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1 UvVOoD

Starnuti piva je slozity proces, jehoz
popis uvadeéji Casopisecké cClanky
i knizni monografie [1]. Tento proces za-
hrnuje nezadouci zmény vSech vlast-
nosti dalezitych pro uzivatele, tj. zmény
barvy, &irosti, pénivosti, chuti a viné.
nuje prizkumu vlivu kysliku na starnuti
piva. Pfitomnost kysliku v pivu se pfi-
tom povazuje za hlavni pfi¢inu jeho
starnuti.

Moderni fyzikalné-chemické metody
vyuzivaji indukce kyslikovych radikald
(OFRs — Oxygen Free Radicals) a jejich
detekce elektronovou spinovou (para-
magnetickou) resonanéni spektroskopii
(ESR, EPR) [2]. Metoda v pGvodni verzi
zahrnovala ohfev piva nasyceného
vzduSnym kyslikem pfi 60 °C a zachyt
radikal( specialnim ¢inidlem, coz ovéem
spiSe odpovidalo reakcim piva pfi pas-
teraci nez jeho starnuti pfi skladovaci
teploté.

Také vSechny pivovarské analyzy,
véetné dulezitého méfeni oxidacné-
-redukéniho potencialu, se uskutecnuji
v pivu obsahujicim vysoké mnozstvi
vzduchu vstupujiciho do piva pfi jeho de-
karbonizaci, obvykle tfepanim [3-5]. Je-
dinou vyjimkou je teplotni Sokovani piva
v plvodnich obalech, obsahujicich
ovSem rQizna mnozstvi kysliku z piva
i z hrdlového prostoru obalu. Sou¢asna
technika umoznuje snizit obsah kysliku
v pivu na desitky ppb (1 ppb = 10° =
0,000 0001 %). Pres pokrok filtracni
a lahvarenské technologie vSak kyslik
z piva nelze UplIné odstranit a dalsi kys-
lik do obalu vstupuje ze vzduchu pres
jeho uzavér [6].

V soucasnosti se za pficinu starnuti
piva povazuje enzymova nebo neenzy-
mova oxidace prekurzord nezadoucich
zmeén vzdusnym kyslikem v konecné,
nebo i v pfedchéazejicich fazich vyroby
[1]. Pfes tato fakta je zfejmé, ze pivo
starne i pfi témér dokonalém odstranéni
kysliku a Ze rychlost tvorby neZzadoucich
zmén je stale dosti zna¢na.

Walters et al. povazuiji hranici 0,1 mg.I
kysliku za pfedél mezi obéma mecha-
nismy, nebot pod tento obsah v pivu pfi
starnuti pfevliada zejména t-2-nonenal,
zatimco pfi vy$Sim obsahu kysliku pred-
nostné vznikaji nenasycené aldehydy
s dlouhym fetézcem, napf. undekanal
[7, 8].

VétSina studii poklada vys$si obsah
kysliku za pfi€inu dal§iho vzristu cizich
pfichuti, ale vyskytuji se i vyjimky. Vznik
tzv. letinkové prichuti radikalovou reakci
za UcCasti riboflavinu jako senzitizéru pfi-
tomnost kysliku potlaéuje [9]. Maillar-
dova reakce nevyzaduje podle reaké-
niho schématu volny kyslik, i kdyz v jejim
pribéhu vznikaji reduktony, které mo-
hou s volnym kyslikem reagovat. Po-
dobné Streckerova reakce mize k oxi-
daci vyuzivat nejen kyslik, ale také
jednoducha organicka oxidaéni &inidla,
vznikajici napf. rozpadem sacharidl
[10]. Rovnéz radioizotopicka analyza
neprokazala inkorporaci vzduSného
kysliku do frakce tékavych aldehydl,
pfedstavujicich typické produkty star-
nuti piva [11].

Mnoho praci vysvétluje starnuti u€asti
dalSich aktivnich forem kysliku (ROS —
Reactive Oxygen Species), mezi néz
patfi singletovy kyslik i peroxid vodiku.
Vznik peroxidu vodiku se nejcastéji od-
vozuje opét od redukce vzdusného kys-
liku vhodnym donorem elektron(i. V této
souvislosti si Ize pfipomenout primyslo-
vou vyrobu peroxidu vodiku zalozenou
na oxidaci difenolické latky na chinon
(2-ethylanthrochinon), jehoZ hydrolyzou
vznika peroxid vodiku ve vysokém vy-
tézku [12].

Chapon et al. disledné oddélu;ji tzv.
oxidaéni mechanismus starnuti piva,
spojeny s tvorbou peroxidu vodiku ze
vzduchu, a peroxidaéni mechanismus,
zahrnujici daldi reakce peroxidu vo-
diku, které mohou probihat za nepfi-
stupu vzduchu [13]. Narozdil od mode-
lovych systémi, obsahujicich donor
elektrond a vzdusny kyslik vytvarejici
dostateéné mnozstvi peroxidu vodiku,
se v8ak v pivu tato latka vyskytuje jen
ve stopovém mnozstvi, ackoliv jinak je
peroxid vodiku v pivu relativné staly
[13, 14].

Chapon et al. rovnéz popsali rozklad
pfirozenych barviv piva, vina i barev-
ného indikatoru methylové cerveni
v anaerobnim prostfedi za ucasti pero-
xidu vodiku a kyseliny askorbové, tuto
reakci vSak pokladali za typickou radi-
kalovou oxidaci, ackoliv Ize v literature
nalézt pfiklady oxida¢niho i redukéniho
degradaéniho mechanismu [13, 15, 16].
V kazdém pfipadé tato reakce predsta-
vuje pfiklad degradaéniho plsobeni za
nepfitomnosti kysliku.

V predchozi praci jsme zkoumali Uci-

nek radikalovych reakci piva na organicka
barviva, ktera se liSila mechanismem
rozkladu. K rozkladu indigokarminu pe-
roxidem vodiku byla nutna pfitomnost
vzdusného kysliku, ktery naopak inhibo-
val rozklad methylové Cerveni [17]. Pfi-
tomnost sacharidu zvySovala uc¢inek pe-
roxidu vodiku pfi aerobni i anaerobni
oxidaci [17, 18].

2 MATERIAL, METODY A PRISTROJE

2.1 Chemikalie

Zasobni roztoky: sodna sul methylové
¢erveni (METR, ¢ = 1000 mg.I'"), dvoj-
sodna sul disiranu indiga (indigokar-
min—INDC, ¢ = 1500 mg.I""), methyleno-
va modi (MEBL, ¢ = 1000 mg.I""),
CuCl,.2H,0 (c = 0.0268 g.I'"), dusitan
sodny (c = 1500 mg.I""), disodna sl et-
hylendiamintetraoctové kyseliny (dihyd-
rat) — EDTA (c = 100 mg.I"") se pfipravily
rozpusténim slozek v deionizované
vodé. Roztok kyseliny fosforeéné (pro
Upravu mladiny na pH ~ 4,5) se pfipra-
voval zfedénim 3,5 ml koncentrované
HsPO, (85 % hm.) deionizovanou vodou
(100 ml). VSechny chemikalie pochazely
od Sigma Aldrich, kromé indigokarminu
(Merck).

Vodivost deionizované vody byla nizsi
nez 0,2 uS.cm™, pH = 6,2.

2.2 Reakce kyseliny askorbové
s fenylalaninem za aerobnich
a anaerobnich podminek

Roztok kyseliny askorbové v deioni-
zované vodé (75 ml, ¢ = 0,1 %) s pfi-
davkem fenylalaninu (¢ = 100 mg.I"")
a bez ngj se rozdélil do 150 Erlenmaye-
rovych banék. V soubézném souboru
vzorkd se k deionizované vodé pfidalo
0,75 ml zasobniho roztoku chloridu
médnatého (vysledna koncentrace Cu?*
= 0,1 mg.I'"). Polovina roztok(l se pro-
bublavala dusikem injek¢ni jehlou, ve-
douci mezi hrdlem bariky a pryZzovou zat-
kou a barika se tésné uzaviela ihned po
vytazeni jehly. Ostatni ¢ast banék se po-
kryla hlinikovou folii.

V3echny bariky se inkubovaly pfi 45 °C
po dobu 5 dni. Vzorky se zfedily de-
ionizovanou vodou (1:100) a zazname-
nala se absorpéni spektra mezi 200 az
320 nm (obr. 1, 2). Absorpéni spektra
destilatli vzorkd po pfehanéni vodni pa-
rou se zaznamenala v rozmezi 200 —
320 nm (obr. 3), nefedéné vzorky se mé-
fily mezi 320 az 440 nm (obr. 4).
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2.3 Reoxidace methylenové modfi
redukované kyselinou
askorbovou plisobenim svétla

Roztok MEBL (50 nl) se pipetoval do
valcovitych kyvet Dr.Lange (priimér 1 cm)
obsahujicich 4,9 ml deionizované vody
nebo piva, popf. obsahujici dalsi slozky.

Hodnota pH mladiny (pH = 5,2) se upra-

vovala pfidavkem roztoku kyseliny fos-

foreéné na hodnotu pH piva (4,5).

Vzorky se po dobu 15 min probublavaly

dusikem, pak se pfidalo 50 pl roztoku

kyseliny askorbové (¢ = 0,1 % — 10 %)

a kyveta se tésné uzaviela pryzovou za-

tkou. Soubézné vzorky se kratce pro-

tfepaly se vzduchem pred pfidavkem
kyseliny askorbové. Kyvety se ozéfily
halogenovou lampou (50 W) ze vzdale-
nosti 5 cm po dobu 5-10 s do odbarveni
methylenové modfi. Ve vhodnych ¢aso-
vych intervalech se zaznamenavala ab-
sorbance pfi 666 nm proti destilované
vodé, mladiné, pivu nebo dzusu (obr.

5-7).

2.4 Pristroje
Spektrofotometr CADAS 200 (Dr.
Lange, Némecko) s kiemennou pravo-

thlou kyvetou tloustky 1 a 5 cm a val-
covitou sklenénou kyvetou (priimér 1 cm).

V rychlodestilaénim pfistroji 1 CUBE
se z 50 ml vzorku predestilovalo vodni
parou 50 ml destilatu za 2 min. Absor-
bance destilatu se méfila v 1 cm kie-
menné kyveté v rozmezi 200 az 320 nm.

3 VYSLEDKY A DISKUSE

V pfedchozim sdéleni jsme prokazali,
Ze reduktony by mohly hrat vyznamnou
roli pfi stérnuti piva [19]. Mohou totiZ po-
skytovat elektrony pro redukci kysliku
a tim také generovat volné radikaly kys-
liku a jeho aktivni formy. Vétsi ¢ast roz-
pusténého kysliku se redukuje Ctyfmi
elektrony/molekulu na neSkodnou vodu,
mala ¢ast zbyva v podobé nezédoucich
radikald.

Tento proces Ize snadno znazornit
modelovymi pokusy s kyselinou askor-
bovou, zastupuijici tlohu reduktond, které
jinak vznikaji tepelnym rozkladem sa-
charidd v pribéhu pivovarské vyroby. Do-
konce i v silné kyselém prostfedi (0,1 %
roztok kyseliny askorbové v destilované
vodé ma pH ~ 2,9) probihala oxidace fe-
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nylalaninu vzdusnym kyslikem dostatec¢-
nou rychlosti, jak se Ize snadno pfe-
svédcit podle zmén absorpénich spekter
tékavych latek produktl i podle typické
viiné degradacnich produktl fenylace-
taldehydu a benzaldehydu za podminky,
ze byl soucasné pfitomen vhodny akti-
vator, pfedstavovany zde napf. médna-
tymi ionty (obr. 3). Absorpéni spektra
degradacnich produktl fenylalaninu i ky-
seliny askorbové znazornuje obr. 4.
Obr. 1 a 2 znazornuji degradaci ky-
seliny askorbové, ktera vykazuje ab-
sorpéni maximum pfi vinové délce 263
nm. Bez pfitomnosti Cu?* se kyselina as-
korbova Castecné inaktivovala, pravdé-
podobné za ucasti stopovych mnozstvi
nedistot, zatimco soucasna pfitomnost
kysliku i Cu?* zplsobila hluboky rozklad
této latky i tvorbu barevnych produktd
(obr. 2 a 4). Tyto zmény neprobihaly za
nepritomnosti kysliku dokonce i v pfi-
padé, Ze v roztoku byly ionty médi.
Fenylalanin pouze mirné zvySoval
rychlost reakce, takze hlavnim mecha-
nismem degradace byly pravdépodobné
radikalové reakce kyseliny askorbové
a kysliku za pfitomnosti aktivatoru. Oxi-
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Obr. 1 Absorpcni spektra roztok(i obsahujicich kyselinu askorbovou
(AA, 0,1 %) a fenylalanin (PHE, 100 mg.I'") a nasycenych dusikem
(N) nebo vzduchem (O) po 5 dnech zahfivani pri 45 °C — ziredéno

Obr. 2 Absorpcni spektra roztok( obsahujicich kyselinu askorbovou
(AA, 0,1 %), fenylalanin (PHE, 100 mg.f') a Cu?* (0,1 mg.I") a na-
sycenych dusikem (N) nebo vzduchem (O) po 5 dnech zahrivani pfi
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Obr. 4 Absorpéni spektra roztokt obsahujicich kyselinu askorbovou
(AA, 0,1 %), fenylalanin (PHE, 100 mg.I"), Cu?* (0,1 mg.I'") a nasy-
cenych dusikem (N) nebo vzduchem (O) po 5 dnech zahfivani pfi
45 °C — nefedéno

Obr. 3 Absorpcni spektra destilati z roztokt obsahujicich kyselinu
askorbovou (AA, 0,1 %), fenylalanin (PHE, 100 mg.l"), Cu?* (0,1 mg.I")
a nasycenych dusikem (N) nebo vzduchem (O) po 5 dnech zahrivani
pfi45°C
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dace fenylalaninu nemusi proto probihat
pfes Maillardovu reakci této aminokyse-
liny se sacharidy, ale rychleji pres re-
duktony, které mohou ze sacharid( vzni-
kat.

Potfeba kysliku pro degradaci fenyl-
alaninu byla dobfe patrna, ackoliv dusik
zcela nezabranil reakci (obr. 2). V po-
psaném modelovém pokusu nebylo
mozné zamezit pronikani stop kysliku
okolo pryzové zatky, kterou byla reakéni
banka uzaviena, nicméné pozitivni vliv
kysliku byl dobfe patrny.

Timto zplsobem by se mohl vysvétlit
i vznik tékavych aldehyd( pfi starnuti
piva, kdyby ovSem byl vzdy k dispozici
kyslik v dostate€ném mnozstvi. Obsah
fenylacetaldehydu a zejména benzalde-
hydu mnohonasobné vzrlstal v pivu
s vy§§im obsahem vzduchu v hrdle lahve
[20]. Je zajimavé, Ze podobné reakce Ize
uskutecnit pfimo reakci sacharidd s fe-
nylalaninem za pfitomnosti kysliku a ak-
tivatoru, pfiCemz také vznikaji silné re-
dukujici latky [19]. Tento vliv je dobfe
patrny pfi vy8Sim pH, zatimco v kyselych
roztocich je tvorba redukujicich latek po-
tlacena.

Kyslik mGze pfimo reagovat s kyseli-
nou askorbovou za tvorby peroxidu vo-
diku. Kyselina askorbova potom podpo-
ruje Fentonovu reakci, dostateénou pro
oxidaci prakticky vSech biologicky vy-
znamnych latek. Autooxidace kyseliny
askorbové poskytuje peroxid vodiku,
ktery se hromadi v pocCatecnich fazich
reakce, ale posléze mizi, patrné reakci
s reakénimi produkty rozpadu kyseliny
askorbové [21]. Podobné miZe peroxid
vodiku vznikat i hydrolyzou pfedtim oxi-
dovanych polyfenoll [12].

Tento dobfe dokumentovany mecha-
nismus je v8ak obtizné aplikovat beze
zbytku na starnuti piva, nebot hromadéni
peroxidu vodiku ve vétsi mife v pivu se
neprokazalo, i kdyz jeho rychlost roz-
kladu v pivu je relativné pomaléa [13, 14].
Jednim z moznych vysvétleni, které
uvedl jiz Chapon [13], je pfedstava, ze
pfi starnuti piva primarné vznikaji orga-
nické radikaly, které mohou reagovat jak

se slozkami piva, tak s kyslikem za
vzniku peroxidu vodiku. Bohuzel v&ech-
ny naSe pokusy pouze prokazaly, ze
k tvorbé aldehydl z aminokyselin byl
vzdy nutny kyslik, a to i v pfipadég, Ze se
pouzil radikalovy zdroj v podobé pero-
xodisiranu draselného, ktery termickym
rozkladem poskytuje silny siranovy radi-
kal, schopny napadat vétSinu sloucenin
pfitomnych v pivu [22].

Kromé tékavych latek vznikaly reakci
kyseliny askorboveé s kyslikem také ba-
revneé latky, a to i za nepfitomnosti ami-
nokyselin, coz by rovnéz vysvétlovalo
postupny nardst barvy piva, ovSem
kromé narustu barvy zplsobeného také
oxidaci polyfenolovych latek (obr. 4).
Nicméné existuji ¢etné dlkazy, ze i v pi-
vech s nizkym obsahem rozpusténého
kysliku obsah aminokyselin klesa, ale
tento pokles neni pfilis vyrazny [23].

Zajimavym poznatkem, plynoucim
z modelovych pokusU, je skute¢nost, ze
médnaté ionty vyrazné zrychluji spo-
tfebu kysliku a Ze podobné mohou pU-
sobit i dalsi latky, napf. dusitan sodny
[17]. Katalytickou redukci kysliku za pfi-
tomnosti  reduktontl Ize soucasné
vysvétlit kontroverzni chovani kyseliny
askorbové i ostatnich reduktond, puso-
bicich sou¢asné jako prooxidanty i anti-
oxidanty pfi starnuti piva.

Pfi nizkém obsahu kysliku a prede-
v&im jeho aktivatorl kyselina askorbova
redukuje jiz zoxidovana pfirozena bar-
viva piva, potlauje tvorbu oxidacnich
pfichuti a blokuje nezadouci zmény piva
pfi jeho starnuti. Naproti tomu v pfitom-
nosti vy§Siho mnozstvi kysliku a aktiva-
toru nelze zabranit nepfiznivym zmé-
nam ani pfi relativné vysoké koncentraci
kyseliny askorbové.

Vy8§i koncentrace kyseliny v pfitom-
nosti aktivatoru se v8ak mUze projevit
zrychlenou redukci, a tim i spotfebou
rozpusténého kysliku, jeho vy€erpanim
a zastavenim tvorby radikalt kysliku.
Dals$im ochrannym mechanismem je
maskovani kovovych iontd rozkladnymi
produkty kyseliny askorbové [24].

Oxidaci kyseliny askorbové mohou
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zrychlit i jiné latky. Ke studiu téchto
efektl I1ze pouzit fotooxidace kyseliny as-
korbové methylenovou modfi. Methyle-
nova modf je v oxidované formé modra,
nelze ji jednoduSe odbarvit odstranénim
kysliku z roztoku napt. proudem dusiku,
je k tomu zapotiebi jesté redukéni Ci-
nidlo. Rychlost redukce kyselinou as-
korbovou stoupa s rostoucim pH, coz se
shoduje s odbarvovanim methylenové
modfi reakci se sacharidy v alkalickém
prostredi, jak je dobfe znamé z popu-
larnich pokusU s tzv. modrou lahvi [25].
V8echna tato fakta kromé toho nazna-
¢uji, ze mnoho reakci, dfive pfi¢itanych
melanoidinim, Ize jednodu$e vysvétlit
pouze pfitomnosti reduktond bez ucasti
dusikatych slozek [19].

Je také vSeobecné znamé, Ze prenos
elektrond z kyseliny askorbové na met-
hylenovou modf Ize vyrazné zrychlit pro-
stym plsobenim svétla (tzv. photoblea-
ching) [26]. Pouhé fotony mohou tedy
vyrazné zvysit rychlost redukce methy-
lenové modfi, pficemz je zajimava
i druhd &ast tohoto procesu. V pfitom-
nosti aktivatord redukce kysliku se ge-
neruji kyslikové radikaly i peroxid vodiku,
zpUsobujici reoxidaci leukoformy methy-
lenové modfi a tim i zpétné modrani
pfedtim odbarveného roztoku. V pfitom-
nosti kysliku bez aktivator nemuize
tento proces probihat a roztok zlstava
odbarveny [24].

Uvedena technika umoznila proka-
zat, Ze prirodni materidly obsahuji latky
urychlujici pfenos elektron(i mezi jejich
donory a akceptory. Tyto latky jsme sou-
hrnné oznadili jako ETIS (Electron Tran-
sport Influencing Species). | pfes nizky
obsah kovovych iontl se v pivu vysky-
tuji latky zvysujici vyrazné reoxidaci leu-
koformy methylenové modfi. Porovnani
reakéni rychlosti téchto procesl za pfi-
tomnosti a nepfitomnosti kysliku jasné
prokazalo, ze tyto latky mohou kataly-
zovat pfenos elektronl i pfi velmi nizkém
obsahu rozpusténého kysliku, coz by
mohlo vést k pochopeni starnuti piva za
jeho nepfitomnosti [24].

V pribéhu téchto reakci pravdépo-
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Obr. 5 Reoxidace methylenové modfi (10 mg.I'"’) odbarvené ozare-
nim v roztoku kyseliny askorbové (0,001 — 0,1 %) v deionizované
vodé s pridavkem Cu?* (0,1 mg.I'") a nasycené dusikem (N) nebo

vzduchem (O)
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Obr. 6 Reoxidace methylenové modfi (10 mg.I'"’) odbarvené ozére-
nim v roztoku kyseliny askorbové (0,01 %) v mladiné (pH 5,2 a 4,5)
a pivu nasycenych dusikem (N) nebo vzduchem (O)
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Obr. 7 Reoxidace methylenové modri (10 mg.l'"), odbarvené ozare-
nim v roztoku Kyseliny askorbové (0,01 %) v deionizované vodé s pri-
davkem dusitanu sodného (10 mg.I'" NO?), METR (10 mg.I'") nebo
v jableéném dzusu, nasycenych dusikem (N) nebo vzduchem (O)
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Obr. 8 Diferencni spektra 12 % piva nasyceného dusikem (N) a vzdu-
chem (O) a zahrivaného pri 60 °C

dobné vznika i peroxid vodiku, klicova
slozka Fentonovy reakce. Rozkladem
sacharid(l za ucasti Fentonovy reakce
nebo radikalového iniciatoru vznikaji
latky zvySujici ucinek téchto reakci, jak
Ize soudit podle rychlejSiho rozkladu
INDC, nebo METR za pfitomnosti i ne-
pfitomnosti kysliku [17, 18, 24]. Zda se,
Ze rozkladem sacharidd vznikaji agre-
sivni cukerné radikaly, vyznalujici se
delSim polo¢asem rozpadu i ¢astec¢nou
rozpustnosti v lipidickych latkach, takze
mohou napadat i nenasycené mastné
kyseliny [27].

Uvedené experimenty ukazuiji, ze mé-
feni oxida¢né-redukéniho potencialu
v pivu klasickymi zplsoby, napf. s 2,6-
dichlorfenolindoindofenolem (popularni
ITT), nemaji dostate¢nou vypovidaci
hodnotu, probihaji-li pouze za pfitom-
nosti kysliku, a mohou slouzit hlavné
jako metody stanoveni redukCnich latek,
napf. kyseliny askorbové. Je také zna-
mo, Ze pfidavek nizkych mnozstvi kyse-
liny askorbové k pivu vyrazné snizuje
hodnotu ITT, aniz by se pfitom dosahlo
odpovidajiciho zvySeni odolnosti piva
vuci starnuti.

Pfi studiu starnuti piva za nepfitom-
nosti kysliku zaujimaji patrné ETIS vy-
znamné misto. V obecném pojeti se kys-
lik mGze dobfe mezi ETIS zafadit.
Studium oxida¢né-redukénich procest,
probihajicich v pivu za pfitomnosti orga-
nickych barviv, je dal$i nadéjnou techni-
kou pro pochopeni oxidace piva za ne-
pfitomnosti nebo za pfitomnosti velmi
nizkych koncentraci kysliku.

K vybéru vhodnych barviv jsme pfi-
kro€ili po studiu jejich tepelné degradace
ve smeési se sacharidy, pficemz jsme
jako nadéjna barviva zaznamenali met-
hylenovou modf, methylovou cerveri
a indigokarmin. Po podrobné literarni re-
Sersi jsme objevili, Ze dvé z téchto bar-
viv pouzival pfi studiu oxidace a redukce
jiz Chapon asi pfed ¢&tvrt stoletim [13].
Jeho prace pfinesly revolu¢ni myslenky,
dodnes podle naseho nazoru piné ne-
docenéné, zejména pfi popisu pfiroze-
nych sloucenin, které by se daly zaradit

mezi ETIS. DalSim pfinosem bylo vyuziti
enzymovych metod, které umoznily fe-
it dodnes obtiZzny ukol stanoveni pero-
xidu vodiku v pfitomnosti silnych redu-
kovadel.

Pouziti oxidacné-redukénich indika-
tord, znamych z analytické chemie, se
uplatiiovalo zejména pfi studiu vratnych
oxida¢né-redukénich procesll. Méné je
znamo, ze organicti chemici, zabyvajici
se chemii barviv, jiz v minulosti rozliSo-
vali organické barviva podle toho, zda se
po predchozi redukci mohou znovu
reoxidovat vzdusnym kyslikem, nebo ni-
koliv [28]. Toto pojeti vede pfimo k roze-
znani ulohy nevratné degradace orga-
nickych barviv a uc€asti vzdudného
kysliku v tomto procesu.

Existuje analogie mezi chovanim pfi-
rodnich barviv, obsaZenych v pivu,
a chovanim nékterych organickych bar-
viv. Barviva v pivu tvofi Siroké spektrum
polyfenolickych latek a degradacnich
produktll sacharidd, véetné produktd
Maillardovych reakci. Podobné jako or-
ganicka barviva mohou tyto latky podlé-
hat vratnym oxida¢né-redukénim reak-
cim, odbarvovat se redukci, zbarvovat
oxidaci a také podléhat nevratné degra-
daci za ztraty barvy.

Néktera barviva vyzaduji radikalovou
iniciaci, aby dosahla typického zbarveni
(napf. ABTS —2,2’-azino-bis-(3-ethylben-
zothiazolin-6-sulfonat). Typické chovani
pfedstavuje degradacni oxidace (napf.
u N,N,N',N’ — tetramethyl-p-fenylendia-
minu) nebo redukce. U oxidaéné-redukgé-
nich indikator( je znamé i zbarveni bez-
barvych indikatord v dusledku jejich
redukce, napf. u tetrazoliovych soli. Po-
dobné vzory chovani Ize vysledovat
i u pfirodnich barviv piva a dalSich napoj(.

V soucasnosti pouzivame tfi barvi-
va s odlisnym chovanim v oxida¢né-
-redukénich procesech. Indigokarmin
(INDC) se muze rozkladat pouze v pfi-
tomnosti vzdudného kysliku a jeho roz-
klad za nepfitomnosti kysliku se nedafri
ani v pritomnosti silného radikalového
iniciatoru, jakym je peroxodisiran dra-
selny. Jako mnoho jinych barviv maze

existovat i v radikalové formé schopné za
pfitomnosti kysliku oxidovat aminokyse-
liny, a to i za nepfitomnosti iniciatoru [29].

Methylenova modf (MEBL) je univer-
zalni indikator, schopny opét tvofit radi-
kalovou formu a umozAiujici vratné oxi-
dovat redukujici latky v napojich. Jeji
leukoforma citlivé reaguje na pfitomnost
radikald vznikajicich redukci kysliku.
Presto pivo, obsahujici bezbarvou redu-
kovanou formu methylenové modre in-
dikujici nepfitomnost kyslikovych radi-
kalu za nepfistupu vzduchu, velmirychle
starne i bez dal$iho pfistupu kysliku.

Zmeény barvy methylenové modfi
dobfe reaguji na spotfebu kysliku pivem.
Tato rychlost je pomérné vysoka a po-
lo¢as spotreby kysliku pfi pasteraénich
teplotach se pohybuje v jednotkach az
desitkach minut, pfi laboratorni teploté
mize dosahovat az nékolika dn(. Kyslik
prochéazejici obalem korunky miize pred-
chazet do piva v mnozstvi az nékolik mi-
ligram( za rok [6].

Methylova cerveri (METR) je vy-
znamny indikator, rozkladajici se v pivu
za nepfitomnosti kysliku. Chapon et al.
povazovali methylovou Cerven za speci-
ficky indikator, reagujici na sou¢asnou
pfitomnost kyseliny askorbové a pero-
xidu vodiku [13]. Pfi vzajemné reakci
obou slozek se dokonce rozkladala i pfi-
rozena barviva ¢erveného vina, ¢ehoz
Chapon vyuzival jako bodu ekvivalence
pfi stanoveni oxidu sifi¢itého v éerveném
viné. Methylovou &erveni potom nahra-
zoval barviva nepfitomna v bilém viné.

Tento indikator se muze odbarvovat
i v pivu za nepfitomnosti kysliku, coz by
mohlo ukazovat na tvorbu peroxidu vo-
diku i za nepfitomnosti kysliku. Vznik
kyslikovych radikali rozpadem peroxidu
vodiku totiz pfitomnost kysliku nevyza-
duje, a naopak se kyslik v pribéhu této
reakce uvolfiuje.

Zajimavou skutecCnosti je zjisténi, ze
odbarvovani methylové cerveni muze
probihat za anaerobnich podminek i bez
pfidavku peroxidu vodiku, o éemz se stu-
die Chapona nezminuje. Pfidavek kata-
lasy tuto reakci blokuje, coz by opét



118

svédcilo ve prospéch anaerobni tvorby
peroxidu vodiku.

Anaerobni mechanismus starnuti
piva vSak zUstava pres tyto nadéjné vy-
sledky dosud neobjasnény. Pfedevsim
nenijasné, zda anaerobni mechanismus
nevyzaduje byt nepatrnd mnozstvi kys-
liku, kterd mohou pronikat netésnym
obalem. Déle jakykoliv styk slozité ma-
trice pfirodnich latek ve styku s kyslikem
v pfedchozich fazich vyroby mize zna-
menat vazbu kysliku napf. ve formé pe-
roxidu, které mohou pozdéji vytvaret pe-
roxid vodiku. Jak jiz z pfedchozi diskuse
vyplynulo, Fentonova reakce muze pro-
bihat i za nepfitomnosti kysliku [17, 24].

Dal$im moznym mechanismem je ak-
tivni plsobeni radikal pfirozenych bar-
viv. K méfeni téchto zmén Ize pouzit di-
ferenéni spektroskopii, kterou Ize snadno
prokazat starnuti i za nepfitomnosti kys-
liku [30]. V soucasnosti jsme touto tech-
nikou prokazali, ze barviva piva mohou
béhem starnuti nejen tmavnout, ale také
se odbarvovat v zavislosti na vinové
délce absorbance (obr. 8).

V kazdém pripadé predstavuje pou-
ziti pfirodnich i umélych barviv vy-
znamny nastroj k studiu oxida¢né-re-
dukénich procesu, probihajicich v pivu
za pritomnosti i nepfitomnosti vzduchu.
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Savel, J.: Aerobni a anaerobni starnuti
piva. Kvasny Prum.49, 2003, ¢.5, s. 144—119.

Modelové pokusy oxidace fenylalaninu
v roztoku Kkyseliny askorbové prokazaly, ze
k u¢inné oxidaci je zapotrebi kyslik a aktivator,
napf. Cu?*. Tento mechanismus muze vysvét-
lit tvorbu tékavych aldehydd z aminokyselin pfi
starnuti piva za pfistupu vzduchu. Pfi nedo-
statku kysliku se aldehydy tvofijen v malé mife.
UcCast kysliku za pfitomnosti aktivatord pfi star-
nuti piva potvrdila i reoxidace leukoformy met-
hylenové modfi, pfipravené redukci methyle-
nové modfi kyselinou askorbovou po ozafeni
viditelnym svétlem. Na stejném principu se
prokazala pfitomnost rliznych aktivatord reo-
xidace v pivu, mlading, jable¢né stave i aktivni
Uc¢ast dusitanu sodného nebo methylové cer-
veni pfi vzdusné reoxidaci leukoformy methy-
lenové modfi. Vzdudny kyslik naopak inhibo-
val degradaci methylové €ervené v roztoku
kyseliny askorbové, coz je pfiklad degradace
barviva za anaerobnich podminek. Uvadéji se
pfiklady kladného i negativniho ptsobeni re-
dukton(i pfi vyrobé piva i vyznamna uloha bar-
viv piva pfi jeho starnuti.

Savel, J.: Aerobic and Anaerobic Beer
Ageing. Kvasny Prum. 49, 2003, No. 5, p.
144—-119.

Model experiments of phenylalanine oxi-
dation in the solution of ascorbic acid proved
that the oxygen and activator (Cu®*) are ne-
cessary for effective oxidation. This mecha-
nism can explain the formation of volative al-
dehydes from amino acids during the aerobic
ageing of beer. When there is a lack of oxy-
gen the aldehydes form only in small amounts.
Participation of oxygen in presence of activa-
tors during the aging of beer has been confir-
med also by the reoxidation of methylene blue
leucoform, prepared by methylene blue re-
duction with ascorbic acid after exposing to vi-
sible light. Based on the same principle there
has been proved the presence of different ac-
tivators of reoxidation in beer, hopped wort,
apple juice plus active presence of nitrite so-
dium or methylene red during the aerobic re-
oxidation of methyl blue leucoform. On the
contrary atmospheric oxygen inhibited methyl
red degradation in the solution of ascorbic
acid, which is an example of colouring agents
degradation under the anaerobic conditions.
The examples of positive and negative action
of reducing agents during the production of
beer and significant role of beer colouring
agents during its ageing is being stated here.

Savel, J.: Aerobe und anaerobe Alterung
des Bieres. Kvasny Prum. 49, 2003, Nr. 5, S.
114-119.

Modellversuche der Oxidation Phenylala-
nins in der Lésung der Ascorbinséure zeig-
ten, dass zu einer wirksamen Oxidation Sau-
erstoff und ein Aktivator, z. B. Cu?* notwendig
ist. Dieser Mechanismus kann die Bildung
flichtiger Aldehyde aus Aminoséuren bei der
Alterung des Bieres bei Luftzutritt erklaren.
Bei Sauerstoff-Mangel entstehen die Alde-
hyde nur in einem kleinen Ausmass. Die Be-
teiligung des Sauerstoffs bei Aktivatorenan-
wesenheit wurde auch durch die Reoxidation
der Methylenblau-Leukoform bestétigt, die
durch Reduktion von Methylenblau mittels
Ascorbinsdure nach Bestrahlung mit sicht-
barem Licht aufbereitet wurde. Auf gleichem
Prinzip wurde auch die Anwesenheit vers-
chiedener Aktivatoren der Reoxidation im
Bier, in der Wirze und im Apfelsaft sowie
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auch die aktive Beteiligung des Natriumnitrits oder des Methylrots bei Luft-Reoxi-
dation der Methylenblauleukoform bestéatigt. Der Luftsauerstoff wirkte im Gegenteil
inhibierend auf die Degradation von Methylrot in der Ascorbinsdureldsung, was ein
Beispiel der Farbungsmitteldegradation bei anaeroben Bedingungen darstellt. Es
werden Beispiele positiver und negativer Wirkung der Reduktone bei der Bierhers-
tellung sowie auch die wichtige Rolle der Farbstoffe bei seiner Alterung angefuhrt.

LLlasen, /A.: Aapo6Hoe 1 aHaapo6Hoe cTapeHme nuBa. Kvasny Prum. 49, 2003, Ho. 5, cTp. 114-119.

MogenbHble 3KCMEPUMEHTbI OKUCTEHUS (heHunanaHuHa B pacTBOpe ackopbWMHOBOWA KUCMOTbI
[oKa3anu, YTo Ans athheKTUBHOrO OKWUCTIEHWS HYXHbI OKCUA W akTuaTop, Hanp. Cu?*. HacToswmi
MEXaH|3M Mo3BONSeT 0ObACHUTb NETYYNX anbAeraoB 13 aMMHOKIMCIIOT MPY CTapeHuy N Ba ¢ OCTY-
nom Bo3ayxa. [1pn HefoCTaTKe OKCKaa anbaernabl 06pasytoTCs TONLKO B HE3HAYUTENBHON CTEMEHM.
[eicTBOBaHNE OKCWMAA MPWU HANMuMM aKTUBATOPOB MPW CTapeHWu MuBa ObiNo MOATBEPKAEHO
PEOKCUAMPOBAHMEM  NEVKOPOPMbI  METWUNIEHOBOrO  CMHEr0,  MOAFOTOBMEHHOTO  peaykuuel
METUNEHOBOrO CMHErO aCKOPOMHOBOW KMCNOTOM nocne 06y4eHus BUAMMBIM CBETOM. OfMHAKOBbIM
MPUHUMMOM 6bIN0 [OKA3aHO HannuMe pasHbiX aKkTMBAaTOPOB PEOKCWAMPOBaHWA B MuBe, Cycne,
S6NOYHOM COKE W aKTWUBHOE Y4acTue HWTPUTA HATPUs WNM  METWUNEBOrO KpacHoro mnpw
PEOKCMAMPOBAHWM HA BO3AyXe NEKOGOpMbl METUIEHOBOTO CHHEro. Kucnopog Bo3fyxa Hao60poT
WHrMéMpoBan Aerpajaumio METUIOBOTO KPacHOro B pacTBOPe acKOpOMHOBOW KWUCMOTbI, YTO Mpes-
CTaBnsieT NpUMep AerpaanpoBaHns KpacuTens Npu aHaspobHbIx ycnosusx. MpuBoasaTCs npumeps
NONOXKNUTENBHOIO 1 OTPULIATENBHOTO BAMSHUS PEAYKTOHOB NPY NPOU3BOACTBE NUBA U 3HAUMTENbHAS
ponb KpacuTeneii Nuea nNpu ero CTapeHnu.

60. zasedani MEBAK v Geisenheimu

21.az22.fijna 2002 se uskute¢nilov Geisenheimuv Némecku
60. zasedani komise MEBAK. Jednani se zuc¢astnilo 16 delegatd,
9 bylo omluveno.

Bez dalSich pfipominek byl schvalen protokol z 59. zasedani
MEBAK, konaného v Neu-Anif u Salzburgu.

Internetovou stranku MEBAK najdou zajemci na adrese
www.vlb-berlin.org.V soucasné dobé pokracuji Upravy stranky, aby v budoucnu umoz-
nila naptiklad pfimé objednavani separatu tykajicich se jednotlivych analytickych postupl
pouze za mirny poplatek. S tim, ze se v budoucnu pocitd s vyuzitim této stranky na-
pfiklad pro nakup vybranych informaci, souvisi i skuteénost, Ze svazek €. | MEBAK bude
zfejmé vydan jako posledni tistény vytisk. Pfedpoklada se, ze vSechny nasleduijici svazky
MEBAK budou dostupné pouze v CD-ROM verzi a budou zpfistupnény pro zajemce i na
vySe uvedené internetové adrese.

Vzhledem k tomu, Ze bylo vydano UpIné znéni V. svazku MEBAK, byla na navrh pred-
sedy komise GUP Dr. Schura jeji ¢innost ukonéena.

Pfitomni vénovali zvySenou pozornost zlepSeni akceschopnosti komise MEBAK.V bu-
doucnu se proto pocita napfiklad s moznosti, Ze se €leny MEBAK stanou i zastupci pri-
vatnich zkuSebnich laboratofi. Na navrh profesora Miedanera byli jednomysiné jmeno-
vani Prof. Jager a Dr. Schur zaslouzilymi ¢leny MEBAK. Stalym ¢lenem MEBAK se stala
Dr. Jilich z firmy Doéhler Euro Citrus.

Dr. Schur informoval pfitomné, Ze probiha preklad V. svazku MEBAK do $panélstiny
pro potreby jihoamerické pivovarské skupiny Alaface.

Dr. Anger podal zevrubnou zpravu o vysledcich testovani LG-Foamtesteru, prove-
deného v ramci projektu AIF. Studovany byly zejména parametry teplota, tlak, vihkost
a proudéni vzduchu. Vysledky dosaZené u béznych typu piv jsou velmi slibné, urcité pro-
blémy nastaly pouze u piv se zvySenym obsahem zbytkového extraktu a u piv pSeni¢-
nych, kde bude s ohledem na vy$Si objem pény potfebné upravit méfici valec pfistroje,
pfipadné pozménit podminky a geometrii rozpénovaciho nastavce. Pfipominky byly pre-
dany vyrobci a v souc¢asné dobé pokracuji prace na Upravach LG-Foamtesteru.

Dr. Anger seznamil pfitomné s vysledky kruhového testu méfeni friability, ktery pro-
béhl v minulém roce. Testu se zlcastnilo Sest svétovych renomovanych pracovist, mezi
nimi i VUPS, a.s. Hodnoty naméfené na EBC sladu ¢&. 15 byly nasledujici: nebyly zjis-
tény zadné odlehlé vysledky. V pfipadé friability ¢inila primérna hodnota 82,6 %, opa-
kovatelnost rgs 1,60 % a reprodukovatelnost Rgs 1,91 %. U ¢astecné rozlusténych zrn
byly naméfeny hodnoty 2,3 %, 1,08 % resp. 1,46 %. U zrn sklovitych &inil primér
0,41 %, rg5 0,32 % a Rgs 5,44 %.

Budouci ¢innost ¢lend MEBAK bude zamérena na pfipravu nového, upraveného vy-
dani I. svazku MEBAK.

V ramci zasedani komise MEBAK probéhla v prostorach Vyssi odborné Skoly vi-
nafské a zahradnické vzorova degustace piv dle upraveného degustaéniho schématu.
Pfi senzorickém hodnoceni vin je na této Skole pouzivana tzv. Kvantitativni a deskriptivni
analyza vin. Metoda spociva v tom, Ze je senzoricky viem popisovan degustatory na za-
kladé pfirovnani chuti a vini posuzovaného vzorku k bézné znamym pfirozenym
deskriptorlim (melasa, seno, banan, susené houby, muskat, skofice apod.). Studenti na-
vrhli pro pivo 24 deskriptord, jejich vybér pro degustaci byl nasledné snizen na 15. Za
standardy zde misto umélych aromat slouzi Cerstvé pfipravené vodné vyluhy pfislus-
nych matric. Problémem zlstava téZko dosaZitelna kvalitativni a kvantitativni reprodu-
kovatelnost pfi pfiprave vyse zminénych pfirodnich standard(. Vyhodou je dosazeni ,pfi-
rozeného“ aroma standardu. Zda je tento pfistup vhodny i pro degustaci piva, zistava
diskutabilni, nicméné Ize tento pfistup, nezatizeny ,pivovarskym konzervativismem®, po-
vazovat pfinejmensim za zajimavy a podnétny.

61. zasedani komise MEBAK probéhlo ve dnech 23. az 25. 4. 2003 v Pféaffikonu ve
Svycarsku. Ing. Jifi Culik, CSc.
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