Utlenianie składników piwa stanowi jeden z głównych czynników wpływających na jakość piwa. W artykule przedstawiono główne mechanizmy utleniania składników piwa. Omówiono takie zagadnienia ja: degradacja Streckera, utlenianie wyższych alkoholi przy pomocy związków melanoidynowych, degradacja oksydatywna izo-α-kwasów, kondensacja aldolowa, ezymatyczne i nieenzymatyczne utlenianie kwasów tłuszczowych.
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1. Wstęp
    Piwo jest bardzo skomplikowanym układem biologicznym, który zawiera ok. 900 związków. Według Molla tylko dla 1/4 tych składników udało się ustalić progi wyczuwalności smakowej [1].
    Bukiet smakowo-zapachowy piwa nigdy nie jest stały i podlega ciągłym zmianom, które są uzależnione od wielu czynników takich jak: skład chemiczny piwa, typ piwa, surowce, warunki produkcji, pakowania i czynniki środowiskowe [8, 11].
    Zmiany zachodzące w bukiecie smakowo-zapachowym butelkowanego piwa przebiegają w kilku etapach. Szybkość tych zmian jest silnie uzależniona od temperatury przechowywania. Podczas pierwszego etapu (po 1-3 miesięcy w temperaturze pokojowej) rozwija się bukiet papierowy, kartonowy. W następnych etapach piwo nabiera smaku chlebowego i staje się słodsze. Podczas tego etapu niektóre piwa mogą nabrać smaku siana, ziemistego lub metalicznego. W końcowym etapie tworzy się smak drewniany, skórzany i ostatecznie piwo osiąga winny podobny do sherry aromat. Zmiany te przebiegają odmiennie w różnych piwach. Zazwyczaj bardziej ciemne, ciężkie piwa mają lepszą stabilność bukietu smakowo-zapachowego, ponieważ zmiany w składnikach piwa są mniej wyczuwalne [2, 8].
    Pod względem chemicznym zmiany bukietu smakowo-zapachowego piwa są trudne do zdefiniowania. Generalnie uznaje się utlenianie za główną przyczynę pogorszenia bukietu organoleptycznego w przechowywanym piwie. Utlenianie składników piwa może mieć miejsce podczas słodowania, w warzelni, w czasie dojrzewania, pakowania i przechowywania. Pogorszenie smaku i zapachu w wyniku utleniania jego składników przypisuje się w głównej mierze tworzeniu się lotnych długołańcuchowych, nienasyconych związków karbonylowych posiadających niskie progi smakowo-zapachowe. Należy jednak zwrócić uwagę, iż ze względu na małą reaktywność tlenu cząsteczkowego proces utleniania przebiega efektywnie jedynie w obecności tlenu w formie zaktywowanej [8]. Owades i Jakavac [8] udowodnili, że tlen znajdujący się np. w szyjce butelki włączany jest w 65% do cząsteczek polifenoli, w 5% do izohumulonów i w 35% wiązany jest przez lotne związki karbonylowe. Ponad to stwierdzili, że tlen cząsteczkowy obecny w szyjce butelki nie przyczynia się do powstawania w wyniku utleniania kwasów tłuszczowych trans-2-nonenalu mającego największy wpływ na pogorszenie smaku piwa.

    Związki karbonylowe takie jak lotne aldehydy powstające w czasie przechowywania piwa posiadają zazwyczaj nieprzyjemny zapach, który wraz ze wzrostem długości łańcucha węglowego ulega nasileniu. Natomiast wartość progu zapachowego tych związków wraz ze wzrostem długości łańcucha węglowego maleje. Obecne w piwie w ilościach podprogowych związki karbonylowe mogą mieć również duży wpływ na kształtowanie cech smakowo-zapachowych piwa ze względu na efekt synergii. Efekt ten powoduje powstanie w mieszaninie związków w ilościach podprogowych zapachu o wyższym nasileniu niż pojedynczych związków [2, 5, 8, 9, 10, 13].
    W tworzeniu aromatu piwa biorą udział aldehydy i różnorodne ketony. Związki takie jak aldehyd octowy, furfural, hydroksymetylofurfural, gamma-heksalakton, gamma-nonalakton, 3-metylobutanal, heptanal, ester etylowy kwasu nikotynowego wydają się być użytecznymi wskaźnikami utleniania piwa [8].

Zaproponowano pięć mechanizmów tworzenia lotnych związków karbonylowych [8]:

1. Degradacja Streckera aminokwasów.
2. Utlenianie wyższych alkoholi przy udziale związków melanoidynowych.
3. Oksydatywna degradacja izo--kwasów.
4. Aldolowa kondensacja krótkołańcuchowych aldehydów do aldehydów o dłuższych łańcuchach.
5. Enzymatyczna i nieenzymatyczna degradacja kwasów tłuszczowych. 

Należy spodziewać się, że w złożonym układzie chemicznym, jakim jest piwo mechanizmy te mogą przebiegać równocześnie oraz mogą oddziaływać na siebie wzajemnie.


2. Degradacja Streckera.
    Degradacja Streckera zachodzi głównie podczas suszenia słodu, zacierania i gotowania brzeczki, a także w czasie pasteryzacji, czego wynikiem jest tzw. posmak chlebowy piwa pasteryzowanego. Stwierdzono, że reakcji Streckera sprzyja zwiększona zawartość wolnych aminokwasów oraz podwyższona temperatura [10].
    Mechanizm tej reakcji polega na degradacji aminokwasu do aldehydu, nazwanego aldehydem Streckera. Powstały aldehyd Streckera posiada łańcuch węglowy krótszy o jeden atom węgla w porównaniu z aminokwasem wyjściowym [8, 12].


Rys.1 Reakcja Streckera degradacji aminokwasu.

    Reakcja ta przebiega o wiele szybciej przy udziale światła oraz katalizatora, jakim jest obecna w piwie ryboflawina. 
Produktami degradacji Streckera są krótkołańcuchowe związki karbonylowe takie jak np. aldehydy. Związki te ze względu na krótkie łańcuchy węglowe posiadają wysokie progi zapachowe, dlatego też nie mają bezpośrednio wpływu na bukiet organoleptyczny piwa. 
Należy jednak zwrócić uwagę, iż krótkołańcuchowe związki karbonylowe mogą ulegać złożonym przemianom, np. aldolowej kondensacji aldehydów, których produkty mogą pogarszać smak i zapach piwa [8, 12].

3. Utlenianie wyższych alkoholi przy udziale związków melanoidynowych.
    Związki melanoidynowe w piwie tworzą się w reakcji grup karbonylowych z grupami aminowymi. Reakcje te najczęściej zachodzą pomiędzy cukrami, a aminokwasami w trakcie słodowania i gotowania brzeczki [6, 8].
    Tlen cząsteczkowy nie może utleniać bezpośrednio wyższych alkoholi bez udziału związków melanoidynowych, jednak utlenianie alkoholi przez melanoidyny jest przyspieszone w obecności tlenu [2, 6, 8, 10].
    Mechanizm utleniania alkoholi przez melanoidyny polega na przeniesieniu atomu wodoru z grupy hydroksylowej alkoholu do grupy karbonylowej melanoidyny, dzięki czemu z alkoholu powstaje odpowiadający mu aldehyd [6, 8, 10].
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Rys.2 Mechanizm utleniania wyższych alkoholi przy udziale związków melanoidynowych. MMW fr.- frakcja melanoidyn o masie cząsteczkowej w granicy 1000-10000. Melanoidyny te przechodzą przez ultrafiltr typu PM-10, a zatrzymywane są na ultrafiltrze typu UM-2. LMW fr.- frakcja melanoidyn o niskiej masie cząsteczkowej poniżej 1000. Melanoidyny te przechodzą przez ultrafiltr UM-2.

Całkowita zawartość wyższych alkoholi w świeżym piwie nie powinna przekroczyć 80-100mg /dm3 [14].
    Szybkość utleniania alkoholi przy udziale melanoidyn wzrasta wraz z wzrostem stężenia melanoidyn, temperatury, ilości tlenu oraz ze spadkiem pH. Reakcję tę może również przyspieszyć dostęp światła, a także obecna w piwie ryboflawina pełniąca w tym przypadku rolę katalizatora. Natomiast obecne w piwie izohumulony oraz polifenole działają inhibitująco na proces utleniania w wyniku oddawania atomów wodoru związkom melanoidynowym [6, 8, 10, 12].
    Znaczenie utleniania wyższych alkoholi przez związki melanoidynowe w warunkach właściwego przechowywania piwa jest małe ze względu na wolny przebieg reakcji oraz spadek reaktywności alkoholi wraz z rosnącą długością łańcucha węglowego. Stwierdzono również, że nie występuje w piwie alkohol, z którego mógłby powstać trans-2-nonenal mający zasadniczy wpływ na pogorszenie bukietu organoleptycznego piwa [8, 10].

4. Degradacja oksydatywna izo--kwasów.
    Hashimoto i Eshima [8] twierdzą, że izohumulony odgrywają znaczącą rolę w stabilizacji bukietu organoleptycznego piwa. Posiadają one zdolność hamowania reakcji: utleniania wyższych alkoholi z udziałem związków melanoidynowych, degradacji aminokwasów, autooksydacji nienasyconych kwasów tłuszczowych [12].
    Izohumulony ze względu na obecność podwójnych wiązań lub grup karbonylowych w izoheksenylowym łańcuchu bocznym są bardzo podatne na oksydatywną degradację. Wzrost zawartości tlenu, obecność ryboflawiny, dostęp światła oraz podwyższona temperatura ma wyraźny wpływ na wzrost szybkości tej reakcji [8].
    Izohumulony rozkładają się łatwiej do składników karbonylowych niż do swych pochodnych, takich jak: dwu- lub czterohydroizohumulony i kwasy humulinowe. W wyniku tlenowego rozkładu izohumulonów nie powstaje trans-2-nonenal wywołujący „papierowy” smak piwa, ponieważ nie istnieje o odpowiedniej długości łańcuch boczny izohumulonów. 
    Podczas przechowywania izohumulony przechodzą tlenowy rozkład do lotnych związków karbonylowych, takich jak: 2-alkanony o długości łańcucha C3-C11, alkanale (C2-C7), 2-alkenale (C4-C7) i 2,4-alkadienale (C6-C7). Do związków tych należą np. propan-2-on, 2-metylopropanal, 3- i 4-metylobutan-2-on oraz 2-metylo-3-buten-2-on [8, 10].

5. Aldolowa kondensacja krótkołańcuchowych aldehydów do związków długołańcuchowych.
    Aldolowa kondensacja krótkołańcuchowych aldehydów ma miejsce podczas przechowywania piwa w łagodnych warunkach.
Mechanizm aldolowej kondensacji na przykładzie tworzenia 2-butenalu i 2-nonenalu z etanalu przedstawia rys. 3. W reakcji tej kluczową rolę odgrywają aminokwasy, które pełnią funkcję katalizatora. Przy braku aminokwasów reakcja ta w ogóle nie zachodzi bądź przebiega bardzo wolno. 
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Rys.3 Mechanizm aldolowej kondensacji krótkołańcuchowych aldehydów przy udziale katalizatorów aminokwasowych [12].

    Przyjmuje się, że krótkołańcuchowe aldehydy biorące udział w aldolowej kondensacji powstają głównie w wyniku degradacji Streckera aminokwasów, utleniania wyższych alkoholi oraz oksydatywnej degradacji izohumulonów.
    Głównymi produktami aldolowej kondensacji krótkołańcuchowych aldehydów są alkenale i alkadienale takie jak np.: 2-butenal, trans-2-nonenal, 2-pentyl-2-butenal. Hashimoto twierdzi, że trans-2-nonenal mający duży wpływ na pogorszenie aromatu przechowywanego piwa, tworzący się w tej reakcji z etanolu i heptanalu (rysunek 3) nie powoduje pogorszenia smaku piwa, ponieważ powstaje w ilościach mniejszych od wartości jego progu wyczuwalności. Jednak ilość powstałego w tej reakcji nonenalu, który powstaje w piwie również w innych przemianach, przyczynia się do podniesienia całkowitej zawartości tego związku w piwie [8, 12].

6. Enzymatyczne lub nieenzymatyczne utlenianie kwasów tłuszczowych.
    Kwasy tłuszczowe powstają na skutek rozkładu lipidów słodu przez lipazy. W wyniku enzymatycznego i nieenzymatycznego utleniania kwasów tłuszczowych mogą powstawać związki karbonylowe wywierające negatywny wpływ na właściwości sensoryczne piwa oraz na jego stabilność smakową.

    Enzymatyczne utlenianie kwasów tłuszczowych zachodzi przy udziale takich enzymów jak lipooksygenaza i izomeraza wodoronadtlenkowa [3, 8, 16].
Lipooksygenaza jest enzymem obecnym w ziarnie jęczmienia. W trakcie słodowania ilość lipooksygenazy wzrasta. W czasie suszenia natomiast ulega termoinaktywacji zachowując jedynie małą aktywność aż do początkowych etapów zacierania. Po osiągnięciu temperatury 70C w końcowym etapie zacierania nie stwierdza się jej aktywności. Bardziej termostabilnym enzymem ziarna jęczmienia w porównaniu do lipooksygenazy jest izomeraza wodoronadtlenkowa, która jednak nie ulega ekstrakcji do brzeczki w normalnych warunkach. Aktywność obu enzymów w dużym stopniu uzależniona jest od odmiany i rejonu wzrostu jęczmienia [8].
    W wyniku działania lipooksygenazy z udziałem tlenu, z kwasów tłuszczowych na przykład: kwasu linolowego, linolenowego powstają wodoronadtlenki, z których tworzą się związki karbonylowe. Reakcje rozpadu wodoronadtlenków może przyspieszać wiele czynników m.in. temperatura, promieniowanie o dużej energii, katalizatory metaliczne, enzymy np. izomeraza wodoronadtlenkowa [8, 16].
Ilość powstających drogą enzymatyczną związków karbonylowych wzrasta, jeśli do produkcji brzeczki stosowane są słody o wysokiej aktywności lipooksygenazy oraz gdy proces zacierania prowadzony jest w niskich temperaturach [8].

    Nieenzymatyczne utlenianie kwasów tłuszczowych to autooksydacja i fotoutlenianie.
    Autooksydacja lipidów jest rodnikową reakcją łańcuchową przebiegającą w trzech fazach: inicjacji, propagacji i terminacji [4, 12].
    Faza inicjacji przebiega zgodnie z równaniem:
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Reakcja ta przebiega przy udziale inicjatora jakim może być tlen singletowy, promieniowanie o wysokiej energii, jony metali.
    Faza propagacji polega na reakcji rodnika lipidowego (L1) z tlenem (O2) i utworzenie rodnika nadtlenkowego (L1OO), który następnie reaguje z kolejnym kwasem tłuszczowym (L2H) tworząc wodoronadtlenek (L2OOH) oraz rodnik lipidowy, który może następnie reagować z tlenem itd.
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Powstałe wodoronadtlenki mogą być źródłem dodatkowych rodników inicjujących:
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    Faza terminacji polega na rekombinacji rodników i tworzeniu się nierodnikowych produktów, które nie są ani inicjatorami, ani propagatorami reakcji:
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    Szybkość autooksydacji wzrasta przy: wzroście temperatury, niskim pH, obecności utleniaczy, a także jonów metali tj. Cu, Fe [7, 8]. Na szybkość utleniania kwasów tłuszczowych wpływa także ilość wiązań podwójnych. Im więcej wiązań podwójnych zawiera cząsteczka kwasu tłuszczowego, tym szybciej ulega utlenieniu, np. kwas linolenowy utlenia się 3 do 4 razy szybciej niż kwas linolowy, który z kolei utlenia się 30 razy szybciej niż kwas oleinowy [10].

    Fotooksydacja (utlenianie fotosensybilizowasne) może zachodzić równocześnie z autooksydacją. Mechanizm fotooksydacji polega na reakcji przyłączania tlenu singletowego do węgla znajdującego się przy wiązaniu podwójnym kwasu tłuszczowego w obecności światła i odpowiedniego sensybilizatora (uczulacza). Reakcja ta połączona jest z migracją podwójnego wiązania i zmianą jego konformacji z „cis” na „trans”. Sensybilizatory takie jak np. ryboflawina (witamina B2), chlorofil, pochodne porfirynowe przekształcają tlen w jego bardziej reaktywny stan singletowy, dlatego też inhibitorami tej reakcji są „wygaszacze” tlenu singletowego. 
Fotooksydacja może przyczynić się do inicjowania autooksydacji, ponieważ powstające w wyniku fotooksydacji wodoronadtlenki rozpadając się tworzą rodniki, które mogą zapoczątkować łańcuchową reakcję autooksydacji.
    Fotooksydacja kwasów tłuszczowych przebiega znacznie szybciej niż autooksydacja, dlatego też wielkie znaczenie ma ochrona piwa przed światłem [10, 15].
Niewątpliwie wśród wielu związków karbonylowych powstających podczas enzymatycznej i nieenzymatycznej degradacji kwasów tłuszczowych powstaje również trans-2-nonenal.
    W czasie zacierania i gotowania w warzelni następuje znaczne odparowanie związków karbonylowych. Jednak poziom karbonyli nadal jest wysoki. Na przykład poziom trans-2-nonenalu w brzeczce przed fermentacją jest znacznie wyższy od wartości jego progu zapachowego i wynosi 1-2 ppb.
W procesie fermentacji następuje również obniżenie ilości związków karbonylowych w brzeczce w wyniku ich rozkładu przez drożdże do odpowiadających im alkoholi. Związki karbonylowe powstałe natomiast po procesie fermentacji pozostają w piwie, negatywnie wpływając na jego właściwości organoleptyczne [8, 10].
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