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Clanek se zabyva roli oxidu sifigitého v pivu, ve kterém plsobi jako
antioxidant, antimikrobialni slou¢enina nebo latka maskujici starou
chut piva. Jsou popsany jeho formy vyskytu v pivu, rozsah bézné se
vyskytujicich koncentraci, v€etné legislativniho omezeni. Dale je
v Clanku diskutovan mechanismus jeho tvorby pfi kvaseni, faktory,
které ji ovliviuji, a jeho ubytek béhem skladovani.
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The article describes the role of sulphur dioxide in beer, being ac-
tive as an antioxidant, an antimicrobial substance or a substance dis-
guising stale beer flavour. There have been described its forms of
occurrence in beer, concentrations commonly occurring in beer, inc-
luding legislative restrictions. The article also describes the mecha-
nism of its formation during fermentation as well as the factors influ-
encing the mechanism and its decrease during storage.
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Der Artikel befasst sich mit Rolle des Schwefeldioxids im Bier, im
welchen als ein Antioxidierungsmittel, eine Antimikrobiellverbindung
oder ein Altgeschmack des Bieres verblendender Stoff austbt. Die
verschiedene Formen des Kohlendioxids im Bier, der Bereich von se-
inen allgemeinen Konzentrationen einschliessend der gesetzgeben-
den Beschrankungen wurden angefuhrt. Weiterhin wurde ein Bil-
dungsmechanismus im Bier im Laufe der Gérung, an die Bildung
wirkende Faktoren und Schwefeldioxidabnahme wéhrend der Lage-
rung beschrieben.
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1 UvoD

Dllezitym predpokladem pro poskytovani
mnohamési¢nich garanci je senzoricka a ko-
loidni stabilita piva. V prabéhu skladovani
piva se postupné zvysuje jeho barva, tvofi se
zékal, klesa jeho senzoricka stabilita a vznika
zvétrala chut. Za pfi€inu téchto negativnich
zmén se povazuji oxidaéni reakce slozek
piva.

Koloidni a senzorickou stabilitu piva ovliv-
Auji mimo jiné kvasinky metabolismem sir-
nych slou€enin, ktery vede k produkci oxidu
sifi¢itého.

Oxid sificity pusobi v pivu jako antioxidant.
Dllezitd je také jeho schopnost vytvaret
adukty s karbonylovymi slou¢eninami, ¢imz
maskuje pfitomnost aldehyd(.

Celkové mnozstvi oxidu sifi¢itého v pivu
muze tedy do urcité miry ovlivnit jeho chuto-
vou stélost. Pro urcité skupiny obyvatelstva
ale mGze mit ve vy$Sich koncentracich ne-
gativni dopad na zdravi. Je také stanoven li-
mit pro jeho denni pfijem. Z téchto divodu je
proto dllezité presné stanoveni celkového
mnozstvi SO, v pivu a jinych napojich a po-
travinach.

2 ULOHA OXIDU SIRICITEHO V PIVU
Oxid sificity ma v pivu tfi hlavni role:

2.1 Antioxidant

Oxid sifi€ity chrani pivo pfed negativnim
vlivem rozpusténého kysliku, ma schopnost
inhibovat aktivni formy kysliku a reakce vol-
nych radikald, coz zajistuje fyzikalné-che-

mickou a senzorickou stabilitu piva po dlou-
hou dobu skladovani v ramci poskytovani né-
kolikamésic¢nich garanci.

Reakeci sifiCitanu s kyslikem Ize schema-
ticky vyjadfit podle rovnice:

2505 + O, —+ 2507

Kyslik je za béznych podminek prakticky
nereaktivni latka, ovéem dodanim energie ve
formé tepla, svétla nebo pomoci chemickeé re-
akce muze dojit k jeho aktivaci. Vznikaji tak
formy kysliku, které jsou velmi reaktivni. Jde
pfedevsim o superoxidovy (°O,) a hydroxy-
lovy (¢OH) radikal. Tyto radikaly plsobi jako
iniciatory fetézovych reakci.

Kyslik je v zékladnim stavu pfitomen jako
tripletovy (%0,), ktery je v kratkodobé rovno-
vaze s energeticky bohatym singletovym kys-
likem ('O,) [1]. Redukci téchto stabilnich fo-
rem vznikaji superoxidy (superoxidovy anion
0O,) a peroxidy (peroxidovy anion O,%). Pe-
roxidovy anion je v kyselém prostfedi scho-
pen prechazet na hydroperoxidovy anion
a nasledné na peroxid vodiku, ktery, pokud
neni odstranén (napf. katalasami), pfechazi
na hydroxylovy radikal [2]. Tento radikal se
UCastni fetézovych reakci, pfi kterych vzni-
kaji nenasycené karbonylové slouceniny,
jako jsou trans-2-nonenal a dalsi latky, které
zpUsobuji starou chut piva.

2.2 Maskovani staré chuti piva

Oxid sificity vytvari slou¢eniny s karbony-
lovymi  sloueninami: aldehydy, ketony
(véetné redukujicich cukrd a acetaldehydu)
za tvorby a-hydroxysulfonatt. Reakce mezi
oxidem sifiitym a karbonylovymi slouceni-
nami je reverzibilni. Vzniklé adukty jsou ne-

—b—

tékavé, coz omezuje vliv karbonylovych slou-
¢enin na chut piva.

Sklon tvofit adukty se sifi¢itany ma nejvice
acetaldehyd, coz je patrné z jeho hodnoty rov-
novazné konstanty, ktera je 1,4.10. Rovno-
vazna konstanta pro reakci mezi sificitany
a karbonyly je dana podilem soucinu kon-
centraci oxidu sifi¢itého a volnych karbonyll
déleného koncentraci sifi¢itan-karbonylo-
vych aduktd.

Rovnovazna konstanta (K) je pfiblizné kon-
stantni v rozmezi pH 2—6, tento rozsah zahr-
nuje vSechny druhy piv. P¥i hodnotach pH pod
2 jsou adukty méné stabilni v disledku tvorby
SO, ¢ H,0, ktery neplsobi jako dostatecny
nukleofil. Pro hodnoty pH nad 6 je zvyhod-
néna disociace aduktl na volné karbonyly [3].

2.3 Antimikrobialni aktivita

PFi vy88ich koncentracich je nedisocio-
vana forma oxidu sifi¢itého (SO, ¢ H,O) velmi
ucinny bakteriostat, stejné tak i volny HSO;.
Vazané formy oxidu sifi¢itého ale bakterio-
statické uc¢inky nemaiji. Antimikrobidlni akti-
gativni bakterie > grampozitivni bakterie >
plisné > kvasinky [4]. Vzhledem k tomu, Ze
se ve vétsiné piv HSO; vyskytuje prevazné
vazany, je ochrana proti bakterialnimu zne-
Cisténi slaba.

3 ROZDILNE FORMY VYSKYTU OXIDU
SIRICITEHO

Ve vodném roztoku se oxid sificity vysky-
tuje v nékolika odliSnych forméach v zavislosti
na pH roztoku (SO, ¢ H,0, HSO4, SOs*). Pri
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nizkych hodnotach pH je SO, slabé vazan na
molekulu vody a neni pfitomen ve volné
formé, jak by se o¢ekavalo [3]. PFfi hodnotach
pH obvyklych pro pivo (kolem 4,4) se vétsina
SO, vyskytuje jako HSO;". Pro hodnoty pH
vy$8i nez 7 je vétSina oxidu sifi¢itého pfi-
tomna ve formé SO;%. Vliv pH na rovnovahu
forem SO, je zndzornén na obr. 1.

Termin ,volny SO, zahrnuje plynny SO,,
SO, .H,;0, HSO4, SO4%. Termin ,vazany SO,"
jako aldehydy, ketony, cukry, pfi¢emz mezi
vazanym a volnym SO, existuje rovnovaha.
Termin ,celkovy SO," oznacuje soucet vaza-
ného a volného SO,.

4 KONCENTRACE OXIDU SIRICITEHO
V PIVU A JEJI LEGISLATIVNI OMEZENI

Pfipustna koncentrace celkového oxidu si-
ficitého v pivu je 20 mg/l. Pfi koncentracich
nad 30 mg/l, které se v pivu bézné nevysky-
tuji, se mGze projevit nepfijemna chut zp0l-
sobena tvorbou sulfit-karbonylovych slouce-
nin, inhibujicich v prabéhu fermentace
redukci karbonylli kvasinkami s naslednym
vznikem komponent nepfiznivych pro orga-
noleptické viastnosti piva. Podle direktivy Ev-
ropské unie nesmi byt koncentrace oxidu si-
ficitého vysSi nez 20 mg/l [6, 28].

Pfipustna denni davka kyseliny sifi¢ité a je-
jich soli je pro ¢lovéka z hlediska zdravotni
nezavadnosti podle European Commission’s
Scientific Committee on Food (SCF) 0,7
mg/kg a den, uvedend pfipustna denni davka
je konzumovana ve vySsi pouze 1-10 % [7].

Pfi normalnich koncentracich se SO,, hyd-
rogensifi€itan a sifi€itan povazuji za slouce-
niny nezavadné pro potraviny. Existuji ale ri-
zikové skupiny obyvatelstva, u nichz mlize
mit negativni dopad na zdravi. Podle odhadu
u5-10 % populace trpici astmatickymi symp-
tomy nebo majici predispozice k astmatu
mlze (hydrogen)sifi¢itan vyvolavat nevol-
nost, kontrakci pridduskovych cest a kozni vy-
razky.

V nékterych zemich, jako je Velka Britanie
nebo USA, je povoleno pfidavat omezené
mnozstvi SO, do piva (ve formé anorganické
soli) za ucelem zlepSeni jeho senzorické sta-
bility. U nas a ve vétdiné evropskych zemi
tento zplUsob Upravy neni povolen, a pfi-
pustny je pouze SO, vznikly pfirozenou ces-
tou.

Nadmérné mnozstvi oxidu sifi¢itého v pivu
miZe mit negativni efekt na pénu piva [8, 9].
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5 PRODUKCE OXIDU SIRICITEHO
V PRUBEHU TECHNOLOGICKEHO
PROCESU

VétSina SO, nalezeného v pivu vznika ¢in-
nosti kvasnic béhem kvas$eni. | kdyz pivovar-
ské suroviny mohou obsahovat pomérné
znacné mnozstvi SO,, ktery mize pochazet
napfiklad ze sifeni sladu nebo chmele, bé-
hem rmutovani a hlavné chmelovaru vétSina
pfitomného SO, vytéka.

Oxid sificity vznikajici pfi hlavnim kvaseni
je (Castecné) uvolnovan do kvasici mladiny.
Pouze velmi malé mnozstvi odchazi s kvas-
nymi plyny. VétSina SO, vzniklého pfi kvadeni
se objevuje v hotovém pivu [10].

Saccharomyces cerevisiae produkuji oxid
sifiCity béhem syntézy aminokyselin obsahu-
jicich siru. Zdrojem siry pro kvasni¢nou buriku
jsou anorganické sirany. Sirany jsou pfena-
Seny permeasou do burky a pfeméfnovany
ATP-sulfurylasou (ATP, EC 2.7.7.4) na ade-
nylsulfat (APS) a dale APS-kinasou na fos-
foadenylsulfat (PAPS), ktery je PAPS reduk-
tasou prfeménén na sifiitan. UCinkem
sulfitreduktasy (S-R, EC 1.8.99.1) je sifiitan
redukovan na sulfid, ktery je vyuzit k syntéze
cysteinu, methioninu a S-adenosylmethioninu
(SAM). Posledni z nich transkripéné reprimuje
vétsinu gend, pokud ne vSechny, které se po-
dileji na utilizaci siry [12]. Podrobné schéma
biosyntézy sirnych aminokyselin je na obr. 2.

Vylu€ovani sifi¢itand je zplsobeno nerov-
novahou mezi produkci a spotfebou sifici-
tand, nebo interakci s dalsi slou¢eninou, ne-
bot metabolismus siry je u kvasinek pod
metabolickou a genetickou kontrolou. Aku-
mulace v kvasince pak muze vést k Uniku vol-
ného i vdzaného sifi¢itanu cytoplazmatickou
membranou do kvasici mladiny [13].

Predpokladem pro vylu¢ovani sifi¢itant je
fermentujici kvasinka. VyluCovani sifi¢itanG
do okoli za¢ind na pocatku fermentace po
lag-fazi a rychle roste po tom, co je témér vy-
C¢erpan methionin z média. Rozhodujici je
rlst mezi lag-fazi a koncem fermentace. Po
dobu ristu jsou pozadavky na sirné amino-
kyseliny vy$si, a vyluGovani sifi¢itant je na
nizké urovni. Po ukonéeni rlstu je prvni ¢ast
fetézce, preména siranu na sifi¢itan, stale
aktivni, zatimco snizena spotfeba sirnych
aminokyselin a niz8i aktivita sulfitreduktasy
zpUsobuji jeho hromadéni a vylu¢ovani, do-
kud je pfitomen zkvasitelny extrakt. Proto je
do média uvolfiovano tim vice sifigitan(, ¢im
vice extraktu je zkvaseno po ukonéeni ri-
stové faze. Vyluovani sifi¢itant ustava na

Homoserin- O-acetyltransferasa

konci fermentace v dlsledku vycerpani
zdrojli energie pro konverzi sirand [14].

Podle Brewera a Fentona [15] je pfi maxi-
malni produkci SO, pomér aktivit enzymu
APS/sulfitreduktasa tfikrat az Sestkrat nizsi
u kmen0 s nizkou produkci SO, oproti kme-
ndm s vysokou produkci.

6 FAKTORY OVLIVNUJICi PRODUKCI
OXIDU SIRICITEHO

Tvorba oxidu sifi¢itého zavisi na fadé fak-
tor(l, které ovliviiuji kvasinkovy rist a fy-
ziologii. Crumplen a spol. [14] zkoumali
schopnost dvanacti kvasinkovych kment
produkovat oxid sifi¢ity v jedné mladiné. Za
stejnych podminek kmeny svrchnich kvasi-
nek produkovaly méné nez 2 ppm a kmeny
spodnich kvasinek vice nez 4 ppm.

Basarova a spol. [16] prokazali dominantni
vlivkmene kvasnic na produkci SO,. Kmen ¢. 2
(podle sbirky VUPS) vykazoval v modelovych
kvasnych zkouskach v otevienych kvasnych
valcich, pfikvaseni za tlaku v laboratornim CKT
s vy$8imi maximalnimi teplotami kvaseni a pfi
zkouskach nizkého davkovani zakvasu v tomto
tanku vzdy vyssi tendence k tvorbé SO, nez
kmen ¢&. 95 (podle sbirky VUPS). Nejvyssi
tvorby SO, dosahovaly vSechny testované
kmeny po docileni maxima rlstové kfivky.

Tvorbu oxidu sifi¢itého ovliviiuje vyznamné
takeé fyziologicky stav kvasnic. Hladovéni nebo
starnuti kvasnic pfed nasazenim zvySuje
tvorbu SO,. Béhem starnuti kvasinek se totiz
snizuje hladina glykogenu v bunce. Faktory
zpusobujici vy&erpani glykogenu, napf. zvy-
Send teplota nebo doba skladovani, maji za
nasledek zvySenou produkci SO, [13]. Picke-
rell a spol. [17] zZjistili souvislost mezi hladinou
glykogenu v nasadnich kvasnicich a mnoz-
stvim SO, na konci fermentace.

Technologické parametry, které maji vy-
znamny vliv na produkci SO,, jsou zejména
teplota kvaseni, zakvasna davka, ptvodni ex-
trakt, provzdusnéni a slozeni mladiny.

Nazor na vliv teploty kvaseni na produkci
oxidu sifi¢itého neni jednotny. Uchida a Ono
[18] se domnivaji, ze vliv teploty mGze byt od-
liSny v zavislosti na kmenu a fyziologickém
stavu kvasnic. Nordloev [19] uvadi, ze opti-
malni teplota fermentace pro tvorbu oxidu si-
ficitého je mezi 14—16 °C. Podle Kanedy
a spol. [20] se naproti tomu tvorba SO, sni-
Zuje s rostouci teplotou kvaseni.

Basarova a spol. [13] potvrdili nardst ma-
xima tvorby oxidu sifi¢itého se zvySovanim
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Obr. 1 Vliv pH na rovnovahu forem SO, ve vodném roztoku [5]
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Obr. 2 Schéma biosyntézy sirnych aminokyselin [27]
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teploty kvaseni u vSech ftfi testovanych
kmen( (¢. 2, 7, 95 — dle sbirky VUPS), ale
také nasledujici intenzivni pokles. Pfi vyssich
teplotach je pokles vyraznéjsi.

Néktefi autofi uvadéji, Zze s vyssi nasadni
davkou kvasnic tvorba SO, mirné roste [18,
21]. Basarova a spol. [13] nezjistili u zddného
z testovanych kmenu prikazny rozdil tvorby
oxidu sifi¢itého pfi pouziti zakvasnych davek
od 10 do 25 milioni bunék na ml.

Mnozstvi vytvofeného oxidu sifi¢itého je
pfimo Umérné mnozstvi zkvasitelnych cukra.
Piva vyrobena technologii HGB mohou pre-
sahovat obvyklych 10 mg/l. Rozdily mohou
nastat také pfi stejném plvodnim extraktu,
ale rizném spektru sacharidl, napt. pfi pou-
ziti ndhrazek sladu [14]. Vice SO, se tvofi
tehdy, tvofi-li se vice alkoholu; tim Ize vy-
svétlit, ze piva s vy$Sim obsahem alkoholu
maji vy$Si chutovou stabilitu.

Mnozstvi vytvofeného oxidu sifi¢itého ury-
chluje také aplikace tlaku od poc¢atku kva-
Seni. Zvyseny tlak zplsobi inhibici ristu kvas-
nic a urychluje tvorbu SO, [22].

Thalacker uvadi, ze vice nez 94 % mladin
pfed zakvasenim obsahuje 0-1 (vyjimeéné
az 2) mg SO,/I [11]. S rostoucim mnozstvim
lipid( v mladiné klesa mnoZzstvi vytvofeného
SO,. Vélenéni lipidl do buriky vede pravdeé-
podobné k inhibici enzym0 v draze tvorby si-
ficitant nebo k aktivaci enzym( redukujicich
sifi¢itany. K poklesu produkce SO, vede rov-
néz vy8&i provzdudnéni mladiny [10].

Podrobné Setfeni dynamiky zmén obsahu
SO, v prlibéhu varniho procesu a kvaseni az
do hotového piva provedli Narziss a spol.
[22]. Bylo aplikovano 0, 20, 100 g siry na tunu
sladu pfi hvozdéni a obdrzely se slady s ob-
sahem 0,4, 24,1 a 47 mg SO./kg. Z téchto
sladll byly pfipraveny mladiny, av§ak v Zzadné
z nich nebyl obsah SO, vétsinez 1,5 mg/l (ve
vétsiné pfipadd pod 1 mg/l). Z toho vyplyva,
Ze sifeni sladu nema vliv na obsah SO, v mla-
diné. Byl pozorovan narist obsahu SO, bé-
hem kva$eni, pfi¢emz kone¢ny obsah SO,
v pivech byl 5,0, 4,6 a 1,25 mg/l, coz zna-
sah SO, v kone¢ném pivu [22].

Podle Narzisse a spol. [22] je tvorba SO,
nejvyssi pfi 70-80 % prokvaseni, pak rychle
klesa. Mladiny s dostateénym obsahem Zn2+
iontd a aminokyselin obsahujicich siru davaji
nizké obsahy SO, v pivu oproti mladinam,
které jsou na tyto slozky deficitni. Piva vyra-
béna v médénych nadobach méla tendenci
k vy$§imu obsahu SO, oproti piviim vyrabé-
nym v nerez oceli. Znaény vliv na redukci
mnozstvi SO, ma promyvani mladého piva
oxidem uhli¢itym.

Jak jiz bylo zminéno, tvorba SO, se zvy-
Suje nejen s koncentraci mladiny, ale také
s rostoucim pH mladiny. Tvorbu SO, dale
zvySuje také vysSi obsah sirnych aminoky-
selin a sirand v mladiné. Naopak nizsi hla-
diny SO, v pivu jsou podporovany vy$Sim
provzdusnénim a vyssimi hladinami nenasy-
cenych lipidd v mladiné [23, 24, 25].

7 UBYTEK OXIDU SIRICITEHO V PIVU
BEHEM SKLADOVANI

Davod, pro¢ obsah SO, v pivu béhem skla-
dovani klesa, neni dosud uspokojivé vysvét-
len. Reakce poklesu oxidu sifi¢itého pfi skla-
dovani je pseudoprvniho fadu. Pokles
obsahu SO, pfi skladovani roste s rostouci

teplotou skladovani. PFi stejné teploté je pro
jeho poloviéni Zivotnost (,polo¢as rozpadu®)
pfiblizné stejna [26].

Ztrata je zpUsobena predevSim oxidaci
SO, na sirany a reverzibilni reakci s karbo-
nylovymi slou¢eninami. Dalsi ztraty SO, mo-
hou byt zpusobeny reakci s nenasycenymi
vazbami vznikajicimi pfi reakci cukrd s ami-
nokyselinami, reakci s polyfenoly, reakci s thi-
aminem, reakcemi s hydroperoxidy a nebo
inhibici reakci neenzymatického hnédnuti [5].

8 SOUHRN POZNATKU

Oxid sifiCity svymi antioxida¢nimi vlast-
nostmi chrani pivo pfed plisobenim rozpus-
téného kysliku, nebot je schopen vazat ak-
tivni kyslik. Dale vytvafi adukty s karbonyly,
a tim maskuje starou chut piva.

Témér v8echen SO, pfitomny v pivu po-
chazi z metabolickych proces( probihajicich
pfi kvaeni. Jeho obsah v pivovarskych su-
rovinach nema zasadni vliv na koncentraci
v pivu, pfi¢inou je jeho vytékani pfi rmutovani
a chmelovaru.

V pivu se SO, vyskytuje pfevazné ve formé
hydrogensifi¢itanového iontu, volného nebo
vazaného. Jeho maximalni koncentrace je le-
gislativné omezena.

Tvorba SO, je zavisla na pouzitém kmenu
kvasnic. Jeho produkci ovlivriuje fyziologicky
stav (hladovéni nebo stafi kvasnic). Vysledna
hladina SO, v pivu je také zavisla na pro-
vzdusnéni, teploté kvadeni, zdkvasné davce,
puvodnim extraktu a sloZeni mladiny.

Koncentrace SO, v pivu s ¢asem kles3,
tento pokles je zplisoben predevsim oxidaci
SO, na sirany a reverzibilni reakci s karbo-
nylovymi slou¢eninami.

Tato prace je soucasti feseni Vyzkumného
centra pro studium obsahovych latek jec-
mene a sladu 1M0570.
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