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Ol og ESR-spektroskopi

Mange vil sikkert mene, at ol og elektron spin resonans (ESR)-spektroskopi horer hjemme i
vidt forskellige kemiske universer. Men ESR-spektroskopi har bidraget med vigtig viden om
mekanismerne bag ®ldning af ol og er blevet en rutinemetode til at méle ols holdbarhed
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Figur 1. Kortlivede radikaler kan detekteres indirekte som spinaddukter.
1-hydroxyethylradikalet danner sammen med spinfangeren a-phenyl-
t-butylnitron (PBN) et stabilt nitroxylradikal. Koblingsmgnstret for ESR-
spektre af PBN-spinaddukter bestar typisk af en triplet af dubletter p& grund
af hyperfin kobling mellem den uparrede elektron og et N-atom samt en
proton (angivet med blat).

Holdbarheden af @l i flasker - og pilsnergl issa — pavirkes
negativt af varme, lys og ilt under opbevaring. Det skyldes isaar
oxidative reaktioner, der aandrer smag og danner uklarheder.
ESR-spektroskopi har i de seneste ar vagret et vigtigt vagktgj til
at studere radikaler, der er kortlivede intermediater i disse
processer. ESR-detektion af radikaler har bade bidraget med
vigtig viden om mekanismerne bag gladdning og er desuden
blevet en rutinemetode til at male holdbarheden af @l.

Detektion af radikaler i ol

Under gunstige omstaendigheder kan man med ESR-
spektroskopi detektere radikaler i koncentrationer ned til nogle
fanM. Alligevel er
steady-state koncentra-
tioner af radikaler, der
dannesi gl i forbin-
delse med addnings-
reaktioner, at for lave
til at kunne detekteres
direkte med ESR.
Dette problem kan
delvist |@ses ved at
bruge spinfangnings-
teknikken, hvor de
reaktive radikaler
sammen med en
spinfanger danner
stabile radikaler kaldet
spinaddukter (figur 1).
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Figur 2. Mangden af spinaddukter detekteret
med ESRi pilsnergl ved opvarmning til 55°C
og under adgang til atmosfegrisk uft. Der er
tilsat spinfanger (30 mM PBN).
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Spinaddukterne kan ofte akkumuleresi koncentrationer, der
kan detekteres med ESR. Derved fasindirekte information om
de fangede radikaler. Praktisk taget alle ESR-studier af @l har
vaget baseret pa spinfangningsteknikken.

Forudsigelse af ols holdbarhed

Uchidaet al. fra Suntory Bryggeriet i Japan har vist, at spin-
fangningsteknikken sammen med ESR-detektion kan bruges til
hurtigt at forudsige pilsnergls smagsstabilitet [1]. | praksis
falger man maengden af spinaddukter, der dannes ved at op-
varme gl, som er tilsat en spinfanger, under adgang til atmo-
sfaarisk luft (figur 2). | forsggets begyndelse er dannelsen af
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Figur 3. ESR-spektrum af spinaddukter, der dannes ved tilseetning af DMPO
til pilsner, hvor antioxidanter er fjernet [5].

spinaddukter begramset, og fasen kaldes derfor nglefasen. Efter
et stykke tid begynder maangden af spinaddukter at vokse
hastigt og lineaart med tiden. Laangden af nglefasen afhaanger
af, hvor hurtigt glletsindhold af antioxidanter, der forhindrer
dannelsen af radikaler, forbruges. Uchida et al. viste som de
farste, at laangden af nglefasen malt i friskfremstillet pilsneral
korrelerer med smagsstabiliteten under normale opbevarings-
betingelser. Dvs. metoden kan brugestil hurtigt at forudsige
holdbarheden af @l og som et vaagktgj til at justere produktions-
trinene mhp. at opna optimal holdbarhed [2-4].

Hvilke radikaler dannes i ol?

Ved Fgdevarekemi pa Institut for Fadevarevidenskab, KVL,
har vi som en del af et samarbejdsprojekt med Carlsberg
Forsggslaboratorium under FGTEK 2-programmet brugt
spinfangningsteknikken til at identificere radikalerne, der
dannes ved de oxidative processer i @l [5]. Tilsatning af
spinfangeren 5,5-dimethyl-1-pyrrolidin-N-oxid (DMPO) til &l
gav ESR-spektre, der stammede fra en blanding af to
spinaddukter. Det ene var dannet ved spinfangning af
hydroxylradikaler, og det andet blev tilskrevet et spinaddukt
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Figur 4. Oxidative keedereaktioner i gl, der involverer radikaler.

med et alkylradikal (figur 3). Ved at bruge spinfangeren
2-methyl-2-nitrosopropan (MNP) blev alkylradikalet identifi-
ceret som 1-hydroxyethylradikalet. Koblingskonstanterne for
adduktet, der observeres ved nglefasemdlingerne med PBN
som spinfanger, er i gvrigt ogsdi overensstemmelse med et
addukt dannet ud fra 1-hydroxyethylradikalet.

Pabaggrund af de identificerede radikaler og resultaterne fra
andre spinfangningsforsgg er det vist, at spormaangder af
kobber- og jernioner har afgerende betydning for dannelsen af
radikaler i el [6]. Det blev derfor foresl det, at dannelsen af
radikaler sker via en raskke reaktioner som vist i figur 4 [7].
Ved tilstedevearel se af oxygen kan der dannes hydrogenper-
oxid, der via Fenton-reaktionen danner hydroxylradikaler.
Disse er ekstremt reaktive og reagerer med diffusionskontrolle-
rede hastigheder med langt de fleste organiske forbindel ser.
Hydroxylradikaler udviser derfor meget lidt selektivitet og
reagerer hovedsageligt med de forbindel ser, der er til stedei
den hgjeste koncentration. | en almindelig pilsner er det
ethanol, som er til stedei en koncentration paca. 1 M.
1-hydroxyethylradikalet dannes ved abstraktion af et hydrogen-
atom fra ethanol, og dette radikal vil ved tilstedevaael se af
oxygen omdannestil et a-hydroxyperoxylradikal, der henfalder
til acetaldehyd og superoxid eller hydroperoxylradikaler
afhangigt af pH. Denne mekanisme tillaggger ethanol en
vigtigererollei de oxidative processer i gl, end man tidligere
har veget klar over. Radikalerne (figur 4) er alle meget reaktive
og kan derfor reagere med andre glkomponenter i forskellige
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Figur 5. Lysinduceret nedbrydning af isohumuloner i 4.
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sidereaktioner. Det er med til at forkorte gls holdbarhed, idet
smagskomponenter gdel aayges, og der dannes oxiderede
forbindel ser, som enten giver bismag eller danner uklarhed og
bundfald.

Antioxidanter i ol

Detektion af dannelse af radikaler med ESR og spinfangnings-
teknikken er et godt vearktgj til at screene potentielle
antioxidanters effekt pa holdbarheden af @l. Metoden har vagret
med til at fastlagge, at polyphenoler, der ellers er gode
antioxidanter i mange biologiske systemer, ikke har indflydelse
pa gls oxidative stabilitet [7,8]. Til gengadd var det tydeligt, at
sulfit, der findes naturligt i @l i koncentrationer panogle fa
ppm, er den dominerende antioxidant. 1, der ikke indeholdt
sulfit, har sdledes ingen nalefase for dannelsen af radikaer i l,
selv om indholdet af polyphenoler var hgjt. Det kan skyldes, at
sulfit effektivt fjerner peroxider, der ellers reagerer med Fe(Il)
0g Cu(l), som normalt findes i spormaangder i . Dermed
starter nye radikalreaktioner (figur 1). Peroxider er forholdsvis
langlivede ift. de andre reaktive oxygenforbindel ser, der indgar
i de oxidative reaktioner (figur 4), og selv sma maengder af
sulfit kan derfor effektivt fjerne peroxider. Derimod er koncen-
trationen af polyphenoler i gl for lav til effektivt at kunne
fjerne reaktive radikaler i konkurrence med andre komponen-
ter, der er til stedei langt hgjere koncentrationer.

Lysinduceret nedbrydning af humlestoffer

dIs bitre smag skyldes hovedsageligt tilstedevaarel sen af
isohumuloner, der dannes ved omlegjring af humuloner fra
humlen under brygningen af al. @1, der udsadtes for sollys,
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udvikler hurtigt en bismag,
der stammer fra dannelse af
3-methylbut-2-en-1-thiol
(MBT), hvis smag beskrives
som »skunky«, og som kan
smagesi koncentrationer
ned til 1 ng/l. Det har vaaet
kendt siden begyndel sen af
tresserne, at MBT kan
dannes ved belysning af
blandinger af riboflavin,
cystein og isohumuloner
med synligt lys (350-500
nm) (figur 5), men den
preecise mekanisme for dannelsen af MBT er stadig ukendt.
Man kan forhindre dannelsen af MBT og dermed gere smagen
af g mindre lysfglsom ved at bruge delvist hydrogenerede
isohumuloner ved fremstillingen af @ (figur 6).

| de seneste ar har ESR vaget anvendt til at fastlasgge de
indledende reaktioner ved lysinduceret nedbrydning af humle-
stoffer. Radikaler, der dannes ved direkte fotolyse af isohumu-
loner, er identificeret ved tidsoplagst ESR (TREPR) [9], mens
riboflavins evne til at danne hydroxyl- og 1-hydroxyethylradi-
kaler i gl-model systemer ved belysning er studeret vha. ESR-
spinfangningsteknikken [10].

| et samarbejde med kemikere fra universitetet i Gent stattet
af Levnedsmiddelcentret under Major Research Infrastructure-
programmet har vi forsggt at klarlesgge de indledende trin af
oxidationen af isohumuloner. Pa grundlag af resultater opnaet
ved elektrokemisk oxidation af salte af isohumuloner og
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Figur 6. Isohumuloner og hydrogenerede isohumuloner.

detektion af de dannede radikaler ved spinfangning og ESR er
det foreslaet, at det er anioner af isohumuloner, der hovedsage-
ligt oxideres. Reaktiviteten af isohumulonerne pavirkes
desuden ikke af hydrogenering, til trods for at spinfangnings-
forsagene paviste dannelsen af radikaler, der var forskellige fra
isohumulonerne selv [11]. Hastighederne for elektronoverfarsel
fratriplet-exciteret riboflavin til salte af forskellige isohumolo-
ner er desuden blevet bestemt ved laser flash fotolyse [12].
Isohumoloner med forskellige grader af hydrogenering gav
naesten ens hastighedskonstanter (= 2-108 M-1-s?), hvilket er i
overensstemmel se med oxidation af 3-tricarbonylmethylgrup-
pen, der er fadles for de forskellige typer af isohumulonanio-
ner.

Ols indflydelse pa ESR

Det er ikke kun ESR, der har pavirket bryggeriindustrien.
Fabrikanterne af ESR-instrumenter er ogsa blevet pévirket af
det nye marked, der har dbnet sig. Det har stimuleret udviklin-
gen af sma X-band (10 Ghz) ESR-instrumenter, der er beregnet
til rutineanalyser, og som bl.a. automatisk kan kere nglefase-
analyser af glprever. Denne nye generation af sma ESR-
instrumenter er yderst velegnet til studier af oxidative proces-
ser i andre typer levnedsmidler og i det hele taget alle typer af
biologiske materialer. ESR-spektroskopi er derfor ikke laangere
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Figur 7. Isohumuloner har pK -veerdier omkring 3 og er derfor hovedsageligt deprotoniseredei @, hvor pH er 4-5.
S-tricarbonylmethylanionen i deprotoniseret isohumulon kan oxideres til et radikal ved én-elektronoverfersel.

begramset til specialiserede forskningslaboratorier, men er nu
blevet bade gkonomisk og praktisk tilgeengelig for alle, der er
interesseredei radikaler.
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