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1.UVOD

Starnuti piva je jednim z kliCovych pro-
blému pivovarského vyzkumu a technologie.
V posledni dobé se s pouZitim elektronové
spinové rezonancni spektroskopie (ESR)
a chemiluminiscen¢nich metod prokazala
ucast radikdlovych déja pri téchto procesech
[1-3].

Starnuti piva obvykle zahmuje nékolik
mechanismii:

* Fentonova reakce pfi oxidaci vysSich alko-
hola

* Maillardova reakce aminokyselin

* melanoidinova oxidace vy38ich alkoholt

« oxidace nenasycenych mastnych kyselin

* Streckerovo odbouravani aminokyselin

» fotooxidacni reakce

» aldolova kondenzace a sekunddrni reakce
alkoholu

* oxidace isohumulonu

Je ziejmé, Ze u vétsiny téchto mechanismu
se mohou uplatnit radikalové reakce. Ackoliv
se dfive predpokladala pfevaha mechanismu,
zaloZenych na oxidaci vy$Sich alkoholu, v po-
sledni dobé se pozornost opét zaméfuje na
oxidaci aminokyselin v pivu. Béhem starnuti
piva vyrazné klesal obsah glutaminu [4].

Experimentdlné se prokdzala moZnost
piimé oxidace vysSich alkoholi a aminoky-
selin anorganickymi ¢inidly za tvorby alde-
hydud, typickych pro stirnuti piva [5,6].
Pfitomnost benzaldehydu pfi oxidaci fenyla-
laninu svéd¢i o radikdlovém mechanismu
oxidace, podobné jako zesileni pfirozené che-
miluminiscence piva po jeho oxidaci peroxo-
disiranem draselnym. Pfi oxidacich se uplat-
nuji melanoidni latky [7].

Posledni studie se zamé&fuji na kompliko-
vany prib&h Maillardovy reakce [8]. Vysled-
kem téchto reakci je sloZita smés reak¢nich
produkti, véetné vysoce reaktivnich nizko-
molekularnich litek, napf. formaldehydu, gly-
oxalu, methylglyoxalu, furfuralu apod. Vzni-
kajici hydroxykarbonylové slou¢eniny mohou
pritom generovat kyslikové radikaly [9].

Jako markerli procesu stiarnuti se pouZiva
obsah jednotlivych karbonylovych sloucenin,
nebo jejich skupin [10]. Tvorbu indikétori te-
pelnych zmén pii vafeni mladiny sledoval
Hug [11]. Za typicka kritéria byly povazo-
viny zmény barvy a koncentrace S-methyl-
methioninu (SMM), dimethylsulfidu (DMS),
furfuralu, furfurylalkoholu, 5-hydroxymet-
hylfurfuralu (HMF) a thiobarbiturového ¢isla.

Za vyznacny indikdtor starnuti piva byl
vzdy pokladan furfural, jeho pfitomnost

v pivu se vSak obvykle spojovala s hydro-
lytickym S$tépenim pentos. K stanoveni
furfuralu v pivu se pouZily barevné reakce
s anilinem, p-aminodimethylanilinem, fluo-
rescenéni metoda s o-aminothiofenolem
a pfima spektrometrie v UV oblasti pri 277
nm po oddéleni furfuralu prehdnénim s vodni
parou [12-15].

S reakci furfuralu s anilinem také souvisi
stanoveni tzv. anilinového ¢isla v pivu a me-
ziproduktech [16]. Hodnota tzv. absorp&niho
integrdlu mezi 240 aZ 310 nm také zahrnuje
absorbanci furfuralu v analytické metodé pro
posouzeni pribéhu starnuti piva podle Kleina
[17]. Hydroxymethylfurfural se obvykle sta-
novuje piimo kapalinovou chromatografii

nebo spektrofotometricky Winklerovou me-
todou reakci s thiobarbiturovou kyselinou
a p-toluidinem [18].

2. MATERIAL, METODY
A PRISTROJE

2.1 Chemikalie

D(+)-monohydrat glukosy, D(+)-mono-
hydrat  maltosy, dihydrogenfosfore¢nan
draselny, monohydrit kyseliny citronové, 2-
fenylethanol (FLUKA, Svycarsko), DL-fe-
nylalanin, DL-methionin (SIGMA, USA).
VSechny roztoky se pripravovaly rozpusté-
nim téchto latek v redestilované vodé s vodi-
vosti < 0,2 pS.
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Obr. 1 Absorpéni spektra roztokii glukosy po zahFivani
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Obr. 2 Absorpcni spektra roztokii glukosy s fenylalaninem po zahFivdani
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Mettler Toledo 345 pH meter.
3. POSTUPY

3.1 Starnuti roztoki glukosy,
fenylalaninu, methioninu
a 2-fenylethanolu pfi rizném pH
Roztoky glukosy (¢ = 5 %), popf. spolu
s fenylalaninem, methioninem nebo 2-fenyl-
ethanolem (¢ = 0,1 g.I'") se pfipravily roz-
pusténim Cistych latek v desetkrat zfedénych
tlumivych roztocich s hodnotami pH 4 aZ 8.
Pripravené roztoky (150 ml) se zahfivaly
3 dny pfi 80 °C v horkovzdusné susarné v 200
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Obr. 3 Absorpcni spektra roztokit glukosy s methioninem
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ml lahvickach s klobouckovym uzivérem se
silikonovou tésnici vlozkou. Po samovolném
ochlazeni na laboratorni teplotu se proméfrila
absorp¢ni spektra téchto roztoku (obr. 1-4)
a jejich destilatd po prehanéni vodni parou
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4 3.2 Viiné a barva modelovych roztoki po
35 starnuti
Roztoky pfipravené podle odstavce 3.1
3 . byly bezbarvé a bez viiné, s vyjimkou roztoku
§ 28 :pﬂ ; 2-fenylethanolu s velmi slabou viini po ruZich.
i -ﬁ-m s‘ Po starnuti (3 dny pfi 80 °C) a ochlazeni roz-
2] >-pHT tokt se posoudila jejich viiné a barva (tab.1).
< %-pH8 V tabulce byly pouzity zkratky: GLU —

15 L "
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glukosa, PHE — fenylalanin, MET — methio-
nin, POH — 2-fenylethanol. Intenzita viné se
hodnotila podle stupnice: 0— zadna, 1 —slaba,
2 — stiedni, 3 — silnd, 4 — velmi silna.

3.3 Indukovani chemiluminiscence

TRILT I 883 T 3 gaRgage roztokii maltosy po ohfevu
Vinova délka (nm) Roztoky maltosy (c = 5%) v redestilované

Obr. 4 Absorpcni spektra roztokit glukosy s 2-fenylethanolem

2.2 Citratovy tlumivy roztok

Tlumivé roztoky se pripravovaly smisenim
roztoka kyseliny citronové (¢ = 0,1 mol.l")
adihydrogenfosfore¢nanu draselného (¢ =0,2
mol.I"") podle [19]. K pfipravé modelovych
roztok se tlumivé roztoky predem zredily re-
destilovanou vodou v poméru 1 dil tlumivého
roztoku + 9 dila redestilované vody.

2.3 Vodovodni voda
Vodovodni voda s tvrdosti 7 mmol.lI"' a vo-
divosti 170 uS, pH = 6.9.

2.4 Redestilovana voda
Redestilovana voda s vodivosti < 0,2 uS,
pH=64.

2.5 Pristroj pro prehanéni vodni parou

Pristroj pro prehanéni vodni pédrou s elek-
trolytickym vyvije¢em vodni pary (1-CUBE,
Havli¢kav Brod). Z 50 ml vzorku se prehnalo
vodni parou 50 ml destildtu za 2 min.

2.6 Horkovzdusna susarna
Horkovzdusna suSarna s nucenym obéhem
(WTB Binder, SRN).

2.7 Spektrofotometr
Spektrofotometr CADAS 200 (Dr. Lange,
SRN). Spektra se proméfovala v 1 cm kie-

avodovodni vodé se pasterovaly 1 h pfi 80 °C,
nebo autoklavovaly 15 min pfi 120 °C. Po ty-
dennim skladovani pfi 20 °C se k roztokim
piidal roztok peroxodisiranu draselného (¢ =
5%) v poméru 1: 9, vysledna koncentrace pe-
roxodisiranu draselného ve vzorku byla 0,5 %.
Thned po pfidavku peroxodisiranu draselného
se méfila intenzita chemiluminiscence pfi
45 °C v luminometru BioOrbit 1251 (obr. 3).

mennych kyvetich proti redestilované vodeé.

2.8 Pristroj pro pripravu destilované

a redestilované vody

Laboratorni pfistroj pro pfipravu destilo-
vané a redestilované vody reversni osmosou
(PREMIER, USA).

Tabulka 1. Zmény viiné a barvy modelovych roztokit po ohrevu

Modelovy pH Viiné Barva
roztok popis intenzita popis intenzita
GLU 4 - 0 - 0
GLU 5 - 0 Zlutd 1
GLU 6 - 0 Zlutd 2
GLU 7 cukernd 2 Zlutd 3
GLU 8 melasova 3 oranzova 4
GLU+PHE 4 - 0 - 0
GLU+PHE 9 kvétinova 1 Zluta 1
GLU+PHE 6 kvétinova 2 Zluta 2
GLU+PHE 7 kvétinova+cukerna 3 Zluta 3
GLU+PHE 8 kvétinovi+melasova 4 oranZovi 4
GLU+MET 4 po zkaZeném zeli 1 - 0
GLU+MET S po zkaZzeném zeli % Zlutd 1
GLU+MET 6 po zkaZeném zeli 3 Zluta 2
GLU+MET ¥4 po zkaz. zeli+cukerna 4 Zluta 3
GLU+MET 8 po zkaz. zeli+cukerna 4 oranzovi 4
GLU+POH 4 po ruZich 2 - 0
GLU+POH 5 po razich 2 Zlutd 1
GLU+POH 6 po ruzich 2 Zluta 2
GLU+POH 7z po ruZich+cukernd 2 Zlutd 3
GLU+POH 8 po ruzich+melasova 3 oranzovi 4
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Meéfeni zajistovalo pracovisté Biofyzikélniho
ustavu AV CR v Bmé (Dr. Ciz, Dr. Lojek).

4. VYSLEDKY A DISKUSE

Roztoky glukosy, popf. jeSté s aminoKy-
selinami nebo 2-fenylethanolem, vykazovaly
po jejich zahfivani pii 80 °C silnou absorbanci
v UV oblasti (obr: 1-4). Nizsi hodnoty absor-
bance byly zietelné i u destilati téchto roz-
toka po piehdnéni vodni parou (obr5-8).

Pro sledovini zmén zahfivanych roztoki
sacharidu s aminokyselinami se obvykle pou-
Ziva spektrofotometrie ve viditelné oblasti,
ackoliv viditelné zmény lze pozorovati v UV
oblasti [20]. Reakci sacharidi s aminokyseli-
nami vznikaji melanoidni latky, které se za-
Castiiuji tvorby tékavych latek pfi starnuti
piva. Tyto latky silné absorbuji v UV oblasti,
na ¢emz se zaklada stanoveni tzv. absorpc-
niho integrilu podle Kleina [17].

Opticky aktivni jsou 1 dalsi tékavé latky,
které mohou vznikat pfi kvaSeni i pfi starnuti
piva. Pivod vétSiny z nich se odvozuje od
aminokyselin, vykazujicich absorpci v UV
oblasti [7]. Teékavé latky absorbujici v UV
svétle, napf. furfural, také vznikaji pfi zahfi-
vani roztoku sacharidi.

Také nékteré netékavé latky, vznikajici pri
vafeni mladiny i rozkladu sacharidi (napf. 5-
hydroxymethylfurfural), absorbuji v UV ob-
lasti. Jejich pfimé stanoveni v pivu vak zne-
moziiuje silnd absorbce polyfenoli i hoikych
litek v UV oblasti. Proto jsme pro studium
téchto procest pripravili ¢iré modelové roz-
toky glukosy, dvou aminokyselin a 2-fenylet-
hanolu, jejichZ spektra jsou znama [7].

Roztoky glukosy vykazovaly po zahfivéani
narust absorbance mezi 200 — 240 nm, s dalSim
typickym maximem v okoli 280 nm. Podle li-
terarich idaju je absorp&ni maximum v okoli
280 nm charakteristické pro furfural i 5-hydro-
xymethylfurfural, ¢ehoZ se vyuziva pfi jejich
spektrofotometrickém stanoveni [15,18].

S rostoucim pH klesalo absorpéni maxi-
mum v okoli 280 nm za vzniku nového ma-
xima mezi 200 az 240 nm (obr.1). Podobny
trend pii vzniku melanoidnich latek pfi pH =8
pozoroval Mac Dougal et al. [20]. Soucasné
se ponékud snizilo absorpéni maximum
v okoli 200 nm u vzorku s pfidavkem ami-
nokyselin nebo 2-fenylethanolu.

Podobné tvary absorpcnich kfivek vyka-
zovaly i roztoky glukosy s aminokyselinami
i 2-fenylethanolem, pficemZ se pridavkem
téchto litek snizovalo absorpéni maximum
mezi 200 az 240 nm, ackoliv fenylalanin
i 2-fenylethanol vykazuji v této oblasti vlastni
maxima (obr.2—4).

Absorpéni spektra tékavych latek vznik-
lych zahfivanim roztoka glukosy vykazo-
valy relativné nizké absorpéni maximum
v okoli 280 nm s mirnym naristem absor-
bance pfi 200 nm. Vyska absorpéniho ma-
xima pii 280 nm opét klesala s rostoucim
pH. Podstatnym znakem téchto zmén je po-
sun absorpéniho maxima v okoli 280 nm
k niZz8im vlnovym délkam v okoli 260 nm
s rostoucim pH. Lze pfedpokladat vyskyt
dosud neidentifikovaného meziproduktu
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Obr. 5 Absorpéni spektra destildti roztokii glukosy po zahFivdni
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Obr. 6 Absorpéni spektra destildni roztokit glukosy s fenylalaninem po zahrivdni
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Obr. 7 Absorpéni spektra destilani roztokii glukosy s methioninem po zahrivdni

téchto reakci, s absorpénim maximem
v okoli 260 nm (obr. 5).

Podobny obraz absorpcnich kiivek po-
skytoval i roztok s methioninem, nebot oxi-
dacni produkty methioninu neabsorbuji v UV
svétle (obr. 7).

Podle obr: 6 se naproti tomu v destilitech
s pfidavkem fenylalaninu prokazalo charak-
teristické zvy3eni absorbance v okoli 200 nm,

coZ patrné souvisi s tvorbou fenylacetalde-
hydu [6]. Absorpéni maximum v okoli 280
nm ovliviioval pfidavek obou aminokyselin
jen malo, absorpéni spektrum 2-fenyletha-
nolu se téméf nezménilo (obr. 8). Pfesto by
mohly tyto malé zmény spolu se snizenim ab-
sorpéniho pasu mezi 200 az 240 nm svédcit
o Caste¢né reakci 2-fenylethanolu. Tuto hy-
potézu viak bude nutné jesté ovéfit.
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Obr: 8 Absorpcni spektra destildtii roztokit glukosy s 2-fenylethanolem po zahfivdani
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S témito zavéry souhlasi i vzhled a viiné
vzorka (tab.1). Shodné u vsech vzorku se
s rostoucim pH zvySovala barva roztoku i in-
tenzita viné. S pfidavkem methioninu sou-
visi vyskyt viiné po zkaZzeném zeli, s pridav-
kem fenylalaninu kvétinova viné. Viné
stejného charakteru jsme ziskali také pfi oxi-
daci téchto aminokyselin roztokem peroxo-
disiranu [6, 8]. U 2-fenylethanolu se zména
vuné vyrazné neprojevila. Je velmi zajimavé,
Ze pridavek aminokyselin pfitom vyrazné ne-
zvySoval intenzitu zbarveni roztoku (tab. ).

Pro ovéreni téchto zavéra jsme zahfivali
roztoky maltosy jako typického sacharidu,
vyskytujiciho se v pivovarské vyrobé a testo-
vali indukovanou chemiluminiscenci piidav-
kem roztoku peroxodisiranu draselného. UZzi-
teCnost této techniky potvrdily predchozi
prace [7].

Nejsiln€jsi indukovanou chemiluminis-
cenci vykazoval roztok maltosy ve vodovodni
vodé po intenzivnim ohfevu autoklavovanim.
Vliv vodovodni vody ziejmé zahrnoval jak
vy3si hodnotu pH, tak moZny vyskyt kovi,
zejména Zeleza a médi. Podrobnému pri-
zkumu téchto vlivii se budeme vénovat v dalsi
studii.

Podle ziskanych vysledku Ize predpokla-
dat, Ze pfi starnuti piva se nejdfive rozkladaji
sacharidy, samostatné, nebo za soucasného
vzniku melanoidnich litek reakci s aminoky-
selinami. Rozkladem sacharidi patmé vzni-

kaji latky indukujici radikilové reakce, coz
potvrdilo i méfeni chemiluminiscence. Pfi-
davek peroxodisiranu miZe prabéh téchto re-
akci urychlit.

Na pocitku téchto procesi vznika jak té-
kavy furfural, tak netékavy S-hydroxyfurfu-
ral. Jeho pfitomnost v modelovych roztocich
i v dlouhodobé zahfivaném pivu jsme proka-
zali klasickou Winklerovou reakci [18]. Ka-
palinovou reakci prokézal tvorbu 5-hydroxy-
methylfurfuralu v pivu pii starnuti Klein [17].

Tzv. ,absorpcni integral™ tékavych latek
muZe zahrnovat vice slozek, napf. furfural,
benzaldehyd, dalsi t€kavé latky vznikajici
rozkladem sacharidii, aminokyselin a vy3ich
alkoholi, nebo zbytky absorbance aromatic-
kych vysSich alkohold, vzniklych kvaSenim.
Pravdépodobny je vyskyt tékavého produktu
s absorpénim maximem okolo 260 nm, ktery
jsme zjistili po tepelném rozkladu glukosy.

Vysledky ukazuji, Ze produkty tepelného
rozkladu sacharidi, v tomto pfipadé glukosy,
by mohly byt startujici reakci v procesech
starnuti piva i potravin. Tyto reakce mohou
probihat i pfi teplotich pod 100 °C, ackoliv
vyssi teplota je zrejmé urychluje. Pribéh re-
akci je silné zavisly na pH a ovliviiuje ho pri-
davek dalSich latek, jako jsou aminokyseliny
a vys3i alkoholy. Na zakladé rozkladu ami-
nokyselin lze predpokladat, Ze produkty te-
pelného rozkladu sacharidi se mohou zu-
Castnit tvorby kyslikovych radikélu, které

jsou vlastnim oxidacnim ¢inidlem, schopnym
napadat dalSi biochemické cile.

Tékavé produkty rovnéZ vykazovaly vy-
razny absorpcni pas v okoli-280 nm, coz
svéd¢i o pritomnosti furfuralu. Je ziejmé, Ze
mechanismus vzniku furfuralu musi zahmo-
vat také tvorbu této litky z hexos. Jednim
z moznych vysvétleni je oxidace hexosy za
ucasti kyslikovych radikalu, pficemz se pred-
poklada tvorba glyoxalu a pentos [21]. Jinym
moznym mechanismem je tvorba furfuralu
pii Maillardoveé reakci v pfitomnosti amino-
kyselin [8].

Podle predbéZnych testli se na rozkladné
produkty glukosy muze véazat vzdusny kys-
lik. Také toto pozorovani bude predmétem
dalsiho studia.
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