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1. UVOD

Starnutim piva se zabyva stile vice vy-
zkumnych pracovniki i technologii. Zacho-
vani pivodnich vlastnosti piva je zatim ne-
dostupnym cilem, po némZ touZi vSichni
vyrobci piva. Jeho dosaZeni by znamenalo
znacny naskok v konkurenénim boji.

Tento problém ma dalsi zajimave
aspekty. Stdrnuti piva, potravin a dokonce
i Zivych organismil miZe souviset s posko-
zenim lipidickych frakei bunék a nalezeni
vhodné inhibice téchto procesit ma proto
obecny vyznam. Kromé toho je znamé, Ze
pfirozené antioxidanty, pfitomné v Cerve-
ném vinu a pivu, mohou alespof ¢astecné
eliminovat nepfiznivé dopady z nadmémé¢ho
pozivani Zivotiinych tuki.

V uplynulych dvou letech jsme se zaby-
vali studiem oxidaénich vlivii na pivo a jeho
meziprodukty. Tento ¢lanek se pokousi shr-
nout dosazené poznatky v jednotnou teorii
areaguje také na soucasny stav pozndni, ob-
sazeny v nejnovéjSich publikacich.

2. SOUCASNE TEORIE

Starnuti piva je sloZity komplexni pro-
blém, zahrnujici nékolik riiznych mecha-
nismi. Jednotlivé mechanismy se nevylucuji
a mohou piisobit soucasné:

— Streckerovo odbouravini aminokyselin

— Oxidace vy$§ich alkoholi

— Aldolové kondensace a sekunddrni reakce
niz§ich aldehydu

— Oxidace nenasycenych mastnych kyselin
a jejich derivati

— Enzymové reakce nenasycenych kyselin
a jejich derivata

— Oxida¢ni odbourdvani isohumuloni

— Fotooxidaéni reakce piva

Za typické, analyticky prokazatelné pro-
jevy starnuti piva se povaZuje vyskyt niz8ich
alifatickych a aromatickych aldehydu. S tzv.
lepenkovou pfichuti souvisi pfitomnost
trans-2-nonenalu a jemu pfibuznych slouce-
nin.

O velkém zdjmu o tuto problematiku
svéd¢i posledni kongres EBC v Maastrichtu.
BohuZel ani pfednesend nebo uvefejnéna
sdéleni jednoznaéné nerozhodla o mecha-
nismu vzmiku trans-2-nonenalu. V klicové
piednédice se zpochybiiuje vznik rrans-2-
nonenalu pfimou oxidaci lipidickych frakci
vzdus$nym kyslikem pfi skladovani piva [1].

Silnou podporu ziskdva radikédlova teorie,
podle niz aktivni formy kysliku napadaji
sloudeniny pfitomné v pivu a pfeméfiuji je
na senzoricky aktivni slou¢eniny [2].

Radikalova teorie se opird predevim

o primy prikaz hydroxylového radikilu
v pivu elektronovou spinovou spektrofoto-
metrii a chemiluminiscenénimi metodami.
Soucasné se predpokladé existence redukc-
nich latek mladiny a piva, schopnych ales-
pon zpo&atku eliminovat vznikajici radikaly
[3].

Radikdlovou teorii rozpracovali piede-
v&im Japonci, ktefi se vi8ak bohuZel oriento-
vali pouze na fyzikalni aspekty metody, bez
ohledu na chemismus reakei [2]. Chemic-
kymi pochody se naopak zabyvali Ameri-
¢ané, ktefi oxidovali vy§si alkoholy plyn-
nym kyslikem za pfitomnosti kovovych
iontil, pricem# predpoklidali pribéh podle
znamé Fentonovy reakce. Do této reakce za-
hrnuli i reakce polyfenolii, podporujicich
i inhibujicich oxida¢ni reakce [4].

3. NOVA MODIFIKACE

RADIKALOVE TEORIE

Ackoliv se ¢etné studie zabyvaji riznymi
mechanismy vzniku senzoricky aktivnich al-
dehyd, jen mélo z nich vyuZiva uméle ge-
nerovanych zdrojii aktivniho kysliku. Pfimo
se prokazal vznik trans-2-nonenalu pfi sou-
¢asném pusobeni k pivu pfidaného peroxidu
vodiku |5].

Jinym zdrojem aktivnich forem kysliku
je pusobeni denniho i umélého svétla za pii-
tomnosti fotosenzitizéra, napf. riboflavinu.
Tento typ reakce byl popsdn napf. u foto-
chemické oxidace ethanolu a methioninu
[6].

Podle literarnich adaji uvolfiuji peroxo-
disirany ve vodnych roztocich kyslik, obsa-

hujici ozon [7]. Ozon dile reaguje s vodou
za tvorby aktivnich forem kysliku, které na-
padaji slouceniny piva za vzniku organic-
kych radikali a nasledné tékavych aldehyd.

Pii sledovini oxida¢nich reakci piva
a meziprodukti jeho vyroby jsme jako oxi-
dacni Cinidlo pouzivali peroxodisiran dra-
selny nebo amonny. Zahfivani piva s t€mito
¢inidly vyvolavalo intenzivni vznik zakald,
zmény barvy a tvorbu cizich vini, typickych
pro velmi staré pivo [8].

V naSich experimentech jsme sledovali
puasobeni aktivnich forem kysliku na amino-
kyseliny, vysii alkoholy a ethanol, u nichz
lze ocekdvat vznik senzoricky aktivnich
sloucenin. Zjistili jsme, Ze pfidavky peroxo-
disirani k pivu vytvifeji stejné zmény ab-
sorpéniho spektra piva ve viditelné oblasti
jako ozafovani dennim i umélym svétlem za
pritomnosti kysliku. Pokles absorbance pfi
380 nm povaZzujeme za dikaz pritomnosti
aktivnich forem kysliku, pro néZ je typické
odbarvovani v pivu pritomnych barevnych
slozek extraktu [9].

Kromé toho se opatrnou oxidaci amino-
kyselin i vy38ich alkoholl podafilo pfipravit
senzoricky ddinné slouceniny, vétSinou al-
dehydické povahy. Tyto slouéeniny vykazo-
valy rozdilné viiné a jejich tvorba se mohla
eliminovat latkami, pfitomnymi ve slading.
Soucasné se oxidaci sladiny 1 piva mohly zis-
kat typické oxidac¢ni viné, pripominajici
staré pivo [10].

Domnivame se, Ze tékavé aldehydy mo-
hou vznikat nejen v literatufe zminénym
Streckerovym odbourdavanim za dcasti di-

Obrdzek 1. Absorpéni spektra aminokyselin a jejich smési ve vodnych roztocich. Cisla udd-

vaji koncentrace v mg.l"!
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Obrdzek 2. Absorpcni spektra furfuralu (FURF), benzaldehvdu (BENZ) a jejich smési
(F + B). Cisla uddvaji koncentrace v pg.l”’
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karbonylovych sloucenin, ale také pfimou
reakei aminokyselin s aktivnimi formami
kysliku [10].

Mezi obéma druhy forem aktivniho kys-
liku je pfi pusobeni na pivo podstatny roz-
dil. Ozareni piva poskytuje vuni po thiolech,

sirovodiku, nebo jinych tékavych sirmych
sloueninach. Oxidace peroxodisiranem po-
skytuje Stiplavou, pripdlenou vini s ¢astec-
nym niznakem viané po lepence. Tato.viné
neni oviem zcela totozna s vani rrans-2-
nonenalu [9].

Obrdzek 3. Absorpcni spektra oxidacnich produkiic aminokvselin, oxidovanyvch
/ ) 4
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Obrizek 4. Absorpcni spektra rékavych ldrek sladiny (SL) a piva (Pl) po prehdnéni vodni
pdrou s pridavkem peroxodisiranu draselného (PK) a bez néj (podle [11])
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Mezi aminokyselinami pfitomnymi v pi-
vu maji zvliStni vyznam aminokyseliny
s benzenovymi nebo heterocyklickymi
jadry. tj. fenylalanin, tyrosin, tryptofan a pro-
lin. SouCasné tyto aminokyseliny silné
absorbuji ve vodném roztoku ultrafialové
(UV) svétlo, na ¢em?Z se zaklada stanoveni
prvych tfi aminokyselin v bilkovinich. Pri
stanoveni se vyuziva absorpéniho maxima
pii 280 nm v alkalickych roztocich. Ab-
sorpéni spekira vodnych roztoki aminoky-
selin proti destilované vodé v | cm kfemenné
kyveté uvidi obr. [. Podobna absorpéni ma-
xima vykazuji i destilaty piva pfi prehanéni
s vodni pdrou [11].

Na poslednim kongresu EBC uverejnili
Klein et al. metodu, hodnotici starnuti piva
po prehdnéni vodni parou podle sekundir-
niho maxima mezi 240 az 310 nm [12]. Ab-
sorbanci v této oblasti UV svétla pricitaji au-
tofi metody pritomnosti 2-furfuralu nebo
derivata furanu, ackoliv nechali bez po-
viimnuti silny ndrast absorbance mezi 200
az 240 nm. Absorbance furfuralu totiz v této
oblasti UV stoupa jen mirné.

Porovnani absorp&nich spekter furfuralu
a benzaldehydu ukazuje dvé sekundarni ab-
sorpéni maxima okolo 250 nm pro benzal-
dehyd a 280 nm pro furfural. Tato maxima
se mohou skladat ve vyslednou krivku. od-
povidajici absorbancnimu pasu mezi 240 az
310 nm (obr: 2).

Furfural se obvykle povazuje za indika-
tor Casového piasobeni teploty na pivo. za-
timco benzaldehyd za indikitor oxidaéniho
poskozeni piva [13].

Obsahy furfuralu v lahvovém pivu s vy-
sokym obsahem vzduchu v hrdle lihvi do-
sahovaly po 4 tydnech skladovani pfi
25 °C az 45 mg.l’', u benzaldehydu az
13 mg.l'". Za pfitomnosti ¢istého kysliku ob-
sah benzaldehydu déle vzrustal. 1 pfi nizkém
obsahu vzduchu lze po nékolikamési¢énim
skladovani dosihnout koncentraci furfuralu
stovek az tisica pg.I'" a u benzaldehydu sto-
vek pg.I'[13].

Zavislost tvorby furturalu na teploté skla-
dovini jsme v roce 1977 pouzili k niavrhu
tzv. furfuralové jednotky. Obsah furfuralu ve
skladovaném pivu umoZzioval odhadnout
jeho tepelnou historii a jeho furfuralové”
datovini [14]. Hodnoty rychlostnich kon-
stant tvorby furfuralu pozdéji potvrdili pra-
covnici Vyzkumného dstavu pivovarského
a sladarského v Praze [15].

Podle naseho nazoru je nilez silné ab-
sorbance v prvé Casti absorpcni krivky
dikazem tvorby tékavych produkti. vznik-
Iych reakci aromatickych nebo heterocyk-
lickych aminokyselin pfi oxidaci sladiny.
mladiny a piva. Vzorky tékavych oxidacnich
produkt aminokyselin. sladiny a piva se
opét méfily v 1 ¢cm kfemenné kyveté proti
destilované vodé (obr. 3, 4). Pouze v pivu lze
predpokladat ucast souvisejicich vyssich al-
koholi, vzniklych kvaSenim. popf. jejich
dalSich oxida¢nich produkti po reakei s ak-
tivnimi formami kysliku.

Neékteré alifatické aminokyseliny mohou
rovnéZ v mensim rozsahu absorbovat svétlo



v oblasti okolo 200 nm. Tyto piispévky se
scitaji, takZe absorbance komplexnich roz-
toki, jako jsou sladina a pivo. mohou po
prehanéni vodni parou dosahnout relativné
vysokych hodnot.

Za vysoce senzoricky aktivni, oxidaci
poskytujici cizi viiné i v koncentracich, ob-
vyklych v pivu, lze podle naSeho zjisténi
pokladat prolin, isoleucin, methionin a fe-
nylalanin. Produkty oxidace prolinu pfi-
pominaji spilenou rohovinu a fenylalanin
poskytuje po oxidaci produkt s téZkou kveé-
tinovou vini, nékdy s niznakem viné po
horkych mandlich. Oxidovany isoleucin
vonél po masle, zatimco methionin zapa-
chal po sirnych slou¢eninéch.

Aminokyseliny se plisobenim peroxodi-
siranu oxidovaly v riznych stupnich. Fe-
nylalanin napf. v zdvislosti na reak¢nich
podminkdch pfechdzel nejdiive na typic-
kou kvétinovou vini s nadechem po hof-
kych mandlich (pravdépodobné fenylace-
taldehyd a benzaldehyd), pozdéji na
nerozpustny, senzoricky inaktivni produkt,
ktery se nakonec rozkladal za tvorby oxidu
uhli¢itého. Charakter cizi viné miaZe rov-
néz ovlivnit soucasnd piftomnost melano-
idina i ethanolu, které potlacuji tvorbu ci-
zich vini [9].

Pro ovéfeni ziskanych zavéra jsme pfi-
pravili modelové roztoky aminokyselin
i vy§sich alkohold s riznou koneentraci slo-
zek (tab. 1, 2). Tyto roztoky poskytovaly po
oxidaci peroxodisiranem draselnym pfichut
po starém pivu, pricdemZ viné oxidovanych
vy&dich alkohol byla spise zatuchld, viné
oxidovanych aminokyselin pfipalena, Sti-
plava s naznakem viné po lepence.

Kombinovany roztok. obsahujici ami-
nokyseliny, vy3ssi alkoholy, 5 % obj. ct-
hanolu a 10 % maltosy vykazoval po oxi-
daci peroxodisiranem draselnym (¢ =
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0,1%) po 2 h pri 60 °C typickou viini sta-
rého piva, zatimco po ozafovani dennim
svétlem vznikala viiné po sirnych slouce-
nindch.

Oxidacni procesy ovliviiuje dale pri-
tomnost ostatnich latek sladiny, mladiny
i piva. které eliminuji $kodlivé pasobeni ra-
dikali. Z tohoto duavodu jsou sladina a mla-
dina mnohem odolnéjii k senzorickému
poskozeni nez pivo [9]. Proto je také mnoz-
stvi latek absorbujicich pfi 200 nm v pivé
vy§8i neZ ve sladiné (obr. 4). MoZnosti pri-
kazu aktivnich forem kysliku v pivu a me-
ziproduktech jsme diskutovali v praci [11].

Navrzeny model vzniku cizich vini
predstavuje dal§i mozZnosti ovlivnéni sen-
zorickych vlastnosti piva podle fizeného
castoupeni aminokyselin. Soucasné tento
model nabizi dals§i moZnosti studia antio-
xidacnich vlastnosti latek pritomnych v pi-
vu i ndvrh novych testu pro hodnoceni sen-
zorické stability piva [11].

4, ZAVER
Modifikovand radikdlovi teorie vychazi

z predpokladii a experimentalnich dukazu,

ziskanych fizenou oxidaci piva:

— Senzoricky aktivni slouCeniny piva pfi
starnuti vznikaji pfimou reakei aktivnich
forem kysliku s aminokyselinami a vys-
{imi alkoholy

— Senzoricky aktivni latky se tvoii piede-
viim oxidaci prolinu, isoleucinu, methi-
oninu a fenylalaninu

— Senzoricky aktivni slouceniny mohou
vznikat fotochemickymi i chemickymi
reakcemi za tmy

~ Ruzné aktivni formy kysliku poskytuji
produkty s riznou senzorickou aktivitou

— Prabéh teéchto reakei mohou potlacovat
latky sladiny a mladiny s antioxidac¢nimi
ucinky

Tub. 1 Koncentrace sloZek v modelovém vodneém roztoku aminokyselin

Nazev Zkratka Koncentrace Nizev Zkratka Koncentrace
[mg.1'] [me.l']

Kys. asparaginova | ASP 20 Isoleucin ILEU 20
Threonin THRE 10 Leucin LEU 40
Serin SER 10 Tyrosin TYR 20
Kys. glutamova | GLU 20 Fenylalanin PHE 30
Prolin PRO 200 Histidin HIS 40
Glycin GLY 20 Lysin LYS 20
Alanin ALA 40 Arginin ARG 50
Valin VAL 30 Tryptofan TRY 20
| Methionin MET 10 CELKEM - 1000
Tub. 2 Koncentrace sloZek v modelovém vodném roztoku vyisich alkoholii

Nizev Koncentrace Nizev Koncentrace

[mg.1'] [mg.1']

1-propanol 15 2-methyl-1-butanol 50
2-propanol 5 3-methyl-1-butanol 30
2-methyl-1-propanol 10 2-fenylethanol 9.
1-butanol 5 CELKEM 120

Inhibici oxidacnich reakei l1ze sledovat
podle odbourdvani organickych barviv
v pritomnosti roztoki peroxodisirant

— Senzoricky aktivni slouceniny se dile
mohou odbourdvat aktivnimi formami
kysliku za ztrity senzorické aktivity

— Aminokyseliny s aromatickymi nebo he-
terocyklickymi jadry poskytuji po oxi-
daci tékavé produkty se silnou absor-
banci mezi 200 az 240 nm

— Absorbance tékavych sloZek piva mezi
240 az 310 nm souvisi s pfitomnosti fur-
furalu i oxida¢nich produkti aminokyse-
lin i vy&&ich alkoholu

— Chemickou oxidaci modelové smési
aminokyselin, ethanolu a maltosy lze pfi-
pravit produkty, pfipeminajici staré pivo
oxida¢nimi pfichutémi a vinémi, za-
timco u fotochemické oxidace vinémi
a pfichutémi po tékavych sirnych slou-
¢enindch,
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