidla a hodnotila se
intenzita modrého zbarveni.

Cinidlo na prikaz aldehydi m-fenylen-
diaminem: 4% roztok m-fenylendiaminu se
smisil se stejnym dilem kyseliny fosfore¢né
(1.62 g¢.ml '), K 5 ml vzorku se pridalo stejné
mnoZstvi ¢inidla a po 1 h se méfila absor-
bance pii 400 nm proti slepému pokusu.

2.3 Stanoveni aldehydi reakci

s kyselinou thiobarbiturovou (TBS)

(upraveno podle [23])

Cinidlo: roztok kyseliny thiobarbiturové
(c = 0,025 mol.lI'') v kyseliné fosforecné
(c = 1 mol.l'")se pripravilo rozpuiténim
0.36 2 TBS v roztoku 6,7 ml 85% kyseliny
fosfore¢né v 90 ml destilované vody a ob-
jem se doplnil na 100 ml. Po smiseni 5 ml
vzorku s 2 ml ¢inidla se roztok doplnil na
10 ml a po ohfevu ve vodni lizni | h pfi
60 °C se mérily absorbance pfi 450 a 530 nm
proti slepému pokusu.

2.4 Priprava a identifikace tékavych
oxidaé¢nich produkti piva
a meziprodukti
K 100 ml tekutého vzorku, popf. zbave-
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Obr. 3 Absorpéni spektra 12% piva po tFidenni oxidaci 0,05 % oxidacnimi ¢inidly prFi

50 °C.
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ného oxidu uhlic¢itého tfepanim. se pridal
roztok oxida¢niho ¢inidla a smés se piehd-
néla vodni parou. Do pfedlohy se jimalo pr-
vych 50 ml destilatu.

K 50 ml destilatu po prehanéni vodni pa-
rou se pridalo 5 ml 1% 2.4-dinitrofenylhyd-
razinu v koncentrované kyseliné chlorovo-
dikové a smés se zahfivala 30 min pfi
60 °C na vodni lizni. Po ochlazeni se roztok
ponechal do druhého dne v chladnicce.

Vyloucena sraZenina se odsila na mem-
brinovém filtru (0.45 pm), promyla kyseli-
nou chlorovodikovou (¢ = 2 mol.1'"), desti-
lovanou vodou a susila 2 h pii 105 °C. Po
usudeni se sraZenina z filtru odstranila nere-
zovym noZem a zvazila.

Pro méfeni absorpcnich spekter a chro-
matografii se 2.4-dinitrofenylhydrazony za-
chytily na sklenéné frit¢ a po promyti kyse-
linou chlorovodikovou a destilovanou vodou
se sraZenina rozpustila v 15 ml rozpoustédla.
Méfila se absorpéni spektra roztoka 2.4-di-
nitrofenylhydrazonit v roztoku hydroxidu
sodného (¢ = 0,25 mol.I"") a v chloroformu.
Chloroformové roztoky se chromatografo-
valy na tenké vrstvé.

Na start desticky s tenkou vrstvou silika-
gelu se naneslo 150 pl roztoku 2.4-dinitro-
fenylhydrazonu v chloroformu. Chromato-
gram se vyvijel smési chlorid uhlicity:
‘benzen v poméru 9 : 1.

2.5 Pristroje a zaFizeni

Hodnoty absorbanci a absorpcni spektra
se méfily spektrofotometrem CADAS 100
(Dr. B. Lange, SRN) v kiemenné nebo skle-
néné 1 cm kyveté, s programy TEST a PCS-
CAN s intervalem méfeni 10 nm. Zikal se
mé&fil zakalometrem LTP 6B (Dr. B. Lange,
SRN).

K chromatografii na tenké vrstvé se po-
uZily aluminiové desticky s vrstvou silika-
gelu SILUFOL UV 254 (Kavalier Sdzava).

3. EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Zmény vlastnosti piva oxidaci

raznymi Cinidly

K 12% lahvovému pivu se pfidaly roz-
toky oxidacnich &inidel do vysledné kon-
centrace 0,05% u¢inné sloZky. Po uzavieni
korunkou se lihve udrzovaly 3 dny pfi 0.30
a 50 °C. Po dal3ich 24 h v ledové lizni se
méfil zdkal a po ohfdti vzorku na pokojovou
teplotu se posoudila barva a vané piva. Barva
piva se hodnotila subjektivné i podle pri-
béhu absorpénich spekter. V zivodové de-
gusta¢ni komisi se posoudily intenzita a cha-
rakter cizi vané. Vysledky zmén vlastnosti
piva uvadéji obr. 2 a 3,

Tab. 1 Obsah karbonylovvch sloucenin po
oxidaci ethanolu a piva

Oxidacni 2 4-dinitrofenylhydrazon (mg)
Cinidlo Ethanol Pivo
KMnO, 26,1 25.9
K,CrO, 1,0 1.6
(NH,),S,04 27,7 276
H,0, 1.6 0,8
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Obr. 4 Absorpéni spektra 2.4-dinitrofenvlhydrazonit v chloroformu po oxidaci sladiny.

Podle obr. 2 se jednotlivi ¢inidla liSila
v schopnosti vyvolivat zikaly méfitelné
pri 0 °C i v intenzité zmén absorp&niho
spektra. Nejsilngj§i zikal se sice tvofil
u vzorku s nejvice zménénou barvou, zd-
vislost mezi barvou a intenzitou zakalu se
viak nepodafilo prokidzat. Na dné lihvi
piva po oxidaci manganistanem draselnym
se tvofily hrubé klky. pravdépodobné oxid
manganicity.

Typické zbarveni starého. silné oxidova-
ného piva, zahrnujici Cervenohnédou aZ
tmavé hnédou barvu, se liSilo intenzitou
u piv oxidovanych jednotlivymi Cinidly
(obr: 3). Pivo po oxidaci peroxidem vodiku
mélo Zlutou barvu a nizsi absorbanci proti
srovndvacimu pivu v celé oblasti viditelného
spektra.

Intenzita cizi viné byla velmi silnd po
oxidaci pfi 50 “C a dobfe patrna i po oxidaci
pii 0 °C. Pivo po oxidaci manganistanem
draselnym mélo zatuchlou. nepfijemnou
vini po starych houbich. Pivo oxidované di-
chromanem draselnym vykazovalo sirupo-
vitou az karamelovou vini. hodnocenou také
jako viné po sherry.

Oxidace peroxodisiranem  draselnym
a peroxidem vodiku poskytovaly Stiplavou,
oxidaéni vani po lepence, pficemZ mnohem
vyraznéjsi byla tato viiné po oxidaci pero-
xodisiranem.

3.2 Oxidace 12% piva a ethanolu riznymi
oxida¢nimi ¢inidly
Vytiepané 12% pivo s pfidavkem oxi-
dac¢niho ¢inidla ve vysledné
koncentraci 0.2% v pivu se pre-
hanélo vodni pirou a posoudila
se viné destilata, Z destilata se

poskytovaly pouze pfijemnou ovocnou viini
po acetaldehydu. popi. po ethanolu. Mnoz-
stvi vylouc¢enych 2 4-dinitrofenylhydrazona
uvidi rab. 1.

Manganistan draselny a peroxodisiran
amonny poskytovaly pfi oxidaci vétsi mnoz-
stvi acetaldehydu. Pritomnost acetaldehydu
se prokdzala reakci s nitroprusidem sod-
nym.

3.3 Oxidace sladiny riaznymi oxida¢nimi

Cinidly

Sladina (pfedek po nafedéni na 12%) se
oxidovala stejnym postupem jako v odstavci
3.2, Vané destilati po pfehanéni vodni pd-
rou se Ciste¢né podobaly vunim destilita
piv. Téméf shodny charakter méla viing piva
nebo sladiny, oxidované peroxodisiranem
amonnym.

Destility po prehanéni vodni pdrou se
zpéné davkovaly do piva. aby se zjistila pra-
hovi hodnota téchto izolati.

Produkty oxidace manganistanem a di-
chromanem draselnym se podafilo smyslové
rozeznat ve ziedéni 1 : 100, produkty oxi-
dace peroxodisiranem amonnym ve zfedéni
1 : 1000.

V destilitech po oxidaci sladiny se pro-
kazovaly aldehydy barevnymi reakcemi
(tab. 2). V tabulce se rovnéZ pro porovnini
uvadi intenzita reakce s destilitem po oxi-
daci ethanolu peroxodisiranem amonnym
(odst. 3.2) po ziedéni 1 : 9.

Z destildtu po oxidaci sladin se pfipravily
2 4-dinitrofenylhydrazony. jejichZz absorp-

Tab. 2 Obsah tékavveh aldehvdic po oxidaci sladiny
a ethanolu (PA = peroxodisiran amonny)

pripravily 2.4-dinitrofenylhyd- | 5 -0 - Absorbance

razony. Stejné se postupovalo | xinidlo Fuchsin |m-fenylen- kyselina

s 4% ethanolem. jehoz pH se diamin thiobarbiturovi

pfedem upravilo kyselinou si- 450 nm 530 nm

rovou na hodnotu 4.5. KMnO, 0.012 0,037 0.056 0.024
Destility po oxidaci piva

ruznymi oxida¢nimi  Cinidly KLr0s 0,009 0,019 0,038 0,013

mély podobny charakter cizich | (NH.)S,04 0,016 0,085 0.048 0.043

oty piva po IJ":JiL‘h Pii-  I'H0, 0006 | 0017 | 0060 | 0013

avku (odstavec 3.1), zatimco

destility po oxidaci ethanolu EIOH+PA (1:9)] 0.080 oot 0,016 0018
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Obr. 5 Absorpcni spektra 2,4-dinitrofenylhyvdrazoni v NaOH po oxidaci sladiny

¢ni spektra v chloroformu a v roztoku hyd-
roxidu sodného uviadéji obr. 4 a 5. 1zolované
2 4-dinitrofenylhydrazony se dile délily na
tenké vrstvé.

Absorp¢ni spektra v chloroformu vyka-
zovala hlavni maxima pfi 360 nm, v hyd-
roxidu sodném pri 430 nm, coz podle lite-
ratury odpovidd nasycenym aldehydum
nebo ketonum. Chromatografie na tenké
vrstvé prokiazala pfitomnost nejméné (i
oddélenych slozek v jednotlivych izola-
tech.

4. DISKUSE

Oxidacni destruk¢éni analyza (ODA) se
zaklada na zkoumidni typickych vlastnosti
piva po oxidaci oxida¢nimi ¢inidly. Metoda
umoziuje studovat spotfebitelsky vyznamné
vlastnosti piva po a¢inku extrémnich pod-
minek a usuzovat tak na jejich stabilitu. Po-
prvé jsme tento ndzev pouzili pro posouzeni
vlastnosti piva po oxidaci piva peroxodisi-
ranem amonnym [24].

Pri starnuti piva se jako destrukéni ¢inidlo
uplatiiuje zejména Kyslik, jehoZz molekuly se
mohou nachdzet v riznych energeticky bo-
hatych stavech. Proto se studovaly zmény
vlastnosti piva po aplikaci riznych oxidac-
nich ¢inidel. Tim vznikaly oxidaéni pro-
dukty s riznymi smyslové vyznamnymi
vlastnostmi.

Oxidace roztoky manganistanu a di-
chromanu draselného se zejména uplatiio-
valy pfi zméniach barvy a tvorbé zdkalu
v pivu. Pivo silné hnédlo a pavodni fialova
barva manganistanu draselného ihned po
pfidavku pfechdzela na hnédou barvu za
vzniku hrubych klki, tvofenych pravdépo-
dobné oxidem manganicitym, které se usa-
dily na dné lahve. Oxidace peroxodisiranem
amonnym meénila v mensim rozsahu barvu
do hnéda, zatimco po oxidaci peroxidem
vodiku byla barva Zluta. Viechna oxidacni
¢inidla zvySovala tvorbu zdkalu méfeného
pii 0 °C.

Vuné piva se po oxidaci manganistanem
a dichromanem draselnym ménila na starou
a zatuchlou, zcela odliSnou od ostré, Stiplavé
vané po oxidaci peroxodisiranem amon-
nym, typické pro pocite¢ni faze pfiroze-

ného starnuti piva. V mensi mife se tato vané
vyskytovala po oxidaci peroxidem vodiku.

Po oxidaci piva oxidacnimi Cinidly za po-
mérné mirnych podminek (pH piva bylo 4.5)
se prokazala tvorba t€kavych aldehydu, pre-
devsim acetaldehydu (rab. 1). Nejvice acet-
aldehydu vzniklo pri oxidaci piva manga-
nistanem draselnym a peroxodisiranem
amonnym.

Pasobeni raznych oxidacnich cinidel
muze modelovat zmény spotfebitelsky vy-
znamnych vlastnosti piva pfi jejich starnuti.
Podle druhu ¢inidla lze zvyraznit tvorbu
barvy, zakalu, popr. ziskat tékavé produkty
s riznou vuni. Oxidacni reakce lze Fidit tak,
aby se ve véIsi mife oxidoval ethanol a tim
i pravdépodobné i vys&i alkoholy, nebo na-
opak tyto reakce potlac¢it. Podle literarnich
udaju se pfi pfirozeném starnuti piva tvofi
nejdiive acetaldehyd. pozdéj jeho tvorba
ustivd a oxidacni zmény se podobaji zmé-
nam po oxidaci piva dichromanem drasel-
nym.

Podle ziskanych vysledka se pro urych-
leni typickych pocatecnich zmén pfi starnuti
piva nejlépe hodi peroxodisiran amonny.
Oxidace touto latkou nejlépe napodobuje ty-
pické zmény vlastnosti piva pfi pfirozeném
starnuti a jeji pisobeni je silnéjsi neZ u pe-
roxidu vodiku. Roztoky peroxodisiranu
amonného se snadno pripravuji a jsou do-
statené stalé. Peroxid vodiku byva stabili-
zovan proti rozkladu, coZ vnasi dal3i latky
do zkouSeného systému.

Pusobeni oxidacnich cinidel na sladinu
poskytovalo rovnéz senzoricky vyznamné
litky s reakcemi aldehydui. Ze vzdjemného
porovnani hmotnosti 2 4-dinitrofenylhydra-
zonu a intenzit barevnych reakci lze odha-
dovat koncentrace aldehydi vznikajicich
oxidaci sladiny, vyjadienych jako acetalde-
hyd, na fadové jednotky az desitky mili-
grami v 1 litru destilitu po pfehdnéni vodni
parou.

Veétsi Sitka absorpcnich pasa izolovanych
2 4-difenylhydrazonu (ebr 4, 5) odpovidi
spise smési karbonylovych slou¢enin nez je-
diné slozce, coz potvrdila chromatografie na
tenké vrstvé. Nalezend maxima absorpénich
pisi jsou podle literarnich udaju charakte-

ristickd pro nasycené aldehydy nebo ketony
[25].

Z provedenych experimentu nelze jedno-
znaCné prokazat, zda izolované aldehydické
slozky byly skute¢nou pficinou pozorova-
nych cizich vini, nebo zda s nimi soub&zné
vznikaly. Pouze u oxidacniho produktu vzni-
kajiciho po oxidaci peroxodisiranem amon-
nym se podafilo rozkladem izolovaného 2.4-
-dinitrofenylhydrazonu roztokem zfedéné
kyseliny sirové potvrdit opét tvorbu typické
cizi vuné, coz pravdépodobné souvisi s ex-
trémné nizkou prahovou hodnotou Gcéinné
sloZky.

Charakter vané odpovidi nejspiie vanim,
souvisejicim s pfitomnosti sloucenin pfi-
buznych s rrans-2-nonenalem.

Tento produkt pravdépodobné vznika
v men3i mife i pfi oxidaci peroxidem vodiku.
Ze ziskanych vysledka 1ze odhadnout pra-
hovou hodnotu této slouceniny v pivu na fa-
dové pg.1-'.

Podle vysledki prace mohou tékavé al-
dehydy vznikat jiz oxidaci sladiny. takze
neni nezbytné nutni pritomnost vys3ich al-
koholt., vznikajicich pfi hlavnim kvaSeni.
Pro identifikaci téchto slozek bude nutné
pouZit moderni analytické metody, jako jsou
hmotnostni spektrometrie, plynovi chroma-
tografie a infracervend spekirofotometrie.

Pfi starnuti piva se zfejmé uplatiiuje nejen
sloZeni piva, ale i jednotlivé formy kysliku,
na nichZ ziviseji vysledné zmény organolep-
tickych vlastnosti piva. Tento zivér se napr.
shoduje s pozorovinim. Ze fotochemicka oxi-
dace piva muZe sice ménit barvu piva a vy-
voldvat zikaly, ale smyslové zmény jsou od-
lisné od smyslovych zmén, zpisobenych
chemickou oxidaci pfi pfirozeném stirnuti.

Podle vysledki price muze oxidacni de-
strukéni analyza prispét kK poznani mecha-
nismu starnuti piva i k stanoveni odolnosti

jednotlivych piv vadi starnuti.
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