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1. Uvod

Béhem poslednich deseti let se latky s antioxida¢nimi
ucinky dostaly do poptedi zajmu odborniki v fad¢€ obori
potravinaistvi, zejména v souvislosti s jejich potvrzenymi
antikancerogennimi G&inky. V Ceské republice, kde za
minuly rok byla spotieba piva 161 1 na osobu' (nejvice na
sveéte), predstavuje pivo jeden z nejvyznamnéjsich zdroju
pfirodnich antioxidanti v potravé. Polyfenolové latky,
navic vyznamnou ulohu i v branéni procesu oxida¢nich
zmén béhem chmelovaru a skladovani. Tento oxidacni
proces muze vyustit v tvorbu celé fady senzoricky negativ-
nich latek. Za vSechny jmenujme alespon (E)-non-2-enal,
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ktery je diky svému nizkému prahu vnimani (0,1 pg 1)
latkou s velice negativnimi ucinky na vysledny senzoricky
profil produktu3. Na druhou stranu polyfenoly pritomné
v pivu reaguji s bilkovinami za vzniku nezadoucich kom-
plexti, ¢imz snizuji koloidni stabilitu piva. V dusledku
téchto pozitivnich i negativnich vlivii na kvalitu je nyni
aktualnim problémem pivovarského primyslu nalezeni
cest ke stanoveni antioxidacnich vlastnosti a optimalizace
obsahu téchto latek. V tomto ¢lanku si autofi kladou za cil
shrnout metody znamé i z jinych obort’, které jsou pouzi-
telné i pro pivovarskou praxi a podélit se o své zkuSenosti
s aplikacemi né€kterych z nich v prostiedi pivovarské ana-
lytiky.

2. Rozdéleni metod

Metody stanoveni antioxida¢nich u¢inkli v pivo-
varskych materialech je mozno rozdélit do dvou zéklad-
nich skupin: i) na metody chemické a ir) fyzikélnis.

Chemické metody spocivaji nejcastéji v pouziti Cini-
del poskytujicich s volnymi kyslikovymi radikély barevné
produkty, jejichz vzniku naopak brani ve vzorku obsazené
antioxidanty. Intenzita zabarveni se méti nejcastéji spekt-
rofotometricky a rozdil v hodnotach absorbanci méfeného
a slepého vzorku pak udava obsah latek s antioxida¢nimi
ucinky. Je nutno podotknout, Ze srovnani hodnot poskyto-
vanych jednotlivymi metodami je velmi nesnadné, nebot’
jak antioxidanti, tak reaktivnich latek zplsobujicich oxi-
dacni zmeény je celd fada a prakticky zadna z metod neni
schopna obsahnout tento fakt v celé jeho $ifi.

Fyzikalni metody nesleduji bezprostiedné chemickou
reakci nebo zmény obsaht jednotlivych latek. Namisto
toho sleduji zmény fyzikalnich vlastnosti, které tyto proce-
sy provazeji.

V dalSim textu jsou metody fazeny podle jejich apli-
kacni frekvence v pivovarstvi.

2.1. Chemické metody
2.1.1. Metoda podle Kanedy’

DPPH, 1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl, je
stabilni volny radikal, ktery mizZe byt diky své struktufe
akceptorem atomu vodiku a prejit do formy stabilni dia-
magnetické molekuly. Intenzivni fialové zabarveni méfi-
telné pii 520 nm je zplsobeno neparovym elektronem na
dusiku hydrazylu. Pusobenim antioxidantli se intenzita
jeho zabarveni snizuje a méti se v minutovych intervalech
po dobu 10 minut. Vzhledem k tomu, Ze je sledovan uby-
tek latky, je mozno pouzit i detekci HPLC, kdy je sledova-
nou veli¢inou plocha pasu odpovidajici DPPH.

Pouzitelnost této metody v pivovarstvi byla autory
uspésné odzkousena a bylo provedeno srovnani s metodou
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Obr. 1. Srovnani vysledkii metod zjist'ovani oxido-redukéni kapacity dle Kanedy (ORK) a celkové antioxida¢ni kapacity (TAS) u
¢eskych hlavkovych chmeli a chmelovych vyrobki; ZPC — Zatecky polorany ¢ervenak; 0 ORK, O TAS
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Obr. 2. Srovnani vysledki metod zjist'ovani oxido-redukéni kapacity dle Kanedy (ORK) a celkové antioxida¢ni kapacity (TAS)

v zahrani¢nich hlavkovych chmelech; O ORK, O TAS

stanoveni celkového antioxidacniho stavu (TAS — Total
Antioxidation Status), uvedenou v kapitole 2.1.5.

Roztok DPPH (1,86 10™* mol 1) v ethanolu byl smi-
chén s acetatovym tlumivym roztokem (pH 4,3) v poméru
2:1. K 2,8 ml pracovniho roztoku DPPH bylo ptfidano
0,2 ml vzorku a ihned byla proméfena absorbance pfi
525 nm. Odbarvovani indikatoru pak bylo méfeno v 1 cm
sklenéné kyveté v minutovych intervalech po dobu 10 min
pri laboratorni teploté. Vysledky se vyjadiuji jako Ubytek
DPPH po 10 min v procentech.

Vysledky srovnani s metodou stanoveni TAS pro
rizné materidly jsou uvedeny na obrazcich 1 az 3. Byly
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stanoveny antioxida¢nich vlastnosti vyluhti 6 ceskych
a 8 zahrani¢nich chmel a 2 druhti chmelovych vyrobki
uvedenymi metodami. Tyto vyluhy byly pfipraveny pros-
tym povafenim 10 g vzorku v 400 ml vody pod zpétnym
chladi¢em na vodni lazni, naslednym doplnénim na objem
500 ml a filtraci pfes papirovy a membranovy filtr. Dale
byly stanoveny i antioxidacni vlastnosti jednotlivych mezi-
produktli vyroby piva. Je ziejmé, Ze obé metody poskytuji
srovnatelné vysledky. Uvedené hodnoty jsou primérem
z 5 stanoveni, pfi¢emz odchylka jednotlivych stanoveni se
u vSech uvadénych vysledkd pohybovala v rozmezi 0,1 az
0,2 mmol I"' u metody TAS, resp. 5-8 % u metody dle
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Obr. 3. Srovnani vysledkii metod zji§t’ovani oxido-redukéni kapacity (ORK) a celkové antioxida¢ni kapacity (TAS)

v meziproduktech vyroby 12 % svétlého piva; O ORK, O TAS

Kanedy. Mezi ¢eskymi odrudami Zatecky polorany Cerve-
fak dosahuje vyrazné nejvysSich hodnot. Nekteré odriidy
zahrani¢nich chmeld sice mohou v tomto sméru zateckému
chmelu konkurovat, zde je vSak nutno podotknout, Ze tyto
chmely maji ¢asto vyrazné vyssi obsah a-hotkych kyselin,
pfi vyrobé se jich proto davkuje méné a v pivu se proto
rozdily v dosazenych hodnotach antioxidacnich aktivit
vlivem davkovéni déle zvySuji. Chmelové vyrobky vyka-
zuji v podstaté stejné hodnoty antioxidacnich vlastnosti
jako hlavkovy chmel. Mirné zvyseni lze vysvétlit zkoncet-
rovanim aktivnich latek v procesech vyroby granulatu
respektive ethanolového extraktu, ktery je sice koncentra-
tem, ovSem pfipravuje se obvykle z odridd s niz§im obsa-
hem polyfenolickych latek a tudiz rozdil v hodnotach ne-
odpovida mife zkoncentrovani.

Na obr. 3 je mozno sledovat zmény antioxidacnich
vlastnosti v prib¢hu procesu vyroby piva. Ve sladiné jsou
hodnoty vysoké, v dasledku prestupu sladovych polyfeno-
It a reduktonii do sladiny. Oxida¢nimi reakcemi v prib&hu
chmelovaru se antioxidacni aktivita sniZzuje, ovSem prida-
vek dalsich polyfenolickych latek z chmele ji udrzuje na
hladiné srovnatelné se sladinou. Tak je tomu i v procesu
hlavniho kvaseni, kdy jsou do systému dodavany dalsi
latky s antioxida¢nimi ucinky spolu s kvasinkami. Filtraci
je cast latek sorbovanych na povrch kvasniéné buiiky od-
stranéna, nicmén¢ i po pomérné prudkém poklesu antioxi-
daéni aktivity se tyto hodnoty drzi na velmi vysoké trovni.

2.1.2. Metoda DCI (2,6-dichlorfenolindofenolova) —
metoda MEBAK 7.15.1
Tato metoda’ je standardni metodou podporovanou
MEBAK (Mitteleuropdische Brautechnische Analysen-
kommission). Principem je reakce 2,6-dichlorfenol-
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indofenolu s endiolovou skupinou polyfenolti za vzniku
bezbarvych dioxosloucenin. Tato zména zbarveni je stano-
vitelna spektrofotometricky; v ptipadech, kdy neni mozno
optickych metod pouzit (tmavéa piva, kvasnicova piva), se
pouziva kombinace s voltametrickou detekci®. Vysledky
jsou vyjadifovany jako ekvivalenty mnozstvi kyseliny L-
askorbové, ktera slouzi jako standard.

2.1.3. Stanoveni redukcni sily 2,2 °-bipyridylem

Tato metoda, rozpracovand Chaponem’, je zaloZena
na reakci zelezitych iontd s 2,2’-bipyridylem. Vznikly
komplex je silnym oxida¢nim ¢inidlem a reakci se Sirokou
skupinou redukujicich latek se méni z bezbarvé oxidované
formy na Cervenou, redukovanou. Tuto zménu lze méfit
spektrofotometricky pti 510 nm po tfiminutové prodleve.

2.1.4. Stanoveni cisla kyseliny thiobarbiturové (TBA)
Kyselina thiobarbiturova poskytuje reakci s karbo-
nylovymi slougeninami fadu barevnych produkti'®. Reakci
s pivem vznikd pfevazné zluté zbarveni absorbujici pfi
455 nm a Cervené absorbujici pti 530 nm. ZvySenim kyse-
losti, teploty a doby reakce se tvorba obou barevnych pro-
duktd vyznamné zvySuje. Reakce se provadi smichanim
roztoku TBA ve smési isopropylalkoholu a vody
s odplynénym pivem, nésleduje inkubace pii 60 °C po dobu
30 min a nasledné se zméti absorbance pii 455 a 530 nm
proti slepému pokusu. Vysledkem jsou dv& hodnoty absor-
bance, oznacované jako €islo kyseliny thiobarbiturové.

2.1.5. Stanoveni celkového antioxidacniho stavu

Tato metoda'' byla doposud hojné vyuzivana
v medicinské praxi, zejména pfi stanovovani antioxidac-
nich vlastnosti v krvi a séru. Nejcastéji je pouzivana ko-
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mercni souprava fy RANDOX, ovSsem v posledni dobé
byly vyvinuty nové postupy za pouZiti automatickych
spektrofotometrl, poskytujici srovnatelné vysledky spolu
s fadou vyhod'%.

Metoda za pouziti komercni soupravy spociva
v reakci methmyoglobinu s peroxidem vodiku za tvorby
radikalu ferrylmyoglobinu. Uvedeny radikal reaguje
s 2,2’-azinobis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonatem)
(ABTS) v substratu a vytvafi radikal-kation ABTS" mod-
rozelené barvy. Antioxidanty v systému zabraiuji tvorbé
ABTS: v mife odpovidajici jejich koncentraci. Reakce
probiha pfi 37 °C, méii se pii vinové délce 600 nm.

HX-Fe + H,0, - X-(Fe'Y = 0) + H,0

ABTS + X-(Fe" = 0) - ABTSe + HX-Fe'

HX-Fe'"

X-(Fe'V = 0)

V 1 cm kyvetach byly pfesné 1 min po smichani
a promichani méteny absorbance A;kontrolniho vzorku
(20 pl redukujici vody a 1 ml chromogenu), standardu
(20 ul 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxy-
lové kyseliny a 1 ml chromogenu). Poté bylo do vSech
kyvet piidano 200 ul (250 pmol 17") peroxidu vodiku. Po
promichani je za 3 minuty opét méfena absorbance A,.
Celkova antioxidaéni kapacita TAS v mmol 1™ se vypoéte
ze vztahu:

methmyoglobin
ferrylmyoglobin

TAS = [koncentrace standardu/(AAyentromni vzorek — AAstandard) ] X
X (AAkonlmlm' vzorek — AIA‘Vzorek) (mm()l 1_1 vzorku)

kde AAkontrolm' vzorek — AAl kontrolni vzorek — A1A2 kontrolni vzorek
AAstzmdarda = AAI standard ™ AA2 standard

AIA‘Vzerek = AAI vzorek — A1A2 vzorek

2.1.6. Metoda ABTS-TROLOX

Zékladem metody" je stejné jako u metody TAS ge-
nerovani radikalového kationtu ABTS" (2,2’-azinobis(3-
-ethylbenzothiazolin-6-sulfonat)). Zde je vSak méfena
relativni zhaSeci schopnost antioxidantl ve srovnani
s 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylovou
kyselinou (TROLOX). Relativni antioxidacni aktivita je
definovéna jako koncentrace TROLOXu se stejnou antio-
xidac¢ni aktivitou, jako ma 1mM koncentrace stanovované-
ho vzorku. V praxi se jako zdroj peroxidového radikéalu
pouziva 2,2’-azobis(2-amidinopropan)dihydrochlorid
(AAPH), jehoz smés s ABTS se inkubuje v acetatovém
pufru o pH 4,3 pii 45 °C po dobu 60 min. Po ochlazeni
a pfidani vzorku, resp. pufru v pfipad€ slepého vzorku, se
po 25 min méii absorbance pii 734 nm. Tato tzv. hodnota
TRAP (total reactive antioxidant potential) je v pivovarstvi
povazovana za odpovidajici indikator antioxida¢nich tic¢in-
k@ vyhradné polyfenolickych latek.

TRAP (mM) = (szorku - Aslep)/ (Astandard7 Aslep) X Cstandard
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2.1.7. Metoda spoluoxidace f-karotenu
v linoledtovém modelovém systému

Tato metoda byla adaptovéana pro potieby pivovarstvi
Goupym'*. B-Karoten je diky systému dvojnych vazeb ve
svém fetézci vybornym pohlcovacem radikalt. Je ptidavan
do vzorku a spolu s nim podroben oxidaci. Métenou veli-
¢inou je pokles absorbance B-karotenu pti 470 nm za a bez
pfitomnosti antioxidanti ze vzorku. Antioxida¢ni vlastnos-
ti jsou vyjadreny jako procenta inhibice oxidace B-karo-
tenu.

2.1.8. Inhibice lipoxygenasové aktivity

Metoda inhibice lipoxygenasové aktivity'® se pouziva
pro urceni antioxidanich schopnosti zejména
v jeCmennych a sladovych extraktech. Lipoxygenasova
aktivita se bézné vyjadfuje v nanomolech spotfebovaného
kysliku za sekundu (nkat). Antioxidacni kapacita byva pak
stejné jako v predchozim piipadé vyjadiovana v procen-
tech inhibice v porovnani se srovnavacim vzorkem. Dalsi
metody (stanoveni hydroxylového a superoxidového radi-
kalu'®, autooxidace methyllinoleétu”, metoda redukce
jodu'®) jsou pouzivany spise okrajové.

2.2. Fyzikdlni metody

2.2.1. Elektronova spinova rezonance (ESR)

Tato v posledni dob¢ velmi oblibena metoda je schop-
na urcit pfitomnost iontd, které obsahuji neparové elektro-
ny, a je proto vhodna pro stanoveni volnych kyslikovych
radikald, ptipadné jejich komplext s nékterymi kovovymi
ionty. Uchida a Ono'® vyvinuli metodu pro stanoveni en-
dogenni antioxidacni aktivity piva. Tato technika umoznila
1 predikci chutové stability piva. Volné radikély byly dete-
govany béhem uméle navozeného oxidacniho testu pti 60 °©
C 59,5 ml vzduchu v prostoru hrdla ldhve. Pouzita byla
metoda spinové pasti spolu s ESR. Jako spinova ¢inidla
byl pouzit N-terc-butyl-a-fenylnitron a 2,2-dimethyl-3,4-
-dihydro-2H-pyrrol-1-oxid (DMPO). Byl prokazan fakt, ze
k tvorbé hydroxylového radikdlu nedochézi ihned po zapo-
Ceti testu, ale az po ur€itém casovém posunu. Tento Cas
pak muze byt vyuzit jako indikator endogenni antioxida¢ni
aktivity vzorku piva. Dalsi sledovanou veli¢inou je ¢so,
coz je odezva po 150 min, ktera je pfimo imérnd koncent-
raci hydroxylovych radikalll ve vzorku.

Pozdgjsi prace'’ se vénovaly vyuziti metody pro sta-
noveni antioxidacnich vlastnosti jednotlivych skupin latek
obsazenych v pivu. Nepotvrdily vSak vyrazné antioxidacni
vlastnosti latek ze skupiny polyfenolt, vétsi vyznam pii-
kladaji 1atkdm na bazi siry.

Moznému vyuziti kombinace ESR a nékterych che-
mickych metod pro predpovéd chutové stability piv se
vénoval Franz”’, ktery zjistil zajimavé korelace mezi sen-
zorickym starnutim a technologickymi podminkami pfi
vyrob¢ mladiny.
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2.2.2. Stanoveni redox potencialu

Poprvé bylo stanoveni redox potencidlu® v pivo-
varském pramyslu pouzito jiz ve tficatych letech minulého
stoleti. Postupem Casu byla opusténa cesta kolorimetrické
detekce a vyzkum se soustiedil vyhradné na elektroche-
mické stanoveni rH (redox potencialu vztazenému ke stan-
dardni vodikové elektrod€). Postupem Casu byly urceny tfi
skupiny latek, které rozhodujici mérou ovliviiuji hodnotu
redox potencialu v pivovarském procesu.
rozpustény kyslik (hodnota rH je linearn€ zavisla na
jeho koncentraci),
tézké kovy a jejich komplexy (zejména Zelezo a méd’),
latky povahy reduktonti.
Bylo rovnéz prokazano, ze méfené potencialy vyja-
diuji pouze okamzity oxidacné-redukéni vliv zmifiovanych
latek ve vzorku, a Ze tedy tyto hodnoty nemohou byt pou-
zity pro kvantifikaci obecnych antioxidacnich vlastnosti
vzorku, nebot’ na ném se podileji 1 dalsi, elektrochemicky
neaktivni latky. Dalsi vyzkum se proto omezil na optimali-
zaci pouzivanych systému s tim, Ze sledovéani redox poten-
ciali bude mit pouze informativni charakter a bude pouzi-
vano jako zpusob sledovani obsahu rozpusténého kysliku.

2.2.3. Chemiluminiscence

Japoniti autofi Kaneda® a Kobayashi®® zkoumali
rovnéz pouziti chemiluminiscence jako metody pro stano-
veni intenzity oxidace lipidi. Bylo vyzkouseno vice lumi-
niscencnich ¢inidel, z nichz se nejvice osvédcil 5-amino-
2,3-dihydro-1,4-ftalazindion (isoluminol) a 6-fenyl-2-
-methyl-3,7-dihydroimidazo[1,2-a] pyrazin-3-on, coZ je
analog luciferinu. Bylo zjiSt¢no, Ze rozhodujici vliv na
intenzitu oxidace lipidi ma jednak teplota, kdy bylo dosa-
zeno nejveEtsi intenzity luminiscence pii teplotach okolo 65
°C, jednak intenzita michani. To odpovida podminkam,
které jsou bézné pti rmutovani, které bylo jiz diive pova-
zovano za kriticky krok z hlediska oxidace lipidovych
slozek pfi pfipravé mladiny.

Jejich prace rozvinul Walters'®, jehoZ postup je zalo-
zen na reakci luminolu s peroxidem vodiku za pfitomnosti
zesilovace (1,1,4,7,7-diethylentriaminpentaoctova kyseli-
na), kterd produkuje zablesk svétla, staly po dobu 30 s.
Pritomnost antioxidantu pak zpisobuje zhaseni luminis-
cence a pokles intenzity signélu.

Srovnani antioxida¢nich vlastnosti metodou chemilu-
miniscence v pivu a viné se vénovali italsti autori*, ktefi
zaroven ovérili pro tyto napoje vztahy mezi antioxida¢nimi
vlastnostmi zjiSténymi touto metodou a obsahem polyfe-
nolickych slozek.

2.2.4. Stanoveni oxidacnich zmén pomoci **O

Rada autori, jmenovité Collin®>, Noel®® a Lermu-
sieau’’ se v poslednich letech zabyvalo moZnostmi pouziti
isotopu kysliku '®0 pro uréeni oxida¢nich zmén probihaji-
cich béhem skladovani piva. Do prostoru hrdla lahve je
vstiiknuto ur¢ité mnozstvi isotopu, pivo v lahvi je podro-
beno starnuti po dobu nékolika mésict pfi pokojové teplo-
té a potom je pivo analyzovano metodou GC-MS. Pritom
nebylo prokazano zvySené mnozstvi isotopu v molekulach
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(E)-non-2-enalu, coz indikuje, ze vétSina karbonylovych
slou¢enin nevzniké oxida¢nimi zménami lipidovych slozek
beéhem skladovani piva.

3. Zavér

Velky zajem, ktery se v poslednich letech soustfed’uje
na otazku antioxidacnich vlastnosti riznych latek jak
v tadach laické vefejnosti, tak i potravinaiskych odborni-
kt, ma za nasledek nutnost vytvoreni spolehlivych metod
pro stanoveni jak obsahu téchto latek, tak i ucinkd, které
jejich pritomnost v potravindch navozuje. V pivovarské
technologii je k témto aspektim nutno ptidat i fakt, ze
oxidacni reakce v celém procesu vyroby piva maji za na-
sledek zasadni ovlivnéni organoleptickych vlastnosti pro-
duktu. Proto patii pivovarsti analytici k nejaktivnéjSim co
do snahy optimalizovat dostupné metody pro jejich potie-
by tak, aby byla ziskana metoda co nejsife pouzitelna,
rychla a zaroven presna. Uvedeny piehled metod je vybé-
rem téch, které jiz byly v pivovarstvi odzkouSeny a jsou ve
vetsi ¢1 mensi mife pouzivany. Také jsou srovnavany hod-
noty ziskané za pouziti dvou z téchto metod a spolu s tim
jsou ovéfovany i specifické vlastnosti chmele odridy za-
tecky polorany cervenak. Pozornost byla také vénovana
zménam profilu antioxidac¢ni aktivity v prubéhu procesu
vyroby piva s ohledem na kritické body, ve kterych docha-
zi k nejvétsimu oxidacnimu zatizeni produktu.

Tato prace je soucasti reSeni vyzkumného centra
IM6215648902.
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