B BIOTEKNOLOGI

Profein-thioler og stabilitet af @l

Deft foerdige gls mikrobielle holdbarhed var tidligere en af de stgrste
udfordringer i forbindelse med glbrygning. | dag er de mikrobielle

udfordringer imidlertid under kontrol, og opmaerksomheden er rettet
mod fremstilling af gl, der har en stabil hgj kvalitet i lcengere tid efter

tapning.

Af Signe Hoff, Birthe M. Jespersen, Marianne
N. Lund og Mogens L. Andersen, Institut for
Fedevarevidenskab, Kgbenhavns Universitet

Tilstedeveerelsen af naturlige thiolholdige proteiner i den
faerdige ol kan gare gllet mere smagsstabilt pga. den mulige
antioxidative effekt af redox-aktive thiolgrupper.

Varme, lys og ilt er alle vigtige faktorer, der fremmer oxida-
tion og begraenser smagsstabiliteten og dermed gllets holdbar-
hed. Smagen af gammelt ol er kompleks, og mange forskellige
typer oxidative reaktioner kan resultere i dannelse af afsmag
(figur 1). Isaer lipidoxidation og dannelsen af trans-2-nonenal
er blevet gjort ansvarlig for smagen af gammelt pilsnergl med
dens papagtige smag og lugt.

Forholdet mellem prooxidanter og antioxidanter er afggrende
for gllets smagsstabilitet.
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Prooxidanterne fremmer oxidation, mens antioxidanterne mod-
virker oxidation. Nar antioxidanterne er brugt op, far prooxi-
danterne frit spil til at starte de oxidative keedereaktioner, der
ender med dannelse af ugnskede kemiske smagsforbindelser.
En gget mangde af antioxidanter vil kunne modvirke disse
oxidative processer og bevare den hgje kvalitet i leengere tid.

Figur 1. Skitse over udviklingen af afsmag dannet under lagring i
lyse @l [9].

Figur 2. Brygprocessen.

Ved Institut for Fgdevarevidenskab har vi i leengere tid arbejdet
med hypotesen om, at de naturligt forekommende thioler virker
som antioxidanter i gl. Denne forskning er sket i samarbejde
med mikromalter og mikrobrygger Per Kglster (KALSTER
malt og gl), brygmester William Frank, Grauballe Bryghus
samt Novozymes A/S. For rationelt at kunne udnytte thiolerne

Figur 3. Hypotesen hvorved thioler indgér i den antioxidative
kcedereaktion med sulfit

til at @ge gllets kvalitet kraeves en grundlaeggende forstaelse af
de mange oxidative mekanismer, der finder sted under brygge-
processen (figur 2).

Sulfit, der bliver udskilt af geeren under fermenteringen, er
den vigtigste antioxidant i gl. Sulfit reagerer med hydrogen-
peroxid (reaktion 1), der er en af de vigtigste precursorer for
dannelsen af radikaler.
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Thioler antages at kunne katalysere reaktionen mellem sulfit
og hydrogenperoxid (figur 3). I stedet for sulfit er det en thiol,
der reagerer med hydrogenperoxid, hvorved der dannes en
sulfensyre under frigivelse af vand. Derefter dannes et blandet
disulfid mellem den meget reaktive sulfensyre og en anden
thiol. Til sidst reagerer sulfit med disulfidet og gendanner den
oprindelige thiol.
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Figur 4. Separation af sulfit og thiol p& HPLC-kolonne. ThioGlo 1
binder sulfit stereocisometrisk, hvilket resulterer i to sulfittoppe. All
thioler eluerer i samme top.
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proteiner under maskningen medfarer nedsat filtreringshastig-

204 A hed af urten. Nedsat filtreringshastighed er problematisk i in-
dustriel produktion af gl, og det er derfor allerede i den tidlige
164 Standard brygfase vigtigt at holde thiolerne pa deres reducerede form
> I 100 EBC - bade for at bevare deres antioxidative effekt og for at undgé
g A leengere filtreringshastighed. Thiolindholdet i urten er seerlig
£ ¥ 1 i 33 EBC falsomt overfor tilgeengeligheden af oxygen under measkningen,
S k- <f> 15 EBC og udfares maeskningen under atmosferiske forhold oxideres
S 8 g alle thioler. Starre bryggerier maesker i lukkede systemer, mens
s maeskning med adgang til atmosferisk oxygen finder sted pa
z ol mange mikrobryggerier.
Sgd urt viste sig at have en thioloxiderende effekt, som har
@& - ™ 8EBC oprindelse i malten. @get maltristning resulterede i et fald i
0 . den thioloxiderende effekt i sgd urt (figur 5, A), mens effekten
‘ 0 forsvinder under urtkogningen (figur 5, B). Det virker derfor
Cysteine (1M) sandsynligt, at thioloxidationen i sgd urt er forarsaget af et
204 B
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Figur 5. Figur 6. Principal Component Analysis (PCA) af 11 lagrede gl

A: Standard-additionskurver med cystein (0-20 uM thiol) tilsat sgd
urt fremstillet af malt med stigende ristningsgrad (EBC er et farve-
mdal, der udtrykker ristningsgraden).

B: Standard-additionskurver med cystein (0-20 uM thiol) filsat s@d,
kogt og humlet urt. Mcengden af cystein, der ikke er oxideret

af den thioloxidative effekt méles som fluorescensintensitet af
cystein-ThioGlo 1 addukter. @get maltristning ferer til nedsat thiol-
oxidation, og urtkogning eliminerer thioloxidationskapaciteten.

Metoder

Den mest anvendte metode til thioloestemmelse er baseret pa
Ellmans reagens, DTNB! og spektrofotometrisk detektion. Den
store udfordring ved kvantificering af thioler i gl er tilstede-
veerelsen af sulfit. Sulfit reagerer nemlig ogsd med DTNB og
danner den samme kromofor som thioler. Ved brug af DTNB i
gl vil man derfor fa et samlet bidrag fra thioler og sulfit.

For at kunne lave en sikker kvantificering af thioler i gl har vi
udviklet en metode baseret pa det fluorescerende thiolreagens
ThioGlo 1 [1,2]. ThioGlo 1 danner addukter med béde thiol
og sulfit, der fluorescerer ved samme bglgeleengde, men som
kan adskilles vha. HPLC-separation (figur 4). ThioGlo 1-me-
toden er ca. 100 gange mere falsom end DTNB-metoden. Ved
at anvende standard-additionsprincippet er det muligt at bruge
metoden til bestemmelse af thioler og sulfit i gltyper, der spaen-
der fra meget lyse pilsnere til meget mgrke portere og stouts.

Thioler igennem brygprocessen

Thiolindholdet varierer indenfor bygsorter og derfor ogsa
indenfor malttyper. Derudover pavirker udfgrelsen af selve
maeskeprocessen ogsa indholdet af de oxidationsfglsomme
thioler. Thioloxidation og dannelse af disulfidbindinger mellem

95,5’-dithiobis(2-nitrobenzoic acid)
18

(BT, B3-B12), som viser, at thiolindhold, sulfitindhold og gllets
holdbarhed (lag phase), mailt med electron spin resonance
(ESR) spektroskopi, er korrelerede.

enzym, der kan inaktiveres ved hgj varme. P4 trods af denne
thioloxiderende effekt kan der stadig detekteres reducerede
thioler i sgd urt. Det skyldes, at den thioloxiderende effekt
primeert pavirker lavmolekylare thioler [3,4].
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De thioler, der findes i det feerdige gl, kan vaere overfart fra
urten, vaere dannet ved reduktion af disulfider under fermen-
teringen eller veere frigivet fra geeren. Bade selektion af ravare
samt minimering af ilt under brygprocessen kan veere afgg-
rende for thiolernes tilstedeveerelse i gllet. Ved en screening af
12 kommercielle danske gl blev der ikke kun fundet en relativ
stor variation mellem thiolindholdene i forskellige gltyper, men
ogsa en variation mellem forskellige batches af samme gl [5].
Samme screening viste, at thiolindholdet i gllene korrelerede
med sulfitindholdet og gllenes holdbarhed, der blev vurderet
vha. accelererede &ldningsforsgg (figur 6).

Forskellig geer udskiller varierende meangde af thioler, og
positiv selektion kan potentielt vaere gavnligt for stabiliteten.
Under lagring falder sulfitindholdet linegert over tid i takt med,
at den forbruges som antioxidant i forebyggelse af oxidative
reaktioner [6]. Thiolindholdet derimod ser ud til kun at falde
linezert i den forste del af lagringsperioden, hvorefter tabet af
thioler stagnerer [7]. Det tyder derfor pa, at kun en del af thio-
lerne i gl er vigtige ift. gllets holdbarhed.

Den formodede antioxidative effekt af thioler er ogsa aktuel
i andre fadevarer som f.eks. maelkeprodukter, hvor der ogsé
forskes i thiolernes betydning. | ked har man fundet, at thiol-
oxidation og dannelse af disulfidbindinger resulterer i at kadet
bliver sejt [8].
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Nyt om ...

... [takonsyre beskytter
hjernen

Itakonsyre (methylenbutandisyre), hvis navn er et anagram af
akonitsyre, er et industrikemikalie, der hovedsageligt anven-
des i plastindustrien. Det produceres af mikrosvampe som

CO, OH
HO O OH 7
o (o)
g:/jzo WO
HO HO

cis-akonitsyre itakonsyre

Aspergillus terreus ved decarboxylering af cis-akonitsyre. Nye
undersggelser viser helt uventet, at itakonsyre ogsa produceres
af mikrogliaceller i pattedyrs hjerner. Syren virker antibakteriel
ved at blokere enzymer, der er livsvigtige for bakterier. Bade
veeksten af Salmonella enterica og Mycobacterium tuberculo-
sis hemmes kraftigt af den substituerede ravsyre.

Carsten Christophersen
Immune-responsive gene 1 protein links metabolism to immunity by catalyzing

itaconic acid production. A. Michelucci et al. PNAS 2013, http://www.pnas.org/
content/early/2013/04/18/1218599110.full.pdf+html

dansk kemi, 94, nr. 9, 2013

Intelligent Chemistry

Now JASCO available from Biolab A/S:

SFC/SFE & HPLC/X-LC, UV/VIS/NIR Spectrometers,
Circular Dichroism, Raman, Polarimeters, FT-IR / FT-Raman.

Also available from Biolab A/S:

Gilson Automated SPE & HPLC
Gilson Robotic Solutions
Gilson Pipettes
CAMAG HPTLC
Radleys Reactions Systems
Genevac Evaporators
Virtis Freeze Dryers

Biolab A/S

Sindalsvej 29

DK-8240 Risskov
Telefon 8621 2866
Telefax 8621 2301
E-mail: sales@biolab.dk

Andrew Pipetting Robot

19



