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Z vyzkumu a praxe

TVORBA ALDEHYDU RIZENOU OXIDACI AMINOKYSELIN PIVA
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1. UVOD

Starnuti piva tzce souvisi s tvorbou té-
kavych aldehydu, které mohou vznikat z ne-
nasycenych mastnych kyselin, vysSich alko-
holli, hofkych kyselin, nebo aminokyselin.
Pti oxidaci téchto sloucenin se mohou uplat-
novat aktivni formy kysliku, mezi néz patfi
superoxidovy. perhydroxylovy a hydroxy-
lovy radikdl. Oxidace se rovnéZz muaze zu-
Castnit singletovy kyslik [1]. Aktivni formy
kysliku mohou vznikat za u¢inku svétla, za
tmy pii ucasti kKovovych ionti. popf. za sou-
Casného pisobeni obou mechanisma [2.3].
Vzhledem k tepelné inaktivaci enzymu
v pasterovaném pivu se nepfedpoklada ucast
enzymovych reakcei.

Vyskyt lepenkové nebo papirové chuti
v prvych fazich starnuti piva se obvykle pri-
suzuje trans-2-nonenalu, ackoliv analyticky
se mohou prokazat dalsi pribuzné slouce-
niny |4].

NeZadouci oxidacni reakce se mohou ales-
pon Castecné potlacit pfitomnosti antioxyda-
nti, mezi néz patii kyselina askorbova, glu-
tathion. vitamin E a polyfenolické litky [1].

Ackoliv se tekavé aldehydy mohou tvo-
fit tzv. Streckerovym odbouravinim amino-
kyselin, nepiiklida se v souCasnosti tomuto
mechanismu vétsi vyznam. P reakei se
predpoklada pritomnost a-dikarbonylovych
litek. které predtim vznikaji oxidaci aroma-
tickych nebo alifatickych sloucenin se sou-
sednimi hydroxylovymi skupinami. popf.
tzv. Amadoriho presmykem v prubéhu Ma-
illardovy reakce [5].

Aminokyseliny jsou soucasti sladiny, mla-
diny a piva. Pfi hlavnim kvaSeni je moZné
aminokyseliny rozdélit do skupin podle rych-
losti jejich vyuzivani kvasinkami [6]. Rozdily
v zastoupeni aminokyselin v meziproduktech
a pivu maji vyznam vzhledem k rozdilnému
pusobeni aktivnich forem kysliku na jednot-
livé aminokyseliny. V pivu se prokizalo vice
nez 20 aminokyselin. Nejvice byl zastoupen
prolin (okolo 200 mg.l""). obsahy kyseliny o-
aminomaselné, B-alaninu, fenylalaninu a va-
linu se dohromady pohybovaly okolo 50 az
100 mg.I'". Ostatni aminokyseliny se v pivu
vyskytovaly pouze v malém mnozstvi [7].

Thum et al. zjistili po pfidavku aminoky-
selin do piva a jeho uchovavini pfi vy33i tep-
loté vzrast tékavych aldehydua teprve po sil-
ném piridavku aminokyselin. Z toho usuzuji,
ze aldehydy se prednostné tvori oxidaci vys-
Sich alkohola [5].

V piedchozi prici jsme zjistili. Ze typické
pfiznaky starnuti piva se mohou vyvolat che-
mickou oxidaci peroxodisiranem amonnym,

nebo draselnym [8]. Zmény absorpénich
spekter chemicky i fotochemicky oxidova-
nych piv byly podobné [9].

Sledovini zmén spotiebitelsky vyznam-
nych vlastnosti piva po pusobeni raznych
oxida¢nich zmén jsme nazvali oxidacni de-
strukéni analyzou (ODA). Po oxidaci piva
a sladiny bylo mozné identifikovat cizi viné
ruzného charakteru a prokazat pfitomnost té-
kavych aldehydi [10].

Pasobenim silnych oxidacnich Cinidel,
napf. chlornanu sodného. 1ze snadno pfipra-
vit tékavé aldehydy pfimo z aminokyselin
[11]. Proto jsme oxidovali roztoky amino-
kyselin ¢inidly, pouZivanymi pii ODA.

2. MATERIAL, METODY, PRISTROJE

A ZARIZENI
2.1 Chemikilie a ¢inidla

N.N.N'.N'-tetramethyl-p-fenylendiami-
ndiammoniumchlorid (RIEDEL-de HAEN,
SRN). peroxodisiran amonny ¢isty, manga-
nistan draselny, hydrogensifi¢itan sodny p.a.
(LACHEMA Brno, CR), 2.4-dinitrofenyl-
hydrazin p.a.. Kyselina 2-thiobarbiturova,
purum (FLUKA. Svycarsko). DL-a-alanin,
DL-B-alanin, DL-prolin, DL-methionin,
DL-fenylalanin, fuchsin (SIGMA), dichro-
man draselny p.a.. Kyselina chlorovodikova
37 % (MERCK. SRN).

Pro oxidaci aminokyselin, sladiny a piva
se pfipravily vodné roztoky manganistanu
draselného (¢ = 5 %), dichromanu drasel-
ného (¢ = 10 %) a peroxodisiranu amonného
(¢ =40 %) rozpusténim v destilované vode.

Roztok melanoidinu se pripravil autokli-

vovanim roztoku 72 g maltosy, 18 g glukosy.
150 mg xylosy a 1,5 g glycinu v 1 litru
fosfitového dstojného roztoku (¢ = 0.02
mol.I"", pH = 5.5) 30 min pfi 120 "C. V pu-
vodni prici se stejny roztok vafil 100 min
pod zpétnym chladi¢em [12]. Po ochlazeni
byla absorbance vysledného roztoku 0.177
(380 nm) a 0,070 (430 nm).

2.2 Stanoveni aldehydi Schiffovym ¢inid-

lem (upraveno podle [11])

Schiffovo ¢inidlo : 0.2 g fuchsinu se roz-
pustilo za tepla ve 120 ml vody. po ochla-
zeni se pridaly 2 g hydrogensificitanu sod-
ného, rozpusténého ve 20 ml vody, 2 ml
kyseliny chlorovodikové a smés se ziedila
na 200 ml. K I ml vzorku se pfidal 1 ml ¢i-
nidla a po 5 min se méfila absorbance pfi
560 nm proti slepému pokusu.

2.3 Stanoveni aldehydii reakci

s kyselinou thiobarbiturovou (TBS)

(upraveno podle [13])

Cinidlo: Roztok kyseliny thiobarbiturové
(c = 0.025 mol.I'") v kyseliné fosforecné (¢ =
I mol.I'") se pFipravilo rozpuiténim 0,36 ¢ TBS
v roztoku 6,7 ml 85 % kyseliny fosforecné v 90
ml destilované vody a roztok 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
ldzni 1 h pii 60 “C se méfily absorbance pfi
450 a 530 nm proti slepému pokusu,

2.4 Stanoveni karbonylovych sloudenin
Karbonylové slouceniny se prokazovaly
smisenim stejnych objemi vzorku a 0.2 %

Tabulka 1. Teékavé ldtky po oxidaci aminokyselin peroxodisiranem amonnym ve vodé a sla-

diné
Absorbance
Aminokyselina| Prostfedi | Popis viiné Intenzita | Schiffovo Kyselina
viné Cinidlo thiobarbiturova
560 nm 450 nm 530 nm

o-alanin dest. voda | Cerstvé maslo 2 0,215 0,015 0,012
o-alanin sladina Stiplavd, lepenkova 3 0,036 0,054 0,021
B-alanin dest. voda | zatuchli I 0,009 0.009 0,002
P-alanin sladina Stiplava. lepenkova 3 0.047 0,045 0,022
fenylalanin dest. voda | Stiplavd, kvétinova 5 1399 0.081 0,011
fenylalanin sladina Stiplava, lepenkova 3 0,230 0,076 0,020
methionin | dest. voda | zkazené zeli 5 0.021 0047 | 0948
methionin sladina Stiplava. lepenkova 3 0,025 0,039 0,068
prolin dest. voda | zatuchla 2 0.001 0,019 0,048
prolin sladina Stiplavd, lepenkovi 3 0,039 0,054 0,019
bez pfidavku | sladina Stiplava, lepenkova 3 0,057 0,051 0,033
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roztoku 2 4-dinitrofenylhydrazinu v kyse-
ling chlorovodikové (¢ = 2 mol.l"") s nasled-
nym zahfdtim vzorku 30 min pii 60 °C. In-
tenzita zdkalu se posuzovala vizudlné.

2.5 Pristroje a zafrizeni

Hodnoty absorbanci a absorpcni spektra
se méfila spektrofotometrem CADAS 100
(Dr. B.Lange, SRN) v sklenéné 1 cm kyveté,
s programy TEST, t-SCAN a PCSCAN s in-
tervalem méreni 10 nm. Zikal se méfil za-
kalometrem LTP 6B (Dr. B.Lange. SRN).

3.VYSLEDKY
3.1 Piiprava tékavych oxidac¢nich pro-

duktii aminokyselin

K 100 ml roztoku aminokyseliny (500
mg.l") v destilované vodé, nebo 12 % sla-
diné se pfidal 40 % roztok peroxodisiranu
amonného do vysledné koncentrace 0,2 %
a smés se prehdnéla vodni pérou (tab. 1). Do
piedlohy se jimalo prvych 50 ml destildtu.
V destildtu se prokazovala pritomnost téka-
vych aldehydu reakei se Schiffovym Cinid-
lem. kyselinou thiobarbiturovou a 2.4-dinit-
rofenylhydrazinem (DNPH).

Tabulka 4. Reakce oxidacnich produkni aminokyselin

s 2. 4-dinitrofenylhyvdrazinem (DPNH)

Tabulka 2. Tékavé litky po oxidaci aminokyselin manganistanem draselnym ve vodé a sladiné

Absorbance
Aminokyselina| Prostedi | Popis viné Intenzita | Schiffovo Kyselina
viné ¢inidlo thiobarbiturova

560 nm 450 nm 530 nm
fenylalanin dest. voda | hofké mandle 3 0,002 0,007 0,005
fenylalanin sladina zatuchla 3 0,003 0,108 0.032
methionin dest. voda | zatuchla 1 0,002 0,017 0,007
methionin sladina zatuchla 4 0,000 0,103 0,031
bez pridavku | sladina zatuchla 4 0,009 0,099 0,036

Tabulka 3. Tekavé lditky po oxidaci aminokyselin dichromanem draselnym ve vodé a sladiné

Absorbance
Aminokyselina| Prostfedi | Popis viné Intenzita | Schiffovo Kyselina
viné Cinidlo thiobarbiturova

560 nm 450 nm | 530 nm
fenylalanin dest. voda | zatuchld 1 0,003 0,027 0.007
fenylalanin sladina zatuchla 3 0,001 0,091 0,022
methionin dest. voda | zkaZené zeli 3 0,002 0,011 0,005
methionin sladina zatuchla 3 0,001 0,085 0,026
bez pfidavku | sladina zatuchla 3 0,001 0,072 0,022

aminokyseliny neposkytovaly po
oxidaci Zidnou cizi vini, jiné cizi

viné se obtizné definovaly a ozna-

Aminokyselina| Prostfedi |Cinidlo Reakce sDPNH | _. . = 7 0
- — Cily se jako zatuchla.

o-alanin dest. voda |(NH,),S,04 | slaby opil Oxidacni produkty aminokyse-
o-alanin sladina | (NH,),S,05 | opil lin rozpudténych ve sladiné nevy-
P-alanin dest. voda |(NH,),S,0 | giré kazovaly cizi vané. typické pro oxi-
Balanin siadina (NH,),5.0; | opal dace peroxodisiranem amonnym ve

- — — vodném prostiedi. Misto nich vzni-
prolin dest. voda | (NH,),S,0; | €iré kala vZdy charakteristicka Stiplava
prolin sladina  [(NH,),S,05 | opil viné po lepence stejného charak-
fenylalanin dest. voda |(NH,),S,0; | zdkal teru, jako pfi oxidaci samotné sla-
fenylalanin | sladina | (NH,),S.0x | zakal diny, nebo piva (tab. 2 a 3).
methionin | dest. voda | (NH)S,0; | slaby opdl . “OXBEnS produkiy dnimpyse:

— 5 lin poskytovaly reakce na tékavé
methionin sladina (NH.):S0; | opil karbonylové slouceniny s kyseli-
fenylalanin dest. voda |KMnO, | opil nou thiobarbiturovou za tvorby
fenylalanin sladina KMnO, opal Zlutych, nebo riZzovych reakénich
methiomn dest. voda | KMnO, Giré produkti. Sladina silné potlaco-

—_— - vala tvorbu téchto produkti u né-
ISR sading _ | KMnO, c{pé] kterych aminokyselin. napf. u fe-
fenylalanin dest. voda |K,.Cr,0; | ¢Ciré nylalaninu a methioninu. Vé&tSina
fenylalanin sladina K,Cr,0, opdl oxidaénich produkti také reago-
methionin dest. voda |K.Cr-0, | ¢iré vala s 2. 4-dinitrofenylhydrazinem,
methionin sladina K:Cr.0, |opil nejsilnéji fenylalanin (rab. 4).

= - — Z tab. | je rovnéZ patrni zdvis-
bez pfidavku | sladina | (NH.).S.0; | opal lost intenzity barevné reakce na
bez pridavku | sladina KMnO, opal druhu aminokyse-
bez pfidavku | sladina  |K.Cr,0, |opil liny a ¢inidla. Oxi-

Stejnym zplisobem se pfipravily tékavé
produkty aminokyselin po oxidaci mangani-
stanem a dichromanem draselnym ve vy-
sledné koncentraci 0,2 % ve vodé (tab.2 a 3).
Intenzita cizi viné se hodnotila v pét stup-
nich (1 - velmi slabd, 2 - slabd. 3 - stfedni,
4 - silnd. 5 - velmi silnd).

Aminokyseliny, oxidované ve vodném
prostiedi poskytovaly cizi viiné riazného cha-
rakteru (rab.1-3). Typicka byla intenzivni
viuné zkaZeného zeli po oxidaci methioninu,
nebo ostrd, Stiplavi viné s pfiznakem Kvéti-
nové vané po oxidaci fenylalaninu. Nékieré

dacni produkt met-

nebo v roztoku melanoidnich latek se piidal
peroxodisiran amonny (¢ = 40 %) do vy-
sledné koncentrace 0,2 % a 150 ml roztoku
se v 200 ml uzaviené lahvi ponechalo
24 h pii 25 °C. Po této dobé se posuzoval
charakter cizi vainé (tab. 5).

Po oxidaci obou aminokyselin bylo
moZné jiz po 24 h pii 25 °C prokdzat typic-
kou vani po kvétinach u fenylalaninu, nebo
po zkaZeném zeli u methioninu. Pfitomnost
doprovodnych litek méla jen mensi vyznam,
pficemz melanoidiny a ethanol cizi viné
mirné zeslabovaly, kyselina askorbova cizi
vini neovlivnila. Charakter cizi viné se u fe-
nylalaninu v pfitomnosti melanoidini zmé-
nil, coz ziejmé souvisi s oxidaci glycinu
i z n¢j vzniklych melanoidind.

Tékavé produkty oxidace aminokyselin
(c = 500 mg.1"") peroxodisiranem amonnym
po prehidnéni vodni parou v pfitomnosti me-
lanoidnich litek, ethanolu a kyseliny askor-
bové se pripravily podle odst. 3.1 (rab.6).

Pri oxidaci fenylalaninu a methioninu
v pritomnosti ethanolu a melanoidina s pre-
hanénim vodni parou se intenzita cizich viini
sniZila, pfi¢emz se u oxidacnich produktu fe-
nylalaninu zménil i charakter cizi viiné. Oxi-

Tabulka 5. Tvorba cizi viiné po oxidaci aminokyseliny pe-
roxodisiranem amonnym pri 25 °C

hioninu napf. poskytoval

silnou reakci s kys. thiobarbi- | Aminokyselina | Prostfedi Popis viiné Intenzita

turovou pri 530 nm, zatimco viiné

u fenylalaninu bylo vhodn&jsi | fenylalanin | dest. voda Stiplava, kvétinova| 2

Sichitfovo Einidlo, fenylalanin | ethanol ihova, kvétinova | 1

3.2 Oxidace fenylalaninu fenylalanin melanoidiny zatuchld 1
a methioninu v pfitom- | fenylalanin kyselina askorbova | Stiplava, kvétinovd| 2
nosti dalSich litek methionin dest. voda zkaZené zeli 4
Kﬁm'{.lnkﬁm_ ]uminokyselin methionin ethanol 7ka¥ené zeli 3

(e:=2000 mg’! L ¥E _m.dé.‘ ﬂ_' methionin melanoidiny zkazené zeli 3

hanolu (¢ =4 %), kyseliné as- — - o e ——

korbové (¢ = 100 mg.l"), methionin kyselina askorbovi | zkaZené zeli 4
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Tabulka 6. Tvorba cizi viné po oxidaci aminokyseliny pe-

roxodisiranem amonnym pri 100 °C

TMPD (¢ = 0.01 %) se pfi-
dalo 3.5 ml destilované vody,

3 - " = - 0.5 ml vzork adiny.
Aminokyselina | Prostfedi Popis viiné Intenzita H m__h \:;:rl\u _ \ dm,l lflmji
wink piva. nebo dest. vody) a 0.:
- : s — ml Cerstvé pripraveného pe-
fenylalanin dest. voda Stiplavd, kvétinova| 5 roxodisirarin amonného (c:=
fenylalanin ethanol lihova, citrusova 4 0.01 %). Zmény absorbance
fenylalanin | melanoidiny Stiplavd, esterovd 3 pri 610 nm uvadi obr: 1.
fenylalanin kyselina askorbova | Stiplavd, kvétinovd| 5 G
hioni eS— prcepy 5 3.5 Fotochemicka oxidace
L .on?n ottt - =i fenylalaninu a methio-
methionin ethanol lihova, zeli 4 ninu
methionin melanoidiny zkaZené zeli 3 Roztok methioninu a fe-
methionin kyselina askorbovi | zkaZené zeli 5 nylalaninu (¢ = 200 mg.1")

dace za pritomnosti ethanolu poskytla napr.
vyraznou citrusovou vini. Je zajimavé, ze
pfitomnost kyseliny askorbové neméla na
tvorbu cizi viné vliv.

3.3 Oxidace fenylalaninu a methioninu

v 12 % pivu a v destilované vodé

K 12 % pivu, nebo destilované vodé
v 0.5 | lahvich se pridal fenylalanin. nebo
methionin, rozputény v 5 ml dest. vody tak,
aby vysledna koncentrace aminokyseliny
byla 500 mg.I'" a peroxodisiran amonny ve
vysledné koncentraci 0.05 % v pivu. V srov-
navacich pokusech se misto roztokii amino-
kyselin, nebo peroxodisiranu amonného pii-
davala destilovani voda. Lihve se uzaviely
korunkou a po 3 dnech pfi 50 “C se po ochla-
zeni posoudila viné vzorku.

Také oxidace aminokyselin v uzavienych
pivnich lahvich pfi teploté 50 °C prokizala
intenzivni tvorbu cizich vini ve vodnych
roztocich stejného charakteru jako pfi oxi-
daci pfi 25 °C (odst.3.2). Pritomnost piva
opét potlatovala tvorbu cizich vini z jedno-
tlivych aminokyselin. zatimco typicka ostra,
Stiplava vané po lepence byla dobfe patrna.

3.4 Barevna reakce vzorku s peroxodisi-
ranem a tetramethyl-p-fenylendiami-
nem (TMPD)

Barevnd reakce roztoku TMPD (¢ =
0,001 %) s peroxodisiranem amonnym se
méfila pfi 610 nm v zavislosti na ¢ase a na
jeho koncentraci (obr. 1).

K 0.5 ml Cerstvé pfipraveného roztoku

s pfidavkem riboflavinu (¢ =
5 mg.l"') a bez néj se ozafoval ve vilcovi-
tych kyvetach (Dr.B.Lange. SRN) s vnéjsim
primérem 1.3 cm. Polovina nidobek se pred
naplnénim vzorku obalila hlinikovou folii.

Kyvety se umistily v horizontdlni poloze
v ultratermostatu tak, aby je prekryvala 5 mm
silné vrstva vody a ze vzdilenosti 20 mm oza-
fovaly 150 min v kolmém sméru 50 W halo-
genovou Zarovkou. Po expozici se ve vzorcich
posoudily zmény viné a prokazoval obsah
karbonylovych litek reakei s kyselinou thio-
barbiturovou a 2, 4-dinitrofenylhydrazinem.

Po fotochemické oxidaci se cizi viné pro-
kazala pouze u vzorku s methioninem, oza-
fovanym za pfitomnosti riboflavinu. Vzorek
s fenylalaninem nevykazoval ani cizi viini.
ani reakce na karbonylové latky.

4.DISKUSE

Aminokyseliny se v pivovarské literature
povaZuji za moZné prekursory tékavych al-
dehydu, jejichz pfitomnost charakterizuje
starnuti piva. V posledni dobé se tvorba
téchto sloucenin spiSe spojuje s oxidacnimi
produkty vy3$Sich alkoholi. které jsou rov-
néz pritomné v pivu.

V minulém sdéleni jsme prokazali, Ze
oxidaci piva nebo sladiny peroxodisiranem
amonnym lze ziskat tékavé aldehydy s ost-
rou, Stiplavou viani po lepence [10]. Podle
nasich zkuSenosti neni tato cizi viné shodnd
s vani frans-2-nonenalu, ackoliv podle cha-
rakteru cizi vané nebylo moZné vyloucit ¢ds-
teCnou pritomnost této sloZzky v oxidacnich
produktech piva.

0,6

0,5

Absorbance (610 nm)
o
2]

—+—0,0001 %
—a—0,0005 %
—&— 0,001 %
0,002 %
—u— 0,003 %
—o— 0,004 %

0,2
0,1
0
0 0,5 1 1.5 2 25
Cas (min)

3 35 4

Obr. | Zdvislost intenzity zbarveni reakce s TMPD (0,001 %) na koncentraci peroxodisi-

ranu amonného (0,0001-0,004 %) a na case

Pfi posuzovini vuné standardu rrans-2-
nonenalu jsme cizi vuni charakterizovali
jako oxidac¢ni. papirovou. zatimco €kavé
produkty oxidace peroxodisiranu amonného
mely Stiplavou vuni po lepence.

Rozdilné cizi viné patrné souviseji se
vznikem tékavych karbonylovych [litek
z aminokyselin. jak o tom svéd¢i barevné re-
akce s kyselinou thiobarbiturovou. Schitfo-
vym ¢inidlem a 2 4-dinitrofenylhydrazinem.
Kvétinova viné byla podobni vini fenyla-
cetaldehydu. ktery by logicky vznikal oxi-
daci fenylalaninu. Podobné lze ocekdvat
vznik tékavych sirnych slouc¢enin z methio-
ninu podle vysledki, uvedenych v rab. 1.

Pfi orientacnich pokusech vznikaly dalsi
produkty s typickou cizi vani i pfi oxidaci
jinych aminokyselin, neZ je uvedeno v tab. 1.

Pfi pusobeni oxida¢niho Cinidla na ami-
nokyseliny ve sladiné se tvorba typickych
cizi vini potlacila. podobné jako mnoZstvi
vznikajicich aldehydu. Sladina pravdépo-
dobné obsahuje litky, které mohou vy-
znamné inhibovat oxidaci aminokyselin.
Pfednostné se pfitom tvofi oxida¢ni produkt
se Stiplavou oxidacni vini po lepence. Vznik
této latky, nebo smési litek patrné neni in-
hibovan liatkami sladiny. Vané po lepence
muze rovnéZz prekryvat viné ostatnich téka-
vych latek.

Podle pfedchozich orientacnich  vy-
sledki, neuverejnénych v této prici, pfi mo-
delové oxidaci sladiny, mladiny i piva pero-
xodisiranem amonnym za laboratorni
teploty se nejsilnéjsi cizi vuné ziskd u piva.
Schopnost branit oxidaci aminokyselin bé-
hem vyroby piva a jeho skladovani pravdé-
podobné klesa.

Podle literdrnich ddaja se po pfidavku
aminokyselin do piva a jeho tepelném Soko-
vini zvysil obsah 1ékavych aldehyda, autofi
viak nepovaZovali toto zvySeni za vy-
znamné. Obsah fenylacetaldehydu se po pii-
davku 3 mmol fenylalaninu po dlouhodo-
bém skladovini. kombinovaném s tepelnym
Sokem zvysil asi pétkrat [5].

Pfi oxidaci aminokyselin manganistanem
a dichromanem draselnym se pouze u met-
hioninu prokazala viiné po zkazeném zeli po
oxidaci manganistanem draselnym. V ostat-
nich pfipadech se ziskala obtizné definova-
telnd zatuchla cizi vuné (tab. 2 a 3).

Také s témito oxida¢nimi Cinidly amino-
kyseliny poskytovaly tékavé karbonylové
latky. reagujici s 2, 4-dinitrofenylhydrazi-
nem, s vyjimkou dvou pfipadu, kdy tato re-
akce nebyla patrné dostatecné citlivi (rab.4).

Oxidacni destrukéni analyza piva prokd-
zala rizny charakter cizich vani po oxidaci
peroxodisiranem amonnym, manganista-
nem draselnym, nebo peroxidem vodiku
[10]. Pfi oxidaci fenylalaninu manganista-
nem draselnym se napf. u fenylalaninu zis-
kala viiné po hotkych mandlich, pfipomina-
jici benzaldehyd misto kvétinové vané po
oxidaci peroxodisiranem.

Je pravdépodobné, Ze pfima oxidace ami-
nokyselin ve starnoucim pivu zdvisi na
druhu oxida¢niho ¢inidla a pfitomnosti 1a-
tek. blokujicich oxidaci. V pivu mohou pu-
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Obr. 2 Reakee TMPD (0,001 %) s peroxodisiranem amonnym (0,001 %) s mladinou a pi-

vem

sobit oxida¢ni Cinidla s ruznou oxidac¢ni
schopnosti, coZ souvisi s existenci riznych
aktivnich forem kysliku.

Podle ziskanych vysledk Ize pfedpokli-
dat tvorbu té€kavych aldehydi pfimou oxi-
daci aminokyselin aktivnimi formami kys-
liku se  soucasnym  antioxida¢nim
pisobenim litek sladiny. mladiny, nebo piva.
Na podilu obou reakci by potom zdvisela in-
tenzita vznikajicich cizich vini a chuti
i tvorba tékavych karbonylovych sloucenin.
Jako druhou variantu vzniku téchto latek lze
predpokladat 1 primarni reakci aminokyse-
lin se sacharidy a sekundarni reakci smési
reak¢nich latek a produktd s aktivnimi for-
mami kysliku. Pfi pomérné Sirokém spektru
aminokyselin v pivu a pfitomnosti riaznych
forem kysliku by mohly vznikat cizi viné
nejriznéjiiho charakteru.

Pfi modelové oxidaci obou aminokyselin
v pritomnosti ethanolu a melanoidini se
ovlivnily intenzity a v nékterych pripadech
i charakter cizich vuni. Na vysledné vuni
a chuti piva se pfi starnuti a patrné jiZ pfi jeho
vyrobé mohou podilet oxidacéni produkty
aminokyselin, alkoholi a melanoidin.

Pfi uviZeni velkého poctu moZnych kom-
binaci vzajemnych reakci mezi pfitomnymi
sacharidy a jednotlivymi aminokyselinami
si lze predstavit velké mnoZstvi produktl
melanoidniho typu. kombinovaného s vol-
nymi aminokyselinami, které jiz ve sladiné
mohou podléhat oxidaci molekularnim i ak-
tivnim Kkyslikem.

Pfi oxidaci smési melanoidnich lditek,
vzniklych reakci maltosy se smési amino-

Fentova reakce, fotooxidace

v
AMINOKY SELINY[—] AMINOKYSELINY
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Obr. 3 Oxidace sloucenin piva pFi tvorbé tékavyeh karbony-

lovyich ldtek piva

antioxdanty, ostani latky piva

l————p TEKAVE LATKY PIVA

kyselin, se podafilo pfipravit produkty s vini
blizkou vini. ziskané po oxidaci sladiny.

Pfi pfirozeném starnuti piva tyto procesy
pokracuji a pFistupuje k nim oxidace etha-
nolu a vys8ich alkohold, které mohou opét
vyrazné zménit charakter cizich vini
(tab.5,6). Vysledkem je ,.koktejl” nejriznéj-
Sich reak¢nich produkta (obr. 3).

Obecnym modelem téchto reakci je
systém soutézivych oxidaci, kde vysledek za-
visi na druhu a mnoZstvi substritl a na druhu
a formé kysliku. K posouzeni schopnosti jed-
notlivych latek podléhat oxidaci jsme navrhli
reakci peroxodisiranu amonného s tetramet-
hyl-p-fenylendiaminem (TMPD). U€innou
oxidacni sloZkou systému je patrné ozon,
vznikajici z peroxodisiranu amonného a re-
agujici s TMPD. Oxidaci TMPD vznika
modrofialové barvivo, které se podle podmi-
nek reakce nasledné odbourviava na bezbarvy
produkt, jak je patrné z ibytku absorbanci pfi
610 nm (obr1).

Za piitomnosti dalSich latek 1ze posoudit
miru soutéZivé oxidace pfidanych substritu.
Napf. podle obr.2 se vice aktivniho kysliku
vazalo v pivu, nez v mlading, jak vyplyva
z méfeni absorbance pfi 610 nm. Reakce pa-
trné nalezne uplatnéni i pro vyzkum pfiro-
zenych antioxidantu.

Reakce podobného typu mohou poskyto-
vat i jind barviva, napf. 4-amino-N,N-dimet-
hylanilin, N, N-diethyl-p-fenylendiamin, N-
ethyl-N-(2-hydroxyethyl)-p-fenylendiamin
aj. Sirany obou poslednich litek jsou soucisti
vyvajek pro barevnou fotografii, znamé pod
oznaCenim T 22 a T 32. Na podobném prin-
cipu se zakldadd i znimd
Nadi-reakce. pouZivand
k prikazu cytochromoxi-
dasového systému [14].

Fotochemickd oxidace
byla tispésni pouze u met-
hioninu, nikoliv u fenyla-
laninu.  Fotochemickym
procesim pravdépodobné
podléhaji pouze nékteré
aminokyseliny, jiné se
prednostné oxiduji jinou
aktivni formou kysliku. Je
zajimavé, Ze charakter cizi

viné po fotochemické oxidaci methioninu se
shodoval s viini po oxidaci peroxodisiranem
amonnym.

Lze pfedpokladat, Ze fotochemickym
oxidacim budou podlé¢hat nejspise sirné ami-
nokyseliny. Podle tdaju literatury obsahuje
pivo po fotochemické oxidaci methioninu
kromé znamého 3-methyl-2-buten-thiolu,
udilejiciho pivu letinkovou pfichut, také 3-
(methylthiol)propionalaldehyd,  methylt-
hiol, dimethylsulfid a sulfan. Jejich pfitom-
nost lze rovnéz teoreticky spojovat s oxidaci
sirnych aminokyselin piva [15 |.

Pritomnost barviv v pivu zajistuje ab-
sorpei svételného zifeni a tvorbu singleto-
vého kysliku. Vieobecné je znama tloha ri-
boflavinu, jako sensitizéru pfi oxidaci
ethanolu a aminokyselin v pfitomnosti po-
lyfenolovych litek. Tato fotodegradace
muzZe probihat i po skonceni ozafovini [16].

Podle nalezenych vysledki chemické
a fotochemické oxidace je pravdépodobné,
#e chemické reakce za tmy pfednostné po-
stihuji jiné aminokyseliny, popf. melanoidni
latky, nez fotochemicka oxidace.
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