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1.UVOD

Obsah dusi¢nand a jejich zmény maji velky vyznam pfi
vyrobé piva [1-4]. Vlivem gramnegativni bakteridlni konta-
minace se dusic¢nany redukuji na dusitany, které reaguji se sloZka-
mi mladiny za tvorby N-nitrososlou¢enin. Z nctékavych
nitrososloucenin mohou vznikat karcinogenni tékavé nitro-
saminy [5, 6].

Stanoveni netékavych N-nitrososloucenin je obtiZné. Jejich
koncentrace se zpravidla vyjadiuje jako ATNC (apparent total
N-nitrosocompounds). VScobecné se U/n.n\m jako povoleni
koncentrace ATNC 20 ppb, tj. 20 u;,l V pivech se ATNC
mohou vyskytovat do obsahu 390 ppb [7].

N-nitrosaminy obecné vznikaji reakei aminokysclin
s jakymkoliv nitrosacnim cinidlem, napf. dusitanem. Kromé toho
mohou dusitany reagovat s dalSimi sloZkami piva [7].

ProtoZe stanoveni ATNC je ndrocné a drahé, usuzuje s¢ na
pfitomnost téchto litek z obsahu dusi¢nani, popf. jejich zmén
béhem vyroby piva a z pfitomnosti bakterii, schopnych redu-
kovat dusicnany. V prvych fizich kvaSeni lze pfimo prokizat
dusitany v kvasici mlading, nebo ve virecnych kvasnicich [1, 3].

Velmi dlouho je znimo, Ze piva vyribéna z vody s vysokym
obsahem dusi¢nanli jsou ¢ervené zbarveni [8]. Nedivnose prokii-
zala linedrni zdvislost mezi koncentraci ATNC a absorbanci piva
pfi 450 nm [6].

Je zfejmé, Ze tvorba barevnych sloucenin souvisi s reakei
vzniklého dusitanu se sloZkami mladiny a piva.

663.45

2. MATERIAL A METODY

2.1 MéFeni absorpénich spekter

Absorpéni’ spektra se provéfovala v 10 mm sklenénych Kyvetich
proti destilované vodé v spektrofotometru CADAS 100 (Dr. Bruno
Lange), izeném osobnim poditaéem s pouZitim software PCSCAN [9].

2.2 Acelitovy a citritovy pulr

Acctitovy l)ufr se pipravil smisenim roztokl ootanu sodncho
(¢ = 0,2 mol.I"™) a kyseliny octové (¢ = 0,2 mol.I ) podle poza-
dovancho pl1[10]. Citritovy pufr (Mc llvm ne) se pripravil smise-
nim kyscliny citrénové f(. 0,1 mol.I"") a hydrogenfosforeénanu
sodncho (¢ = 0,2 mol.I™") [10].

2.3 Citriitovy pulrs dusiénanem draselnym (150 mg NO; -.I""

V zikladnich roztocich pro pfipravu citritového pufru
(0dst. 2.2) se rozpustil dusic¢nan draselny v koncentraci 150 mg
NOs-1"" Pufr s poZadovanym pll sc pfipravil smisenim obou
roztok.

2.4 Stanoveni dusitanu v mladiné a pivu

Ciry vzorck s obsahem dusitanu do 10 mg NO2-17" se
desctkrit ziedil (1 ml vzorku +9 ml dest. vody) a powcdcmsmmil
s ¢inidlem pro stanoveni dusitand [3, 11]. Po 15 min se méfila
absorbance pfi 530 nm v 10 mm kyveté. V slepém pokusu se
k zfedénému vzorku misto Cinidla pfidalo stejné mnoZstvi 20%
kys. octové. Za t&chto podminek platil pro obsah dusitanti vztah:
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NO,<(mgl):18,44.A + 0,1. Sprivnost stanoveni se ovéio-
vala kyvetovym testem LCK 341 Nitrit (Dr. Lange).

2.5 Reakee aminokysclin a fenoli s dusitanem sodnym

10 mg zkousené litky se rozpustilo v 10 ml acetitového pulru
(pll=4 S) k roztoku sc pridalo 0,1 ml roztoku NaNOz (10 g
NO2-.I )a roztok se zahfival 1 h pri 60 °C. Po rychlém ochlazeni
se proméfilo absorpéni spektrum roztoku v rozmezi 380 aZ
800 nm (po 10 nm) proti destilované vodé.

Stejnym zplsobem se promérovaly vzorky, pripravené bez
pnddvkudusndnu Tomuto postupu odpovidi rulkcc 1 g.I"" zkou-
Scné litky s dusitanem v koncentraci 100 mg.l” 'NO,-.

2.6 Barva piva v souiadnicich L, a, b

Barva piva sc méfila spektrofotometrem CADAS 100
v 10 mm kyvetdch s programem PCIFARB s touto konfiguract:
druh svételného zdroje C, 2 ° thel pozorovalele, Sitka kyvety
10 mm [9].

2.7 Pritkaz redukcee dusiénanu v pivovarskych kvasnicich

2 ml hustych varccnych kvasnic se ve zZkumavce smm s8ml
citritového pufru (pll: 5,0) s pridavkem 150 mg.NOs-. I, Pidi
sc na $picku noZe m-fenylendiamin a kultivuje se pfi 37 °C 24 az
48 hodin. OranZové aZ ¢ervenohnéné zbarveni je dikazem tvorby
dusitanu.

3. VYSLEDKY

3.1 Reakee fenoli s dusitanem

Tvorba barevnych produktl se ovéfovala pfi reakci dusitanu
sodnc¢ho s roztoky fenolu, pyrokatechinu, pymglllolu kys. sali-
cylové a taninu (obr. I). Zvolené koncentrace sice nukohl\.m.lsohnc
prekradovaly koncentrace fenolickych litek v pive (asi 200 mg.l” )
a redlné koncentrace dusitanu pri kvaSeni, intenzita rcakcnich
produktd viak znac¢né prevySovala obvyklé zbarveni piva.
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Obr.1. Reakce fenolickych litek (1 g.fl) s dusitanem sodnym

(100 mg N()g-.f]) pol hpri60°Capll4,5.1 -fenol, 2

- pyrokatechin, 3 - pyrogallol, 1 - kys. salicylovd, 5 -

tanin, 6 - 12% pivo (bez dusitanu)

Vzniklé barevné roztoky mély Zlutou aZ hnédou barvu.
Reakce soub&Znych roztoki, zahfivanych bez pridavku dusitanu
poskytovala velmi milo zbarvené produkty (obr.2).

Ze zkousenych roztokl nejintenzivngji barvily produkty
dusitanu s pyrokatechinem a taninem, pi¢emz intenzila produkti
rcakee s pyrokatechinem dile vzristala i po ochlazeni roztoku na
pokojovou teplotu.

3.2 Reakee aminoKkyselin s dusitanem

‘I'vorba barcvnych produktl se ovérovala pii reakci dusitanu
sodncho s roztoky argininu, fenylalaninu, prolinu, threoninu,
tryptofanu a tyrosinu. Proti roztokdm reak¢énich produktd dusi-
tanus lenoly poskytovaly aminokyscliny jen velmi milo barevné
roztoky, rozloky bez pridavku dusitanu se prakticky nebarvily
(o0br.3). Slabé sc barvil i 1% roztok Zelatiny po reakci s dusitancm
(absorbance 0,08 pri 430 nm).
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Obr.2. Reakce fenolickych ldtek (1 g.f’) po 1 hpri60°C a pll
4,5 bez pidavku dusitanu. 1 - fenol, 2 - pyrokatechin, 3
- pyrogallol, 4 - kys. salicylovd, 5 - tanin, 6 - 12% pivo

12% pivo obsahuje asi 70 mg-l'l
vEétSinu tvoit zpravidla prolin.

Zvysledkireakee fenoldaaminokysclins dusitanemsodnym
je ziejmé, e k tvorb¢ barevnych produktl prispivi v rozhodujici
mife reakce fenolickych litek, patrné reakee anthokyanogent,
jednoduchych fenold a polyfenolli s dusitanem.
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Obr.3. Reakce aminokyselin (1 g.l) s dusitanem sodnym (100

mg NO3-.T') po 1 h pFi 60 °C a pH 4,5. 1 - arginin, 2 -
fenylalanin, 3 - prolin, 4 - threonin, 5 - tryptophan, 6 -
tyrosin

3.3 Vliv adsor pgnl(h stuhllu‘l(nkh pmsthdki‘l

Pro potvrzeni l)rLdLh()/I(.h zavérh se v 12% pivu sniZil obsah
bilkovin tfepinim s 200 g h1™! Stabiquicku 83, nebo obsah tFislo-
vin tiepanim se 100 g.hl” I’olyc,laru R. Po zahfivani se 100 mg
NOs-.I'} po L h pfi 6(} °Cse proméfila absorpcni spekira (obr. ).
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Po reakci s dusitanem se pivo se snizenym obsahem polyfenoll
piibarvilo méné neZ kontrolni pivo, pivo se sniZzenym obsahem bilko-
vin mélo proti srovnavacimu pivu naopak mimé zvySenou barvu.

M¢éfeni potvrzuje predchozi zivéry o tvorbé barevnych
produktl pfi reakci dusitanii. Pravdépodobné se dusitan Cistecné
viZze na bilkoviny, &istecné na polylenoly, pfi¢emZ z polylenoll
vznikaji barevné produkty.
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Obr.4. Reakcel2% piva, upravenehoad.\orpcmrm.\lublh:u!ar)
s dusitanem sodnym (100 mg NO>-. r po1hpri60°C.
1 - 12% pivo, 2 - 12% pivo + NaNOy, 3 - 12% pivo +
Stabiquick 83 (200 g/hl) 4 - 12% pivo + Stabiquick 83
(200 g/hl) + NaNOy, 5 - 12% + Polyclar R (100 g/hl),
6 - 12% pivo + Polyclar R + NaNO>

Pfi zméndch barvy se rovnéZ uplatiuji oxidacni vlivy. Pro
polvrzcm tohoto vlivuse prO vyltrepané za pristupu vzduchu (6,5
mg Ozl ) a vytrcpanc pwo s mzkym obsahem kysliku (0,8 mg
021 )zahnvalo rovnéZ 1 h pri 60 °C a 24 h pfi 50 °C. Prirtstek
zbarveni byl pfi obou teplotich nizky (o 0,2 JEBC).

3.4 Vliv pH na reakci dusitanu s 12% mladinou

12% miladina (poé«ilch’ pli=3,5) se kys. fosforeCnou upra-
vila na hodnoty pll 4,7 aZ 5, 2 Po pfidavku 0,1 ml roztoku
dusitanu sodného (10 g NOo-.I" ) a zahfati 1 h pfi 60 °Cse
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Obr.5. Reakce 12% mladiny s dusitanem sodnym (100 mg NO»-
r)palhprt60°C pll:1-552-523-52 5-4,7,
6-45

proméfilo absorpéni spektrum (obr.5). Podle ziskanych vysledki
vzristd intenzita zbarvenis klesajici hodnotou pll. VySsi hodnoty

absorbance ¢. 5 a 6 pfi vinovych délkich nad 700 nm souvisi

‘s tvorbou jemného zikalu, ktery se nepodafilo odstranit.

3.5 Pokles barvy pri kvaseni

B&hem hlavniho kvaSeni klesid barva piva. Tab.1 uvadi zmény
barvy 12% piva po 8 dnech hlavniho kvaseni provoznich virek
s maximalni teplotou 9,5 °C.

Tab.1. Zmény barvy mladiny (j. EBC)

Viirka ¢. Mladina po | Mladina po 8 dnech Stocené
zakvaSeni kvaseni pivo

1 16,73 14,70 9,58

2 14,18 13,23 9,25

3 14,28 14,05 10,21

4 14,03 13,12 9,20

5 13,72 15,25 10,52

Tab.2. Reakce piva s dusitanem sodnym (10 mg.I’ ' NO>-)

Den mg NO,.I" A 430 nm A 450 nm
10°C | 25°C 10°C | 25°C 10°C 25°%C
0 9,9 92 | 0435 | 0434 | 0338 | 0339
1 8,0 57 | 0511 0529 | 0,410 | 0,427
2 7.1 3.1 | 0557 | 0567 | 0453 | 0462
3 5.8 1,7 | 0599 | 0596 | 0492 | 0485
4 4.1 1.0 | 0,620 | 0613 | 0,511 0,496
po 4 dnech bez dusitanu 0,449 0,465 0,351 0,365

Tab.3. Reakce piva s dusitanem sodnym (100 mg.l’ i NO;3-)

Den mg NO..I' A 430 nm A 450 nm
10°C | 25°C | 10°C | 25°C | 10°C | 25°C
0 96,8 102,1 | 0438 | 0440 | 0345 | 0348
1 68,2 498 | 0973 | 1,010 |0816 | 0841
2 58.2 468 | 1,290 | 1,210 | 1,090 | 1,000
3 52,9 40,1 | 1,480 | 1,380 | 1,240 | 1,140
4 536 385 | 1,560 | 1,440 | 1,310 | 1,190

Tab.4. Barva 12% piva po reakci s dusitanem (4 dny pri 10 °C)

Puvodni koncentrace Soufadnice j-EBC
NO,- mg.I"  # a b 25*A430
0 91,26 -3,14 30,44 11,2
10 87.37 -1.83 40,64 15,5
100 68.62 6.34 57.64 39,5

3.6 Kinetika reakee 12% piva s dusitanem
K vylrcpdncmu 12% pivu se pfidal roztok dusitanu sodncho
(10 g NO2-.I’ 1Y do vysledné koncentrace 10 a 100 mg NOo-.I"
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Pfi teplotich 10 a 25 °C se sledoval Ubytek dusitanu a zmény
barvy jako absorbance pfi 430 a 450 nm (tab.2, 3). Po 4 dnech se
stanovila barva v soufadnicich L, a, b (tab.4).

Meéfeni prokazalo, Ze rychlost tvorby barevnych produktd je
umérnd koncentraci dusitanového iontu i koncentraci
barvotvornych sloZek. Pfi spotfebé asi 6 mg.NOz-.l’l pfi 10 °Cse
barva zvysila 0 4,3 j.EBC.

3.7 Prikaz tvorby dusitani v pivovarskych kvasnicich

Pfi sledovani zavislosti barevné reakce s m-fenylendiaminem
(odst. 2.7) na pH se zjistilo, Ze k barevné reakci dochézi za
podminek pokusu v pomérné tzkém rozmezi pll 4,5 aZ 5,2,
s optimem 5,0. Pozitivni reakce je rozeznatelnd uZ po 8 h, vysle-
dck doporucujeme hodnotit aZ po 24 a 48 h.

4. DISKUSE

Po vzniku dusitanu ¢innosti mikrobidlni kontaminace
v mladiné a pivu probihaji nitrosacni reakce a pfemény dusi-
tanového iontu. Pouze mald cdst téchto reakei je spojena se
vznikem A'l'NC Predpokldda se, Ze z kd/dych 7redukovanych
10 mg NO3-. 11 se pnblunc tvofi 90 pgl ATNC, ¢emuZ
pfiblizné odpovidi nartst absorbance pfi 450 nm o 0,036 [6].
Tvorba barevnych produkti tvofi patrné vyznamnou st nitro-
saCnich reakci. Podle tvorby barevnych sloucenin z jedno-
duchych fenolll Ize usuzovat, Ze barcvné slouceniny vznikaji
z polyfenoll mladiny a piva. Aminokyseliny a bilkoviny netvofi
vyrazné barevné slouceniny, ale jejich nitrosace je podle literatury
spojena s tvorbou ATNC [7]. Pri tvorb¢ barevnych sloucenin se
teoreticky mohou uplatiiovat i aminy, jejich koncentrace v pivu
je viak nizka.

ProtoZe tvorba barevnych sloucenin souvisi s nitrosaci poly-
fenolovych latek, 1ze pfedpoklidat, Ze by tyto Litky mohly tvofit
uritou ochranu pii tvorbé ATNC Wcasti v reakei, soutéZici
s nitrosaci sekunddrnich amini.

Viznou pickdZkou vyuZiti narlistu barvy piva k prikazu
nitrosacnich reakef je skuteénost, Ze behem kvaseni vyrazné klesd
barva piva, af jiZ vazbou barevnych litek na kvasnic¢né bunky,
poklesem pll, nebo vliivem redukéniho prostiedi pri kvaseni. Tak
je moZné pouze sledovat rozdil poklesu barvy mezi mladinou

a mladym pivem u stejnych virek, tato metoda vSak zfejmé neni

pfili§ spolchliva.

S tvorbou barevnych nitrosanich produktt se odstin barvy
posouvd ze Zlutozeleného do ZlutoCerveného, jak prokdzala
podrobnd analyza barvy. O vyuZiti tohoto efektu je v8ak moZné
rozhodnout teprve po dalsi experimentalni praci.

Pfi tvorbé barevnych sloucenin a pfi nitrosacnich reakcich,
spojenych s kvasnym procesem se uplatiiuji rizné vlivy. Pomno-
Zeni gramnegativnich baktérif v zakvaSené mladiné zavisi ncjen
na stupni kontaminace, ale také na okamZité aktivité enzymovcho
systému bakterii, redukujicich dusicnany, na obsahu litek,
schopnych nitrosace a zejména na poklesu pll, spojencho
s mnoZstvim a aktivitou vare¢nych kvasnic.

S klesajicim pH sice stoupd rychlost nitrosacnich reakcf, ale
také pfeména dusitanového iontu na oxidy dusiku a naopak se
potlacduje rist a aktivita gramnegativnich bakiérir.

Vyslednd tvorba ATNC je proto zavisla na (Echto vlivech,

pficemZ znalost koncentrace dusi¢nanu i dusitanu v kvasici

mladiné a mnoZstvi mladinovych bakterii nemusf byt vZdy posta-
Cujici k posouzeni rizika tvorby ATNC. Vznikajici dusitan je
typicky meziprodukt, ktery se napfed hromadi v kvasici mlading,
ale pak jeho koncentrace klesd.

Z téchto diivodii jsme se pokusili navrhnout test, pii kierém by
se vznikajici dusitan vizal za tvorby charakieristické barevné slou-
&eniny pfi podminkich, odpovidajicich pocitku kvaSeni mladiny.

Pro tento ucel jsme zvolili pfidavek m-fenylendiaminu
k vareénym kvasnicim, popf. k zakvaSené mladiné v prostiedi se
zvySenym obsahem dusi¢nanu a v pufrus pH 5,0. Tvorba oranZo-
vého aZ Cervenohnédého zbarveni svédci o pfitomnosti konta-

minace, Kterd se muZe uplatnit pfi provoznim kvaSeni. NavrZeny
test je oviem pouze orientacni a jeho podrobnému zhodnoceni se
budeme vénovat v dalsi prici.

Dosud patrné ncjvhodnéjsi rychlou metodou k orientacnimu
nepfimému posouzeni tvorby ATNC je sledovéni zmén obsahu
dusi¢nand v mlading béhem kvasenf papirky firmy Merck [6, 12].
Tomuto sméru vyzkumu se chceme vénovat ve spolupréci s Usta-
vem kvasné chemie a bioinZenyrstvi na VSCHT v Praze
a s Vyzkumnym ustavem pivovarskym a sladafskym v Praze.
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Sledovaly se zmény barvy 12% mladiny a piva pfi reakci s dusitanem
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soufadnicich L, a, b. Reakei jednoduchych fenolt s dusitanem vznikaly
barevné produkly, aminokyseliny tvofily jen milo zbarvené produkty.
Zvy3seni barvy piva po reakei s dusitanem pravdépodobné souvisi s reakei
dusitanu s polyfenolickymi latkami. Navrhl se test pro prizkum konta-
minace redukujici dusicnany v pivovarskych kvasnicich, zaloZeny na
kultivaci kvasnic v pufru (pl1:5,0) s piidavkem dusi¢nanu draselného a
m-fenylendiaminu.

IlaBea, A.- lIpoxkonora, M.: HU3mencnuce ysera nupBa noa
AcitcrBuem murpuros. Ksac. npym., 38, 1992, N°I1, crp. 321 -
325.

UccaesoBarnch uameHeHnna ypeta 12 % oXMEAEHHOrO CyCAad H ITHBA
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NpOAYKTbl. Y CHAGHHME IJBETA MUBA TIOCAC PEAKLHI C HUTPHTOM
CBA3aHO, MO BCEil BEPOATHOCTH, € peaxyuneil nurTpura c
NOAH(EHOABHBIMH BeljecTBaMi. BblA MPEeAAOKEH TeCT AAA
2OKA3aHUA KOHTAMHHALJMM, BOCCTAHABAMBAIOLYEH HUTPATEI B MIBO-
BAPEHHBIX APOXJKAX, OCHOBAHHEIN HA KYyALTHBHPORAHITIA Apoxkeli B
6ycpepe / pH :5,0/ ¢ 406aBkoM HUTPATA KAAIH 1T M-(DEHIAEHANAMITHA.

Savel, J. - Prokopovi, M.: Change of Beer Colour due to Effect of
Nitrite. Kvas. prim. 38, 1992, No.11, pp 321 - 325

Colour changes of 12% hopped wort and beer during the reaction
with sodium nitrite in concentrations of 10 and 100 mg NO2-.1"" at 10 and
25 °C were determined. The final colour was given in the extinction values
obtained at 430 and 450 nm and in the coordinates of L, a, b. Coloured
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products were formed in reactions of simple phenols with nitrite while
amino acids formed only slightly coloured products. An increase in beer
colourafteritsreaction with nitirte is probably connccted with the reaction
of nitrite with polyphenolic compounds. The test for the determination of
acontamination reducing nitrates in brewing yeast wos developed. During
this test yeasts were cultivated in buffer (pll 5.0) with the addition of
potassium nitrate and m-phenylencdiamine.

§avel., J. - Prokopovi, M.: Durch Nitrite verursachte Audcrung der
Bierfarbe. Kvas. prum. 38, 1992, Nr.11, 8. 321 - 325

Es wurden die Anderungen der Farbe bei 12% Wiirze und Bicr in
Reaktion mit Natriumnitrit in der Konzentration von 10 und 100 mg

N()g-.l'] bei 10 und 25 °C verfolgt. Dic resultierende Farbe wurde in
den Absorbanzwerten bei 430 und 450 nm und in den Koordinaten
L., a, b ausgedriickt. Durch Reaktion der cinfachen Phenole mit dem
Nitrit enstanden farbige Produkte, Aminosiuren bildeten nur
schwach gelirbte Produkte. Die Erhohung der Bierfarbe nach der
Reaktion mit Nitriten hiingt wahrscheinlich mit der Reaktion des
Nitrits mit den polyphenolischen Substanzen zusammen. Es wurde
cin Test fir den Nachweis der Nitratreduzierenden Kontamination
in der Bierhefe vorgeschlagen, der auf der Kultivation der Hefen im
Puffer (pll = 5,0) mit Zugabe von Kaliumnitrat und m-Pheny-
lendiamin basicrt.



