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1.UVOD

Reakce piva s aktivnimi formami kysliku
s¢ v soucasnosti povazuji za hlavni pfic¢inu
piirozeného starnuti piva. Jejich reaktivita je
mnohondsobné vyssi nez reaktivita mole-
kulirniho kysliku v zikladnim tripletovém
stavu. V tomto relativné mdlo reaktivnim
stavu se Kyslik nachdzi v plynné tizi v hrd-
lovém prostoru ldhvi i rozpustény v pivu ih-
ned po jeho stoceni.

Za aktivni formy kysliku se v soucasnosti
pokladaji singletovy kyslik, superoxidovy
anion, peroxohydroxylovy a hydroxylovy ra-
dikal. popf. i peroxid vodiku [1]. Tyto litky
vznikaji fotochemickou reakci za pfitom-
nosti fotosenzitizéra, napf. riboflavinu. nebo
reakcemi za nepfistupu svétla s acasti kovo-
vych ionta. popf. kombinacemi téchto reakci.

Aktivni formy kysliku mohou reagovat
s vétsinou slozek piva. Nékteré z nich po-
skytuji tékavé karbonylové latky. které lze
povazovat za pficinu cizich vani a chuti nebo
alespoii za indikitory jejich vzniku [2]. Je-
jich pfitomnost se obvykle vysvétluje oxi-
daci volnych aminokyselin nebo alkoholu.
Za vyznamny oxidacni produkt. senzoricky
aktivni ve velmi nizkych koncentracich, se
poklada rrans-2-nonenal a s nim pfibuzné
slouceniny [3].

Prukazy aktivnich forem kysliku se déli
mezi piimé a nepfimé. Za pfimou metodu
lze povazovat spinovou elektronovou
spektroskopii. prokazujici pritomnost hyd-
roxylového radikilu v oxidovaném pivu
[4]. Jeho tvorbu potlacuji ostatni latky piva.
po jejichZ vycerpani viak ddle pokracuje

oxidacni destrukce piitomnych  slozek.

Nepfimé metody vyuZivaji zachywu ak-
tivnich forem kysliku specifickymi slouce-
ninami a prukazu zmén jejich vlastnosti,
nebo vzniklych reakénich produktu. Patii
mezi né spektrofotometrické méfeni zmén
k pivu pfidaného 1.1-difenyl-2-pikrylhydra-
zylu (DPPH). odbourivini barviva p-nitro-
sodimethylanilinu. nebo jinych organickych
barviv. pouzivanych v barevné fotografii
[5.6.7]. Podskupinu téchto metod tvofi spek-
trofotometrické sledovini zmén lLitek pri-
tomnych v pivu. napf. polyfenolt a melano-
idinu [8].

Za specifické metody prukazu pritomnosti
aktivnich forem Kysliku lze pokladat snadno
¢ichové prokazatelny rozklad methioninu.
nebo chemiluminiscenéni metody |8, 9].

Tabulka 1. Oxidace aminokyselin a alkoholiv ve vodném prosiredi

Tubulka 2. Oxidace aminokyselin a alkoholit v prostiedi ethanolu

Oxidacni] Cizi | Zakal Absorbance Oxidacni]  Cizi | Zakal Absorbance
Slou¢enina ¢inidlo | viné  [j EBC|200 nm [800 nm|340 nmK30 nm Slou¢enina Cinidlo | vimé  |j EBC[200 nm (800 nm|340 nm{430 nm
leucin - - 0,05 | 0,068 | 0,000 | 0451 {0,001 leucin - lihova | 0.15 ] 0.101 [ 0.001 | 0458 (1(164_
leucin K.S,0; | zatuchld | 0,03 | 0.799 {0,000 | 0144 | 0.174 leucin K.S.0¢ | ovocnd | 0,16 | 0,112 | 0,001 | 0416 | 2.876
isoleucin - - 0,06 | 0132 10001 | 0431 |-0.002 1soleucin - lihovd | 013 [ 0.117 {0,002 | 0452 | 0066
1soleucin K-S,0; | naslddla | 007 | 0995 | 0,001 | 0061 | 0,180 isoleucin KsS,04 | ovoend | 0,17 | 0.112 | 0,000 | 0,426 | 2.761
fenylalanin - - 0.05 | 1.861 | 0.001 | 0351 |-0.001 fenylalanin - lihova | 0.11 | 1.894 | 0,002 | 0,315 | 0.060
fenylalanin K.S,0q [kvétinovdl 23,5 | 2.032 | 0,143 | 0060 | 0.252 fenylalanin K.S,04 | ovocnd | 0.18 | 2,097 | 0.004 | 0.155 | 2,635
3-methyl-1-butanol| - - 0,05 | 0,086 | 0,001 | 0,000 |<0.005 3-methyl-1-butanol| - lihovd | 0.4 | 0,152 | 0,002 | 0,009 | 0.053
3-methyl-1-butanol | K,S,0x | zatuchld | 0,08 | 0,960 | 0.001 | 0.004 | 0,011 3-methyl-1-butanol | K;S,0 | ovoend | 0,09 | 0935 | 0,002 | 0,009 | 2,171
2-methyl-1-butanol| - - 0,09 | 0,046 | 0.000 | 0.006 {0,002 2-methyl-1-butanol| - lihovi | 0,13 | 0.070 | 0.001 | 0.011 | 0.065
2-methyl-1-butanol | K,S,05 [ nasladla [ 0,11 | 0.619 | 0,002 [ 0.001 | 0,025 2-methyl-1-butanol | K.S-0x [ ovocna | 0,17 | 0.085 | 0,001 | 0.009 | 2,758
2-fenyl-ethanol - [kvétinovd| 0.06 | 1.966 [ 0.003 | 0.004 [-0.005 2-fenyl-ethanol - |kvétinovd 0,11 [ 2,061 | 0.002 | 0,012 | 0.078
2-fenyl-ethanol K5S,0; [kvétinova) 244 | 2.816 | 0.173 | 0,004 | 0,028 2-fenyl-ethanol K.S-0; [kvétinova| 0.69 | 2,394 [ 0,003 [ 0,013 | 2.888
destilovand voda - = 0.07 | 0.090 | 0,000 | 0,004 {0,004 destilovand voda - lihovd | 0.06 | 0,062 [ 0.002 | 0,000 | 0.042
destilovand voda | K,S,04 - 0,06 | 1.029 | 0.000 | 0,002 |1-0.002 destilovand voda [ K,S,04 | ovocnd | 0,14 | 0.129 | 0,003 | 0,000 | 2.646
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Obr: I Absorpeni spekira leucinu (LEU), isoleucinu (ILEU), a fe-
nylalaninu (PHE) po oxidaci peroxodisiranem draselnym (PK) ve
vodném prostiedi

Vinova detka nm)

Obr: 2 Absorpeni spekira 3-methyl-1-butanolu (3M), 2-methyl-1-bu-
tanolu (2M ) a 2-fenyletanolu ( FE) po oxidaci peroxodisiranem dra-
selnvm (PK) ve vodnem prostiedr
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Tabulka 3. Oxidace aminokyselin a alkoholit ve vodném a ethano- 28— —
lovént prostredi s prehdnénim vodni pdrou '

Oxidacni] Cizi |Zikal Absorbance
Sloucenina Ginidlo | viné  [JEBC|200 nm [800 nm|[340 nm[430 nm Sy
leucin dest.vodd] zatuchl | 0,15 | 0,700 | 0,001 | 0,001 | 0,023 | s
leucin ethanol | lihovd | 0,10 | 0.167 | 0,001 | 0,005 | 2,295 e
isoleucin dest.vodd splend | 0,08 | 0,072 [ 0,001 | 0,005 | 0,009 i
isoleucin ethanol | lihova | 0,12 | 0,113 {0,002 | 0,001 | 2,295
fenylalanin dest. vodgkvétinovl 0,13 | 0988 |-0,001| 0,004 | 0,007 l
fenylalanin ethanol | lihovd | 0,10 | 0,621 | 0,002 [-0,013| 2,701 :3:33 ¢
3-methyl-1-butanol|dest. vodd zatuchli | 0,15 | 0,100 |-0,002|-0,015| 0,019
3-n‘lcthyl-l-butan(}|[ ethanol | lihova | 0,12 | 0,120 | 0,000 [ 0,011 | 2.822 Obr. 4 Absorpéni spektra oxidacénich produktic leucinu (LEU), iso-
Z-methyl-]-h.ltanolldevaoda spalend | 0,18 | 0,079 | 0,002 [-0,012] 0,020 fmc-lr'nu ill.EU ) u:ﬁ'ri_\'a'uffatiirf'u ( :PHE') po fr_\'ififlf'f p(’}m_tr;d,f.}r'n:m;’m
Tme lhyl-l-bl.ll.‘n‘toll ethanol | Tihovd 10.16 1 0.120 10,001 [0.011 [ 3018 :!:‘;:::;‘:::::,{[ }:ff( ) & prehdnénim vodni pdrou = vodného a ethanolo-
2-fenyl-ethanol  |dest. vodakvétinova| 0.18 | 1,779 |-0,002|-0,028 | 0,009
2-fenyl-cthanol | ethanol |citrusova| 0.14 | 1.949 | 0,005 |-0,008 3.029

2.MATERIAL, METODY, PRISTROJE
A ZARIZENI
2.1 Chemikilie a ¢inidla

Peroxodisiran draselny p.a. K,S.0;,
Nesslerovo ¢inidlo, kyselina chlorovodikovia
37 % (MERCK. SRN), L-leucin (LA-
CHEMA Bro, CR). DL-isoleucin. DL-fe-
nylalanin 3-methyl-1-butanol, (S)-(-)-2-met-
hyl-1-butanol  (SIGMA), 2-fenylethanol,
kyselina 2.4.6-trinitrobenzensulfonovia TNBS,
vodny roztok (¢ = 1 mol.l"').(FLUKA, Svy-
carsko), ethanol 96,5 % rafinovany, jemny
(Lihovar Chrudim, CR).

Fosfitovy tlumivy roztok:
vodny roztok hydrogenfosforecnanu sod-
ného Na,HPO,.12H,0 (c = 5 %) se smisil
s 5 % vodnym roztokem dihydrogenfosfo-
re¢nanu sodného NaH,PO,.H-O (¢ = 5 %)
v priblizném poméru 100: 1.5 tak, aby vy-
slednd hodnota pH byla 8.2,

Barevné ¢inidlo pro stanoveni aminodu-
siku: 0,274 ml TNBS (¢ = 1.mol.l"") se roz-
pustilo v 100 ml destilované vody.

2.2 Metody
2.2.1 Stanoveni aminodusiku (upraveno
podle [10])

Po smichani 1 ml vzorku modelovych
roztokl pred a po oxidaci peroxodisiranem
draselnym s 5 ml fosfatového tlumivého roz-
toku se pfidaly 2 ml barevného ¢Cinidla, roz-

tok se promichal a zahfival v temnu po 2 h pri
40 °C a po ochlazeni doplnil do 10 ml ky-
selinou chlorovodikovou (¢ = | mol.I''). Ab-
sorbance se méfila v kfemenné kyveté pri
340 nm proti slepému pokusu s destilovanou
vodou misto vzorku.

2.2.2 Reakce s Nesslerovym Cinidlem

Vzorek modelovych roztoka pfed a po
oxidaci peroxodisiranem draselnym se zfe-
dil desetkrit, 4 ml zredéného roztoku se smi-
sily s 1 ml ¢inidla a po 15 min se zméfila ab-
sorbance pfi 430 nm.

2.2.3 Oxidace aminokyselin a alkoholii
peroxodisiranem draselnym

Roztoky vyssich alkoholi a aminokyse-
lin (¢ = 50 mg.l"") v destilované vodé a et-
hanolu (¢ = 5 % obj.) se zahfivaly 18 h pfi
60 °C v pritomnosti peroxodisiranu drasel-
ného (¢ = 0,1%). Po ochlazeni na 20 °C se
zmé&il zdkal, absorbance pfi 200 a 800 nm,
reakce s Nesslerovym ¢inidlem, TNBS a za-
znamenala se absorpcni spektra roztoku
proti destilované vodé (obr. /. 2. 3. tab. 1. 2).

2.2.4 Charakterizace tékavych produktit
oxidace aminokyselin a alkoholit

Roztoky alkoholi a aminokyselin (¢ =50
mg.I"") v destilované vodé a vodném etha-
nolu (¢ = 5 % obj.) se prehanély vodni pi-

rou v pritomnosti peroxodisiranu draselného
(¢ =0.1 %). Z pavodnich 100 ml roztoku se
vodni pdrou prehnalo 50 ml destilitu a po
doplnéni na 100 ml destilovanou vodou se
zmérily absorbance pfi 200 a 800 nm. reakce
s Nesslerovym ¢inidlem. TNBS a zazname-
nala se absorp&ni spektra roztokd proti de-
stilované vodé (obr. 4, 5, tab. 3).

2.2.5 Charakterizace tékavyeh produkni
oxidace sladiny a piva

Sladina a pivo (puvodni koncentrace
129%) s pridavkem peroxodisiranu drasel-
ného (¢ =0,1 %) a bez né&j se prehanély vodni
pirou. Z puvodnich 100 ml vzorku se vodni
pérou piehnalo 50 ml destilatu a po doplnéni
na 100 ml destilovanou vodou se proméfila
absorpéni spektra proti destilované vodé
(obr. 6).

2.3 Piistroje a zafizeni

Hodnoty absorbanci a absorpcni spektra
se méfila spektrofotometrem CADAS 100
(Dr. B.Lange, SRN) v sklenéné 1 cm kyveté,
s vyuZitim softwarovych programi TEST,
t-SCAN a PCSCAN s intervalem méfeni
10 nm. Zakal se méfil zakalometrem LTP
6B (Dr. B.Lange. SRN).

3.VYSLEDKY A DISKUSE
V posledni dobé pribyvaji dikazy o de-
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Obr. 3 Absorpcni spektra leucinu (LEU), isoleucinu (ILEU) a feny-
lalaninu (PHE) po oxidaci peroxodisiranem draselnym (PK) v et-

hanolovém prostredi
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Obr. 5 Absorpéni spekira oxidacnich produktii 3-methyl-1-butanolu
(3M), 2-methyl-1-butanolu (2M) a 2-fenyletanolu (FE) po oxidaci

peroxodisiranem draselnym ve vodném a ethanolovém (E1) prostred(
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Obr. 6 Absorpéni spektra tekavych ldtek sladiny (SL) a piva (Pl) po
prehanéni vodni parou s pridavkem peroxidisiranu draselného (PK)

5

a bez néj

struktivnim pusobeni aktivnich forem kys-
liku pfi starnuti piva. Ackoliv se nejvetsi po-
zornost soustfeduje na reakce aktivnich fo-
rem Kysliku s nenasycenymi mastnymi
kyselinami, prokazalo se, ze aktivni formy
kysliku ochotné reaguji s riznymi slouceni-
nami, pfitomnymi v pivu, napf. s aminoky-
selinami a alkoholy. Tyto reakce by teore-
ticky mohly slouzit ke studiu a prikazu
aktivnich forem kysliku.

Z literatury je znamé, Ze karbonylové
slouceniny, obsahujici konjugované dvojné
vazby, silné absorbuji v ultrafialové oblasti
svétla [11]. V této oblasti silné absorbuji
i aromatické slouceniny, nachizejici se
v pivu a mladiné, napf. fenylalanin, tyrosin
a tryptofan, na CemZ se zaklada spektrofo-
tometrické stanoveni bilkovin. V ultrafia-
lové oblasti absorbuje i trans-2-nonenal
a furfural.

Experimentilné jsme zjistili, Ze absor-
bance tékavych produkti sladiny a mladiny
po prehianéni vodni parou silné absorbuje
v UV oblasti. Absorbance déle vzriistala pfi
soucasné oxidaci s peroxodisiranem drasel-
nym, jehoZ pusobeni spojujeme se vznikem
aktivnich forem kysliku (obr. 6). Oxidaci
pravdépodobné vznikaji tékavé litky po-
dobné nebo shodné s oxidacnimi produkty
aminokyselin a alkohold, jejich totoZnost
viak bude nutné teprve prokazat.

Podle pfedchoziho zjiSténi poskytuje re-
akce peroxodisiranu amonného nebo drasel-
ného s pivem zmény barvy, senzorické i ko-
loidni stability typické pro starnuti piva.
Podle literarnich udaji je aktivni sloZkou pfi
reakci peroxodisiranu ozon [12]. Lze pfed-
pokladat, Ze sekundirnimi reakcemi vzni-
kaji dal3i aktivni formy kysliku.

Jako modelové slouceniny pro oxidaci se
pouzily aminokyseliny i vy3si alkoholy, ob-
vykle pfitomné v pivu. Pfi studiu jejich
optickych vlastnosti ve vodnych roztocich
vykazaly nékteré z nich silnou absorbanci
v UV oblasti, zejména slouCeniny s benze-
novym jadrem, tj. fenylalanin a 2-fenyletha-
nol (ebr. 1, 2).

Zobr. 1,2, 3itab. I, 2 je patrna silna ab-
sorbance v ultrafialové oblasti ve vodném
roztoku fenylalaninu. Po jeho oxidaci roztok
absorboval v ultrafialové i ve viditelné ob-
lasti, coZ souvisi s vyloucenim viditelného
zékalu. Ostatni aminokyseliny absorbovaly

V  ethanolovém
roztoku se aminoky-
seliny degradovaly
v menSim rozsahu.
Silna reakce s Ness-
lerovym Cinidlem souvisi s oxidaci ethanolu
(tab. 3). Z. absorpCnich spekter aminokyselin
je patrné potlaceni tvorby zdkall i Cistecné
potlaceni degradace aminokyselin (obr. 3).

Po zahfivdni s peroxodisiranem drasel-
nym se vodné roztoky fenylalaninu a 2-fe-
nylethanolu silné zakalily, jak prokazaly
zmény absorbanci i zdkalu (tab. I, obr. 1, 2).
MozZnym vysvétlenim je niZSi rozpustnost
vznikajicich tékavych aldehydu, popf. dal-
Sich reak¢nich produktu. Alifatické alkoholy
poskytovaly po oxidaci pouze milo vyrazny
niarist absorbance, pfihlédne-li se ke zbyt-
kové absorbanci roztoku peroxodisiranu
draselného (rab. 1). Zvyseni absorbance roz-
toku peroxodisiranu draselného mize sou-
viset s pritomnosti absorbujicich necistot,
popf. s absorbanci v roztoku vznikajiciho
ozonu [12].

Pii oxidaci aromatickych aminokyselin
a alkoholl v pFitomnosti vodného roztoku
ethanolu typické zdkaly nevznikaly, coZ
pravdépodobné souvisi se zvyienou roz-
pustnosti téchto litek v ethanolu nebo s po-
tlatenim oxidace soub&zné probihajici re-
akci s ethanolem.

Pfes podobnost zikalii vzniklych oxidaci
obou sloucenin se prokazaly drobné rozdily
ve vzhledu vyloucenych litek. Zikal po oxi-
daci fenylalaninu tvofil vétsi Castice s odsti-
nem do Zluta, které snaze sedimentovaly. Za-
kal vznikly z fenylethanolu byl mlé¢né
zbarveny a velmi staly.

Pro ovéfeni predchozich zavéra se ami-
nokyseliny i vy3si alkoholy oxidovaly za
soucasného odstrafiovani vznikajicich téka-
vych slou€enin vodni parou v pfitomnosti et-
hanolu a bez néj. Opét se prokizala silna ab-
sorbance v UV oblasti u aromatickych
sloucenin, zde je v3ak nutné uviZit i moz-
nou pritomnost t€kavého 2-fenylethanolu.

Podle ziskanych vysledku se prokazal od-
liSny zpusob degradace aminokyselin
ve vodné ethanolovém prostfedi a soucasné
silna tvorba acetaldehydu z ethanolu. Re-
akce s TNBS byla podle o¢ekdvani negativni
(tab. 3).

V obou pfipadech ethanol potlacoval ab-
sorpéni minimum pfi 250 nm, coZ opét
svédCi pro interakci ethanolu pfi oxidacni re-
akci. Podle ofekavani poskytovaly oxidaéni
produkty vodnych roztoki aminokyselin
i alkoholl senzoricky podobné slouceniny,

pfi¢emz ethanol ovliviioval jejich charakter.
Tyto zavéry jsou ve shodé s pfedchozim po-
zorovianim [9].

Pro posouzeni chemickych zmén amino-
kyselin, alkoholit a jejich reak¢nich pro-
dukt se pouZily dalsi chemické reakce. Re-
akce s kyselinou trinitrobenzensulfonovou
by mohla prokizat pokles aminodusiku pfi
reakci aminokyselin, zatimco Nesslerovo ¢i-
nidlo miZe reagovat jak s oCekdvanou tvor-
bou amonnych iontu, tak se vznikajicimi al-
dehydy. Podle literarnich 1ddajd reaguje
Nesslerovo ¢inidlo s aldehydy za vzniku
Zluté nebo hnédé zbarvenych produkti,
popf. aZ za vylouceni kovové rtuti [11].

Podle adaju v tab. I se prokazalo snizeni
intenzity reakce s TNBS po oxidaci amino-
kyselin, a pouze slaba reakce s Nesslerovym
¢inidlem po oxidaci vy$Sich alkohold ve
vodném prostiedi. V ethanolovém prostredi
byla zejména patrna silna reakce Nesslerova
cinidla s acetaldehydem. vznikajicim oxi-
daci ethanolu (tab. 3).

Ze ziskanych vysledki lze odvodit
mozné reakce, vyuZitelné pro studium pu-
sobeni aktivnich forem Kkysliku na rizné
slouceniny, pritomné v pivu. Zakladni mo-
del predstavuje substrat reagujici s aktivnim
kyslikem, oxidujici se za tvorby lehce méii-
telného produktu, nebo dbytku substratu.
Tento systém miZe slouZit k posouzeni re-
aktivity slou€enin s aktivnimi formami kys-
liku, nebo naopak pro studium antioxidac-
nich vlastnosti riznych latek.
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