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PROOXIDACNI A ANTIOXIDACNI ULOHA REDUKTONU A POLYFENOLU V PIVU
PROOXIDANT AND ANTIOXIDANT ROLE OF REDUCTONES AND POLYPHENOLS IN

BEER

JAN SAVEL, Budéjovicky Budvar, n. p., Karoliny Svétlé 4, 370 21 Ceské Budgjovice
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Savel, J.: Prooxidaéni a antioxidaéni uloha reduktont a polyfe-
nold v pivu. Kvasny Prum. 50, 2004, ¢. 10, s. 291-297.

Stoc¢ené pivo bez prfitomnosti kysliku tvofi vyvazeny oxida¢né-re-
dukéni systém, v némz probiha relativné pomala vyména elektront
mezi donory a akceptory elektront. Mezi oxida¢nimi Cinidly zaujima
vyznamné misto kyslik, vystupujici po aktivaci jako soubor silnych
oxidac¢nich ¢inidel se silnymi degradacnimi U€inky (reactive oxygen
species, ROS a oxygen free radicals, OFRs). Vysledkem oxidace
jsou nevratné oxidaéni zmény, charakterizované uzivatelem jako
starnuti. Rozpadem organickych latek mohou vznikat slouceniny,
podporujici i inhibujici dalsi oxidaci. Pfi vyrobé piva mize oxidace
vzdu$nym kyslikem poskytovat dal$i oxidac¢ni Cinidla, napf. semichi-
nony, chinony a peroxidy, které mohou puUsobit i pfi starnuti za ne-
pfitomnosti vzduchu. Reaktivni oxidaéni Cinidla, vznikajici redukci
kysliku reduktonem, mohou s timto reduktonem reagovat, ¢imz je
zaru€ena zpétna vazba mezi oxida¢nimi Cinidly a jejich generéato-
rem. Tato zpétna vazba je pficinou sou¢asnych schopnosti reduku-
jicich latek vystupovat jako prooxidanty a antioxidanty. Timto zpUso-
bem se chovaji typické antioxidanty jako kyseliny gallovd, askorbova
a tanin. Uvadéji se priklady rozdilové i podilové diferenéni spektro-
skopie pfi starnuti piva.

Savel, J.: Prooxidant and antioxidant role of reductones and po-
lyphenols in beer. Kvasny Prum. 50, 2004, No. 10, p. 291-297.
The beer bottled or racked without oxygen presence represents an
oxidation-reduction system, in which a relatively slow exchange of
electrons among donors and acceptors of electrons takes place. Oxy-
gen is an important oxidizing agent, acting after activation as a com-
plex of strong oxidizing agents with strong degradation effects (re-
active oxygen species, ROS a oxygen free radicals, OFRs). The
results of oxidation are irreversible oxidation changes, characterized
by the user as aging. Based on the decomposition of organic com-
pounds, such compounds can be formed that support as well as in-
hibit further oxidation. During beer production, the oxidation caused
by atmospheric oxygen can provide further oxidizing agents, such as
semiquinones, quinones and peroxides that can be active also du-
ring aging without air presence. Reactive oxidizing agents formed by
the reduction of oxygen by a reductone, can react with this reduc-
tone, by which the feedback among oxidizing agents and their pro-
ducer is ensured. This feedback is the cause of the capability of the
reducing substances to act as prooxidants as well as antioxidants.
This way of behaviour show typical antioxidants, such as gallic acid,
ascorbic acid and tannin. Examples of differential spectroscopy and
ratio-differential spectroscopy during beer aging are mentioned.

Savel, J.: Fiiroxydation und Antioxydationsaufgabe von Reduk-
tons und Polyphenols im Bier. Kvasny Prum. 50, 2004, Nr. 10,
S. 291-297.

Das abgefillte Bier bildet ein ausgewogenes Oxydation-Reduk-
tionssystem, in dem ein relative langsamer Elektronsaustausch zwi-
schen Elektronsdonors und -akzeptors verfolgt. Unter den Oxidations-

mitteln stellt Sauerstoff eine bedeutende Position dar, der nach der
Aktivation als ein Komplex von starken Oxidationsmitteln mit den in-
tensiven Degradationswirkungen austritt (reactive oxygen species,
ROS a oxygen free radicals, OFRs). Die Ergebnisse einer Oxydation
sind inreversibile Oxydationsanderungen, die durch den Anwender
als eine Alterung charakterisiert werden kénnen. Durch einen Zerfall
von organischen Stoffen kdnnen die Bildungen entstehen, die einen
positiven als auch negativen Einfluss auf die Oxydation auswirken
kénnen. Bei der Bierherstellung kann eine Oxydation durch den Luft-
sauerstoff auch eine andere Oxydationsmittel herausgeben, z.B. Se-
michinons, Chinons und Peroxyden, die eine Alterung auch ohne Luft-
anwesenheit verursachen kdnnen. Die reaktive Oxydationsmittel,
bildende durch eine Sauerstoffreduktion mittels eines Reduktons,
kénnen mit diesem Reduktor weiter reagieren, dadurch eine
Ruickkoppelung unter Oxydationsmittel und ihrem Generator gesi-
chert wird. Diese Ruckkoppelung ist auch eine Ursache, dass diese
Reduktionsstoffe durch ihre Tauglichkeit als eine Flroxydante und
Antioxydante sich markieren kénnen. Auf diese Weise benehmen sich
typische Antioxydantsstoffe, wie z.B. Gallsdure, Askorbinsaure und
Tanin. Weitere Beispiele des Unterschiedsdifferentsspektroskopie
und Anteilsdifferentsspektroskopie bei einer Bieralterung werden im
diesen Artikel beigefiigt.

LWaBen, .: OKMCNUTENbHAs ¥ aHTMOKNUCTIMTENbHAS POSib pegy-
KTOHOB 1 nonudeHonos B nuse. Kvasny Prum. 50, 2004, Ho. 10,
cTp. 291-297.

PosnveHoe nuBo 6e3 npucyTcTBUS Kucnopoda npepcrasnset
cH6anaHCMpOBaHHY OKUCIINTENbHO-BOCCTOHOBUTESIbHYIO CUCTEMY,
B KOTOpPOW MPOXOAWUT OTHOCUTENbHO MEAMEHHbI  O6MeH
3/1EKTPOHOB MeXAy AOHOPaMU 1 akLenTopamu anekTpoHos. Cpeaun
OKUCNIUTESbHbIX PeareHToB MMEeeT Ba)KHOe 3HayeHune KUcnopop,
npeAcTaBnSoLWmMA NOCe aKTUBaLMM COCTaB CUMbHbLIX OKUCNTEMb-
HbIX PeareHToB, MEeIOLMIN CUIbHbIE pasnaraioliee BnnsHue (reac-
tive oxygen species — ROS u oxygenfree radicals — OFRs).

B  pesynbraTte  OKMCNEHWA  MPOXOAAT  HeobpaTumble
OKUJICUTENbHBbIE U3MEHEHUs, BOCMPUHUMMAaeMble MONb3oBaTenem
Kak cTapeHune. Pacnagom opraHM4eCcKunx BeLecTs MOryT BO3HUKATb
coefMHeHUs, NoAAepPXXMBaoLLME N UHTMOVPYIOLWMe nocreayoLme
okucneHve. [pu npousBoAcTBE MMBA MOrYT OKWUCMEHUEM
KMUCMOpoJOM BO3[yXa BO3HMKaTb Criefylolmne OKUCIUTESbHbIe
peareHThbl,, Kak Hanp. CeMUXUHOHbI, XUHOHbI 1 NMEepeKncH, KoTopble
MOryT UMETb BIIUSIHWE NPV CTapeHun NuBa Aaxke npu oTCyCTCTBUN
BO3AyXa. PeakTuBHble OKMUCNUTENbHbIE peareHTbl, BO3HMKaoLWwme
pedyKumen Kucrnopoga pefykKToHOM, MOryT pearmpoBaTtb C 3TUM
pefyKTOHOM, 4Yem rapaHTupyetcs obpaTHas CBA3b MexXay
OKUCNUTESNbHbIMbI peareHTaMn u 1x reHepatopom. ATa obpaTHas
CBAI3b ABNSAETCHA MPUYMHON CMOCOOHOCTN BOCCTOHOBUTENMbHbLIX BE-
WecTB uWrpatb poSib OKCUAAHTOB W aHTWOKCWMAAHTOB. JTO
noBefeHne TUMNYHO A1 aHTUOKCUAAHTOB, KaK rannoBasi KUCoTa,
ackopbuHoBas M TaHuH. [NpMBOAATCA MpPMMEPbl Pa3HOCTHON K
hpaKLMOHHOWN CNEKTPOCKOMNUM NPU CTapeHnn nuea.

1 UvoD

Starnuti piva se vysvétluje na zakladé rtz-
nych mechanisml, coz se zpravidla uvadi
v souhrnnych ¢&lancich [1]. Dvé hlavni teorie
predpokladaji tvorbu tékavych aldehydu z al-
koholl za Gcasti melanoidnich latek pocha-
zejicich ze sacharidl, nebo vznik aldehydu
katalytickou oxidaci za ucasti polyfenoll
a kysliku [2, 3]. Rozhodujici Ulohu sacharid(i
pfi tvorbé aldehydl prokazala dalsi sdélenti,
presny vyklad mechanismu vSak dosud chybi
[4]. Podle naseho nazoru jsou vyznamnou

soucasti glykosylaénich reakci reduktony,
které primarné vznikaji z cukra [5].

V minulém sdéleni jsme uvefejnili souhrn
poznatkl o aerobnim i anaerobnim starnuti
piva [6]. Ve shodé s literarnimi udaji mél roz-
hodujici ulohu pfi starnuti kyslik, nelze vSak
zanedbat ani reakce probihajici bez pFistupu
kysliku. Na modelovych pokusech se proka-
zal protikladny tG¢inek typického antioxidantu
kyseliny askorbové, kterd se mulze za pfi-
stupu kysliku chovat také jako prooxidant.

Jednotlivé polyfenolické latky piva se

obecné povazuji za antioxidanty s vysokym
antiradikalovym potencialem [7]. Naproti
tomu mérfeni elektronovou spinovou rezo-
nanéni spektroskopii (ESR) prokazalo, ze je-
dinou slouceninou piva s antioxida¢nim ucin-
kem je oxid sificity, zatimco polyfenolové latky
nemaji zadny vliv na vyskyt radikal, a as-
korbat, cystein i cysteinamin maji naopak pro-
oxidaéni ucinek [8].

Oxidagnich reakci se mohou zucastnit i oxi-
dované polyfenoly, které jako chinony mohou
podporovat pfirozenou oxidaci piva [9]. Pro
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starnuti piva jsou typické zmény barvy, coz
Ize exaktné sledovat diferen¢ni spektrofoto-
metrii [10].

Pochopeni vyznamu vzdu$ného kysliku pro
starnuti piva vedlo k snaze zabranit vlivu i nej-
mensich stop kysliku, vstupujiciho do oball
pfes jejich uzavér [11]. Pfes tyto nové po-
znatky o starnuti piva zlistava hlavni mecha-
nismus starnuti nejasny. Neni ani jasné, zda
tékavé aldehydy typické pro starnuti piva po-
chazeji z aminokyselin nebo alkoholt, acko-
liv v neddvné dobé se objevily dvé vyznamné
préce o tzv. Streckerovych aldehydech v pivu,
predpokladajici jejich vznik z aminokyselin
[12, 13]. Kone¢nou odpovéd mohou dat
pouze studie s radioaktivné znacenymi pre-
kurzory tékavych aldehydu.

2 MATERIAL, METODY A PRISTROJE
2.1 Chemikalie

Zasobni  roztoky: methylenova modf
(MEBL, c=1000 mg.I'"), sodna stl methylové
Cerveni (METR, ¢=1000 mg.I"),
CuCl,.2H,0 (c=0,0268 g.I"", coz odpovida 10
mg.I"" Cu?*), FeCl,.4H,O (c=0,356 g.I"", coz
odpovida 100 mg.I"" Fe?*), kyselina askorbova
(c=1 a 10 %), kyselina gallova (c=1 %), tanin
(kyselina taninové, c=1 %), dichroman dra-
selny (c=0,1 %), peroxid vodiku (c=0,1 %).
Roztoky se pfipravily rozpusténim slozek
v deionizované vodé. VSechny chemikalie po-
chazely od Sigma Aldrich.

2.2 Neprovzdus$néné a provzdusnéné
pivo

Do 150 ml Erlenmeyerovy barnky se po
sténé v proudu dusiku nalilo 100 ml zchlaze-
ného piva (5 °C), mezi hrdlo barky a pryzo-
vou zatku se vsunula jehla a bublanim jem-
nym proudem dusiku po 30 min se z piva
odstranil oxid uhli¢ity a kyslik. Probublavani
dusikem snizi obsah rozpusténého kysliku na
koncentraci pod 0,05 mg.I'". V soubé&zném
vzorku se pivo probublavalo vzdusnym kysli-
kem.

2.3 Vliv kovovych ionttl na oxidaci
methylenové modfi redukované
kyselinou askorbovou

Roztoky kovovych soli, pfipravené fedénim
zasobnich roztokll v neprovzdusnéné a pro-
vzdus$néné deionizované vodé nebo pivu se
pipetovaly v mnozstvi 4,9 ml do valcovitych
kyvet Dr. Lange (primér=1 cm) pfedpInénych
dusikem nebo vzduchem jehlou, umisténou
mezi hrdlem nadobky a pryzovou zéatkou. Do
nadobky se pfidalo 50 pl roztoku kyseliny as-
korbové (c=1 %) a 50 pul roztoku methylenové
modfi (c=1000 mg.I'"), po dal$i minuté bub-
lani se jehla vytahla a pryzova zatka vtlacila
do hrdla nadobky.

Kyvety se ozéfily halogenovou lampou (50
W) ze vzdalenosti 5 cm po dobu 5-10 s do od-
barveni methylenové modfi.V 1 min ¢asovych
intervalech se zaznamenavala absorbance pfi
666 nm proti destilované vodé (obr. 1-3).

2.4 Vliv kyseliny gallové, taninu

a dichromanu draselného na oxidaci

methylenové modfi redukované

kyselinou askorbovou

K roztokim kyseliny gallové, taninu nebo

dichromanu draselného, pfipravenym fedé-
nim zasobnich roztokl v neprovzdusnéné
a provzdusnéné deoinizované vode (4,9 ml)
ve valcovitych kyvetach, se pfidalo 50 ul roz-
toku kyseliny askorbové (c=1 %) a 50 pl roz-
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Obr. 1 Oxidace methylenové modfi (10 mg.I"), redukované kyselinou askorbovou (0,01 %),
v pfitomnosti kationtt kovi (0,1 mg.I" Cu?*, 0,1 a 1,0 mg.I'" Fe?*) v deionizované (DI) vodé
za aerobnich podminek (O)
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Obr. 2 Oxidace methylenové modfi (10 mg.l"), redukované kyselinou askorbovou (0,01 %),
v pfitomnosti kationtd kovi (0,1 mg.F" Cu?+, 0,1 a 1,0 mg.I'" Fe?*) v pivu (PIVO) za aerobnich
podminek (O)

25
2 .
€
[=
[{]
§ 1,5 1 --PIVO_N
8 20,1 Cu_N
5 --0,1Fe_N
k] -o-1,0 Fe_N
o 14
173
Q2
<
0,5 1
0 T T T T T
0 1 2 3 4 5
Cas [min]

Obr. 3 Oxidace methylenové modfi (10 mg.I"), redukované kyselinou askorbovou (0,01 %),
v pfitomnosti kationtu kovi (0,1 mg.I'" Cu?*, 0,1 a 1,0 mg.I" Fe?*) v pivu (PIVO) za anaerob-
nich podminek (N)

toku methylenové modfi (c=1000 mg.I'"), po
dal3i minuté bublani dusiku nebo vzduchu se
jehla vytahla a pryzova zatka vtlacila do hrdla
nadobky.

Kyvety se ozafily halogenovou lampou
(50 W) ze vzdalenosti 5 cm po dobu
5-10 s do odbarveni methylenové modfi.
V minutovych intervalech se zaznamenavala
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absorbance pfi 666 nm proti destilované
vodé (obr. 4-6).

2.5 Vliv latek piva a peroxidu vodiku na
redukci methylové ¢erveni kyselinou
askorbovou

K neprovzdusnéné a provzdu$néné deio-
nizované vodé nebo pivu (4,85 ml) se pfidalo

50 ul roztoku kyseliny askorbové (c=1

a 10 %), 50 ul roztoku methylové Cerveni

(c=1000 mg.I'") a 50 ul peroxidu vodiku

(c=0,1 %) nebo deionizované vody.V 0,5 h in-

tervalech se zaznamendvala absorbance pfi

520 nm. (obr. 7-8).

2.6 Diferencni spektroskopie piva pfi
pasteraci

Pivo probublané dusikem nebo kyslikem se
zahfivalo v Erlenmeyerovych barikach pfi
60 °C po dobu 2,5 h a 5 h. Po ochlazeni na
20 °C se zaznamenala absorpéni spektra jed-
notlivych vzorkud v 5 cm pravouhlé kyveté proti
destilované vodé. Zaznam v &islicovém tvaru
obsahoval dvojice hodnot (vinova délka, ab-
sorbance) v intervalech po 2 nm od 380 do
580 nm. Jako srovnavaci spektrum se pouzila
absorpéni kfivka piva po probublavani dusi-
kem pfed ohfevem. Diferenéni spektra se zis-
kala jako rozdil (rozdilové diferenéni spekt-
rum, RDS) nebo podil (podilové diferenéni
spektrum, PDS) pfislusnych hodnot spektra
vzorku a srovnavaciho vzorku a jejich vyne-
senim do grafli (obr. 9 a 10).

2.7 Pristroje

Spektrofotometr CADAS 200 (Dr. Lange,
SRN) s pravouhlou sklenénou kyvetou (5 cm)
a valcovitou sklenénou kyvetou s primérem
1cm.

3 VYSLEDKY A DISKUSE
K testovani tvorby kyslikovych radikall a re-
aktivnich forem kysliku se pouzila jejich re-
akce s redukovanou methylenovou modfi [6,
9, 10]. Vyuziva se pfitom tvorby leukoformy
methylenové modfi ozafenim jejiho roztoku
s redukénim ¢inidlem, v tomto pfipadé kyse-
linou askorbovou. Tvorba reaktivnich forem
redukci vzdusného kysliku je pfitom poma-
lejSi nez vlastni odbarveni, takze vznik aktiv-
nich forem se prozradi postupnym modranim
roztoku, coz Ize spektroskopicky zaznamenat
jako ¢asovou kfivku absorbance pfi 666 nm.
Ucast svétla Ize vyloucit pfipravou leuko-
formy methylenové modfi za tmy a jejim pfi-
danim k testovanému roztoku. Nepfijemnou
skutecnosti zlstava, Ze i slaby, kratky impuls
svétla s vinovou délkou 266 nm pfi viastnim
méfeni absorbance ovliviuje slabé vysledek
méfeni, nebot podporuje reoxidaci leuko-
formy methylenové modfi, ackoliv ozafeni sil-
nym bilym svétlem plsobi pravé opacné [9].
Pres tuto ¢aste¢nou nevyhodu metoda po-
skytuje vhodny nastroj k feSeni problém0
s oxidaci piva. Ukazalo se, ze kovové kationty
mohou pusobit jinak pfi oxidaci kyseliny as-
korbové v deionizované vodeé a jinak v slozi-
tém systému, jako je pivo. Radikalovou oxi-
daci kyseliny askorbové vzdusnym kyslikem
ve vodé podporuje pfedev§im méd, zatimco
v pivu se uplatiiuje i zelezo, a to i za pfitom-
nosti pouhych stop kysliku (obr. 1-3).
Experimentalni technika, pouzita v této
praci, bohuzel znemoznuje pfipravit vzorky
absolutné prosté stop kysliku i nepatrnych
zbytkd kov(, a to ani pfi praci s modelovym
roztokem kyseliny askorbové v deionizované
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Obr. 4 Oxidace methylenové modfi (10 mg.I"), redukované kyselinou askorbovou (0,01 %),
v pfitomnosti kyseliny galové (0,02—0,2 %) v deionizované (DI) vodé za aerobnich (O) a ana-

erobnich (N) podminek
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Obr. 5 Oxidace methylenové modri (10 mg.I), redukované kyselinou askorbovou (0,01 %),
v pfitomnosti taninu (0,01-0,2 %) v deionizované (DI) vodé za aerobnich (O) a anaerobnich
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2,5
2 -
B
c
§ 1,5 - ——-DI_O
< -B-DK10-3_N
8 —A-Cu10-5_0
£ -+ DK10-3_0
g 4. -O-DK10-2_0
2
<
0,5 -
0 . . . . .

Cas [min]

Obr. 6 Oxidace methylenové modri (10 mg.I"), redukované kyselinou askorbovou (0,01 %), v pri-
tomnosti dichromanu draselného (DK 10°° = 0,001 %, DK 10? = 0,01 %) a Cu?* (10° = 0,00001
% = 0,1 mg.l'") v deionizované (DI) vodé za aerobnich (O) a anaerobnich (N) podminek

vodeé. Ze spektroskopickych pozorovani roz-
padu kyseliny askorbové vyplyva, Ze i pfi ma-
ximalnim vylouceni stop kysliku i iontli kov(
se tato latka ve vodé rozpada vlivem teploty
a ionizaéniho zafeni. V Uvahu se také musi

zahrnout samovolna pomala oxidace kyseliny
askorbové methylenovou modfi, pfi niz vznika
askorbylovy radikal jesté pfed ozafenim.
Kyselina gallovéa se vSeobecné povazuje za
silny antioxidant piva [7]. V testu s methyle-
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Obr. 7 Redukce methylové Cerveni (10 mg.I") kyselinou askorbovou (0,01 a 0,1 %) v deioni-
zované (DI) vodé a pivu (Pl) za anaerobnich podminek, popr. s pfidavkem peroxidu vodiku
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Obr. 8 Redukce methylové cerveni (10 mg.I'") kyselinou askorbovou (0,01 a 0,1 %) v deioni-
zované (DI) vodé a pivu (Pl) za aerobnich podminek, popf. s pfidavkem peroxidu vodiku
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Obr. 9 Rozdilové diferencni spektrum piva za aerobnich (O) a anaerobnich (N) podminek

pred (0 h) a po (2,5 a 5 h) pasteraci pfi 60 °C

novou modFi se prokazalo, ze s rostouci kon-
centraci kyseliny gallové vzriista také tvorba
reaktivnich forem kysliku, sou¢asné vSak p¥i-
tomnost této latky blokuje jejich dalSi pro-
dukei. Kli¢ovou roli kysliku potvrzuje prabéh
reakce za jeho nepfitomnosti, pficemz poca-
te¢ni nenulova hodnota absorbance by mo-

hla svédcit o pfitomnosti malé ¢asti silné oxi-
daéni formy kyseliny gallové, vzniklé napt.
vzdu$nou oxidaci pfi jejim skladovani, a na-
sledny mirny nardst absorbance souvisi s pu-
sobenim kysliku (obr. 4). Podobny pribéh se
ziskal pfi studiu dalsi pfirodni polyfenolové
slouceniny, taninu (obr. 5).

Pfima oxidace kyseliny askorbové oxidac-
nim ¢inidlem, dichromanem draselnym, pro-
kazuje mozny vznik reaktivnich forem ze
vzdu$ného kysliku pfekvapiveé i pfi klasickém
pfenosu mezi pfijemcem elektron(, kyselinou
askorbovou, a jejich darcem, dichromanem
draselnym. Tato reakce je velmi rychla i za ne-
pfitomnosti kysliku, zde vSak reaktivni formy
nevznikaji (obr. 6).

Ve slozitém pfirozeném materidlu se vznik
kyslikovych reaktivnich forem z kysliku mdze
vazat na rlizné oxida¢né redukéni reakce, ji-
nak probihajici i za jeho nepfitomnosti. Na-
hrada dichromanu draselného chromitou soli
prokazala pouze mirny katalyticky vliv, nevy-
sveétlujici pIné vznik reaktivnich forem kysliku.
Podobné zavéry se ziskaly pfi modelovych
studiich roztok( pyrogalolu manganistanem
draselnym (data neuvedena).

V8echna tato pozorovani svédéi o tom, ze
klasicka oxidacni €inidla po pfidavku do piva
navozuji zmény, typickeé pro starnuti piva [14].
Tyto zmény probihaji za nepfistupu vzduchu
a jsou vyraznéjsi v jeho pfitomnosti [15].

Dosavadni teorie starnuti pfedpokladd, ze
nezadouci zmény senzorickych vlastnosti
souvisi s pfevladajici oxidaci. VSeobecné pre-
vlada nazor, ze kyslik, aktivovany fyzikalnimi
nebo chemickymi vlivy, pfechazi na aktivni
formy, kieré maji podstatné vySSi oxidacni
schopnost nez samotné kyslikové molekuly.
Pro oxida¢ni mechanismus starnuti svédéi
skute¢nost, ze provzdusnénim piva se zvy-
Suje jeho barva, vzrlstd mnozstvi oxidacnich
produktl, pochazejicich z aminokyselin nebo
alkohol( a Ze pfidavkem redukénich latek Ize
zpomalit tyto zmény.

Kromé pfimé ucasti kysliku se za zakladni
reakci starnuti povazuje Fentonova reakce,
zakladajici se na rozkladu peroxidu vodiku za
Ucasti kovovych iontl. Vznik peroxidu vodiku
Ize vysvétlit katalytickou oxidaci reduktond
nebo polyfenold [6, 10]. Zajimava je i samo-
statna oxidace piva peroxidem vodiku, ktery
jako jediné z oxidac¢nich &inidel mize snizo-
vat barvu piva [10, 14]. Zda se, Ze tato latka
se mlze ucastnit oxidaénich i redukénich pro-
cesll v pivu.

PFi starnuti piva probihaji nevratné zmény
pfitomnych latek i za nepfistupu vzduchu, jak
vyplyva z pokusU s redukci methylové cerveni
kyselinou askorbovou. V deionizované vodé
kyselina askorbova neredukuje methylovou
¢erven ani pfi vysoké koncentraci kyseliny as-
korbové (0,1 %) a nepfitomnosti vzduchu.
Methylova Cervenl se vSak za stejnych pod-
minek redukuje v pivu a prabéh redukce se
dale zesili pfidavkem peroxidu vodiku (obr. 7).
Vzdu$ny kyslik potlacuje tuto degradacni re-
akci (obr. 8).

V nékterych pfipadech se vSak reakce
muze uskutecnit, poklesne-li dostate¢né ob-
sah kysliku reakci za pfitomnosti peroxidu vo-
diku [16]. Proto Ize napf. odbarvit methylovou
Cerven v kyseliné askorbové v deionizované
vodeé za pfitomnosti médnatych iontd a vzdu-
chu, ale ne za jeho nepfitomnosti. Redukci
kysliku totiz vznika peroxid vodiku a klesa
koncentrace kysliku. Vhodnym uspofadanim
reakénich podminek Ize pfitom navodit vznik
chemickych oscilaci jak ve vodném prostfedi,
tak v pivu [6].

S protikladnymi vlastnostmi a chovanim ky-
seliny askorbové za riznych podminek sou-
visi skute€nost, Ze kyselina askorbova se né-
kdy povazuje za tzv. nepravy antioxidant,
pusobici pouze jako akceptor kysliku, zatimco
jini autofi zdlraznuji schopnost kyseliny as-
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Obr. 10 Podilové diferencni spektrum piva za aerobnich (O) a anaerobnich (N) podminek pred

(0 h) a po (2,5 a 5 h) pasteraci pri 60 °C

korbové vazat Skodlivé volné radikaly, a ozna-
CEuji ji proto jako antioxidant. Chovani kyseliny
askorbové pfi pfedavkovani maze vykazovat
rlzné druhy U€inku, jak vyplyva i z této stu-
die.

Odbarvovani methylové Eerveni v pivu za
anaerobnich podminek Ize tedy povazovat za
indikator katalytické degradace barviva za
pfitomnosti peroxidu vodiku, vznikajici napf.
z peroxidl, nebo oxidovanych polyfenolic-
kych slozek.

Pozoruhodnym rysem popsané reakce je
jeji zrychleni za pfitomnosti maltosy a po-
dobné za pfitomnosti ethanolu, pfi¢emz pfi-
davek katalasy potlacoval tento ucinek (data
neuvedena). Ze studii s oxida¢nimi systémy
za pritomnosti barviva indigokarminu jako in-
dikatoru vyplyva, ze pfirodni organické latky
mohou vstupovat do radikalovych reakci za
Ucasti kysliku a utlumovat, nebo podporovat
jejich pribéh [17].

Diferenéni spektroskopie prokazala svou
hodnotu zejména pfi oxidaCnich zménach
piva pfi vyrobé i skladovani, pfi plsobeni riiz-
nych technologickych faktort a vyznamu jed-
notlivych sloucenin pfi starnuti piva. Metoda
je tak citliva, Ze v klasickém usporadani muze
zaznamenat i oxidaéni zmény piva pfi pdso-
beni vzdusného kysliku po 30 min pfi labora-
torni teploté (obr. 9). Pro tento ucel je vhod-
né&jsi tzv. rozdilova diferenéni spektroskopie
(RDS), zatimco dlouhodobéjsi oxidaéni
zmeény postihuje podilova diferenéni spektro-
skopie (PDS) (obr. 10).

Obé metody postihuiji citlivé zmény pfi star-
nuti nejen piva, ale obecné vsech ¢irych na-
poju s nizkou barvou a mohou slouzit jako in-
dikator téchto zmén vlivem skladovani.
Vyzaduje se pouze vysoce citlivy spektrofo-
tometr s vysokou reprodukovatelnosti zaz-
namu [10].

Z podilové diferenc¢ni spektroskopie Ize od-
vodit vyznam kritéria podilu absorbance pfi
dvou vinovych délkach, citlivé reagujiciho na
oxida¢ni zmény pfi vyrobé piva [10]. Je vSak
si nutné uvédomit, Ze v nékterych prfipadech
tato hodnota selhava vzhledem k nepravidel-
nym prdbéhim kfivek PDS a Ze je proto vhod-
néjSi pouzivat kompletniho zdznamu téchto
kfivek.

Tyto skutecnosti vedou k pfirozené snaze
potlacit jakykoliv pfijem kysliku do piva.V sou-

Casnosti se pozornost zaméfuje na pranik
nepatrnych mnozstvi kysliku pres uzavér
obalu. Vychozim stavem pro oxidaci je obsah
kysliku v plynné a kapalné fazi po uzavrieni
obalu [18].

Probiha-li prostup kysliku sou€asné s jeho
spotfebou pivem, Ize teoreticky vzdy naméfit
nenulovou zbytkovou koncentraci kysliku
v hrdlovém prostoru béhem starnuti. V lahvo-
vych pivech, skladovanych po dobu 2 az 12
mésicl, jsme méfili zbytkovy kyslik technikou,
vyvinutou podle pfedchoziho sdéleni [18].
Piva se stacela s nizkym obsahem celkového
kysliku v pivu (pod 50 ppb) po sto€eni. Presto

jsme naméfili pomeérné staly zbytkovy obsah

kysliku v hrdlovém prostoru béhem 2 az 12
mésicl skladovani pfi 20 °C, ktery vyjadreny
v hodnotach obsahu vzduchu €inil asi 0,1-0,2
ml. Tato méfeni by mohla pfispét k posouzeni
vlivu rliznych korunkovych uzavér( pfi sta-
¢eni piva.

4 ZAVERY
Z uvedenych experimentéalnich vysledkl

vyplyvaji tyto teoretické zavéry:

1. Sto¢ené pivo bez pfitomnosti kysliku tvofi
vyvazeny oxida¢né-redukéni  systém,
v némz probiha relativné pomala vyména
elektronli mezi donory a akceptory elek-
trond (tzv. oxida¢né-redukéni  dvojice,
ORD). Vysledkem jsou nevratné oxidac¢ni
zmeény, charakterizované uzivatelem jako
starnuti. Tento proces lze urychlit zahfiva-
nim nebo pfidavkem oxidacnich Einidel.

2. ORD vznikaji enzymovymiineenzymovymi
reakcemi pfi péstovani surovin a jejich
zpracovani i pfi vlastni vyrobé piva. Dalsi
ORD vznikaji z neutralnich molekul, napf.
sacharidu, fyzikalnimi (teplo, zafeni) nebo
chemickymi degrada¢nimi zménami. De-
gradacni zmény jsou vétSinou nevratné.
Pfenos elektront mezi ORD mohou urych-
lit anorganické nebo organické slou¢eniny
(electron transport influencing species,
ETIS), urychlujici tyto reakce na rizném
principu, vétSinou na zakladé vzniku dal-
Sich ORD. Reakce, zalozené na urychle-
ném sdileni elektronti mezi ORD, si mohou
vzajemné konkurovat.

3. Mezi oxidaénimi €inidly zaujima vyznamné
misto kyslik, vystupujici po aktivaci jako
silné oxidacni Cinidlo, poskytujici opét dalsi

ORD se silnymi degradac¢nimi ucinky (re-
active oxygen species, ROS a oxygen free
radicals, OFRs). Aktivace zahrnuje puso-
beni fyzikalnich (zafeni) nebo chemickych
¢inidel, pasobicich tvorbou komplex s kys-
likem, nebo jeho elektronovou redukci. Pri
vyrobé piva mlze oxidace vzdusnym kys-
likem poskytovat dalSi oxida¢ni cinidla,
napf. semichinony, chinony a peroxidy,
které mohou pUlsobit i pfi starnuti za ne-
pfitomnosti vzduchu.

4. Reaktivni oxida¢ni ¢inidla, vznikajici re-
dukcei kysliku reduktonem, mohou s timto
reduktonem reagovat, ¢imz je zarucena
zpétna vazba mezi oxida¢nimi Cinidly a je-
jich generatorem. Tato zpétna vazba je pfi-
¢inou soucasnych schopnosti redukujicich
latek vystupovat jako prooxidanty a antio-
xidanty. Antioxidaéni plisobeni mdze zahr-
novat vy€erpani kysliku, zachyt silné reak-
tivnich ¢inidel (radikall) nebo maskovani
ETIS vznikajicimi produkty.

5. Oxidacni reakce, které v kone¢ném di-
sledku v pivu prevladaji, jsou doprovazeny
i tvorbou silnych redukénich cinidel, ktera
mohou vratné nebo nevratné degradovat
organickeé slouceniny piva. Pfitomnost kys-
liku mGze tuto degradaci inhibovat. Radi-
kalova oxidace/redukce muze byt zakla-
dem oxida¢né-redukénich  oscilagnich
redukci v pivu.

6.V dlsledku mechanismu popsaného v pre-
desSlych bodech se pfi starnuti generuiji oxi-
daéni i redukéni mechanismy napadajici
dalsi latky piva za vzniku senzoricky vy-
znamnych slou¢enin. Na kone¢ném pro-
jevu senzorického starnuti se podili jak me-
chanismus vzniku silnych oxida¢nich
¢inidel, tak pfitomnost latek, které se oxi-
duji na senzoricky aktivni latky. Rychlost
téchto reakci zavisi na koncentraci prekur-
zor(, které mohou vznikat kvasenim, a na
pfitomnosti dalSich latek, které mohou sen-
zoricky vyznamné latky maskovat.

7. Reaktivni degradac¢ni ¢inidla mohou rea-
govat v fetézovych reakcich s ostatnimi
slou€eninami piva, pfi¢emz zavisi na jejich
vzajemné koncentraci, zda se vysledna re-
akce utlumi, nebo rozsifi Fetézovou reakci.
Oxidaéni reakce maji své aktivatory a inhi-
bitory, jejichz uc€inek zavisi na jejich kon-
centraci. Za pfitomnosti slabého zdroje ra-
dikal mze inhibitor (napt. alkohol) reakci
utlumit, pfi silném zdroji reakci podpofit.
Retézova reakce s prekurzorem senzoric-
kych zmén pfinasi nezaddouci zmény, feté-
zova reakce, pfi niz nevznika senzoricky
vyznamna latka, mlze plsobit pozitivné.

Z teoretickych vysledku vyplyvaji tyto prak-
tické zavéry:

1. Starnuti piva nelze zastavit ani fyzikalnimi,
ani chemickymi Upravami, nebot degra-
dace slozitych organickych latek v sobé ob-
sahuje nevratnost. Starnuti Ize témito me-
todami zpomalit. Univerzalni metodou
zpomaleni starnuti je snizeni teploty. Prak-
ticky Ize vliv teploty sledovat monitorova-
nim teploty po dobu mezi vyrobou a spo-
tfebou a vyjadfenim miry poSkozeni
vhodnou stupnici v tzv. senzorickych jed-
notkach starnuti.

2. Zasahy k zpomaleni starnuti piva lze usku-
tecnit jiz pfi péstovani surovin a jejich zpra-
covani. Pouzitelnost téchto zasaht je vSak
omezena skute€nosti, Ze tradi¢ni chut piva
vznikala spoluptsobenim stejnych pro-
cesu, které také pusobi pfi starnuti piva.
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Takto Ize pfipravit pivo s chuti odliSnou od tradi¢niho vyrobku, ale s pomalym
starnutim. Zavisi na reakci spotfebitele na uvedeni takového vyrobku na trh.

3. Oxidacéné-redukéni zmény v priibéhu starnuti piva Ize sledovat s pouzitim jed-
noduchych optickych metod, jako je diferenéni spektroskopie nebo jednoduché
kolorimetrické metody.

4. ProtoZe kyslik pUsobi vzdy negativné, je nutné omezit jeho plsobeni, regulovat
jej béhem vyroby a posléze zcela eliminovat od okamziku stac¢eni. Kontinualni
meéfeni kysliku ve vybranych mistech vyroby je nutné navrhovat na zakladé rych-
losti jeho spotfeby, nebot kyslik spotfebovany pivem plsobi nasledné negativné.

5. Schopnost generovat silné aktivni oxidaéni formy Ize méfit fyzikalnimi i chemic-
kymi metodami. Reakce kysliku se musi méfit s pouzitim piva bez rozpusténého
kysliku, nebot styk piva s kyslikem zdsadné méni jeho vlastnosti. K tomu se musi
pouzit nové postupy zbavovani piva oxidu uhli¢itého. Stejné metody pomohou
identifikovat plisobeni ETIS (electron transport influencing species).

6. Existence zpétné vazby mezi redukujici latkou a z kysliku vznikajicich reaktiv-
nich slou¢enin umoznuje posuzovat prooxidacni i antioxida¢ni vlastnosti jedno-
tlivych latek b&hem vyroby. Z tohoto faktu také vyplyva, ze stupen poskozeni piva
je zavisly na rychlosti spotfeby kysliku a vlastni oxidace pfislu§ného prekurzoru,
z ¢ehoz plyne moznost optimalizace tohoto procesu.

7. Omezeni pfistupu kysliku po stoceni piva do obalu skyta dal$i moznosti, nebot
zadny ze soucasnych pouzivanych oball zcela nezabrariuje vstupu kysliku.V du-
sledku toho se vzdy v plynné fazi obalu vyskytuje nizké mnozstvi kysliku, které
Ize méfit invaznimi a prednostné neinvaznimi metodami. Tato technika opét
umoznuje dalsi zvyseni jakosti vyrabénych napoju.

8. Identifikace prekurzor(i senzoricky vyznamnych latek v kvasnych tékavych pro-
duktech umoznuje cilené zpomalit starnuti piva podminkami kvaseni a vybérem
kvasni¢nych kmenu. Zékladem tohoto postupu je pfiprava senzoricky vyznam-
nych latek fizenou oxidaci piva.
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