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So stale sa zvySujicimi narokmi na kvalitu ? o » ’ A F
a trvanlivost potravin, pozomost \f)fskumu sa OCHZN—t- Bu_FR @CH—L—t- By Ji,} | ’
v rastiice] miere orientuje na popis procesov | s s 1 w( l{{r’*‘"‘
ich starnutia. Skladovatelnost ovplyviiuje pre- R l. i
dovsetkym teplota, svetlo a pristup vzduchu. r l

V literature je vela tdajov dokumentujtcich,
Ze procesy starnutia prebiehajui Casto radika-
lovym mechanizmom. Na takomto mecha-
nizme a vplyve hore spominanych paramet-
rov sa zakladd jedna z najnovSich metod
charakterizacie senzorickej stability piva
[1-5].

Stacionarne koncentricie radikdlov pri
starnuti piva si za normdlnych podmienok
(bez pristupu vzduchu — kyslika, izbova tep-
lota) velmi nizke a experimentilne sotva de-
tegovatelné. Pre potreby merania sa Cas star-
nutia skrati zvySenim teploty (napr. na 60 °C).
NajvhodnejSou technikou pre popis radikalo-
vych procesov je elektronova paramagneticka
rezonancia (EPR). Aj napriek jej vysokej cit-
livosti (oblasti koncentrécii 10°az 10 M roz-
tokov), st stacionarne koncentricie radikilov
v procese starnutia eSte niZSie. Preto sa tu vy-
uZiva technika spinovych lapacov (spin-trap-
ping). V rozsahu predkladanych vysledkov sa
obmedzime na jeden lapa¢: N-tert-butyl-alfa-
fenylnitrén (PBN). Samotny lapa¢ nie je radi-
kil a tym nema EPR spektrum. Zachytenim
reaktivneho radikalu 'R sa lapa¢ premeni na
radikalovy adukt PBN-R a v EPR spektre sa
prejavi charakteristickym sextetom podla da-
lej uvedenej schémy.

Casova zivislost zmeny intenzity spektra
"PBN-R aduktu pri vynitenom starnuti (60 °C)
charakterizuje stabilitu piva. Vychadzajme
z predpokladu, Ze v podstate iniciatorom star-
nutia je kyslik, ktory sa postupne premiefia na
reaktivne radikily R [5], (v [2-4] sa predpo-
klada vznik ‘OH). Tieto reaktivne radikaly R,
iniciuji oxidaCné reakcie vyusfujice do
tvorby neZiadicich produktov starnutia. Sa-
motné pivo, podla jeho kvality, ma vlastnui an-
tioxida¢nui kapacitu, ktora je schopna termi-
novat reaktivne radikély R. Po vyCerpani tejto
kapacity dochadza k dramatickému ndrastu
neterminovanych radikilov R. Tieto sa za-
chytavaji na lapaci PBN a tak dochadza aj
k dramatickému néarastu aduktov 'PBN-R
(resp. PBN-OH) radikilov, ako bude neskor
demonstrované.

Cas trvania tejto antioxidaénej odolnosti
(tj. nizkej hladiny koncentricie PBN-R radi-
kélov v priebehu termicky vyniteného star-

(PBN)

nutia) je mierou senzorickej stability piva
[1-5].

2. EXPERIMENTALNA CAST

Standardny pokus. Za (i¢elom odstrinenia
nadbyto¢ného CO,, 5 ml vzorky Cerstvo otvo-
rené¢ho piva sa 5 min centrifuguje pri zrych-
leni 1000 g. K 1 ml cetrifugovanej vzorky sa
prida 50 pl 1 M roztoku PBN v alkohole
a vzorka sa prenesie do plochej kyvety. Ta sa
bezprostredne umiestni do dutiny EPR spek-
trometra, kde je temperovand pri 60 °C,
a spektrd su snimané v pravidelnych Casovych
intervaloch (spravidla 15 min). V pripade, ak
sa merania uskutocnili pod CO, (vzorka piva
s jej povodnou atmosférou), dalej pod argo-
nom, vzduchom, alebo kyslikom, potom bola
vzorka | minitu pred meranim intenzivne sy-
tend prisluSnym plynom.

Pristrojovd technika. EPR spektrometer
SRC-200 D firmy Bruker vybaveny tepelnou
jednotkou a pocitacom Aspect 2000.

Materidl. Lapa¢ PBN (N-tert-butyl-alfa-
fenylnitrén) od Sigma Chemicals, USA.

Vzorky slovenského a Ceského piva: Zlaty
Bazant 9 %, Topvar 12 %, Staropramen 12 %,
Pilsner Urquell 12 %, Stein 12 %, Corgon
12 %, Smadny mnich 12 %, Budéjovicky Bud-
var 12 %, Velkopopovicky Kozel 12 % a Kru-
Sovice 12 %. Niektoré znacky boli opakovane
pouZité, aviak s réznym diatumom vyroby
a dobou skladovania.

3. VYSLEDKY A DISKUSIA
3.1 Porovnanie vzorky piva s 5%-nym
vodnym roztokom etanolu

V ivodnej ¢asti sme uvazovali, Ze starmu-
tie piva prebieha cez radikalové procesy, ktoré
moZeme sledovat pomocou lapacov radikalov.
Skor nez prejdeme detailnejSie k samotnym
vysledkom, zastavme sa pri principe tejto
techniky. Bude vhodné si v&imnit obr:1. Tu
sme za referen¢ni vzorku zvolili 5%-ny obj.
vodny roztok etanolu, ktory reprezentuje za-
kladni masu pivného zloZenia a méZeme ho

("PBN-R)

(EPR spektrum)

pokladat za referen¢ny systém. Tento roztok
etanolu je v pokuse pri termickom starnuti
(obr: 1 a,b) porovnavany s priemerne sa javi-
acou vzorkou piva (obr. 1 ¢,d). Toto meranie
sa uskutocnilo jednak pod argénovou atmo-
sférou (obr. 1 a,c) a tieZ so vzorkami nasyte-
nymi vzduchom (obr:1 b,d). Obrazok znazor-
fuje Casovy priebeh vyvoja spektier pri 60 °C.
Bez detailnejSej analyzy je zrejmé, Ze vzorka
piva (obr.1 ¢,d) sa vyznacuje vysSou aktivitou
radikdlovych reakcii, ¢o sa prejavilo vy3Sou
koncentraciou radikalov zachytenych PBN la-

5 % ETANOL
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Obr:. 1 Casovd zdvislost zmeny EPR spektra
PBN-aduktu vzorky 5%-ného etanolu (a,b)
a vzorky piva (¢,d) pri 60 °C pod argonovou
(a,c) a vzdusnou (b,d) atmosférou

pacom, a to uz aj v atmosfére argoénu (obr: 1
¢) a eSte vyraznejsie za pritomnosti vzduchu
(obr: 1 d). Analogické procesy vo vodnom roz-
toku 5%-ného etanolu (obr. 1 a,b) si na zretel-
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ne niziej koncentra¢nej urovni. Toto je ne-
spornym osvedcenim, Ze uvedena metodika
charakterizuje radikdlové procesy prebieha-
juce pri starnuti piva.

3.2 Vplyv atmosféry argénu, CO,,
vzduchu a O, na radikalové procesy

Z obr. 1 sme mohli usudit, Ze atmosféra,
pod ktorou sa vzorka nachadza, ovplyviuje
mnoZzstvo generovanych radikalov.

V nasledujicich pokusoch sme preto uro-
bili testy stability jednej priemerne sa javia-
cej vzorky piva pod réznymi atmosférami.
Bol pouzity: a) argon, b) kyslik, ¢) CO,a d)
vzduch.

Casovy priebeh genericie radikilov po-
Cas temperovania vzoriek pri 60 °C je zna-
zorneny na obr: 2. Z neho je vidiet, Ze atmo-
sféra, pod ktorou sa vzorka nachddza,
modifikuje vznik radikdlovych aduktov.
Markantné rozdiely st v kvantite generova-
nych radikalov.

Viimnime si, Ze urovei koncentricie ge-
nerovanych radikilov sa postupne zvySuje od
argénovej atmosféry (obr: 2 a), k atmosfére
CO, (obr. 2 ¢) a vzduchu (obr. 2 d). Toto je
v zhode s predpokladom, Ze kyslik sa podiela
na tvorbe radikdlovych produktov. Tito re-
akcia sa da ocakavat aj u vzorky na obr. 2 c,
kde sa u prirodzenej vzorky piva sice pred-
poklada atmosféra CO,, aviak urcita konta-
mindcia kyslikom je tu velmi pravdepo-
dobna. Napadny je viak pokles koncentricie
aduktov v pripade Cistej atmosféry kyslika,
kde, ak je kyslik zodpovedny za generéciu
reaktivnych radikilov, by sa oCakaval eSte
dalsi vyraznej3i narast koncentracie aduktov.
Tu ale zrejme v rastiicej miere zacina domi-

a) Argon b) Kyslik
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Obr. 2 Casovd zdvislost zmeny EPR spektra
PBN-aduktu piva pri 60°C pod atmosférou:
a) argonu, b) kyslika c) CO;a d) vzduchu

novat dalsi efekt kyslika, ktorym je jeho in-
terakcia s aduktom, resp. termindcia radika-
lového charakteru PBN-aduktu. Evidenciu
pre uvedent hypotézu sme nasli v pokusoch,
o ktorych sa tu nebudeme zmienovat.

3.3 Aplikicia techniky PBN lapaca na

rozne vzorky piva

Dalsi obr: 3 demonstruje moznost vyuZitia
uvedenej metédy pri vyhodnoteni stability na
Styroch réznych vzorkach piva zo série naSich
merani. Prakticky okamzity linearny ndrast
koncentricie aduktu v pripade vzorky na obr.
3 a,bez indukcnej periddy, indikuje, Ze vzorka
nevykazuje skoro Ziadnu antioxida¢nu kapa-
citu. DalSie vzorky (obr: 3 b,c) maji stredni
a vzorka obr: 3 d ma mimoriadne vysokii an-
tioxida¢nu kapacitu a tym aj predpokladani
dlhi dobu skladovatelnosti resp. zachovania
dobrych senzorickych vlastnosti. Predkladané
vysledky dokumentuji, Ze predstavend tech-
nika umoZiuje charakterizovat vzorky piva
s roznou stabilitou.

3.4 Vyhodnocovanie vysledkov

Obr: 4 ilustruje, akym sposobom je moZné
z takto ziskanych vysledkov ndjst ¢as zlomu
v stabilite piva. UrCi sa priese¢nik medzi sti-
panim poc€iatoéného narastania koncentricie
aduktu a stipanim po zrychleni, tj. po zlome
antioxidacnej kapacity. Tento priesecnik
moZme ndjst manudlne, alebo matematickym
vyhodnotenim. Obe procediiry vo vi¢Sine pri-
padov vedi k identickym alebo velmi podob-
nym vysledkom. Takéto postupy sme potom
vyuzili pri vyhodnoteni merani.

3.5 Porovnanie stability viacerych vzoriek

Na obr: 5 je porovnany vicsi pocet vzoriek
piv, ktorych pdvod je uvedeny v Casti 2. Otvo-
renou otizkou tu bolo, ako ndjst objektivne
kritérium pre porovnanie stability jednotli-
vych vzoriek, vzhladom na ich vyrobcom de-
klarovanu trvanlivost, dobu ich skladovania od
vyroby az po ditum merania a tieZz ako po-
rovnaf tieto idaje s nameranymi ¢asmi stabi-
lity v naSich pokusoch. Aby sme mohli po-
rovnat stabilitu piva (skladovatelnost v diioch)
s nami nameranymi dobami stability piv pri
60 °C v mindtach, urcili sme jednoduchy pre-
vodovy koeficient, ktory umoznil priradit me-
ranej stabilite pri 60 °C v minitach o¢akavanua
stabilitu v diioch. Tento koeficient sme ziskali
nasledujicim postupom: z datumu minimal-
nej deklarovanej skladovatelnosti a datumu
merania sme zistili, kolko dni ostiva pivu do
uplynutia  skladovatelnosti (predpokladana
stabilita). Tuito predpokladani stabilitu sme
scitali pre vietky merané vzorky piv a dostali
tak sumdrnu stabilitu S vSetkych vzoriek
v diioch. Podobnym spdsobom sme s¢itanim
dob stability ur¢enych pri termickom starnuti
(dlZka indukénej periody radikalovych oxidé-
cii pri inkubacii pri 60 °C) ur¢ili suméarnu sta-
bilitu 7 vietkych vzoriek v minitach. Z tychto
udajov sme vypocitali koeficient k=S/T, ktory
nam vyjadruje, kolkym diom priemernej
predpokladanej doby stability zodpoveda
jedna minita priemerne;j stability charakteri-
zovanej induk¢nou periédou.

Nisobenim experimentilne uréenej dizky
indukénej periédy v minttach tymto koefici-
entom sme ziskali udaj nameranej stability
v diioch. Tento je vyneseny na obr. 5 v zavis-
losti oproti predpokladanej stabilite piva po-
dla udajov vyrobcu. V idedlnom pripade, ak
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Obr:. 3. Casovd zdvislost zmeny EPR spek-
tier PBN-aduktu Styroch réznych vzoriek
piva a)-d) pri 60 °C

by vyrobcom udana stabilita a nami merana
stabilita presne korelovali, lezali by v obr 5
vynesené lidaje na priamke priemernej stabi-
lity, ktora je tam zndzomnena. V skutocnosti
viak vzorky piva, ktoré prekracuji priemernt
stabilitu, leZia nad priamkou spriemernenej
stability a vzorky, ktoré nedosahuji priemerni
stabilitu, leZia pod priamkou spriemernenej
stability. Ich odklonenie od tejto priamky
(kladné ¢i zaporné) je mierou ich priaznivého
¢i nepriaznivého odklonenia sa od predpokla-
danej stability normovanej na skiimany sibor
vzoriek. Vyrazny odklon od tejto priamky
v zmysle vy$Sej nameranej stability ako de-
klarovanej vyrobcom vykazuju vzorky 3 a 7,
ktoré sme merali aZ po prekroCeni doby de-
klarovanej stability (3) resp. tesne pred jej
skon¢enim (7). Aj napriek tomu vykazovali
eSte vyrazni termicki stabilitu. Odklon
v zmysle zhorSenia od priemernej stability vy-
kazuji predovietkym vzorky so stabilizéito-
rom (ako dole opisané v 3.6) a tieZ iné. Uve-

Relativna intenzita EPR signalu

0 60 120 180
¢as / min

Obr. 4. Grafické ndzornenie ¢asovej zdvis-
losti intenzity EPR spektier PBN-aduktu
vzorky piva pocas temperovania pri 60 °C,
s ndcrtom extrapoldcie zlomu
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Obr. 5. Porovnanie stability vzoriek roznych
piv vyhodnotenim nameranej stability oproti
predpokladanym dobdm stability. Vynesend
priamka reprezentuje priemernii stabilitu
vSetkych vzoriek po zohladneni deklarovanej
trvanlivosti, ddatumu vyroby, doby skladova-
nia a zdrucnej doby.

deny postup navrhujeme vyuzivat na porov-
nanie a predpoved stability jednotlivych vzo-
riek piva.

3.6 Vzorky s pridavkom stabilizatora

V siicasnosti skiimame niektoré otizky,
ktoré sa vynorili v priebehu merani. Jednou
z nich s vzorky, ktoré maji deklarovany pri-
davok stabilizatora. V naSich testoch takéto
vzorky vykazovali netypicky ¢asovy priebeh

testu v tom zmysle, Ze uz od pociato¢ného Sta-
dia prejavili prudky kontinudlny ndrast radi-
kalu spinového aduktu. NavySe, v dalSom pri-
ebehu temperovania vzorky, koncentricia
aduktu zacala klesat roznou rychlostou, pre
vzorky rozneho povodu. Vysledky merani pre
dve takéto vzorky dopované stabilizatorom E-
300 (kyselina L-askorbovd) st zndzornené na
obr. 6 cd.

Ich porovnanie s dvoma vzorkami repre-
zentujucimi Standardny — ocakavany priebeh
je uvedené v rovnakom obriazku zavislostami
obr: 6 a,b. Toto rozdielne chovanie je moZné
vysvetlit roznymi hypotézami, ktoré si v su-
Casnosti predmetom skimania v naSom labo-
ratoriu.

4. ZAVER

Vyuzitie techniky spinového lapaca pri ter-
micky urychlenom starnuti reprezentuje velmi
vhodni metoédu na charakterizdciu stability
piva.

Uznanie Slovenskej Grantovej Agentire
Project VEGA1-4206/97 za podporu.
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