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Z vyzkumu a praxe

ULOHA AMINOKYSELIN A VYSSICH ALKOHOLU PRI NEENZYMOVE OXIDACI PIVA
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1. UVOD

Neenzymové oxidace zdkladnich bioche-
mickych slou¢enin pfitahuji pozornost vy-
zkumnych pracovniku, nebot mohou byt pri-
¢inou starnuti Zivych organismii i potravin.
Starnuti je obvykle spojovino s oxida¢nimi
reakcemi, zejména v souvislosti s tzv. aktiv-
nimi formami kysliku (reactive oxygen spe-
cies — ROS), popf. s volnymi radikdly kys-
liku (oxygen free radicals — ORFs) [1,2].

Aktivni formy kysliku a jeho radikaly
mohou vznikat enzymovymi i neenzymo-
vymi reakcemi a uplatiiovat se pfi starnuti
piva (nékteré reakce tohoto procesu byly po-
pséany jeSté pred podrobnym studiem radi-
kalovych reakei kysliku).

Za nejznaméjsi oxidacni reakce starnuti
piva se povaZuji melanoidinové oxidace vys-
Sich alkoholu za pfitomnosti aminokyselin,
Streckerovo odbourdvani aminokyselin,
Fentonova reakce, fotooxidaéni reakce
a oxidace vysSich alkoholi za pfitomnosti
polyfenolu [3].

Puvod vyssich alkoholu vznikajicich pri
kvaseni spociva vétSinou v pfeméné amino-
kyselin, pricemZ se primarné vznikajici
aldehydy redukuji enzymy kvasinek na al-
koholy. Pfi starnuti piva se mohou amino-
kyseliny i alkoholy opét oxidovat na alde-
hydy, udilejici v fadé pripadi pivu typickou
vuni a chut, nebo tyto aldehydy mohou ales-
pon slouZit jako indikétory starnuti.

Maillardova reakce muZe zahrnovat
tvorbu radikali za souCasné spotfeby roz-
pusténého kysliku, ¢imz se vysvétluje jeji
oxidac¢ni i antioxida¢ni povaha [4]. Podle ji-
nych autort postacuje k oxidaci sloucenin
piva komplex reakci, zahdjenych reakci kys-
liku s vodou v kyselém prostredi [5].

Prikaz radikalovych reakci se opird
o méfeni pfirozené chemiluminiscence piva
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a studium spekter elekronové spinové rezo-
nance (ESR) [6,7]. Za antioxidant se obvy-
kle poklada latka, schopna zha3et radikalové
reakce Kkysliku. Studium antioxidantl na-
byva nyni zvlasté velkého vyznamu, jak
o tom svéd¢i zavéry konference o volnych
radikdlech a antioxidantech ve Svycarsku
z roku 1992 [2]. Podle nazoru zdravotniku
by se mél idaj o antioxida¢nich vlastnostech
uvadét na potravinich spolu s idajem o vy-
uzitelné energii vyrobku.

Podle predchoziho zjisténi lze starnuti
piva urychlit pfidavkem peroxodisiranii ve
vodném roztoku [8]. Pfedpoklada se pfitom,
ze z téchto latek vznika primarné ozon, ktery
poté reaguje s organickymi slou¢eninami za
vzniku singletového kysliku, coZ je mozné
prokdzat méfenim chemiluminiscence [9].
Extrémné citlivymi cili pro reakce s aktiv-
nimi formami kysliku jsou aminokyseliny
i alkoholy [10].

Pivo obsahuje bohatou smés sloucenin,
zahrnujici cukry, aminokyseliny, polyfenoly,
alkoholy, hoiké latky a malé mnoZstvi lipidu.
Prakticky viechny slou¢eniny mohou reago-
vat s kyslikovymi radikaly za tvorby jak sen-
zoricky aktivnich, tak neaktivnich slou¢enin.

V minulém sdéleni jsme prokazali schop-
nost potlacit oxidaci fenylalaninu a 2-fenyl-
ethanolu pfedpokladanymi antioxidanty,
napf. kyselinou ferulovou, polyfenolovymi
litkami, vodnymi vyluhy chmele, sladiny
nebo caje. Prekvapivé dobrym antioxidan-
tem byl ethanol [10].

2. MATERIAL, METODY
A PRISTROJE

2.1 Chemikslie a pFiprava roztoki
Peroxodisiran draselny, 2-furfural, glu-

kosa, maltosa, xylosa (MERCK, SRN), 2-fe-

nylethanol, 2-furfurylakohol, benzylakohol,
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Obr. 1 Absorpéni spekira furfurylalkoholu (FOH) (¢ = 5 mg.I')
a furfuralu (FCHO) (¢ = 10 mg.l"") pFi oxidaci peroxodisiranem
draselnym (¢ = 0,01 a 0,1 %) v destilacnim testu

0 230 240 250 260 m 280
Vinova détka [nm]

kyselina ferulova, (+) katechin hydrat, kyse-
lina askorbovd, DL-fenylalanin, L-cystein
(FLUKA, Svycarsko), ethanol 96,5 % rafi-
novany jemny (Lihovar Chrudim, CR). Roz-
toky vSech litek se pfipravovaly rozpus-
ténim v destilované vodé, s vyjimkou
komplexniho roztoku aminokyselin pro pfi-
pravu melanoidini (odst. 2.3).

2.2 Roztoky antioxidanti

Chmelovy a ¢ajovy vyluh (c = 2,5 gI'")
se pripravily podle [10]. Jako potencionalni
antioxidanty se testovaly vodné roztoky Ky-
seliny ferulové (c =200 mg.I'"), cysteinu (c =
20 mg.I""), (+) katechinu (¢ = 200 mg.l""),
kyseliny askorbové (¢ = 50 mg.l"") a etha-
nolu (c = 10 % obj.).

2.3 Roztok melanoidinii

V 1 litru vodovodni vody se rozpustilo
80 g maltosy, 20 g glukosy, 150 mg xylosy
a smés aminokyselin o celkové koncentraci
1000 mg.I"' [11]. Podrobné sloZeni smési
aminokyselin a jejich plivod uvadi prace
[11]. Po upravé pH kyselinou fosfore¢nou
a hydroxidem sodnym (¢ = 0,5 mol.I'') na
hodnotu pH = 5,5 se smés varila 2 h za pfi-
stupu vzduchu v otevieném nerezovém hrnci
pfi dolévani vody na pavodni objem.

2.4 Oxidace furfurylalkoholu

a furfuralu v destila¢nim testu

K 100 ml roztoku furfurylalkoholu (¢ =
5 mg.I'"), nebo furfuralu (¢ = 10 mg.l"") se
pridalo 0,2 a 2,0 ml roztoku peroxodisiranu
draselného (c = 5 %) a smés se prehanéla
vodni parou. Po doplnéni destilatu na 100 ml
destilovanou vodou se proméfilo absorpéni
spektrum vzorki proti destilované vodé.
Soucasné se proméfilo absorpéni spektrum
roztoku obou latek v destilované vodé ve
stejné koncentraci (obr: 1).
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Obr. 2 Absorpéni spektra furfuralu (FCHO) (¢ = 5 mg.I') pFi oxi-
daci peroxodisiranem draselnym (¢ = 0,01 %) v pritomnosti an-
tioxidantii v destilacnim testu
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Obr. 3 Absorpéni spektra furfurylalkoholu (FOH) (¢ = 10 mg.l”')

pri oxidaci peroxodisiranem draselnym (PK) (¢ = 0,01 %) ve vod-
ném roztoku a v roztoku ethanolu (E) (¢ = 5 % obj.)
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Obr: 5 Tvorba zdkalu pri oxidaci fenylalaninu (¢ = 50 mg.l"') pe-
roxodisiranem draselnym
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Obr: 4 Absorpcni spektra furfurvialkoholu (FOH) a benzylalkoholu

(BOH) (¢ = 10 mg.l"') pFi oxidaci peroxodisiranem draselnym (¢ =
0,01 %) ve vodném roztoku a v ethanolu (E) (¢ = 5 % obj.)

2.5 Destilacni test antioxida¢nich

vlastnosti

K 50 ml roztoku furturalu (¢ = 10 mg.1"")
se piidalo 50 ml roztoku antioxidantu podle
odstavce 2.2, 0.2 ml peroxodisiranu drasel-
ného (¢ =5 %) a smés se prehanéla vodni
parou. Po doplnéni destilitu na 100 ml de-
stilovanou vodou se proméfilo absorpcni
spektrum (obr. 2).
2.6 Oxidace vysSich alkoholli ve vodném

prostiedi v pritomnosti ethanolu

Pro ovéfeni zmén absorbance pfi oxidaci
vySSich alkoholu pfimo ve vodném roztoku
pfi pasteracni teploté se k 200 ml vodnych
roztoku vyssich alkohola (¢ = 10 mg.1"") pri-
dalo 0.4 ml roztoku peroxodisiranu drasel-
ného (¢ = 5 %) a roztoky se zahfivaly pri
60 °C. Ke stejné sérii vzorku se pred ohre-
vem pridal ethanol ve vysledné koncentraci
5 % obj. Pred ohfevem a po ném se méfila
absorpéni spektra vzorku (obr: 3, 4).

2.7 Kinetika tvorby zikalu pri oxidaci

fenylalaninu a 2-fenylethanolu

K 200 ml roztoku fenylalaninu a 2-fenyl-
ethanolu (¢ =50 mg.l"") se pridalo 0,4, 4 a 40
ml roztoku peroxodisiranu draselného (¢ =
5 %) aroztoky se zahfivaly 0 az 24 h pfi tep-
lotach 40 az 80 °C. V dvouhodinovych in-
tervalech se méril zakal vzorku (obr. 5, 6).

2.8 Chemiluminiscencni test

Ke vzorkum jednotlivych sloucenin, piv
1 pivovarskych substritu se pridal roztok pe-
roxodisiranu draselného a ihned po smichani
se v zdvislosti na Case méfila intenzita che-
miluminiscence pii 45 °C v luminometru
BioOrbit 1251 (obr. 7, 8). Méfeni zajiStovalo
pracovisté  Biofyzikdlniho dstavu CAV
v Brné (Dr. Ciz. Dr. Lojek).

2.9 Zmény absorpéniho spektra
melanoidint pfi skladovani
Po piehdnéni Cerstvé pripraveného roz-
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Obr. 6 Tvorba zdkalu pri oxidaci fenylethanolu (¢ = 50 mg.l"') pe-
roxodisiranem draselnym

toku melanoidini vodni piarou bez a s pfi-
davkem peroxodisiranu draselného (¢
0.1 %) se proméfilo absorpcni spektrum de-
stilatu. Roztok melanoidinu se potom skla-
doval bez a s pridavkem ethanolu (¢ =5 %
obj.) po 3 dny pfi 5 a 50 °C. Po prehianéni
vodni parou se opét zméfila spektra destilita
(obr: 9).

2.10 Prehanéni vodni parou

Pri prehianéni vodni pdrou podle od-
staven 2.4, 2.5 a 2.9 se ze 100 ml vzorku
béhem 10 min prehnalo 50 ml destilatu a po
doplnéni destilovanou vodou na 100 ml se
proméfilo absorp¢ni spektrum proti desti-
lované vodé.

2.11 PouiZité pristroje

Hodnoty absorbanci a absorpéni spektra
se méfila spektrofotometrem CADAS 100
(Dr. B.Lange. SRN) v | ¢cm kiemenné Ky-
veté s programy PCSCAN s intervalem meé-
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Obr. 7 Chemiluminiscence pivovarskych substrdti pred a po pri-
davku peroxodisiranu draselného (¢ = 5 % obj.)
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Obr: 8 Chemiluminiscence 12% piva po stoceni a po I roku skla-

dovdni, melanoidiny bez pridavku a s pridavkem ethanolu (E). PK
= peroxodisiran draselny (¢ = 0,5 % obj.)
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oxidaci vyplyva ze
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Obr. 9 Absorpéni spektra destildtit melanoidinii po 3 dnech sklado-
vdni pri 5 a 50 °C bez a s pridavkem ethanolu (¢ = 5 % obj.) PK =

peroxodisiran draselny (¢ = 0,1 %)

feni 1 nm. Zdakal se méfil zakalometrem LTP
6B (Dr.B.Lange, SRN)

3. VYSLEDKY A DISKUSE

Oxidace furfurylakoholu a furfuralu v de-
stila¢nim testu prokdzala rychlou degradaci
obou sloucenin i v relativné nizkych kon-
centracich peroxodisiranu draselného. Pfi
oxidaci furfurylalkoholu se pfitom v desti-
latu neprokazalo typické absorpcni spekt-
rum furfuralu, coz svéd¢i o dalsi destrukci
této slouceniny. Pro porovnani se zazname-
nala absorpéni spektra vodnych roztoku fur-
furylalkoholu a furfuralu pfed prehdnénim
vodni pdrou (obr: 1).

Presto lze bézné furfural v pivu prokazat,
pri¢emz jeho obsah stoupa pfi starnuti, Ce-
hoZ se vyuziva pfi prikazu termického star-
nuti piva. Vysvétleni lze nalézt v pasobeni
antioxidacnich latek piva, které silné potla-
Covaly oxidac¢ni ucinek peroxodisiranu
(obr:2). Antioxidanty pusobily pfiblizné ve
stejném poradi, jako pfi oxidaci fenylalaninu
a fenylethanolu [10].

Kromé vzniku furfuralu kyselou degra-
daci pentos lze uvazit i vznik furfuralu oxi-
daci furfurylalkoholu aktivnimi formami
kysliku, nebot furfurylalkohol se v pivu na-
chazi v dostate¢ném mnozstvi [12]. Tuto
moznost by rozhodlo sledovani obsahu fur-
furylalkoholu béhem starnuti piva.

Pro ovéreni antioxida¢niho ucinku etha-
nolu se ve vodném roztoku oxidovaly fenyl-
ethanol, benzylalkohol a furfurylalkohol
v pritomnosti ethanolu. Ethanol ¢aste¢né po-
tla¢oval oxidaci furfurylalkoholu, u fenylet-
hanolu a benzylalkoholu se inhibi¢ni a¢inek
ethanolu prokazal sniZenim absorp&niho
maxima pii 250 nm, které odpovida tvorbé
benzaldehydu (obr: 3, 4).

Pii oxidaci vy$Sich koncentraci fenylala-
ninu a fenylethanolu se tvofi méfitelny za-
kal, ¢ehoZ lze vyuZit pfi zakalotvorném testu
antioxida¢niho G¢inku raznych latek [10].
Prubéh a podminky tvorby zakalu znazor-
nuji obr: 5 a 6. Pri teploté 40 °C vznika za-
kal aZ pfi relativné vysoké 1% koncentraci
peroxodisiranu, zatimco pii 80 °C stejna
koncentrace jiZ zakal degraduje. Zajimava je
také podobnost v kinetice tvorby a degradace
zdkalu u fenylalaninu i fenylethanolu, z Ce-
hoZ vyplyva, Ze chovini obou sloucenin pfi

koholy mohly byt
piiblizné stejné citli-
vymi cili pro aktivni
formy kysliku. Tuto
hypotézu viak bude
nutné potvrdit v dal-
Sich studiich. Kromé toho lze pfedpokladat
bohatsi spektrum senzoricky aktivnich latek
u aminokyselin, kterych je v pivé pfitomno
vice druhii a s vy33i koncentraci neZ pfi-
slusnych vyssich alkohold.

V predchozich pokusech jsme zjistili, Ze
ethanol inhibuje také tvorbu zdkalu v této re-
akci. Meziproduktem oxidace v zdkalo-
tvorné reakci je benzaldehyd, jak se proka-
zalo porovnanim jeho absorpcniho spektra
i analyzou produktu oxidace kombinaci ply-
nové chromatografie i hmotové spektrosko-
pie [13]. Ve shodé s tim lze tvorbu zikalu
vyvolat oxidaci benzylalkoholu i benzalde-
hydu. Jako hlavni produkt oxidace fenylala-
ninu i fenylethanolu vznika oviem fenyla-
cetaldehyd.

Vznik benzylaldehydu z fenylalaninu
piedstavuje dulezity teoreticky problém, ne-
bot znamena zkraceni uhlikatého retézce
o postranni methylenovou skupinu. Pfedpo-
kladame, Ze toto zkraceni vznika v disledku
radikdlovych reakci a lze oCekavat i tvorbu
dalSich minoritnich sloucenin.

Z vysledku vyplyvaji rovnéz obecné
vzory pro oxidaci aminokyselin i vy3Sich al-
koholu, pfi¢emZ je nutné uvaZovat tvorbu
riznych produkta pfi jejich nasledném od-
bouravéni na jednodussi slouceniny, posléze
az na oxid uhli¢ity a vodu. Tyto reakce mo-
hou v rizném rozsahu inhibovat dal3i latky,
jako jsou polyfenoly, ale také samotné ami-
nokyseliny a vy3si alkoholy.

Pojem antioxidant se potom stiva rela-
tivnim, nebot na cili oxidacni reakce zavisi,
jaka aminokyselina nebo alkohol bude tuto
reakci inhibovat. Na vlastnostech produktu
oxidace bude rovnéz zdleZet vyznam antio-
xidantu. Dosud se pojem antioxidantu pfifa-
zoval k latce, branici tvorbé neZadouciho
produktu oxidace, nebo rozkladu Zidouci
latky. V technologickém slova smyslu se za
antioxidant povazuji jakékoliv latky, bréani-
cim nezidoucim, spotiebitelsky vyznam-
nym zménam vyrobku vlivem oxidace.

Antioxidacni u¢inek mohou mit ale i jed-
noduché latky, napf. ethanol nebo fenylala-
nin, blokujici oxida¢ni reakce za tvorby ne-
Zadoucich sloucenin, napf. acetaldehydu
nebo benzaldehydu v oblasti pod senzoric-
kou prahovou hodnotou.

V zavislosti na koncentraci téchto latek
si Ize déle predstavit jejich kladné pusobeni

pfi nizkych koncentracich a zaporné piso-
beni pfi vysSich koncentracich, inhibujicich
sice oxida¢ni reakce, ale negativné ovliviiu-
jicich celkovy vysledek tvorbou nezidou-
ciho produktu.

Pii starnuti potravin jsou rozhodujici vy-
sledné senzorické zmény potraviny, které
mohou zahrnovat i tvorbu latek, vznikajicich
ze sloucenin, specifickych pouze pro dany
produkt. K tomu pfistupuji oxidace obecné
pfitomnych sloZek, napf. aminokyselin, pfi-
¢emz se oxida¢ni reakce navzajem ovliviuji
v rizném rozsahu.

Za idedlni antioxidant 1ze obecné pova-
zovat latku, inhibujici co nejvice oxidacni re-
akce, pricem? jeji vlastni oxida¢ni produkty
nemaji senzorickou aktivitu. Ackoliv né-
které prace zpochybiiuji vyznam oxidacnich
zmén aminokyselin pfi starnuti piva, jiné stu-
die prokazaly vyznamné zmény vybranych
aminokyselin pfi starnuti piva [14, 15]. Stu-
pefi oxida¢niho u¢inku zfejmé zdvisi i na
druhu oxida¢niho ¢inidla, nebot napf. pfi fo-
tooxidaci piva vznika letinkova chut a viing,
na rozdil od typickych chuti.

Uzite¢nou metodou studia radikalovych
reakci je chemiluminiscence. Pfi zkoumani
antioxida¢nich reakci se obvykle tvorba ra-
dikalu indukuje ohfevem s vhodnou orga-
nickou nebo anorganickou slouceninou
a sleduje se ucinek antioxidantu pfi zhaSeni
chemiluminiscence.

Pfi testovani vlivu pfidavku roztoku pe-
roxodisiranu se potvrdilo zvy3eni intenzity
chemiluminiscence v zavislosti na druhu
meziproduktu vyroby piva (ebr. 7). Po pri-
davku peroxodisiranu se zvysila chemilumi-
niscence sladiny, mladiny i piva, prakticky
beze zmény zustal vodny vyluh chmele. An-
tioxida¢ni puasobeni chmelového vyluhu
bylo dobfe patrné, a proto lze litky chmele
povazovat za vhodny antioxidant.

Zvyseni chemiluminiscence bylo pfitom
nejvyssi u piva. Peroxodisiran lze tedy po-
vazovat za slouc¢eninu, majici schopnost ze-
silovat pfirozenou chemiluminiscenci piva
a meziprodukti. Touto metodou lze méfit
prooxidacni i antioxidacni Gc¢inek riznych
latek, podle toho, zda mohou zeslabovat,
nebo naopak zesilovat pfirozenou chemilu-
miniscenci piva, ¢i dokonce zjistit, které
latky mohou chemiluminiscenci vyvolat.

Po méfeni chemiluminiscence jednotli-
vych sloZek piva po pridavku roztoku pero-
xodisiranu draselného se prokazalo, Ze me-
lanoidni latky vykazovaly pfirozenou
chemiluminiscenci, ktera zesilila po pfi-
davku peroxodisiranu (0br.8). Z obrazku je
rovnéZz dobfe patrny rozdil ve vy$Sim naru-
stu chemiluminiscence u piva, skladovaného
podobu 1 roku. Vysokou chemiluminiscenci
rovnéZ vykazoval roztok melanoidind, pfi-
¢emz tvar chemiluminiscen¢ni kfivky se po-
nékud zménil pridavkem ethanolu.

Na schopnost melanoidind oxidovat
vy3si alkoholy upozornil jiz Hashimoto
[16]. Lze predpokladat i moZné oxidacni
pusobeni na aminokyseliny, pficemZ jeho
intenzita bude zaviset na druhu melanoid-
nich latek, které teoreticky mohou vznik-
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nout z riznych druhii aminokyselin a sa-
charida, pficemzZ se muzZe uplatiovat i inhi-
bi¢ni pusobeni nékterych aminokyselin,
zbyvajicich v piivodni smési. Tim je moZné
objasnit prooxidacni i antioxidacni vlast-
nosti melanoidini ve smési s aminokyseli-
nami. Starnuti piva Ize obecné vysvétlit uby-
vanim antioxidacnich vlastnosti piva. Ve
shodé s tim se podafilo prokazat tvorbu té-
kavych litek, absorbujicich v UV svétle po
skladovani roztoku melanoidina pfi vy33i
teploté (obr. 9). Tvorbu téchto litek pfitom
neinhiboval pridavek ethanolu, na rozdil od
oxidace fenylalaninu.

4. ZAVER

Z vysledku oxidace roztoki aminokyse-
lin a vy&8ich alkoholt peroxodisiranem dra-
selnym vyplyvi, Ze tyto slou¢eniny mohou
snadno podléhat pusobeni aktivnich forem
kysliku. Priibéh oxida¢nich reakci je znacné
slozity, pfi¢emz se pravdépodobné uplatiiuji
radikdlové reakce, umoziujici vznik riz-
nych slou¢enin. Tyto prechodné produkty
mohou podléhat dal$im oxidacim.

Citlivost furfurylalkoholu i furfuralu
k oxidaci lze vyuzit k studiu prooxida¢niho
i antioxida¢niho Gc¢inku riznych latek, nebot
jejich odbouravani lze snadno spektrofoto-
metricky sledovat po prehdnéni vodni parou.

Oxidac¢ni reakce je mozné potlacit puso-
benim antioxidanti. Nékteré z nich sice in-
hibuji oxida¢ni reakce, ale sou¢asné mohou
podléhat rozkladu za tvorby senzoricky ne-
Zadoucich sloucenin. Z tohoto divodu lze
aminokyseliny i vy3si alkoholy soucasné po-

vaZovat za biochemické cile oxidace a né-
které z nich i za antioxidanty.

Citlivost piva k oxida¢nim reakcim je
mozné sledovat méfenim chemiluminis-
cence po pfidavku roztoku peroxodisiranu
draselného. Tato litka zesiluje pfirozenou
chemiluminiscenci piva a reakce se muze
pouzit k méfeni antioxida¢niho uc¢inku jed-
notlivych latek piva. Vyrazny antioxidacni
uc¢inek vykazoval vodny vyluh chmele.

Méfeni chemiluminiscence melanoidint
po pridavku roztoku peroxodisiranu drasel-
ného prokdzalo prooxidacni schopnost me-
lanoidnich litek. Predpokladdme, Ze mela-
noidni latky mohou oxidovat aminokyseliny
za tvorby tékavych, senzoricky aktivnich la-
tek, pficemzZ pritomnost volnych aminoky-
selin v roztoku muze ovlivnit vysledny efekt
oxidace. Pfi skladovani roztoku melanoi-
dini pii vysSi teploté se podarilo prokazat
tvorbu tékavych latek. Predpokladime, Ze
starnuti piva se zaklada na oxida¢nim puso-
beni melanoidnich latek na aminokyseliny
a alkoholy, pficemzZ postupny pokles antio-
xida¢ni kapacity zvyraziuje jeho senzo-
rické zmény.
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