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ABSTRAKT

Biogenni aminy jsou ¢asto pfitomny ve fermentovanych napojich. V pivu zpravidla vzni-
kaji béhem vyrobniho procesu, nebo jsou obsazeny ve vstupnich surovinach. Tato prace je
zameétena na popis technologie vyroby piva a vyvoj biogennich aminti u vybranych vzorki
piv béhem jejich vyroby. Bylo vybrano 5 vzorki riznych typl piv (tmavy lezak, tmavé
vycepni, svetlé speciadlni, svétly lezak, svétlé pSenicné), které byly analyzovany na obsah
biogennich aminl ve zvolenych mistech v zavislosti na priibéhu technologického procesu.
Ke stanoveni bylo pouzito metody HPLC po ptfedchozi derivatizaci dansylchloridem. Nej-
vys$si hodnoty celkového obsahu biogennich amini byly detekovany u specidlniho piva
s EPM 14 %, na konci skladovani hotového vyrobku, kde bylo detekovano 52,8 mg.I'l.
Nejvyssi mnozstvi bylo detekovano u kadaverinu, kde bylo namé&feno max. 33 mg.I™. Jako
nejkriti¢téjsi faze vyroby ve vztahu K biogennim aminiim Ize oznacit hlavni kvaSeni,

dokvasovani piva a skladovani hotovych piv.

Kli¢ova slova: pivo, biogenni aminy, technologie vyroby piva, dekarboxylace, fermentace.

ABSTRACT

Biogenic amines are often present in fermented beverages. In beer they usually occur dur-
ing the manufacturing process, or they are contained in raw materials. The current thesis
is focused on the description of the technology of beer production, as well as on the forma-
tion and the occurrence of biogenic amines in selected samples of beer during its produc-
tion. Five samples of different types of beer were selected (dark lager, dark draught beer,
premium pale beer, pale lager, pale wheat beer) which were further analyzed for the con-
tent of biogenic amines in selected stages of production depending on the technological
process. The determination method used here was HPLC which had been preceded by de-
rivatization with dansylchloride. The highest values of total biogenic amines content were
detected at premium beers with original wort extract 14% (w/w) at the end of the storage of
the finished product. Here it was detected 52.8 mg.I™. The highest rate was deteted at ca-

daverine which was measured up to 33 mg.I. As the most critical phase of beer produc-



tion in relation to biogenic amines, it can be indicated the primary fermentation and storage
of finished products.

Keywords: beer, biogenic amines, brewing technology, decarboxylation, fermentation.
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UvVOD

Pivo je v Ceské republice tradi¢ni napoj oblibeny pro své vyjimeéné senzorické vlastnosti
a celkovy osvézujici charakter. Vyrobé piva byla po staleti v nasi zemi vénovana nalezita
pozornost a péce. Spolu s primyslovou modernizaci v riznych vyrobnich odvétvich se
postupné modernizovala i pivovarskd vyroba a zejména na konci minulého stoleti zazna-
menalo pivovarstvi v CR vyznamny posun k nejmoderndj§im trendim a technologiim.
Dnes je jiz pivovarstvi u nas na vysoké technologicko-technické urovni, ktera s sebou pii-
nasi vyssi stupenl automatizace, efektivnéjsi sanitacni a hygienické moznosti a vétsi poza-
dovanou dynamiku produkce. Pfesto vSak i dnes pfetrvavaji v pivovarské vyrobé nckteré
tradi¢ni technologické prvky (naptiklad tradicni kvaSeni mladiny v otevienych kvasnych
kadich), které mohou na jedné strané byt vyznamnym faktorem pro senzorickou kvalitu
produkovanych piv, mohou pivu udavat jeho jedine¢ny, origindlni, nezaménitelny, plny
charakter. AvSak na strané¢ druhé mohou byt také potencialn€é nachylnéjsi pro ptipadnou

kontaminaci ¢i vznik a vyvoj nékterych nezadoucich latek.

Tato prace se zamétfuje na vyskyt biogennich amind v pribéhu vyroby vybranych piv. Bio-
genni aminy jsou dusikaté latky vznikajici pfedevsim dekarboxylaci aminokyselin ptisobe-
nim bakterialnich dekarboxyla¢nich enzymt a v pivu mohou vznikat pii vyrobé a dale
K jejich ristu mize dochéazet i v hotovémym vyrobu béhem jeho skladovani. Vzhledem
k oblibé piva mohou vyssi obsahy biogennich amind v tomto napoji predstavovat i jisté
riziko pfijmu téchto latek pii piipadné vysoké konzumaci. Z hygienického hlediska mohou
biogenni aminy slouzit jako indikatory stupné kaZeni potravin. Biogenni aminy maji
V potravinach i toxikologicky vyznam a u vnimavych jedincii (alergikd, pacientli konzumu-
jicich léc¢iva s u¢inkem inhibitori MAO-detoxikacnich mechanizmil) mohou pfedstavovat
pii vy$Sim piijmu 1 jisté zdravotni riziko. Napi. u histaminu miZe jeho vysoky piijem u
téchto lidi zplisobovat pokles tlaku, bolesti hlavy, bfisni kiece, priiymy, zvraceni, dechové

potiZe a tfes.

V Ceské republice jsou stanoveny maximalni povolené limity biogennich aminii pouze
v rybach a produktech z ryb, i kdyZ Ize ptedpokladat, ze tyto latky vznikaji 1 v dalSich fer-
mentovanych potravinach. Z tohoto pohledu je nutné sledovat produkci biogennich aminti 1

v dalSich produktech se zamétfenim na technologii vyroby a dale jejich skladovani.
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. TEORETICKA CAST
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1 TECHNOLOGIE VYROBY PIVA

Pivo je tradi¢ni Cesky napoj s nizkym obsahem alkoholu vyrabény ze tii zédkladnich suro-
vin — vody, sladu, chmele a za vyrazného pfispéni kultury mikroorganismi pivovarskych
kvasinek. Charakteristicky je zlatavou barvou, tvorbou kompaktni pény po naliti do skleni-
ce a v chuti vynika svou typickou hofkosti docilenou chmelem nebo pfipravky z ného vy-
robenymi. Pravé pro své vyzna¢né senzorické vlastnosti je pivo oblibeno nejen v Cesku,
kde ma jeho vyroba i konzumace hlubokou tradici, ale i celosvétove, nebot’ je povazovano
za tizny osvézujici napoj.

Pokud bychom pivo vymezili legislativné pak dle Vyhlasky 335/1997 Sb. v platném znéni
jej mizeme popsat jako pénivy népoj vyrobeny zkvaSenim mladiny pfipravené ze sladu,
vody, neupraveného chmele, upravené¢ho chmele nebo chmelovych produktl, ktery vedle
kvasnym procesem vzniklého ethylalkoholu a oxidu uhli¢itého obsahuje i uréité mnozstvi

neprokvaseného extraktu[1 — 3].

1.1 Suroviny pro vyrobu piva

Pfiznivé podminky k péstovani zdkladnich sladafskych a pivovarskych surovin - je¢mene a
chmele - spolu s dostate¢nym mnozstvim kvalitnich vodnich zdrojii vyznamnou mirou
prispély k rozvoji a tspéchu pivovarského oboru u nas a také jeho prosazeni na Spickovou

svétovou uroven[2].
Suroviny pro vyrobu piva mizeme rozd¢lit na

1. zakladni suroviny:

vodu,

slad,

chmel,

+ pivovarske kvasnice

2. pomocné suroviny:

e enzymoveé piipravky,

e dobarvovaci prostredky,
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e pfipravky pro upravu pénivosti piva,
o sladidla,
e stabiliza¢ni ptipravky[1].

V nasledujicich podkapitolach budou postupné charakterizovany tfi zakladni pivovarské

suroviny s ohledem na jejich stézejni vyznam v procesu vyroby piva.

1.1.1 Voda

Pivovary a sladovny patii vV ramci potravinaiského primyslu k podniktim s vysokou spo-
ttebou vody a to jak v rdmci své technologie vyroby tak i na sanita¢ni a provozné technické

ucely. Na 1 hl vyrobeného piva je spotfebovano ptiblizné 12 az 15 hl vody.

Voda pouzivana pti vyrob¢ piva ma podstatny vliv na kone¢ny produkt, tedy na celkovou
kvalitu finalniho vyrobku ale i na charakteristické vlastnosti urcité znacky piva. V soucas-
nosti je mozné za pomoci modernich uprav zajistit zdkladni chemické slozeni vody z hle-
diska pozadavku na zastoupeni makroelementli, nikoli vSak dosahnout kompletni rovno-

vahy mikroelementt, plynti apod., které jsou specifické v podminkach mista ptivodu vody.

Z prirodnich zdroji vod se v pivovarstvi vyuziva jak spodnich vod, tak povrchové vody.
Do povrchové vody spadéd voda ti¢ni, z idolnich ptehrad, rybni¢ni, jezerni. Mezi spodni
vodu miZeme zafadit vodu pramenitou, studni¢ni, infiltracni z vrti pobliz povrchovych

zdroj.

Pfirodni vody jsou po chemické strance koncentrovanymi roztoky ionti. Obsahuji jak kati-
onty (Na*, K*, NH,*, Ca®**, Mg*", Mn?*, Fe**, Fe**, AI**) tak anionty (OH", CI', HCO3,
C032', NO3", NO,', S0.%, PO, Sing'). Mezi vyznamné rozpusténé latky patii vapenaté a
hotecnaté soli, které vytvateji tvrdost vody a ta patii k dilezitym faktorim pfi posuzovani
kvality vody pro pivovarské tcely. Tvrdost vody muze byt bud’ stdla (nekarbonatova),
anebo prechodna (karbonatova). Stalou tvrdost tvofi vapenaté a hotecnaté soli, které jsou
stalé (sirany, chloridy, kfemicitany aj.), zatimco pfechodna tvrdost je tvofena hydrogenuh-
licitany, jez se varem casteCné ¢i Uplné rozkladaji. Celkova tvrdost vody je pak souctem

ptechodné a stalé tvrdosti.[1, 2, 4, 5, 6]
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Dle hodnoty tvrdosti miizeme vody délit na [1]:

e mé&kkeé do 1,4 mmol It
e stiednd tvrdé 1,3 — 2,5 mmol I
e tvrdé2,5—3,8mmol I

e velmi tvrdé nad 3,8 mmol I

Pro svétla piva plzenského typu (spodné kvasend) je vhodna mékka voda. Z technologic-
kého hlediska maji dale také vyznam reakce nékterych iontli vody s fosforecnany sladu,
které zplisobuji snizeni pH tedy zvySuji kyselost rmut, sladiny a mladiny. Timto zpGso-
bem puisobi predevsim ionty vapniku a ¢astené i hotéiku pozitivné na ¢innost enzymu pii
rmutovani. Naopak hydrogenuhli¢itanové a uhli¢itanové ionty maji opacny efekt, ¢ili zvy-

Suji pH a tak pasobi negativné na varni proces.

K zékladnim Gpravam vodnich zdroji pouzivanych v pivovarstvi patii mechanické ¢isténti,
¢ifenim po némz nasleduje sedimentace a filtrace, odzelezovani a odmanganovani, odstra-
novani oxidu uhli¢itého a dezinfekce vody.[1] Pfi¢emz varni voda musi spliiovat normu

pro pitnou vodu.[6]

1.1.2 Slad

Slad je fizenym procesem nakli¢eny a hvozdény je¢men, ktery po procesu sladovani ma
potiebné enzymy a aromatické i barevné latky nezbytné pro vyrobu ur¢eného druhu piva.
Zakladem sladovani je vytvafeni ptihodnych podminek pro kliceni je¢mene, kdy dochazi
v zrnu K aktivaci a tvorbé technologicky zasadnich enzymu, zejména cytolytickych, pro-
teolytickych a amylolytickych. Tak vznika zeleny slad, jenz se naslednym hvozdénim, za
pusobeni zvysenych teplot vyvolavajicich chemické reakce tvorby aromatickych a barev-

nych latek, pfemeéni v hotovy slad.[6]

Pivodné byl slad vyrabén v kazdém pivovaru, ktery si jej vyrabél pro svoji pottebu. Pro-
daval se, pfip. vyvazel surovy je¢men. V poloviné 19. stoleti s nastupem pramyslové vyro-
by i v pivovarstvi byla postupné¢ modernizovana také vyroba sladu. Byly zakladany samo-
statné obchodni sladovny, které vyrobeny slad prodavaly nejen domacim pivovarim, ale
postupné jej zacaly vyvazet i do zahrani¢i a v ramci pivovarského oboru tak vzniklo dalsi
samostatné odvétvi — vyroba sladu. S rostoucimi naroky na kvalitu vyrabénych piv rostou i
pozadavky na kvalitni kritéria sladu. Vedle vysoké extraktivnosti sladu (79 — 83 % susiny),
optimalni hladiny bilkovin (9,5-11,5 %) a proteolytického (Kolbachovo ¢islo 36 — 41 %) i
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cytolytického (B-glukany 0,5 — 1 % v susing€) rozlusténi se zpiisnily pozadavky na vyrobu
partii sladu nejvyse ze dvou odrid je¢mene a limitovaly se hranice koncentraci nebiologic-
kych kontaminaci, predevsim kancerogennich nitrosaminti, stejné jako sekundarnich meta-
bolitlh mikrobidlnich kontaminaci (napt. metabolity plisni, karcinogenni mykotoxiny). Za-
jisténi téchto jakostnich kritérii podminuje profit domaci produkce a znamend rovnéz

uspéch na zahrani¢nich trzich[1, 2].

Nejéastéji vyrabéné druhy sladti v Ceské republice (CR) jsou slad svétly a bavorsky.
Ostatni druhy sladt jsou v CR vyrabény jen okrajové pro specialni téely. Svétly slad je
typicky priznivym extraktem a dostatecnym enzymatickym potencialem, s nizkou barvou
kongresni sladiny vyjadiené v jednotkach EBC (European Brewery Convention). Tento typ
sladu je zasadni pro vyrobu svétlého, lehkého a specialniho piva. VIhkost hotového sladu
je okolo 4 %. Bavorsky slad je typicky vysokou barvou, vyraznéj$im aromatem, kterého je
dosazeno hlubSim rozlusténim (rozStépenim vysokomolekularnich latek na jejich Stépné
produkty) béhem kliceni. Toho se dosahuje kli¢enim o 1 — 2 dny déle, oproti bézné dobé
kliceni u svétlého sladu, s vy$§im obsahem vody a pii vyssi teploté. Bavorsky slad je také
odlisn€ hvozdén, s cilem podpofit tvorbu melanoidinii a dotahovaci teploty se pohybuji

okolo 105 °C. Obsah vody v hotovém sladu je okolo 2 %[5].

K vyrobé tmavych a specidlnich piv jsou piipravované specialni slady. Lisi se od béznych
slad zejména svou enzymovou aktivitou, redoxni kapacitou, kyselosti, barvou a vini. Je-
jich pouzitim spolu s béZznymi slady se dosahuje Upravy senzorickych vlastnosti piva,
zejména chuti, barvy, aromatickych vlastnosti a pénivosti. Mezi specialni slady fadime slad
karamelovy, slad barevny, nakufovany slad, melanoidinovy slad, diastaticky slad, proteoly-

ticky slad, pSeni¢ny slad[6].

Z ekonomickych diivodl pro sniZeni nékladl na sypani sladu (pojem sypani oznacuje roz-
pis surovin, které vnaseji do varky extrakt, a urcuji tak jeji objem a koncentraci) se pouZzi-
vaji ndhrazky sladu. Mizeme je vymezit jako Skrobové nebo cukerné surogaty, kterymi Ize
do ur¢itého mnozstvi nahradit zakladni pivovarskou surovinu je¢ny slad. Surogaty mohou
byt bud’ Skrobnaté napt. nesladovany jeCmen, ryze, kukufice, maniok, skrob aj., nebo to
mohou byt cukernaté surogaty — piedevsim fepny a titinovy cukr, dale rizné dextrinové a

glukosové sirupy[1, 4, 5].
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1.1.3 Chmel

Chmel, jako jednu z nezastupitelnych surovin tvoii ususené chmelové hlavky samicich
rostlin chmele evropského (Humulus lupulus var. europeus). Ma mimofadny senzoricky
vyznam ve vznikajicim pivu — je nositelem jeho typické hoiké chuti i charakteristického

pivniho aroma a je tedy technologicky dulezitou surovinou [1, 5, 6].

Na uzemi naseho statu jsou pro péstovani chmele velmi piiznivé podminky z hlediska slo-
zeni pud, mnozstvi srazek, klimatu, sméru vétra a slunecniho zateni predevsim v dob¢ kve-
tu a sklizng. Typickymi odriidami tradi¢né péstovanymi na tizemi Cech a Moravy jsou po-
lorané Cervenaky, jejichz nazev je odvozen od nacervenalé rostliny. Zabarveni rostliny ma
puvod ve vysSim obsahu polyfenoli na rozdil od odrid zelenakti péstovanych

Vv zahrani¢i[2].

Technologicky nejdilezitéjsimi slozkami chmele jsou hotké latky, neboli chmelové prys-
kyfice davajici pivu hotkou chut’, déle jsou to silice, které zajist'uji charakteristické aroma
a polyfenolové slouceniny pozitivné ovlivitujici plnost chuti piva. Chmelové pryskytice
jsou slozené z fady chemicky podobnych sloucenin, z nichz nejvyraznéji ovliviiuji hotkost
alfa-hoiké kyseliny, které se skladaji pfevazné z humulonu, kohumulonu a adhumulonu.
NiZzs8i u¢innost maji beta-hotké kyseliny, nespecifické mékkeé pryskytice a tvrdé pryskyftice.
Dalsi slozkou zptisobujici typické pivni aroma jsou chmelové silice, jeZ jsou tvofeny smési
nekolika stovek latek. Chmelové polyfenoly se uplatiiuji pfi srazeni vysokomolekularnich

bilkovin.

VétSina produkce chmele ve svété se zpracovava na chmelové vyrobky. Divodem je nizké
vyuziti cennych slozek pfi pouzivani hlavkového chmele, a také chemicka nestalost vétSiny
obsahové cennych latek. Mechanickou tipravou jsou vyrabény mleté a granulované chme-
le. Fyzikalni Gpravou chmele je extrakce, jiz se pfipravuji bud’ extrakty dvoustupnové, ne-
bo jednostupiiové. Chemickymi postupy se produkuji specidlni izoextrakty, které se pouzi-
vaji k tzv. studenému chmeleni, jimZ se obchdzi proces chmelovaru a tyto latky jsou dav-

kovany az do hotového piva[2, 4, 6].

1.2 Vyroba mladiny

Vyroba piva zacina na varn€ a ziskany meziprodukt se nazyva mladina. Zakladnim cilem

zpracovani ve varné je prevedeni extraktu sladu do roztoku za pomoci enzymu. Vznikly
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roztok sladiny je dale oddélen od nerozpustnych zbytkii a nasledné ohoi¢en chmelovymi
produkty. Tepelné stabilizovana mladina je pak zbavena hrubych kald a zchlazenim pfi-
pravena k zakvaseni. Pfi vyrobé mladiny probihaji nasledujici technologické operace: Sro-
tovani, vystirdni, rmutovani, scezovani, vyslazovani, chmelovar, odlou¢eni hrubych kali,

chlazeni mladiny.

1.2.1 Srotovani sladu

Pti Srotovani dochazi k mechanické dezintegraci sladovych zrn, které jsou timto zptisobem

pfeménovany na sladovy Srot a tak nejlépe zptistupnény néslednému varnimu procesu.

Cilem S$rotovani je dokonalé vymleti jadra sladu, aby byl zpfistupnén Skrob a dalsi latky
pro Stépeni ve varn€. Obalové pluchy zrna béhem Srotovani musi zistat celistvé, protoze
funguji jako filtraéni material pfi scezovani sladiny. Jednotlivé ¢asti zrna maji rozdilné
vlastnosti proto se slad téZko mele se zajisténim jednotného sloZeni. Endosperm by mé¢l byt

jemn¢ rozemlet a pii Srotovani by se m¢l ziskat optimalni podil pluch, krupice a mouky.

Postupy Srotovani jsou uzptisobeny zpracovavanému sladu a technologickému postupu
pfipadné zatizeni ve varng. Jsou-li varny vybaveny scezovaci kadi, miiZze se pouZzit hrubsi
Srotovani s minimalnim poskozenim pluch, nizkym podilem hrubé krupice a vysokym po-
dilem jemné krupice. V ptipadé, Ze jsou vybaveny sladinovym filtrem mél by mit Srot nao-
pak dobfe rozemleté pluchy vzhledem k odlisnému zptisobu scezovani s nizkou vrstvou
mlatového kolace[5]. Pii Srotovani vlhkého sladu je plucha vice chranéna pied poskozenim
neZ u suchého sladu a proto se ¢asto pouziva vlhceni sladu neboli tzv. mokré Srotovani. Pii
mokrém Srotovani se slad pred mletim maci ve vodeé o teploté 10 — 50 °C po dobu 10 — 15
minut a vlhkost zrna se zvysi na 30 %. Maceci voda obsahuje extraktivni latky a pouziva

se k vystirani.

Zatizeni, ve kterych probiha mleti, se oznacuji jako Srotovniky. Jedna se o valcové stolice,
které jsou umistény v samostatnych prostorach (Srotovnach) v blizkosti varen. Véalce mo-

hou byt ryhované nebo hladké a podle poctu valct rozliSujeme Srotovniky:
e dvouvalcové,
o (tyfvélcove,

e Sestivalcové.
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Prace Srotovniku ma byt systematicky kontrolovana. Proto je pod kazdym parem valcii
zatizeni pro odbér vzorku. Odebrany vzorek Srotu o hmotnosti 150 az 200 g se vytiidi na
Pfungstadtském prosévaci s péti normalizovanymi sity. Optimalnimu slozeni Srotu z dobie

rozlusténého sladu odpovidaji pro scezovaci kad’ tyto podily:

* pluchyl5-18 %

* hruba krupicel8 — 22 %
» jemna krupice30 — 35 %
= mouka 25 - 35 %.

1.2.2 Vystirani

Pti vystirani se smichéava sladovy srot, pfip. nahrazky s vodou pfi piedepsané teploté a vo-
da pouzivana na piipravu vystirky se oznacuje jako nalev. Pro svétla piva se pouziva idsi
vystirka 3,5 — 4 hl na 100 kg sladu a pro tmava piva se voli hustsi vystirka 3 — 3,5 hl na

100 kg sladu. Teplota vystiraci vody se voli podle kvality sladu a postupu rmutovani.
Dle teploty vystiraci vody rozliSujeme:

1) Studené vystirani — teplota vody je niz8i nez 20 °C. Na zavér se piida k vystirce
horkd voda, aby se teplota vystirky zvysila na 35 — 38 °C. Pro $patné rozluSténé
slady se teplota zvysi az na 50 — 52 °C.

2) Horké vystirani — voda na vystirku ma teplotu 55 — 60 °C, pouziva se pro vysoce
enzymatické nebo prelusténé slady. Minimalné se zde Stépi bilkoviny a dosédhne se
pIngj$i chuti a lepsi pénivosti piva.

Pievazné se vystira pii teploté 33 — 37 °C, coz je optimalni teplota pro zvySeni kyselosti

(kyselinotvorna). Doba vystirani byva cca 10 — 30 minut.

Prakticky se smichavani sladového Srotu s vodou provadi ve vystiraci kadi opatfené mi-
chadlem. Ve vstupnim vystéracim potrubi je umisténo vystéradlo, ve kterém dochazi

k davkovani sladu s vodou.

1.2.3 Rmutovani

Cilem rmutovani je Stépeni a prevedeni optimdlniho podilu extraktu sladu do roztoku
S potfebnym zastoupenim latek zdsadnich pro dalsi technologické zpracovani tedy prede-
v§im zkvasitelnych cukrt. Pfi Stépeni extraktu jsou aktivovany amylolytické, proteolytické,

kyselinotvorné i oxida¢né-redukéni sladové enzymy[l]. Rmutovanim vlastné pokracuji
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aktivné enzymatické procesy zapocaté v priab¢hu sladovani je¢ného zrna, avsak s podstatné

vy$§i intenzitou a rychlosti §tépnych reakci s ohledem na pusobeni teplot a prostiedi vod-

komolekularni cukry, zeyména glukosu, maltosu a dextriny.
Stépeni $krobu probiha ve tiech stupnich:
a) boptnani a mazovaténi Skrobu pfi teplotach 55 — 60 °C

b) ztekuceni $krobu, pfi némz se $tépenim uvoliuji dextriny a z mazu se stava tekuty

Skrob ¢innosti a-amylas

C) zcukieni s Gplnym rozstépenim ztekuceného Skrobu na maltosu probiha ¢innosti a-

i B-amylas.

Doba pottebna k optimalnimu zcukieni zavisi na kvalit¢ dodaného sladu predevsim stupni

rozlus$téni zrna[8].

Pti rmutovani je také dilezité Stépeni vysokomolekularnich bilkovin. Bilkoviny jsou sice
potiebné pro spravnou pénivost piva a také pro plnost chuti. Aminokyseliny jsou dilezité
pti kvaseni piva. Z hlediska stability a trvanlivosti piva je vSak jejich §tépeni rmutovacim
procesem zasadni, aby jejich obsah v mladiné nebyl pfili§ vysoky. Stépeni bilkovin probiha

aktivaci proteolytickych enzymi pii teplotach okolo 50 °C[7].

Rmutovani probiha postupnym zahtivanim vystfen¢ho dila na rmutovaci teploty, pii kte-
rych probiha Stépeni jednotlivych slozek sladu, a ndslednym povatovanim rmutd dle pti-
slusného rmutovaciho zplisobu. Technologické teploty optimalni pro aktivaci jednotlivych

skupin enzymii se podle prislusnych skupin také oznacuji[4]:
35— 38 °C - kyselinotvorna

48 — 52 °C - peptonizacni

60 — 65 °C - nizsi cukrotvorna

70 — 75 °C - vyssi cukrotvorna

76 — 78 °C - odrmutovaci teplota.

Podle zpiisobu vyhiivani se pouzivaji dvé zakladni rmutovaci strategie tedy infuzni a de-
kokeni postup. V nékterych piipadech se miiZze pouZit i rozSifené varianty dekokéniho zpi-
sobu napf. tfirmutovy postup, nebo rizné dal$i modifikace zakladnich postupil jako je

zkraceny dvourmutovy postup ¢i rmutovani skokem|[1, 3].
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1.2.3.1 Infuzni rmutovani

Pfi infuznim rmutovani se postupné zahiiva cely objem vystfeného dila bez rozdélovani
rmutu na vice podild a jedna se tedy o jednormutovy postup. Zacina se vystienim pti teplo-
té¢ 35 — 37 °C a vydrzi na této teploté (jednotlivé vydrze na technologicky dulezitych teplo-
tach se voli podle pouzité receptury, kvality sladu, intenzity rmutovani v fadech desitek
minut), poté se celé dilo zahieje na teplotu 52 °C. Po vydrzi se rmut zahtiva na 62 °C, na-
sleduje opét vydrz na této teploté, delsi nez u teplot predchozich. Pt zahtati na vyssi cuk-
rotvornou teplotu tedy na 72 °C je prodleva také delSi oproti niz§Sim rmutovacim teplotam.
Po vydrzi na této teploté¢ se provede kontrola zcukfeni jodovou zkouskou a celé dilo se
zahfeje na zavéreénou odrmutovaci teplotu 78 °C, kterou rmutovaci proces kon¢i. Timto
postupem nedochazi k povafovani rmutu a dosahuje se svétlejsi barvy a chut’ piva je méné

vyrazna[3].

1.2.3.2 Dekokéni rmutovani

Dekok¢ni zptsob je charakteristicky povafovanim dil¢ich ¢asti rmutovaného dila. Pii
dvourmutovém postupu se vystird cely objem rmutu pfi teploté 35 — 38 °C a po kratké pro-
dlevé se celé dilo zapafuje na 52°C. Opét po kratké vydrzi se pak dilo rozdéli na dva dil¢i
rmuty a prvni husty rmut (asi 1/3 podilu celkového objemu) se postupné zahtiva na jednot-
livé rmutovaci teploty. Po zcukieni (a jeji kontrole) se prvni rmut zahieje do varu. Jiz pied
ukoncenim varu prvniho rmutu se rozmichava zbyly podil ve druhé rmutovaci panvi, aby
se po jeho nasledném smichani s povafenym rmutem zvysila teplota na 62 — 65 °C. Rmu-
tovaci proces poté pokracuje oddélenim druhého fid§itho rmutu. Ten se zahteje na 72 °C a
poneché prodleva do tplného zcukieni. Nasleduje opét zahtfivani k varu a povareni tohoto
podilu rmutu. Po ukon¢eni varu druhého rmutu se tento za stdlého michéani pfecerpa k zby-
1ému podilu. Smichdnim obou podilt rmutu se teplota odrmutovaného dila ustali na 78 °C

a tim rmutovani kon¢i.

Klasicky dvourmutovy dekok¢éni postup je nejvice pouzivan u svétlych piv plzenského
typu a povafovanim ¢asti vystirky piva ziskavaji vyraznéjsi chut’[5].

1.2.4 Scezovani a vyslazovani mlata

Zcukfeny rmut obsahuje roztok extraktu, ktery se oznaCuje jako sladina a nerozpustné
zbytky sladu nazyvané mlato. Je tvofeno sladovymi pluchami, stfelkami a nerozpustnymi

bilkovinami. Pro vyrobu piva se pouziva jen sladina, ktera se musi co nejdokonaleji oddélit
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od mlata, coz je cilem scezovani. Nésledné vyslazovani je vylouZeni zbylého extraktu
z mlata vyslazovaci vodou[10]. Scezovani je fyzikalni proces a jedna se o filtraci. Je ovliv-
néno kvalitou sladu, slozenim sladového Srotu, intenzitou rmutovani, vlastnostmi sladiny
(teplotou a viskozitou), vyskou vrstvy mlata. Hlavni podil extraktu se ziska tzv. stahova-
nim predku (tj. S vyuzitim filtra¢ni vrstvy mlata oddéleni hlavniho podilu v suspenzi zadr-
zené sladiny). Pti jeho ziskavani probiha jesté zcukfovani o—amylasou u Skrobu obsazeném
v piedku. Po ziskani pfedku nasleduje vyslazovani mlata a ziskané podily se oznacuji jako
vystielky. Teplota vyslazovaci vody se pohybuje kolem 75 — 78 °C, neméla by piekrocit
80 °C, aby nedoslo k inaktivaci a-amylazy. Provzdusnéni ptedku a vystielkd by mélo byt
co nejmensi a sladina i vystielky maji odtékat ¢iré. Piedek by mél mit koncentraci extraktu
0 3-5% hm. vyssi nezZ je vyrabéné pivo. Vyslazovani se ukonci, kdyz se dosdhne pozado-
vané koncentrace dila pohromad¢, a nebo se vyslazuje maximalné€ do 0,5 % hm. extraktu v

poslednim vystielku.

Nejpouzivangj$im scezovacim zafizenim je scezovaci kad. Jednd se o valcovou nadobu
S plochym dnem a parnikem. Scezovaci kdd’ ma dvojité dno, vrchni dérované a spodni
hladké. Ke spodnimu dnu je ptipojen systém scezovacich trubek, které usti do hlavni trub-
ky, ze které je scezovana sladina odvadéna Cerpadlem. Vrstva mlata ve scezovaci kadi se
pohybuje okolo 20 — 40 cm pro dosazeni optimalniho filtra¢niho G¢inku. Déle je scezovaci
kad’ opatfena kyptidlem, které se sklada ze 2 — 8 ramen se svislymi noZzi slouZicimi na pro-
fez mlata. Zaroven je kypfidlo vybaveno i opa¢nym, rychlejSim chodem a vyhrnovacimi

listami, ¢ehoz se vyuziva k vyhozu mlata po ukonceni scezovani[3].

1.2.5 Chmelovar

Pfi chmelovaru probiha povatrovani sladiny s chmelem ¢i chmelovymi vyrobky a vysled-
nym produktem je horkd mladina[5]. Béhem tohoto procesu dochazi k vysrazeni vysoko-
molekularnich latek, predevsim bilkovin. Dale se zde zkoncentrovava mladina odpafenim
vody, dochézi také ke sterilaci inaktivaci mikroorganismt a hlavné pfevedeni hotkych 14-

tek chmele do roztoku a tim dosazeni pozadované hotkosti piva.

vvvvvv

tem vyrazné ovliviiuje ndslednou chut’ a koloidni stabilitu piva. Tento d¢j probiha ve dvou
stupnich. V prvnim stupni dochazi k dehydrataci bilkovin a denaturované ¢astice piejdou
do labilni neuspotadané koloidni formy. Ve druhém stupni nastdva samotna koagulace a

vylu¢ovani nejprve jako jemné vlocky, pozd¢ji hrubsi kal oznacovany jako lom mladi-
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ny[1]. Pfi nedokonalém lomu mladina obsahuje hodné vysokomolekuldrnich sloucenin a u
piva se tvori zakaly a ziskava bilkovinnou hotkost. Lom probiha tim 1épe, ¢im stalejsi a

intenzivnéjsi je var. Hotova mladina ma byt ¢ird s velkymi dobfe ohranicenymi vlockami,

coz potvrzuje spravny prubéh chmelovaru[5].

Odpar vody pii chmelovaru je asi 6 — 10 % objemu mladiny za hodinu. Dosahuje se tim
pozadované stupiiovitosti mladiny a odstranéni vyslazovaci vody. Odpafovanim se zvySuje

koncentrace extraktu.

Provatovanim mladiny dochazi rovnéz K inhibici mikroorganismi (obvykle béhem 15 mi-

nut pii pH 5,4 — 5,8. Také jsou inaktivovany zbylé aktivni enzymy.

V pribéhu varu se barva mladiny mirné zvySuje a dochazi také k tvorbé melanoidind. VIi-

vem melanoidinti a chmelovych kyselin se také zvysuje kyselost z pH 5,8 na pH 5,5.

Rozpusténim a izomeraci hotkych latek chmele je mladiné doddna pfislusna hotkost a
aroma. Pfi chmelovaru je izomerovano 40 — 60 % a-hotkych kyselin a 5 — 15 % zistava

V puvodni formé.

Mladina se udrzuje v intenzivnim varu optimalné 80 — 110 minut, dle typu piva. Doba varu
nema byt delsi, jinak dochazi k neptiznivému vlivu na lom. Hruby lom se pievaii, stane se
jemné vlockovity, mladina se zchladi a lom se téZko odstraniuje. Var by nem¢l zacinat,

dokud neni dilo pohromadg.

Chmeleni je dnes nejcastéjsi ve formeé chmelovych granulatt a hojné se vyuziva i chmelo-
vy extrakt. Chmel se davkuje do extraktorti umisténych vedle mladinové panve a chmeli se
vétSinou na tiikrat. Do prvniho extraktoru se piedchystava chmelovy extrakt a davkuje se
do varky asi 10 minut po zahajeni varu. Granulovany chmel se dava do varky ve druhém a
ttetim chmeleni. Druhé davkovani chmele je optimélni 50 — 60 minut pfed koncem varu,

treti pak 10 — 30 minut pfed koncem varu.

Po ukonceni chmelovaru se provadi cerpani horké mladiny — tzv. vyrazeni mladiny do pfi-
pravené vifivé kade.

1.2.6 Odlouéeni hrubych kali a chlazeni mladiny

Pti chlazeni dochdzi k odstranéni hrubych a jemnych kalti z mladiny. Probih4 vychlazeni

mladiny na zdkvasnou teplotu a také jeji provzdusnéni.
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Pti separaci kalli se odstrafiuje hruby kal (oznacovany jako horky kal), jedna se vlastné o
lom mladiny, ktery vznikl vysrdzenim bilkovin pfi chmelovaru. Hruby kal obsahuje
zejména bilkoviny a také polyfenoly, hotké latky. Hruby kal se odstraiiuje, aby nezanasel
povrch kvasinek a nezpisobil tak hrubou hofkost piva. Pfitomnost kala také zhorSuje péni-
vost piva[3]. Velikost kalovych ¢astic je 30 — 80 um. Lom je t&€z8i nez mladina, dobfe se

usazuje a nejsou problémy s jeho odstranénim.

K oddélovani kalt se pouziva vifiva kad’. Jedna se o valcovou naddobu s kénickym dnem.
Mladina je do kad¢ ptivadéna tangencidlné trubkou umisténou piiblizné€ ve tfetiné vysky
kadé. V kadi probiha sedimentace hrubych kalti ve tvaru plochého kuzelu pfi stalé rotaci
mladiny. Po vycefeni a usazeni kalti se mladina pfi spilani stahuje vypustémi umisténymi
0,30 — 0,50 m nad dnem kad¢ a otvorem ve dné u stény kadé€. Po sespilani mladiny se kal

vystiika vodou[8].

Po odstranéni kalti ve vifivé kadi nasleduje chlazeni mladiny pted zakvasenim. Mladina
odchazejici z vifivé kadé ma teplotu 90 — 95°C a k jejimu zchlazeni na zakvasnou teplotu
6 — 10°C se pouzivaji pievazné deskové chladi¢e. Deskové chladice jsou konstruovany
z profilovanych desek znerez oceli, mezi nimiz proudi stfidavé a protiproudné v tenké

vrstveé chladici médium (ledova voda, solanka, ethylenglykol) a mladina[3].

Dulezita je i absorpce kysliku pfi procesu chlazeni, tedy provzdusnéni mladiny, které nej-
intenzivngji probiha pfi teplotach pod 40°C. Nasyceni mladiny kyslikem je dilezité pro
pomnozeni kvasinek a pro dosazeni pozadovaného stupné prokvaseni piva. Absorpce je
podporovana nizkou teplotou, pohybem mladiny a zaroven se mladina syti ptivodem vzdu-
chu do potrubi. Pro spravny pribeh kvaseni by méla mladina obsahovat 6 — 8 mg.l'1 absor-

bovaného kysliku.

1.3 KvaSeni mladiny a dokvaSovani piva

Fermentacéni proces pii vyrob¢ piva probiha ve dvou stupnich. Prvnim stupném je hlavni
kvaseni mladiny, jez probiha v prostorach spilek, ¢i modernich kvasiren. Nasleduje druha
faze fermentace a tou je dokvaSovani a zrani piva, které je realizovano v prostorach lezac-
kych sklept[1]. Pii kvaseni dochazi k prevedeni extraktivnich latek na alkohol a oxid uhli-
¢ity. Tento krok je realizovan za pomoci mikroorganismil pivovarskych kvasinek, které se

pomnoZi v fizeném procesu na potiebnou koncentraci a zkvasi podstatnou ¢ast vyuzitelné-
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ho extraktu. Kvasny proces ovliviiuje také chutovy charakter vznikajiciho piva, zejména
hlavnimi produkty kvaseni, ale také obsahem vysSich alkohol, esterti, ketont, aldehydi,

sloucenin siry aj[1, 5, 12].

1.3.1 Pivovarské kvasinky

Pro pivovarské ucely se pouzivaji v zdsad¢ dva druhy mikroorganismii procesu kvaseni —
kvasinky spodniho a svrchniho kvaseni. Taxonomicky mutizeme kvasinky vymezit jako

mikroorganismy z fise Fungi, tfidy Ascomycetes, ¢eledi Saccharomycetaceae.

Svrchni kvasinky Saccharomyces cerevisiae subsp. cerevisiae se pouZzivaji pro vyrobu piv
typu ,,ale”, ,,porter®, ,,stout™ a také tteba pro piva pSeni¢na[5]. Optimalni teplotni rozmezi

je 18 az 22 °C a kvasnice jsou pii kvaSeni vétSinou vynaseny do kvasni¢né deky[1].

Kvasinky spodniho kvaseni Saccharomyces cerevisiae subsp. uvarum carlsbergensis jsou
pouzivany pro vyrobu piva typu lezaki[1]. Optimalni teplota pro vitalitu kvasinek je 6 az
12 °C. Béhem kvaseni kvasinky sedimentuji, styk s kvasicim médiem je mén¢ dokonaly a

kvaSeni probiha pomaleji. Po prokvaseni kvasinky tvoii na dné kvasné kad¢ tuhou sedlinu.

Ptiprava Cisté pivovarské kultury nasadnich kvasnic probiha pfi procesu propagace v labo-
ratofi a nasledn€ v provoznich podminkach propagaéni stanice. Provozni propagace spoci-
va v pomnoZeni laboratorni kvasni¢né kultury za aseptickych podminek tak, aby ziskany
objem postacoval k zakvaSeni pfisluSné vyrobni jednotky. Kvasnice se propaguji v provoz-
ni mlading, kterd je napusténa do vycisténého a proparené¢ho propagatoru. Zde je mladina
nejprve sterilovana 30 minut pfi teploté piesahujici 90 °C a nasledné zchlazovana na
zakvasnou ockovaci teplotu pod 10 °C. Maximalni teploty kvaseni jsou vétSinou o nékolik
stupniit vysSi nez provozni teploty (bézn€ 14 az 16 °C). Pfi propagaci je kvasici mladina
provzduSiovana sterilnim vzduchem. Po ukonceni propagace je namnozena kultura, ozna-
covana jako ,.krouzky*, ptevadéna do provozu pii zakvaSovani spilané mladiny. Bezpro-
sttedné po vyprdzdnéni, stejné jako pred napousténim, musi byt propagéator vysanitovan,

aby se zamezilo jakékoliv pfipadné kontaminaci[1, 5].

1.3.2 Hlavni kvaSeni

Béhem hlavniho kvaseni se kvasni¢na ndsada pomnozi 3 — 4 krat. Pti procesu kvaseni jsou
zkvasitelné sacharidy (glukosa, maltosa a maltotriosa) pfeménény na ethanol a oxid uhli¢i-

ty anaerobnim kvasenim[4].

CeH12,06 — 2 CoHsOH + 2 CO5 + energie
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V pribéhu hlavniho kvaseni ovliviiuje tento proces fada rozhodujicich faktor. Teplota je
dilezita pii regulaci kvaseni[1]. Pro spodni kvaSeni je uplatiiovano v tradi¢ni technologii
studené vedeni pii optimalnich teplotach 5 — 10 °C, a nebo teplé vedeni s teplotnim opti-

mem 12 — 16 °C. Pii svrchnim kvaSeni se teploty pohybuji mezi 15 — 22 °C.

Na priibéh kvaseni i kvalitu piva ma vliv také druh a davka kvasnic. Ze zacatku se nasazuje
nova Cerstvé vypropagovana kultura, kterd se pouziva opakované, mize se pouzit 5 az 6
krat a pak se opét zakvasi novou Cistou kulturou. Davkuje se zpravidla 0,5 1 hustych kvas-
nic na 1 hl mladiny. Vyssi davkou se dosahuje rychlejsi a hlubsi prokvaseni.

Kvaseni ovlivituje i slozeni mladiny. Zékladem je dostatek zkvasitelného extraktu. Extrakt
stoupeny dusikaté latky, mineralni latky — vépnik, hoi¢ik. Nevhodny je zvySeny obsah du-
si¢nanu, dusitanu, které mohou inhibovat metabolismus kvasinek, dale kalicich a viskoz-
nich latek (kvaseni kalnych mladin mize mit vliv na organoleptické vlastnosti piva - latky

zpusobujici tzv.starou chut’ piva).

Dal$im z dilezitych faktort je nasyceni mladiny kyslikem. Kyslik je dulezity pro pomno-
zeni kvasinek. Optimalni koncentrace rozpusténého kysliku v zakvasené mlading je 5 az 8
mg.l'l. Pfi trvalém nedostatku kysliku v mladiné se méni fyziologické a technologicke

vlastnosti kvasinek a zhorSuje se vytéznost.

Podle vizudlnich projevli mizeme v klasické technologii rozlisit n¢kolik stadii hlavniho

kvaseni:

1. ZapraSovani — nastava asi tak 12 - 24 hodin po ptidavku kvasnic. Od stén se zacina
tvofit bild jemna péna. Extrakt mladiny mirné klesa a teplota mladiny mirné stou-
pa. Péna se hromadi pii okrajich kad¢ a rozprostira se pak po celém povrchu.

2. Stadium nizkych bilych krouzkii — bilé rizice pény se vytvaii na povrchu kvasici
mladiny. Tato faze zac¢ind 24 — 36 hodin po naplnéni kad€. Probihd maximalni vy-
voj CO,, pH klesa z 5,6 asi na 4,9 a extrakt klesa o 0,8 — 1%. Vytvafi se postupné
husta bila péna.

3. Stadium vysokych hnédych krouzkt — tieti az paty den kvaSeni se krouzky pény
zbarvuji do hnéda kaly vystupujicimi z kvasiciho média[1]. Vysoka intenzita kva-
Seni s ubytkem extraktu o 1 az 1,8% za 24 h vykazuje i pokles hodnoty pH na 4,5.

Teplota rychle stoupé a béhem této faze je dosazena jeji maximalni hodnota béhem
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kvaseni 8 — 12 °C. Tato teplota je udrzovana po dobu dvou dni a pak nasleduje i-
zené zchlazovani[5].

4. Propadani deky — dochazi k propadu hnédé pény do prokvaseného piva. Péna ob-
sahuje chmelové pryskytice, polyfenoly, vysokomolekularni dusikaté latky, mrtvé
kvasinky. Péna se odstraiiuje (sbirani deky), aby pivo neziskalo jejim propadnutim

vysokou nepfijemnou hotkost.

Prokvasend mladina se oznacuje jako mladé pivo. Musi obsahovat pfiméfené mnozstvi
zkvasitelnych latek, aby dokvasovani bylo dostatecné zivé a vytvofilo se potiebné mnoz-

stvi COp.

1.3.3 DokvasSovani a zrani piva

DokvaSovani a zrani mladého piva je realizovdno v prostorach lezackého sklepa, kde v
pivu pomalu zkvasuje zbyly extrakt pti nizkych teplotach 1 az 3 °C. Pivo se Cifi, zraje a
syti se pod tlakem vznikajiciho oxidu uhli¢itého v uzavienych lezackych tancich[6]. Mladé
pivo ma obsah CO; kolem 0,2 % hm. a kone¢ny obsah CO, ve zralém pivu je 0,5 % hm.
Pivo zranim ziskdva pozadované organoleptické vlastnosti a prodluzuje se zaroven jeho

stabilita.

Lezacké sklepy jsou situovany vétSinou v podzemnich ¢astech pivovaru, ale mohou se
dnes realizovat, diky efektivnim systémim chlazeni a izolace, i v nadzemnich pozicich.
Lezacké tanky jsou konstruovany jako valcovité tlakové nadoby S klenutymi dny. Jsou
ocelové opatfené vnitinim ochrannym natérem inertnim vici pivu (Uponovany) a nebo
z nerez oceli. Byvaji ulozené horizontalné ve dvou fadach nad sebou. K chlazeni sklepnich
prostor se vyuziva soustava trubek umisténych na sténach nebo stropech, chladi se solan-

kou nebo ledovou vodou. Vnitinim chlazenim jsou opatieny 1 nadoby.

Sudovaci teplota se pohybuje kolem 5 °C a v pritbé¢hu dokvaseni probihd pozvolny pokles
teplot na 2 — 0 °C. Pokles musi byt pozvolny z diivodu zabranéni chladovému Soku kvasi-
nek. Optimalni je sniZzeni o 1 °C za 1 den. Postupné zkvaSuje 1 zbyly extrakt — nejrychle;jsi
prokvagovani je prvni 3 dny v disledku promichani a provzdusnéni piva pii sudovani. Ci-
fici efekt pii dokvaSovani zavisi na teploté (¢im je vyssi teplota tim delsi je doba Cifeni),
mnozstvi kalil v pivé, na velikosti nadob a dobé dokvaSovani. Pfi dokvasovani probiha také
zrani chuté a viing. Je spojovano jednak s mechanickymi ale i chemickymi zmé&nami v pi-
v€. Mezi mechanické zmény miZeme zatfadit sedani kalli, adsorpce bilkovin, sedimentujici

kvasnice, usazovani polyfenolii a bilkovin. Z chemickych zmén je to uprava koncentrace
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SO,, thioli, acetaldehydu, vyssich alkoholt a esteri. Syceni piva CO, zavisi na tlaku a
teploté, ¢im je niz§i teplota a vyssi tlak, tim je v pivu vétsi syceni CO; a také jeho fixace.
Béhem prvnich 14 dnu se pivo nasyti CO, na koncentraci 0,4 — 0,45 % hm. a dalsi doba
leZeni je potieba pro jeho fixaci[1l]. Zadrzovany CO, dodava pivu plnost a fiz. Muze do-
chazet i k prepénovani piva, projevuje se pii nadmérném syceni piva CO,. Kontaminace
piva nebo zvyseny podil kovovych iontl v pivu rusi vazbu CO; V pivu a nedochazi k jeho

fixaci.

Doba dokvasovani a zrani piva zavisi na mnozstvi kvasnic, mnozstvi zkvasitelného extrak-
tu, na teploté dokvasovani a na typu vyrabéného piva. Obecné¢ je doporucovano pro vyrobu
vyCepnich piv 21 dntl, u lezaka a specidlnich piv 70 dnii avSak postupy zvySovani hradici-
ho tlaku a doba dokvaSovani jsou v jednotlivych pivovarech rozdilné i s ohledem na ob-

chodné technickou a sezonni navaznost[1, 5].

1.4 Filtrace a zavére¢né upravy piva

Dokonale vyzralé pivo se pro zlepSeni organoleptickych vlastnosti, zejména vzhledu, a pro
zvyseni doby své trvanlivosti ve standardni jakosti podrobuje zdvére¢nym Upravam celého
technologického procesu. Mezi tyto operace zatazujeme zejména filtraci a pak také ucin-

nou stabilizaci a pasteraci piva[6].

1.4.1 Filtrace piva

Cilem filtrace je odstranéni kalicich ¢astic a dosaZeni pozadované Cirosti, dale pak zvySeni
biologické a koloidni trvanlivosti piva. Pfi filtraci se vyuziva prutoku ptes porézni filtra¢ni

prepazku. V technologii filtrace se uplatiiuji 3 fyzikalni efekty:

1) Sitovy efekt — je vyuzivan pti oddélovani hrubych rozptylenych &astic v pivu. Cas-
tice maji takovou velikost, Ze nemohou proniknout do filtraéni pfepazky a zachy-
cuji se na povrchu filtraéni prepazky.

2) Efekt mechanického zachyceni ve filtracni vrstvé — jemngj$i Castice zistavaji
uvnitt filtra¢ni pfepazky. Zachyceni Castic zavisi na rozmérech téchto ¢astic a na
rozmé&rech port filtracniho materialu.

3) Adsorpéni efekt — zachyceni téch nejjemnéjsich ¢astic uvnitt filtraéni prepazky di-

ky adsorpci k filtraénimu materialu.
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Filtraénim postupem se z piva oddé€luji rizné kalici koloidni ¢astice pfedevsim kvasin-
ky, tfislovino-bilkovinné komplexy, chmelové pryskyfice, bilkoviny a tfisloviny. Tyto

¢astice miizeme podle velikosti rozd€lit na 3 skupiny:

1. Hrubé¢ disperzni podily nebo hrubé rozpustné podily — jsou to ¢astice o veli-
kosti 0,1 pm, oznacované jako mikroskopicky rozeznatelny zékal. Je tvotfeny
kvasinkami, bakteriemi a tfislovino-bilkovinnymi komplexy.

2. Koloidni ¢astice — o0 velikosti 0,001 — 0,1 um, kde mizeme zafadit bilkoviny.
Zhorsuji chemickou stabilitu piva, ovliviiuji pénivost a plnost chuti. Zarazuji
se zde i chmelové pryskyfice.

3. Castice molekularné dispergované — jsou mensi nez 0,001 um, nejsou deteko-
vatelné mikroskopicky, za vySSich teplot jsou zcela rozpustné. Patii sem

ttisloviny, hotké polyfenolové slouceniny.

Pro hrubou filtraci (tzv. predfiltraci) se vétSinou pouzivaji naplavovaci filtry. Filtrac-
nim materidlem je kifemelina naplavovana na nosny element filtru a dale je po celou
dobu filtrace dadvkovéna do filtrovaného piva. Pfed zahdjenim filtrace se provadi
naplav hrubou kiemelinou smichanou s vodou V cirkulaénim okruhu. Vytvofi se vrst-
va asi 1,5 mm tlusta p¥i davkovani kiemeliny 700 — 800 g. m™. Druhy naplav se reali-
zuje jemnou kiemelinou, ktera je svym slozenim stejnd jako ta, kterd je urCena
k davkovani v prubéhu celé filtrace. Naplavuje se s vodou v cirkula¢nim okruhu a vy-
tvoii se vrstva o tloustce kolem 3 mm. Pfi davkovani v priib&hu filtrace se pouZivaji
specidlni davkovace kiemeliny, které davkuji kiemelinu do protékajiciho piva na filtr.

Nejcastéji se pouziva smés stfedné hrubé a jemné kiemeliny.
Druhy filtrti pro hrubou filtraci:

Pouzivaji se sitové filtry — filtratnim ¢lankem je jemné dratové sito. Sita jsou umisté-
na za sebou v tlakové nadob¢ z nerez oceli, filtrat stéka sbérnym kandlem v ramu ne-
bo centralnim dutym hiidelem. Podle umisténi sit mohou byt vertikalni nebo horizon-

talni. Sita jsou vyrobeny z nerez oceli o velikosti porit 70 — 80 pm[15].

Svickové filtry — ve filtru jsou umistény svislé svicky, které jsou tvofeny nosnou per-
forovanou trubkou asi 2 m dlouhou, na které je navinut profilovany drat. Velikost
Sté€rbin mezi draty byva 50 um. Svi¢ky jsou zasazeny do ramu ve viku a umoznuji od-

tok filtratu z ramu.
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Pro tzv. ostrou filtraci (dofiltraci) se pouzivaji deskové filtry s EK sterilnimi deskami
(EK z némeckého Entkeimung=odzarodkovaci, maji umoznit ziskat pivo bez mikro-
bidlnich zarodkil) nebo membranové filtry (ultrafiltry). Separa¢ni mechanismus pfii
membranové filtraci vyuziva fyzikalné-chemické interakce mezi membranou a kapa-
linou, difuzi, dialyzu, adsorpci, iontové rovnovahy i prost¢ mechanické oddélovani
Castic. Pt ultrafiltraci je velikost porti v membrané 3 az 50 nm a nejmensi zachycova-
né latky v retentaté jsou makromolekuly a organické latky, zachycuji se zde rovnéz

mikroorganismy, koloidy a zakal[1].

Jako filtraéni material pro ostrou filtraci se pouzivaji estery celulozy nebo keramické

materialy.

1.4.2 Stabilizace piva

Kazdy pivovar musi garantovat po dobu trvanlivosti piva biologickou, koloidni a chutovou
stabilitu. Hlavnim cilem stabilizace je sniZeni nachylnosti piva k tvorbé koloidnich zakald,

k organoleptickym zménam a pfitomnosti mikroorganismd.
Pivo je koloidni roztok a mohou se v ném vytvéaret rizné typy zakalt:

e Chladovy zakal — tvoii se pii ndhlém ochlazeni piva na 0 °C a lze jej odstranit za-
htatim na 20 °C. Dojde tim k rozpusténi koloidnich ¢astic, kterymi byvaji bilkoviny
a polyfenoly.

e Staly zakal piva — je nerozpustny 1 po zahfati na 20 °C a rozpousti se aZ pfi teplo-
tach 40 — 70 °C. Kal tvofi ¢astice vétsi nez u chladového zakalu a vznikaji vzajem-
nou reakci bilkovino — fenolovych komplexa[5].

e Polysacharidovy zékal — vznikéd vysraZenim cukrii nasledkem Spatného rozsté€peni
Skrobu. Byva tvofen gumovitymi latkami.

e Kovovy zakal — byva zplsoben vyss§im obsahem kovovych iontl v pivu, zejména
ionty Zeleza, zinku a médi. Dostavaji se do piva z korodujiciho zafizeni a
Z pomocnych materiald.

e Kiemicitanové zakaly — objevuji se po upravé stabilizacnimi prostiedky, kdy se
zvysuji podily kiemicitanil v pive.

e Zakaly zptsobené narazy teplot — vznikaji po zmrznuti a tani piva a jsou zptisobené

latkami polysacharidické povahy[1].
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K odstranéni stalého kalu zpisobeného bilkovinami, polyfenoly a kyslikem se pouzivaji

stabilizacni prosttedky srazejici nebo adsorbujici latky bilkovinné povahy.

Mezi srazejici prosttedky mizeme zaradit tanin, ktery se pouziva pti sudovani piva v davce
2 — 7 g. hI* a pokud je davka vyssi nez 3 g. hl™ zatazuje se mezifiltrace po 6 — 10 dnech,
kterou se snizi obsah bilkovinnych latek o 5 — 15 %.

Z adsorbujicich pfipravkl se muze pouzit bentonit. Pridava se do lezackych tanku asi tyden
pred stadenim v davee 100 — 250 g. hl™. Dale silikagel, ktery se nejcastéji davkuje spolecnd
s filtraéni kiemelinou pii filtraci v mnoZstvi 100 — 200 g. hl™. SniZuje obsah dusikatych

latek o 8 — 12 %.

Pro adsorpci polyfenolovych latek se mtze pouzit PVPP (polyvinylpolypyrrolidon). Pou-
7iva se s kfemelinou pfi filtraci v davce 20 — 50 g.hl™ nebo je soucasti filtracnich desek
nebo se pouzivé jako samostatny naplavovy filtraéni material misto kiemeliny. Je regene-

rovatelny horkym roztokem NaOH.

1.4.3 Pasterace piva

Je oSetfeni a stabilizace piva z mikrobialniho hlediska a ma zajistit dlouhodobou trvanli-

vost piva. V praxi se pouziva n¢kolik technologickych variant pasterace piva[l].

Pasterace ostrou filtraci — provadi se EK filtry nebo se mohou pouzit i membranové filtry.
Po ostré filtraci nasleduje vzdy aseptické baleni. Podminkou pouZiti této metody je doko-

nald predfiltrace. Tento zplsob je oznaovany jako studena pasterace.

Pritokova pasterace — je to pasterace teplem. PouZivaji se deskové priitokové pastéry. Jsou
sloZzeny z nerezovych ryhovanych desek, v rozich jsou otvory pro potrubi a desky jsou se-
vieny mezi Cela pasteru zavéSené na nosnych tyCich. Vytvaii se navzajem oddelené prosto-

ry piva a teplonosné latky. Pii prutokové pasteraci mizeme rozlisit 3 zakladni sekce:

= piedehtivaci sekce — pivo vstupujici do pastéru se ohfiva zahfatym pivem z paste-
rizacni sekce, ¢imz se soucasné jiz zpasterované pivo ochlazuje[5]

= pasterizacni sekce — pivo se ohfiva horkou vodou o teploté 68 — 74 °C a pasterace
trva 30 — 40 sekund

* dochlazovaci sekce — pivo se dochlazuje bud’ ledovou chlazenou vodou nebo so-

lankou.

Vstupujici pivo prochdzi prvni a druhou sekci, pak jde zpét do prvni a potom do tieti

sekce.
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Pasterace lahvového piva — probihd v tunelovych sprchovych pastérech. Tunelové pastéry
byvaji zatfazovany za monoblok (plni¢ a zavira¢ lahvi). Pastér je tvofeny tunelem, kterym
prochazi pasovy dopravnik a umoznuje prichod lahvi. Pastera¢ni zafizeni tohoto typu je

rozdéleno na n€kolik zon, které tvori zakladni sekce:

- 2 -3 zbny vyhftivaci sekce
- zOna pasteracni

- 2 -3 zbny chladici

Kazda zona byva tvofena samostatnym okruhem. Zony jsou tvoieny jako ochrana pred
praskanim lahvi v disledku tepelného Soku. Vyhtati celého objemu kapaliny v lahvi tr-
va zpravidla kolem 30 minut a udrzuje se teplota 58 — 63 °C. Poté se obsah lahvi chladi

a cela pasterace trva 1,5 — 2 hodiny.
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2  PIVO SPECIALNI, NEALKOHOLICKE A PSENICNE

Vyroba téchto skupin piv je z ¢eského pohledu sice mensinova ve srovnani s produkei kla-
sickych lezédkl a vycepnich piv, ale pro urcity okruh spottebitelii a ke specidlnim acelim

maji tato piva své misto ve vyrobnim portfoliu tuzemskych pivovart.

2.1 Specialni pivo

Specidlni pivo je podle platné legislativy produktem vyrobenym pievazné z jeCnych sladt
s extraktem ptvodni mladiny 13 hmotnostnich procent a vy$§im[50]. Tato piva mohou byt
vyrabéna (stejné jako vycepni i lezaky) jako piva svétla, tmava, polotmava, piipadné feza-

na[5].

Technologické odlisnosti od vyroby béznych vycepnich piv a lezdka jsou dany pouzitou
recepturou (napft. vétsi sypani a vyssi objem vystirky, upravy rmutovani-vynechavani n¢-
kterych teplot a upravy casovych prodlev na jednotlivych teplotach, delSi doba hlavniho
kvaseni a dokvasovani piva). V zakladnich vyrobnich krocich se vSak shoduji s uvedenymi
skupinami, maji ovSem vysoky extrakt ptivodni mladiny a hotové pivo ma i vyssi obsah
alkoholu nez klasicky lezak (lezaky 4,0 — 4,8 % obj., specialni piva > 4,8 % obj.).

Pivovary vyrabi specialni piva pii riznych pfilezitostech jako vyro¢ni specialy, pii prilezi-
tosti vyro¢i zalozeni pivovaru, nebo pro rizné soutéze, kde je hodnocena kategorie speci-
alnich piv, ¢i ke specialnim marketingovym uceliim v podobé pivnich novinek na riznych
propagacnich akcich apod. V pfipadé GspésSného zavedeni nckteré znacky se mohou tato
specidlni piva stat pravidelnym doplnénim b&zného sortimentu vafenych piv daného pivo-

varu.

Mohou to byt napt. svétla specialni piva s pridavkem medu béhem vyroby. Med se ptidava
behem piipravy mladiny na konci chmelovaru nebo az za studena v mnozstvi 0,6 — 1 %

hm. I pfes tento relativné maly piidavek med pivo zjemuje a €ini jej 1 chutové bohatSim.

2.2 Nealkoholické pivo

Vyroba piva bez alkoholu (nebo jen s min. mnozstvim alkoholu) mé né€kolik divodi:
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e zajisténi rustu vyroby pomoci novych piv v oblastech, kde je trh nasycen a nelze
predpokladat narist vyroby béznych znacek

e umoznéni piti piva jako osvézujiciho napoje ve fyzicky naro¢nych profesich (sklar-
stvi, hutnictvi, hornictvi apod.)

e moznost piti piva pro fidice

e u lidi nemocnych, ktefi nemohou konzumovat alkohol nabidnout nealkoholickou
variantu oblibeného napoje

e moznost exportu piva do zemi, kde je konzumace alkoholu z politickych ¢i nébo-

zenskych divodu zakazana[54].

Nealkoholické pivo je v Ceské republice legislativné vymezeno jako pivo s obsahem alko-
holu nejvyse 0,5 objemového procenta (0,4 hmotnostniho procenta)[50]. Zptsobu piipravy
nealkoholického piva je nékolik. Vyrobni postupy je mozno realizovat ve tfech technolo-

gickych variantach.

Prvni moznosti je vyroba tvofend recepturou omezujici tvorbu alkoholu béhem vyrobniho
procesu. Pii ptipravé nealkoholického piva Gpravou technologie se vyuzivaji rizné postu-
py:

- napf. pouziti specialnich sladd s nizkou aktivitou f-amylasy a Gpravy rmutovaciho postu-
pu,

- michani piva s nezkvasenou sladinou nebo mladinou,

- oddélené zakvaSeni dvou mladin s riznou koncentraci extraktu,

- zastaveni nebo omezeni kvaseni

Druhou variantou je vyuziti specidlnich kvasinek ¢i jinych mikroorganismi. Zde se vyuzi-
vaji specialni postupy s pouzitim napt. imobilizace kvasinek (regulace doby styku mladiny
s kvasniénym médiem)nebo geneticky modifikovanych kvasinek. Jako nahrada pivovar-
skych kvasinek za jiné mikroorganismy se pii pfipravé nealkoholického piva mlze vyuzit
napi. kmen Saccharomyces ludwigii, ktery zkvasuje glukozu, fruktézu a sachardzu, ale

nezkvasuje maltézu a maltotridzu.

Tteti cestou je Setrné odstranovani alkoholu z piva. Technologické postupy zalozené na

wvewr

organoleptickych vlastnosti se touto technologii daji vyrobit piva velmi podobna béznym

pivam[1].
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2.2.1 Vyroba nealkoholického piva vakuovou destilaci

Do skupiny vyrobnich postupt oddélujicich alkohol z hotového piva patii napt. vakuova
destilace. Jedna se o dealkoholiza¢ni destila¢ni proces za pouziti nizkych teplot. Teploty

nepiekracuji 30 az 45 °C, coz minimaln¢ ovliviiuje zménu barvy a chuti piva[1].

Jednim z nejnovéjsich progresivnich systému realizace vakuové destilace piva je zafizeni
vakuové destila¢ni kolonové linky. Pivodni pivo (10 % EPM) je pfivadéno do linky, kde
se piredehiiva na deskovém piedehiivaci na 38—40 °C. Dale je vedeno pies odlu¢ovac CO,
do hornich pater destila¢ni kolony odkud pada ptes jednotliva patra kolony do spodni ¢asti
kde je umistén varak. Ve varaku je pivo dale ohtivano kondenzatem na teplotu 44 — 45 °C.
V destilaéni kolon¢ dochazi k postupnému odstraiiovani alkoholu z piva. T¢kajici alkoho-
lové pary jsou vedeny pies separator a kondenzator lihovych par do zdsobnich nadrzi na
lih. Dealkoholizované pivo je z pfepadové ¢asti vardku kontinualn€ od¢erpavano a vedeno
na deskovy chladi¢, kde je zchlazeno na teplotu 3 °C. Pivo odchazejici z linky mé praktic-
ky nulovy obsah alkoholu (laboratorni zkousky prokazaly obsah alkoholu 0,004 % obj.).
Po zchlazeni je pivo dosyceno oxidem uhli¢itym a plnéno do pietlacného zésobniho tanku.

Pivo zbavené alkoholu se zfiltruje na kiemelinovém filtru, pasteruje a plni do lahvi[52].

2.3 PSeni¢né pivo

Vyroba pseni¢ného piva je hojné rozsitena napt. v Belgii, Holandsku a také v Némecku,
kde ma svou tradici (znamé znacky jako Kolsch, Weizenbier, Hefeweizen, Berliner Weisse
aj.)[1]. U nas si pSeni¢né pivo také naslo a nachazi své priznivce. Je netradi¢nim doplné-

nim v tuzemsku klasicky vyrabénych piv.

Podle vyhlasky(¢.335/1997sb.) je pSeni¢nym pivem — pivo vyrobené s podilem extraktu
z pouzitého pSeni¢ného sladu vyssim nez jedna tfetina hmotnosti celkové dodaného extrak-

tu[50].

V praxi se pomér pSenicného Srotu na celkovém sypani na varku pohybuje okolo 4045 %.
Ptiprava surovin na varku probiha podobnym zptsobem jako u ostatnich vyrabénych piv.
PSeni¢ny slad je distribuovan vétSinou v pytlich po 50 pfip. 25 kg. Nejprve se Srotuje pse-
ni¢ny slad a nasledné se doplni zasobniky na sladovy Srot sladem ceskym a pifimila se 1
malé mnozstvi karamelového sladu. Vystirani probiha standardnim zptsobem pii teploté

okolo 37 °C. PSeni¢né pivo se rmutuje vétSinou infuznim jednormutovym postupem bez
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povarovani rmutu. Prodlevy na jednotlivych teplotich byvaji delsi a zajist'uji tak dlouho-
dobé¢jsi ucinek plisobeni enzymil na sté€peny extrakt. Scezovani sladiny i vyslazovani mlata
probiha stejné jako u ostatnich piv a také chmelovar ma bézné parametry s mirnou tpravou
chmeleni, kdy se vétSinou vynechava davkovani chmelového extraktu a davkuje se pouze
granulovany chmel vétsinou ve tiech chmelenich. Zasadni technologicky rozdil pii vyrobé
pSeni¢nych piv je v hlavnim kvaseni. PSeni¢né pivo je svrchné kvaSenym typem piva a je
tedy spilano pfi vysSich teplotach (okolo 15 az 17 °C) a zakvaSovano svrchnimi pivovar-
skymi kvasinkami. Vedeni hlavniho kvaSeni probiha také pti vysSich teplotach v rozmezi
15 — 22 °C. Pii kvasicim procesu jsou kvasinky vyplavovany do deky na hladinu kvasiciho

média na rozdil od spodn¢ kvasenych piv, kde postupné sedimentuji na dno kvasné kadé.

Nekteré studie prokazaly, ze svrchni kvasinky vyrazné pfispivaji K tvorbé typické chuti
pSeni¢nych svrchné kvasenych piv(Madigan and McMurrough 1994, McMurrough and
Madigan 1996). Specifickou chut’ a vini zpasobuje 4-vinylguajakol, ktery vznika tepelnou
degradaci nebo enzymovou dekarboxylaci ferulové kyseliny, coz je jedna z volnych kyse-

lin pfitomnych v jeéném nebo pSeniéném zrnu, ktera mtize prechazet do sladiny[1, 53].

Dle smyslovych pozadavki na jakost by pSeni¢né pivo mélo byt ve vzhledu ¢iré az slabé
zakalené. Chut’ a vliné piva by méla byt sladova a chmelova, bez cizich vini a ptichuti
S jemnou az vyraznou hotkosti, s fizem vyvolanym CO;. Ptipustna je slaba ptichut’ a viné

ovocna az nakysla[50].
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3 BIOGENNI AMINY A JEJICH VYSKYT V ALKOHOLICKYCH
NAPOJICH

Biogenni aminy mtzeme chemicky vymezit jako organické latky, které vznikaji pfedevSim
dekarboxylaci aminokyselin[18]. Biogenni aminy v nizkych koncentracich jsou pfirozenou
slozkou mnoha potravin. Jsou obsaZzeny v potravinach bohatych na proteiny. Spolu s pepti-
dy pfispivaji t€kavé aminy svym charakteristicky intenzivnim aroma k vini a chuti jid-
la[19, 20].

V této kapitole neni cilem v textu popsat zevrubné vyskyt biogennich aminti (BA) napftic
jednotlivymi druhy potravin, ale pouze nastinit vyznam sledovani obsaht BA v jednotli-
vych skupinach potravin z divodu jejich mozného spoluptisobeni po konzumaci riznych

potravin, které BA mohou potencialné obsahovat ve zvySeném mnozstvi.

Ptili§ vysoky obsah biogennich amint v potravinach miize naznacovat jejich kazeni napft.
Vv rybach a mase béhem skladovani (histamin, kadaverin, putrescin, tyramin). Vys§i mnoz-
stvi biogennich aminti mtze byt detekovano ve fermentovanych potravinach — alkoholic-
kych napojich, trvanlivych salamech, kysaném zeli aj., kde vznikaji probihajici mikrobidlni

¢innosti[9, 21].

Piestoze BA ovliviiuji v organismu clovéka rizné fyziologické funkce, mohou pii vysSim
pfijmu potravinami pusobit toxicky na organismus[18]. Nejznaméjsi potravinova intoxika-
ce zpusobena BA je spojovana s histaminem. Histamin vyvolava dilataci cév, coZ ma za
nasledek bolesti hlavy, arytmii, buSeni srdce, kopfivku a svédéni[18, 55]. Za béznych
podminek jsou exogenni aminy, které byly pfijaty potravou rychle detoxikovany uc¢inkem
aminooxidaz. U alergickych jedinct nebo v pfipad¢ vysokého piijmu vSak je detoxikace
narusena a BA se v organismu hromadi[18]. BA piedstavuji riziko také ve spojeni s dalsi-
mi faktory, jako jsou léky — antidepresiva, alkohol[56]. U¢inek histaminu a tyraminu mize
zvySovat putrescin a kadaverin interakci s aminooxidazami[22]. ZvySeny pfijem tyraminu

muze zpusobit hypertenzi, bolest hlavy a migrény[49].

Ptestoze zvySeny vyskyt biogennich amina v potravinach je spojovan s negativnimi dopa-
dy na lidsky organismus, legislativni limit je v EU stanoven Nafizenim EP a Rady (ES)
2073 O mikrobiologickych kritériich pro potraviny (2005) jen pro histamin, a to u produk-
tl rybolovu z druhii ryb spojovanych s vysokym mnozstvim histidinu. Legislativni limit je

stanoven touto normou na 200 mg.kg™.
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3.1 Vznik biogennich aminu

Proces dekarboxylace aminokyselin za vzniku biogennich aminii probiha dvéma sméry.
Aktivitou endogennich dekarboxyla¢nich enzymu, které jsou piirozené obsazeny v potra-
vindch, anebo piisobenim exogennich enzymi, které jsou uvoliiovany ¢innosti rtiznych
mikroorganismutl. Dekarboxylace aminokyselin probihd odstépenim karboxylové skupiny a

vede ke vzniku odpovidajiciho aminu[22].
Podle jejich chemické struktury mtizeme biogenni aminy rozdé¢lit na:

e aromatické — tyramin, fenylethylamin,
e heterocyklické — histamin, tryptamin,
e alifatické diaminy — putrescin, kadaverin,

e polyaminy — spermidin, spermin, agmatin[23].

Obr.¢.1. : Schéma vzniku biogennich amint z prekurzoru[23]:

Aminokyselina - » biogenni amin
R — CH-COOH R-CH,
* s
histidin - histamin
-CO,
tryptofan e tryptamin
-COn
tyrosin — s tyramin
-COs
fenylalanin - 2- fenylethylamin
-COH
lysin - kadaverin
-CO,
arginin —_— agmatin
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ornitin - * putrescin
-CO2
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spermidin
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spermin
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Mezi razné faktory, které ovliviiuji tvorbu biogennich aminti v potravinach, patfi:

- mnozstvi dostupnych aminokyselin a pyridoxal-fosfatu,
- mnozstvi a druhové zastoupeni mikroorganismii,

- synergicky efekt mezi mikroorganismy,

- PH,

- dodrZovani hygienickych postupit béhem vyroby,

- teplota skladovani,

- pristup kysliku[18, 24, 25, 26]

Mnozstvi dostupnych aminokyselin ovliviiuje tvorbu biogennich aminti, protoze pted-

stavuje mnozstvi substratu pro mikroorganismy s dekarboxylaéni aktivitou.

Vyznaéna je pfitomnost téchto mikroorganismu a skladovaci podminky umoznujici je-

jich rust a mnoZzeni[27].

Teplota ma vliv na tvorbu biogennich amint. S rostouci teplotou skladovani se zvysuje
obsah biogennich aminii. Pfesto miize mit vztah mezi teplotou a aktivitou riznych mik-
roorganismu piitomnych hlavné ve fermentovanych potravinich opacny ucinek na
tvorbu biogennich amini. Tuto variabilitu ovliviiuje napf. kinetika riistu, pocet bunck
nebo aktivita enzymi. U¢inek teploty na aktivitu proteolytickych a dekarboxylaénich
enzymi ma rozhodujici vliv na kone¢né mnozstvi biogennich aminti. Pfi vyssich teplo-
tach probiha proteolyza a dekarboxylace Uc¢inngji a tim dochazi ke zvySovani obsahu
biogennich amini. Pfi teploté 15 °C mohou bakteridlni dekarboxylazy ziistat aktivni,
ptestoze béhem skladovani vétSina mikroorganismi dosahla stacionarni faze rlistu nebo
faze odumirdni (nizsi obsah biogennich aminid byl detekovan u vyrobkl skladovanych
pti teploté 4 °C nez pii teploté 15 °C)[26, 28]. Pro tvorbu histaminu a tyraminu
napi.Vv syrech je optimalni pH = 5,0. U moiskych ryb je optimum pro histamin nizsi pH
= 4,0. Pfi vyrobé fermentovanych saldmil ovliviluje ptidavek sacharidti produkci bio-
gennich amind, protoze podporuje rust startovacich kultur. Nezanedbatelny vliv na
tvorbu biogennich amind ma také dostupnost kysliku. V anaerobnich podminkéch napf.

syntetizuje Klebsiella pneumonie méné kadaverinu nez za ptistupu kysliku[18].
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3.2 Bakterie podilejici se na produkci biogennich amini

Pfitomnost mikroorganismu, které vykazuji dekarboxyla¢ni aktivitu, je pro vznik biogen-
nich amind jednou ze zasadnich podminek[45]. Dekarboxyla¢ni aktivitu vykazuji tyto rody

bakterii:

=  Bacillus

= Citobacter

= Clostridium

= Escherichia

= Klebsiella

= Proteus

» Pseudomonas
= Salmonella

= Shigella

= Pediococcus

= Streptococcus
» Lactobacillus
= Enterococcus
= Hafnia [18, 46, 47].

Vyznamnymi producenty histaminu jsou Proteus morganii, Klebsiella pneumonie a nékte-
ré kmeny Hafnia alvei. Ve fermentovanych potravinach se na tvorbé histaminu podileji
bakterie mlécného kvaseni, konkrétné rody Lactobacillus, Leuconostoc a Pediococcus[18,
48]. Histamin a tyramin jsou tvoteny Escherichia coli a Pseudomonas spp.[18]. Také né-
které kmeny rodu Lactobacillus se uplatiiuji pti tvorbé tyraminu. Jde zejména o Lb. curva-
tus, Lb. brevis a Lb. buchnerei, které jsou spolu s enterokoky hlavnimi producenty tyrami-

nu. Enterobacteriaceae jsou spojovany s tvorbou kadaverinu a putrescinu[49].

3.3 Vyskyt biogennich amint v pivu a ostatnich alkoholickych napojich

Biogenni aminy jsou pfirozen¢ obsazeny v mnoha potravinach jako bézné produkty meta-
bolismu ptitomnych mikroorganismti s dekarboxylazovou aktivitou. Zvysené obsahy téch-
to latek ve fermentovanych potravinach naznacuji ptisobeni mikrobialni ¢innosti, a proto je

zde vyssi vyskyt biogennich aminl pravdépodobnéjsi nez u nefermentovanych potravin.
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Na vzniku biogennich aminii se mohou podilet jak mikroorganismy pochézejici ze zpraco-
vavanych surovin, tak mikroorganismy uplatiujici se pii technologickém procesu[29, 30,

31].

Pivo, a¢ neni svym charakterem potravinou bohatou na proteiny, disponuje pomérn¢ znac-
nym obsahem volnych aminokyselin, které mohou byt dekarboxylovany ptislusnymi mik-
roorganismy za vzniku odpovidajicich amint. T¢kavé aminy maji vyrazné aroma a pfispi-
vaji tak k senzorickému profilu piva. Aroma je uvolilovéano pii kontaktu népoje s ustni du-
tinou. Prahové vnimani takto vyznamnych amind (zejm. etylaminu, metylaminu a dimety-
laminu) je pii koncentraci 2 mg.1™. Zvysena koncentrace aminil se miize projevit snizenou
intenzitou vlin¢ piva a nepiijemnou chuti. V pivu i vinu je hlavnim t€kavym aminem dime-
tylamin[20]. Biogenni aminy obsazené v pivu mohou mit sviij ptivod v surovinach, mikro-
bidlni kontaminaci béhem vyrobniho procesu i v zavislosti na pouzité technologii, a nebo

béhem skladovani[5].

Biogenni aminy ve vinech mohou pochazet z riznych zdrojii. Koncentrace histaminu se
zvysuje se vzrustajicim pH. Produkuje jej Pediococus cerevisiae, ktery se podili na jablec-
no — mlé¢ném kvaseni[32, 33]. Obsah histaminu a tyraminu je obvykle v jednotkach mg na
1 litr vina, mélo Gasté jsou hodnoty 10 — 30 mg.I™ histaminu a desitky az stovky mg.1™

tyraminu[23].

Obsah biogennich amini je obvykle vyssi u ervenych vin nez u bilych. Biogenni aminy
prechézeji do vina i pfi lisovani hroznl. Pfitomnost biogennich aminl ve vin€ spoluvytvafi

senzoricky specificky charakter vina[20, 34].

3.3.1 Biogenni aminy v pivovarskych surovinach

Ve sladovacim procesu béhem kli¢eni je¢mene vznikaji z tryptofanu protoalkaloidy gra-
min a N-methylgramin, v kofincich se nachazi také derivat tyraminu hordein a kandicin.
Maximélni obsah graminu se vyskytuje béhem prvniho tydne riistu. Caste¢nym rozkladem

graminu vznika ve sladu dimethylamin[19].

Ve sladu a v kvasnicich byl zaznamenan vyssi vyskyt putrescinu, spermidinu, sperminu a
agmatinu neZ v chmelu. Obsah ostatnich biogennich amint v surovinach je také nizsi. Slad
lze povazovat za nejvétsi zdroj zminé€nych biogennich amind, vzhledem k pouZivanému
mnozstvi pii vyrob¢ piva ve srovnani s 0Statnimi surovinami. Béhem prvnich péti dnt by-

lo pozorovdno zvySovani obsahu histaminu, fenylethylaminu, tryptaminu a kadaverinu
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Vv kli¢icim je¢meni. Na kone¢ny obsah biogennich amint ve sladu maji vliv technologické
podminky napf. intenzita kliciciho procesu, teplota hvozdéni a druh pouzitého je¢me-

ne[35, 36].

3.3.2 Obsah biogennich amini béhem vyrobniho procesu

Nejvyznamnéjsi biogenni aminy (vzhledem Kk nejvyssim koncentracim) vyrobniho procesu
tyramin, histamin a kadaverin vznikaji vétSinou pii procesu hlavniho kvaseni[31, 37, 38].
V pribéhu fermentace vznikaji biogenni aminy ptisobenim dekarboxylaz a nebo dalSimi
biochemickymi reakcemi béhem hlavniho kvaseni a dokvasovani piva. Béhem téchto pro-
cest dochazi ke zméné obsahu CO2, méni se pH a vznikaji dalsi latky, se Kterymi biogenni
aminy vstupuji do reakci. Spodni pivovarské kvasinky béhem fermentace nemaji schopnost

tvofit tyramin a histamin a podobné vlastnosti se pifedpokladaji i u divokych kment kvasi-

nek[31, 35].

Tyramin a tryptamin produkuji béhem fermentace zejména bakterie Pediococcus spp. Sle-
dovani obsahu tyraminu je tak mozno vyuzit k indikaci vyskytu Pediococcus spp. béhem
fermentace. K redukeci téchto bakterii bylo pouzito promyti kvasnic kyselinou fosfore¢nou.
Rovnéz Lactobacillus spp. se podili na produkci biogennich aminti v pivu, zejména Lb.
frigidus, brevissimilis a brevis. Rtizné druhy mlé¢nych bakterii produkuji biogenni aminy a
jejich rozdilné schopnosti této produkce naznacuji rozdilnost obsahu tyraminu a histaminu
mezi riznymi pivovary i mezi varkami v jednom pivovaru. Pfi zjistovani obsahu volného
tyrosinu v mlading nebyla prokazana souvislost s mnozstvim tyraminu béhem fermentace.

Obsah této aminokyseliny se tedy nejevi jako kriticky faktor pro tvorbu tyraminu[35].

3.3.3  Vyskyt béhem skladovani

Vétsi mnozstvi biogennich amind béhem skladovani produkuji laktobacily nez pedioko-
ky[39]. Mezi laktobacily produkujici biogenni aminy mtzeme v tomto kontextu zminit
Lactobacillus brevis, L. buchneri, L. plantarum[31, 35, 40]. Kontaminujici bakterie mlé¢-
ného kvaseni zpravidla spolehlivé devitalizuje pasterace piva. Podobné 1 u piv filtrovanych
membranovymi technikami nebyl zjistén vétsi nardst biogennich aminta[41]. Pokud po
dobu skladovani dochazi k nartstu obsahu biogennich amini, mliZze to naznacovat nedosta-
teCnou pasteraci piva[42]. K naristu obsahu biogennich aminti mize dochéazet i vlivem
zvySovani teploty béhem skladovani. U nékterych typt lahvovych piv by mohlo dojit ke

zvyseni obsahu biogennich aminti z diivodu sekundarni fermentace[43].
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Pii vyzkumu ¢eskych lahvovych piv byl dle Kala¢ et. al.( 2002) potvrzen vynikajici paste-
racni efekt i po dobé tii mésict. Obsahy nejcastéji bézné se vyskytujicich biogennich ami-
nd — histaminu, tyraminu, putrescinu, kadaverinu a spermidinu, byly velmi nizké a obsah
tryptaminu a sperminu byl pod detek¢nim limitem ¢i nebyl detekovan viibec[44]. Presto je
nutné sledovat mnozstvi biogennich aminti nejen v trznich druzich piv béhem jejich skla-
dovani, ale zejména také v prubehu jejich technologickych procest z divodu zajisténi fi-
nalniho produktu, ktery nebude znamenat potencialni riziko pro konzumenta (napi.

v kombinaci s pozitim jiné potraviny obsahujici vyznamna mnozstvi biogennich amini).
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II. PRAKTICKA CAST
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4 CIiLPRACE

Cilem této diplomové prace je stanoveni obsahu biogennich amint v prubéhu vyrobniho

procesu vybranych vzork piv vyrabénych klasickym vyrobnim postupem.
Cilem praktické ¢asti bylo zejména:

= odebrat vzorky vybranych piv a jejich meziprodukti béhem vyrobniho procesu,
» identifikovat potencialni rizikové faze vyrobniho procesu,
= stanovit obsahy biogennich amini v odebranych vzorcich,

* navrhnout mozna feSeni pro snizeni obsahu biogennich amind.
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5 MATERIAL A METODIKA PRACE

5.1 Charakteristika vzorku

V experimentalni ¢asti diplomové prace byl stanoven obsah biogennich amint (tryptaminu,
fenyletylaminu, putrescinu, kadaverinu, histaminu, tyraminu, spermidinu a sperminu)
v odebranych vzorcich meziproduktd pfi vyrobé piva a ve finalnich vyrobcich. Vzorky
k analyzam (Tab. I) byly odebirany v provozu, kde bylo pivo vyrobeno technologii kvaseni
ve spilkach v otevienych kvasnych kadich a dokvaSovéni v tancich umisténych do lezac-

kych sklepti.

Tab. | - Typy vyrabénych piv pouzité k analyze a jejich kodovani

Kody vzorki Zallenéni dle EPM | Zaclenéni dle barvy Obsah alkoholu
vyrabénych piv V hotovém pivu
(% obj.)

A lezak tmavé 45

B vycepni tmavé 3,8

C specialni svetlé 57

D lezak svétleé 4.8

E pSenicné svétlé 4.8

VSechny typy piv pouZité na vzorky byly vyradbény klasickou technologii, pfipravené jako
samosladové varky bez dalsi surogace. K sypani na varku byl pouZity slad zpracovany su-

chym Srotovanim. Na jednotlivé vzorky byly pouzity tyto druhy sladi:
vzorek A : - slad barevny

- slad karamelovy

- slad bavorsky

- slad cesky

vzorek B : - slad barevny
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- slad karamelovy
- slad bavorsky

- slad Cesky

vzorek C : - slad Cesky

vzorek D : - slad ¢esky

vzorek E : - slad pSeni¢ny

- slad Cesky

Vystirani probéhlo u vSech vzorki stejné pti teplotach 37 — 39°C.

Vzorky A, B, C a D byly rmutovany dvourmutovym dekokénim postupem, vzorek E in-
fuznim jednormutovym postupem. Odrmutovaci teplota na vystupu z rmutovaci panve byla

shodna u vSech vzorka 78°C.

Scezovani bylo realizovano ve scezovaci kadi. Stékani predku bylo u vSech vzorkt stejné.
Nasledovalo vyslazovani vodou o teplot¢ 79°C, u tmavych piv (vzorky A a B) na 2 vy-
sttelky, u svétlych piv (vzorky C, D a E) nepfetrzite.

Intenzivni chmelovar trval u vzorka A, C, D a E 95 minut, u vzorku B 85 minut. Chmeleni

bylo provadéno u vSech vzorkil na 3 krat. Ke chmeleni vzorki A, B, C a D byly pouzity

granulované chmelové preparaty:

- ZPC(Zatecky poloranny &ervenidk) - MM Invest, s. r. 0.,Zatec, CZ
- Premiant — Chmelafstvi, druzstvo Zatec, CZ

- Hotka smés - TOP HOP spol. s.r.0., Praha, CZ

- chmelovy extrakt v plechovce — Barth Extrakt, Niirnberg, DE.

Vzorek E byl chmelen stejnymi preparaty mimo chmelovy extrakt v plechovce.

Vzorky byly po ukonceni chmelovaru ¢erpany do vifivé kade, kde probéhlo odlucovani

kald u vSech vzorkd 30 minut.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 48

Spilani mladiny bylo zahdjeno spusténim spilaciho Cerpadla, které tla¢i mladinu ptes des-
kovy chladi¢ dale ptipravenou cestou spilacim potrubim na pfislusné spilky, do pfipravené
kvasné kadé€. Vzorky A, B, C a D byly do kadé sespilany na zdkvasnou teplotu 7 °C a vzo-
rek E na teplotu 16 — 17 °C. Vzorek E byl spilan do samostatné pSeni¢né spilky, kde bylo

kvaSeni vedeno kvasinkami svrchniho kvaSeni.

Hlavni kvaSeni u vSech typi vzorkt trvalo 6 az 7 dni. Spodné kvasena piva (vzorky A, B,
C a D) kvasila standardnim zptsobem postupné prokvasujiciho média s pozvolnym rustem
teplot az do stadia vysokych krouzka (dosazeni maximalni teploty kvaSeni okolo 10°C —
byla udrzovana po dobu 2 dny) a naslednym fizenym zchlazovanim byla snizovéana po-
stupné teplota cca o 1 °C za den az na teplotu okolo 6 °C pii propadani deky. Vzorek E
svrchné kvaseného piva kvasil pii vysSich teplotach 18 az 24°C a na konci kvaseni byla

teplota snizovéana pod 20 °C.

Po hlavnim kvaseni byly vzorky sudovany do piislusnych odd¢leni lezackych sklept sudo-

vacimi Cerpadly pfi teploté okolo 5 — 6 °C.

Dokvasovani pSeni¢ného piva probihalo ve stejném oddé&leni jako vzorky A a B (ve sklep-
nim oddéleni €. 1), vzorek C dokvaSoval v odd. €. IV. a vzorek D v odd. ¢. III. Pfi dokva-
Sovani piv klesala teplota postupné na 2 az 0 °C. Vzorek A dokvasSoval 55 dni, vzorek B

47 dni, vzorek C 40 dnu, vzorek D 35 dni a vzorek E 32 dnu.

Bezprostiedné po dokvaseni byly vzorky filtrovany pies naplavovaci filtr pomoci kiemeli-
ny naplavené ve dvou vrstvach. Vzorek E nebyl filtrovan, protoZe se jedna o nefiltrované
pSenicné pivo.

Po filtraci byly vzorky distribuovany pies pfetlacné oddéleni na lahvarenskou linku ke sta-

¢eni. Pfed stocenim do lahvi byly vSechny vzorky prutokové pasterovany pfi teploté 68 —

70 °C po dobu 30 — 40 sekund.

Pro vzorkovani byla zvolend odbérnd mista v prubéhu technologického procesu, kde je
nejvyssi predpoklad zmén koncentrace sledovanych latek. Bylo vybrano celkem 8 odbér-
nych mist. Vzorky A, B, C, D, E byly postupné dle provoznich moznosti odebirany

Vv jednotlivych odbérnych mistech:

1...spilani, zacatek hlavniho kvaSeni (vzorek odebiran pii spilani varky ptred zacatkem

hlavniho kvaSeni)
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2...konec hlavniho kvaseni (vzorek odebiran z kvasné kad¢ na konci hlavniho kvaseni pred

sudovanim mladého piva do lezackého sklepa)
3...sklep — 10 dni dokvaSovani (vzorek odebiran z lezackého tanku 10 dni po sesudovani)

4...sklep — 20 dni dokvaSovani (vzorek odebiran z lezackého tanku po 20 dnech dokvaso-
vani)
5...sklep — konec dokvasovani (vzorek odebiran z lezackého tanku na konci dokvaSovani

pied filtraci piva)

6...filtrace, po zfiltrovani (vzorek odebiran ze vzorkovaciho kohoutu umisténého za fil-

trem)
7...findlni produkt na zacatku skladovani (vzorek odebiran z lahve po stoceni piva)

8...finalni produkt na konci skladovani — 20 dni skladovani (vzorek odebiran z lahve po

20-ti dennim skladovani za standardnich skladovacich podminek).

Kazdy vzorek byl odebran do uzaviratelné vzorkovnice v mnozstvi 50 ml a oznacen pfi-
slusnym kodem série odbért, druhu vzorku a Cislem odbérového mista. Nasledné plna
vzorkovnice byla uzaviena a uloZzena do mraziciho boxu. Postupné odebirané vzorky byly

zmrazovany a pii teploté€ -18 °C uchovavany do samotné analyzy.

5.2 Stanoveni obsahu biogennich amini

Stanoveni obsahu biogennich aminti bylo provedeno ve dvou krocich. Nejprve byly vzorky
pripravovany derivatizaci dansylchloridem a po pfipravé vzorkli nasledovalo stanoveni
biogennich aminti pomoci vysokouc¢inné kapalinové chromatografie. Obecné schéma moz-

ného uspotadani kapalinového chromatografu je uvedeno na Obr. €. 2.

5.2.1 Priprava vzorku derivatizaci

Pro ptipravu byly odebrany 2 ml vzorku, v poméru 1:1 zfedény 0,6 M kyselinou chloristou
(Sigma-Aldrich, USA) a dobie promichany na vortexu. 1 ml takto zfedéného vzorku byl
nalit do derivatiza¢ni nadobky (kazdy vzorek piipravovany ve tfech paralelnich stanove-
nich). Okyselena smés byla podrobena derivatizaci (podle Dadakova a kol.)[57]. Do kaz-
dého vzorku bylo pfidano 100 pl vnitiniho standardu (1,7-heptandiamin v koncentraci 500

mg.l'l) a 1,5 ml uhli¢itanového pufru. Pufr o pH 9,2 byl pfipraven smichanim 50 ml rozto-
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ku A (0,5 M NaHCO3; Merck, SRN) a 12 ml roztoku B(0,5 M Na,COs; Merck). Nasledné
bylo v pufru rozpusténo 16,65 g K,CO3 (Merck) a vysledné pH upraveno na 11,0 — 11,1.
Poté byly piidany 2 ml Cerstvé ptipraveného roztoku dansylchloridu o koncentraci 5 g.l'1 v

acetonu. Takto piipravené vzorky byly dobfe uzavieny a michany na tfepacce v temnu 20

hodin.

Nasledné bylo do kazdého vzorku napipetovano 200 pl roztoku prolinu (200 mg ve 2 ml
H,0; Sigma-Aldrich) a znovu byly uzavieny a michany na tfepacce dalsi hodinu. Poté byly
pfidany 3 ml heptanu, uzavieny a 3 minuty protiepany. Z kazdého vzorku byl nasledné
odpipetovan 1 ml heptanové vrstvy do pfipravené, oznacené vialky. Heptanova vrstva se
pak nechala odpafit pti teploté 60 °C do sucha pod proudem dusiku a suchy odparek se

ztedil 1,5 ml acetonitrilu.

Takto ptipraveny vzorek byl uchovavan do doby analyzy v mrazicim zatizeni pfi teplotach
pod -18 °C. Bezprostfedné pied analyzou byly vzorky piefiltrovany pies stiikackovy filtr

s porozitou 0,22 um a poté davkovany do chromatografického systému.

5.2.2 Chromatografické stanoveni biogennich amini

Po derivatizaci byly vzorky pfefiltrovany pies stiikackovy filtr a poté nandSeny na kolonu
(kolona Agilent Eclipse Plus C18 RRHD s rozméry 50 x 3 mm a velikosti ¢astic 1,8 um);
termostat kolon Agilent 1260 Infinity, UV/VIS DAD detektor Agilent 1200, Agilent Tech-
nologies, USA; binarni pumpa a autosampler LabAlliance, USA) s UV detekci (A = 254
nm) po piedkolonové derivatizaci dansylchloridem. Podminky separace a detekce sledova-
nych BA byly nastaveny podle Sméla a kol.[58]. Separace byla provedena gradientovou
eluci (Tab. II). Kazdy ze vzorki byl derivatizovan tiikrat a kazda derivatizovana smés na-
nesena na kolonu ve dvojim opakovani. Vysledné chromatogramy byly vyhodnoceny po-

moci programu Clarity a kalibra¢nich ktivek ziskanych analyzou smési standardu.
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Tab. Il — Linearni gradientovy elu¢ni program HPLC
Cas | 10 % Acetonitril | 100% Acetonitril
[min] [%] [%6]
0,0 39 61
0,1 39 61
1,4 30 70
3,5 17 83
4,0 0 100
9,5 0 100
11,5 39 61
15,5 39 61
Blokové schéma HPLC
@ | Mobiini faze |
Q [ Odplynovacé I
©® Pumpa |
O Eéstﬂkovy port]
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‘ I Detektor |
@ odpad |

Obr.¢.2. : Blokové schéma kapalinového chromatografu [59].
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6 VYSLEDKY A DISKUSE

Na zakladé vytycenych cili prace a pouzitych metodickych postupu bylo analyzovano cel-
kem 112 odebranych vzorka u péti vybranych piv (resp. meziprodukti pii vyrob¢é vybra-
nych piv). Kazdy vzorek byl analyzovan ve dvou paralelnich stanovenich, tedy v souhrnu
celkem 224 vzorkt. Vysledky celkového obsahu BA ve zkoumanych vzorcich piv i obsa-

hy jednotlivych BA jsou popsany nize v této kapitole.

6.1 Vyvoj celkového obsahu biogennich amint ve zkoumanych vzorcich

Do méfeni celkového obsahu biogennich aminil v jednotlivych vzorcich bylo zahrnuto
celkem 8 BA, konkrétn¢ tedy tryptamin, fenyletylamin, putrescin, kadaverin, histamin,
tyramin, spermidin a spermin. V kazdém z péti vytypovanych piv byly detekovany biogen-
ni aminy (grafy 1-5) a celkové mnozstvi BA se pohybovalo od 4,9 mg.1"(graf 4, vzorek D)
az po 52,8 mg.I"(graf 3, vzorek C). Uvadéné hodnoty jsou vypodtené priméry celkového

mnozstvi BA v danych vzorcich.

6.1.1 Celkovy obsah biogennich aminii ve vzorku A

Vzorek A predstavuje tmavé pivo typu lezak s extraktem pivodni mladiny 12 % a obsa-
hem alkoholu 4,5 % obj. v hotovém pivu. Trend vyvoje celkového obsahu biogennich ami-
nd v tomto vzorku je znazornén v grafu 1.

V grafu je popsan celkovy obsah BA v jednotlivych odbérovych mistech, kde byl vzorek
V odbérovém misté €. 1 tedy pii spilani mladiny, pfed za¢atkem hlavniho kvaSeni. Béhem
hlavniho kvaseni (mezi kontrolnimi body 1 a 2) doSlo k pomérné vyraznému nartstu z 5,9
mg.I" na 17,1 mg.I™". Néasledn& obsah BA mirng rostl az do kontrolniho mista &.5 (sklep -
konec dokvaSovani), kde bylo detekovano 24,7 mg.l'l. Poté obsah BA velmi mirné klesl do
odbérného bodu &.7, kde hotové pivo vykazovalo 23,6 mg.I*. K nejintenzivngjsimu nartstu
obsahu biogennich aminii doSlo béhem 20-ti denniho skladovani vzorku A (mezi odbéro-

vymi misty 7 a 8), kde se hodnota zvysila az na 39,6 mg.l'l.
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Graf 1: Celkovy obsah biogennich amini (mg.I™) ve vzorku A.
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6.1.2 Celkovy obsah biogennich amini ve vzorku B

Vzorek B je oznaceni pro tmavé vycepni pivo S extraktem puvodni mladiny 10 % a obsa-
hem alkoholu 3,8 % obj. v hotovém pivu. Vyvoj celkového obsahu biogennich amind

V tomto vzorku je sestaven do grafu €. 2.

Graf 2: Celkovy obsah biogennich amint (mg.1™) ve vzorku B.
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Celkovy obsah biogennich aminti ve vzorku B je také nejnizsi v prvnim odbérovém bod¢
tedy pii spilani mladiny a to 7,2 mg.I". Narast obsahu BA mezi body 1 a 2 byl niZ§i neZ u
vzorku A a vykazoval hodnoty 7,2 mg.I* a 14,8 mg.I". Z druhého odb&rového mista obsah
BA konstantng stoupal aZ do konce dokvasovani (bod &.5), kde bylo namé&feno 24,9 mg.1™,
poté obsah vyraznéji nestoupal az do bodu ¢.7. OvSem pii 20-ti dennim skladovani byl
nartist naopak vyrazny z 25,2 mg.I"! na 44,4 mg.I", coZ je vyssi nez u vzorku A (vzorek A
narast o 16 mg.l’l,vzorek B narast o 19,2 mg.l'l). Nejvyssi hodnota byla detekovana opét

po skladovani piva, kdy ve vzorku bylo naméteno 44,4 mg.l’l.

6.1.3 Celkovy obsah biogennich aminii ve vzorku C

Vzorek C je svétlé pivo specialni, které ma extrakt ptivodni mladiny 14 %. V hotovém
pivu je obsah alkoholu 5,7 % obj. Nasledujici graf €. 3 popisuje celkovy obsah BA v tomto

vzorku.

Graf 3: Celkovy obsah biogennich aminii (mg.1™) ve vzorku C.
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Vzorek C vykazoval rostouci trend naméfenych obsahi a hodnoty BA byly v tomto vzorku
nejvyssi z péti zkoumanych typt piv. Nejnizsi hodnota celkového obsahu BA ve vzorku C
byla detekovana na zagatku kvaseni a vykazovala 5,8 mg.I"". Bshem hlavniho kvaseni byl
zaznamenan vyrazny nartst z 5,8 mg.I? v odb&rovém misté &.1 na 21,8 mg.l™ v bod& 2.

Poté celkovy obsah BA dale stoupal smérem k dokvaSovani piva a dalsi pomérné vyrazny
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vzestup jsme zaznamenali mezi kontrolnimi body 3 (10 dni dokvasovani) a 4 (20 dni
dokvasovani) i 4 a 5 (konec dokvasovani), kde byly hodnoty 27 mg.I™ (odb.bod 3) a 38,3
mg.l'1 (odb.bod 4) a dale 44,8 mg.l'1 (odb.bod 5). Na konci dokvasovani se tento stoupajici
vyvoj obsahu pomérné zpomalil a az do bodu 7 se mirn¢ zvysil na 46,1 mg.l’l. Posledni
vzestup byl zaznamenan mezi bodem 7 a 8, kde byl detekovéan obsah BA 52,8 mg.1™. Ma-
ximéalni hodnotu biogennich aminii vzorek C vykazal po 20-ti dennim skladovani finalniho

produktu, kde bylo zaznamenano 52.8 mg.1™.

6.1.4 Celkovy obsah biogennich aminua ve vzorku D

Vzorek D predstavuje pivo, které svym extraktem puivodni mladiny 12 % fadime do kate-
gorie lezak. Jedna se o svétly lezak s obsahem alkoholu 4,8 % obj. v hotovém pivu. Celko-

vy obsah biogennich aminti ve vzorku D znazornuje graf ¢. 4.

Graf 4: Celkovy obsah biogennich amint (mg.1™") ve vzorku D.
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Vzorek D vykazal celkové nizs$i hodnoty ve srovnani se vzorkem C (ob¢ svétla piva). Po-
divame-li se konkrétné na trendy u tohoto vzorku miiZeme zaznamenat opét vyznamny
narust ihned v pocatku technologického procesu hlavniho kvaseni, tedy z 4,9 mg.l'1 nall,4
mg.l’l. Nésledné obsah BA mirné stoupal az do 20. dne dokvaSovani na 15,5 mg.l’l, odkud
se hodnota zvysila aZ na 23 mg.I™ na konci dokvaSovani piva. Poté byly hodnoty pfi filtra-

ci a zacatku skladovani konstantni s velmi mirnym poklesem z bodu 5, kde pak v hotovém
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pivu bylo naméfeno 22,1 mg.I"". Po skladovéni byl zaznamenan opét vzestup na kone¢nych
27,6 mg.I™. | v piipadé svétlého lezaku (vzorek D) byla tedy b&hem analyzy zjisténa nej-
niz$i hodnota celkového obsahu biogennich amint 4,9 mg.I'1 Vv zacatcich kvasného proce-
su. Naopak v odbérovém bod¢ ¢. 8 (po 20-ti dennim skladovani finalniho produktu pii tep-

lot& okolo 15°C) byla zjisténa hodnota 27,6 mg.1™, coZ je maximum tohoto vzorku.

6.1.5 Celkovy obsah biogennich aminii ve vzorku E

PsSeni¢né pivo svétlé pro ucely analyz bylo oznaceno jako vzorek E. Jednd se o pivo
s extraktem piivodni mladiny 12 % a obsahem alkoholu 4,8 % obj. Celkové mnoZstvi bio-

gennich aminti zaznamenanych ve vzorku E je patrno z grafu ¢.5.

Graf 5: Celkovy obsah biogennich amini (mg.I™) ve vzorku E.
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hlavniho fermentacniho procesu se obsah biogennich amind nijak vyrazné neménil. Vy-
znamng&j$i nartst byl zaznamenan az od 3. odbérového mista tedy pii dokvasovani (rozdil
mezi bodem 2 a 3 je 5 mg.I"™). V pribéhu dokvasovani obsah BA dale rostl aZ na hodnotu
14,3 mg.I" na konci procesu dokvagovéani. Ve vzorku E bylo vynechano odb&rové misto &.
6, tedy vzorek odebirany pfi filtraci, z diivodu absence filtrace v technologickém postupu

ptipravy tohoto typu piva, nebot’ se jedna o pivo nefiltrované. U hotového piva se pii skla-

v
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naméfeny na zacatku hlavni fermentace, kde bylo detekovano 5,0 mg.l'1 celkového mnoz-
stvi BA. Nejvyssi hodnota celkového obsahu BA ps$eni¢ného piva byla detekovana i v tom-

to ptipad¢ v hotovém pivu po 20 dnech skladovani a to 18.8 mg.l’l.

Z celkového obsahu biogennich aminll v jednotlivych vybranych vzorcich piv je mozno
vS§imnout si spole¢ného trendu vSech typl vzorkd, a sice vzrustajici tendence obsahu BA
napfi¢ technologickym procesem vyroby tedy z odbérného bodu €.1 (po sespilani na zacat-
ku hlavniho kvasSeni) smérem k odbérnému mistu ¢.8 (20-ti denni skladovani hotového
piva). U vzorku s nejvy$simi hodnotami BA doslo mezi zacatkem kvaseni a 20-ti dennim
skladovani hotového piva az k devitinasobnému navyseni celkového obsahu BA. Ddle je
mozno konstatovat, ze béhem filtrace se obsah BA nijak vyrazné nezménil, protoze vzorky
z konce dokvaSovani a po zfiltrovani byly odebirany ve stejny den a obsahy celkovych BA
byly u v8ech vzorki velmi podobné (s vyjimkou vzorku E, kde filtrace nebyla pouzita z
divodu nefiltrovaného finalniho produktu). Narist celkového obsahu biogennich amint
naznacuje spravnost volby jednotlivych odbérovych mist, kde byl predpokladan vyskyt a
vyvoj téchto latek a zaroven potvrzuje (jak dokladaji prace Kala¢ P.[31], Erletti M. et.
al.[37] a Romero R. et. al.[38]), Ze nejintenzivnéjsi vyvoj produkce BA je pii procesu
hlavniho kvaSeni a dokvaSovani piva. Vyss§i obsahy BA byly detekovany v téchto odbéro-
vych mistech pravdépodobné z diivodu zvysené aktivity mikrobialnich dekarboxyla¢nich
enzymu béhem fermenta¢nich procesti. Komprda[60] uvadi, Ze jednim z dulezitych faktort
této aktivity je dostupnost substratu, tedy pfitomnost volnych aminokyselin a cukri, coZ pfi
fermentaci piva, zvlasté v otevienych kadich, mtze ve spojitosti s mikrobialni aktivitou
v tomto prostiedi byt nezanedbatelné pii zkoumani vysledki celkovych obsahti BA v ana-
lyzovanych vzorcich. V této souvislosti l1ze dle vysledki celkového obsahu BA identifiko-
vat pravé konec hlavni fermentace za potencidlné rizikové misto mozného vzniku a na-
sledného vyvoje BA béhem dokvaSovani, filtrace a skladovani. A také béhem 20-denniho
skladovani vzorki (mezi odbérovymi body 7 a 8) dochazelo k pomérn¢ vyraznym na-
ristim detekovanych hodnot (napf. u vzorku B aZ témé&f o 20 mg.l™), coZ potvrzuje, Ze
pravé béhem skladovani piv mize dochazet k dalSimu navySovani celkového obsahu BA,

jak uvadéji n€které studie obsahu BA pfi skladovani (napt. Burika F. et. al.[61]).

Pti porovnavani vysledka celkového obsahu biogennich aminl v jednotlivych vzorcich

byly zjiStény nejmensi hodnoty u pSeni¢ného piva (vzorku E), které kolisaly od 5 do 18,8
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mg.I" a naopak nejvyssi hodnoty byly zaznamenany u vzorku C (tedy svétlé pivo special-

ni), kde bylo naméteno 5,8 az 52,8 rng.l'l.

Obecné lze fici, ze prostfedi kvaSeni mladiny v otevienych kvasnych kadich muize byt
nachylnéj$i na zvySenou mikrobialni aktivitu a tedy i1 na pfipadné dekarboxylacni procesy
provazejici vznik BA. Plvod kontaminujicich mikroorganismu, které se mohou podilet na
produkci BA ve zkoumanych vzorcich piv, mize byt pravé v prostfedi otevienych kadi,
kdy kvasici mladina je v pfimém styku s okolnim prostfedim spilek a udrZeni dokonalé
V tomto kontextu je mozné zminit vyraznou souvislost vzniku BA s aktivitou nékterych
mikroorganismu, zejména bakterii mlé¢ného kvaseni. Jak uvadéji ve své studii Kala¢ a
Ktizek [35], zejména muze jit o bakterie Pediococcus spp. a Lactobacillus spp., které jsou
kli¢ovym zdrojem BA v pivu. V klasické technologii kvaseni piva je tedy z pohledu tvorby
biogennich amint (a ne jenom BA) nutné klast vysoky diraz na hygienu a Cistotu kadi i
prostiedi spilek a zaroven zvySenou mikrobiologickou pozornost V prostoru ptimého styku
kvasného média s prostiedim. Dal§im moznym zdrojem kontaminujicich mikroorganismu
mohou byt i pouzité suroviny, zde se da uvést (vzhledem k pouzitému mnozstvi na varku)
piedevsim slad, ktery byl pouzit k vyrob&. Rtzné druhy sladi pouzivanych pii vyrobé¢ jed-

notlivych typt piv josu uvedeny v kapitole 5.1.

6.2 Vyvoj jednotlivych biogennich amini ve zkoumanych vzorcich

Pfi bliz§im zamé&feni na konkrétni biogenni aminy v odebranych vzorcich bylo zjisténo, ze
byly detekovany ve vSech vzorcich: putrescin, kadaverin, tyramin, spermidin a ve vzorku
A i spermin. Biogenni aminy tryptamin, fenyletylamin a histamin v analyzovanych vzor-
cich nebyly detekovany. Vysledky uvedené nize (grafy 6 — 10) popisuji trendy konkrétnich
detekovanych biogennich amini ve zkoumanych vzorcich piv v pribéhu vyrobniho proce-
su a nasledném skladovani finalniho produktu. Pfi popisu vyvoje obsahu konkrétniho BA a
porovnani jednotlivych vzorkid jsou uvadény trendy v poradi od vzorkt s vyssimi hodno-
tami Kk niz§im u putrescinu a kadaverinu. U tyraminu a spermidinu je vyvoj popisovan po-
stupné od vzorku A po vzorek E. V jednotlivych mistech jsou zkoumané vzorky srovnava-
ny Vv nejvyssich a nejnizSich hodnotach danych mist. Nejniz§i hodnota byla naméfena u
spermidinu 0,1 mg.I"! ve vzorku A na za&atku hlavniho kvaseni (graf 9) a naopak nejvyssi

hodnotu 33 mg.I"* miZzeme prifadit ke kadaverinu ve vzorku C po 20-dennim skladovéni
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(graf 6). Uvadéné hodnoty jsou vypoctené pruméry obsahu jednotlivych BA v danych

vzorcich.

6.2.1 Obsah kadaverinu

Kadaverin byl zaznamenan u vSech zkoumanych vzorkti ve vSech odbérnych mistech.
Trendy vyvoje kadaverinu v analyzovanych pivech jsou naznaceny v grafu ¢. 6, ve kterém
je souhrnné uvedeno mnozstvi kadaverinu na jednotlivych kontrolnich bodech vyroby u

vSech vzorku.

Graf 6: Obsah kadaverinu (mg.I™) ve zkoumanych vzorcich.
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0,7 mg.I"t do 2,1 mg.I"*. Naopak vyrazn& nejvyssi hodnoty byly zaznamenany u vzorku C,

kde byl nejvyssi detekovany obsah 33 mg.l'l.

Vzorek C obsahoval nejvyssi mnozstvi kadaverinu ze vSech vzorki, pouze na zacatku
kvasného procesu byl nizs§i nez u vzorku B a D. Vysoky narist je patrny hned na zacatku
sledovaného vyrobniho procesu, kdy z 1. bodu (koncentrace kadaverinu 1,7mg.I™) vzrostl
jeho obsah na hodnotu 13,4 mg.I" na konci hlavniho kvaseni. Dalsi vysoky nartst byl za-
znamenan v lezackém sklepé mezi 10. a 20. dnem dokvaSovani, zde bylo detekovano 17,2
mg.l'1 a 26,6 mg.l“l. V dalsich odbérovych mistech dale obsah kadaverinu vzrastal az na

nejvyssi hodnotu 33 mg.1™ po 20-ti dennim skladovéni finalniho produktu.
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Vzorek B je zajimavy tim, Ze hodnota 3,5 mg.I" kadaverinu na za¢atku hlavniho kvageni
byla nejvyssi ze vSech vzorkid. V bod¢ 2, 3, 4 byl vzorek B s niz§im obsahem kadaverinu
nez vzorky A a C. Od konce dokvasovani byl obsah zkoumaného BA vyssi nez ostatni
vzorky s vyjimkou vzorku C. Vzorek B vykazoval také pomérné vyrazny nartust béhem
kvageni, konkrétng z 3,5 mg.I" na 8,6 mg.I™. Dalsi vyssi nartist byl 10. a 20. den dokvaso-
véni, kdy z 9,3 mg.I™ stoupl obsah na 12,9 mg.I". Obsah kadaverinu stoupal az do zavéru
dokvaSovani, kde bylo zjisténo 16,4 mg.l'l. Nejvyssi narist obsahu kadaverinu ve vzorku B
byl patrny pii skladovani hotového produktu, kdy stoupla hodnota z 16,6 mg.I" na 25,9

mg.I™.

Vzorek A vykazal vyssi hodnoty ve srovnani se vzorky E, D a od konce kvaseni az do 20.
dne dokvasovani i vyssi nez vzorek B. V ostatnich bodech byly hodnoty nizsi nez u vzorku
B a také celkové nizsi nez ve vzorku C. Vyznamny narust byl u tohoto vzorku zaznamenan
hned na zagatku procesu mezi body 1 a 2, kde z hodnoty 1,5 mg.I™ vzrostl obsah kadaveri-
nu na 10,6 mg.I™. Dalsi narist tohoto BA jiz byl mirn&jsi a pokradoval do odb&rového mis-
ta 5, kde bylo naméfeno 15,6 mg.I"!. V kontrolnim bodu 6 obsah kadaverinu velmi mirng
klesl na 14,8 mg.I™ a v dalich dvou bodech opét stoupl az na 18,7 mg.I™" po 20-ti dennim

skladovani hotového piva.

Vzorek D obsahoval vyssi hodnoty kadaverinu nez vzorek E a nizsi nez ostatni vzorky (s
vyjimkou zacatku kvaseni, kde byl obsah vyssi nez u vzorku A, C i E). V odbérovém misté
1 bylo zjisténo 2 mg.I™" a v nasledujicich bodech obsah postupné rostl do bodu 4, kde bylo
naméfeno 9,4 mg.1™". Mezi 20. dnem dokvasovani a koncem dokvaovani miizeme zazna-
menat opét vyrazngjsi nartst na 14,8 mg.l'l v patém odbérném misteé. DalSi vyraznéjsi na-

riist obsahu byl detekovan po 20 dnech skladovani, kde bylo naméfeno 17,8 mg.1™.

Vzorek E obsahoval jen malé mnozstvi kadaverinu. Na zacatku hlavni fermentace bylo
detekovano 1 mg.1™ poté obsah jesté klesl na 0,7 mg.1™ a bdhem dalsiho vyrobniho procesu
jiz nijak vyznamné nestoupal. Po 20-ti dennim skladovani obsahoval vzorek 2,1 mg.I" ka-

daverinu.

6.2.2 Obsah putrescinu

Putrescin byl zaznamenan u vSech zkoumanych vzorkl ve vSech odbérnych mistech. Tren-
dy vyvoje putrescinu v analyzovanych pivech jsou popsany pomoci grafu €. 7, ve kterém je
souhrnné uvedeno mnozstvi putrescinu na jednotlivych kontrolnich bodech vyroby u v§ech

vzorkd.
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Graf 7: Obsah putrescinu (mg.l™) ve zkoumanych vzorcich.
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Podivame-li se na trendy vyvoje putrescinu ve zkoumanych vzorcich piv je patrny postup-
ny nartst obsahu u vSech vzorkl od bodu 1 smérem k bodu 8. Nejvyssi hodnoty byly za-
znamenény u vzorku C, kde maximalni obsah putrescinu dosahl 12,2 mg.1™ a nejnizsi ob-
sah byl zaznamenan u vzorku D v za&atcich kvaseni (0,8 mg.I""). U vzorku E doslo mezi
odbérovymi misty v lezackém sklepé -10 dni dokvasovani (bod ¢.3) a 20 dni dokvasovani
(bod &.4) k mirnému poklesu hodnoty z5 mg.I"* na 4 mg.I*. Dale byl zaznamenan velmi

mirny pokles obsahu putrescinu u vzorku A mezi 6 a 7 bodem z 5,7 mg.I" na 5,2 mg.I"".

U vzorku C byly detekovany viibec nejvyssi hladiny putrescinu ze vSech vzorku v sedmi
odbérnych mistech, pouze na zac¢atku kvaSeni bylo naméfeno méné nez u vzorku A (vzorek
C vykéazal 2,2 mg.I" a vzorek A 2,6 mg.I'). Obsah putrescinu v tomto vzorku stoupl
v bod& 2 na 4,5 mg.1™ a déle stoupal. Po 20 dnech dokvasovéni bylo detekovano 6,3 mg.1™.
Z bodu 4 do konce dokvasovani stoupla hodnota na 8,7 mg.I"* a pak se pomé&mé vzestup
ustalil. Az v poslednim odbérném misté bylo zvyseni obsahu v hotovém pivu vyrazné z 9,2

mg.I" na 12,2 mg.I"™.

Vzorek A vykazal nejvyssi hodnotu putrescinu ze vSech vzorkl na zac¢atku hlavniho kvas-
ného procesu. Zde bylo detekovano 2,6 mg.l'l. Od prvniho bodu obsah konstantné stoupal
az do bodu 4 kde bylo zjiSténo 5,7 mg.l'l. Pak se tento trend zastavil a nasledovalo mirné
snizeni z této hodnoty na 5,2 mg. I"* v kontrolnim bodu 7 a nasledné zvyseni obsahu v 20

dni skladovaném pivu na 7,6 mg.I™. Ve srovnani s ostatnimi vzorky byl od zagatku kvaseni
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do 20. dne dokvasovani obsah vyssi nez u vzorku B, D, E (pouze v bod¢ 3 byl u vzorku E
vyssi 0 0,6 mg.1I™). Na konci dokvagovani byl obsah vyssi nez u vzorku B, D a niZ§i neZ u
vzorku E. Po zfiltrovani byl obsah vyssi nez u vzorka B a D. Na zacatku skladovani vyka-
zoval vzorek vys§i hodnoty nez vzorek D a niz$i nez vzorek B a E. Po 20 dnech skladovani

bylo naméfeno vice jak u vzorku D, E a méné jak u vzorku B.

Vzorek E zaznamenal vys$si hodnoty putrescinu nez vzorky D a B na zacatku kvaseni, kde
bylo zjiténo 2,2 mg.1™. Ve 2. bod obsah stoupal mirn& na 2,5 mg.I* (u vzorku B byl zde
vys§i obsah 3,5 mg.l'l). V kontrolnim misté 3 se hodnota zvysila na 5 mg.l‘1 (opét vyssi nez
vzorek D a vzorek B), nasledné klesla v bodé 4 na 4 mg.1™ (zde vyssi nez ve vzorku D a
nizsi nez ve vzorku B). Déle byl postupny nartst do bodu 7, kde bylo naméfeno 6,1 mg.1™

(vys8i hodnoty ve srovnani se vzorkem D a B). Nasledné se hodnota na konci skladovani

cvwr

Vyssi hodnoty nez vzorek D byly detekovany u vzorku B. Zde byl podobny trend vyvoje
hodnot jako u vzorku D, ale s vy$simi obsahy putrescinu v jednotlivych odbérovych mis-
tech. Hodnoty se konstantné zvySovaly do 20. dne dokvasovani, pak se obsah ustalil a vy-
razndji se zvysil az v poslednim odbé&rném mist&. V bodé 1 bylo zaznamenano 1,7 mg.1™,

v bodé 4 pak 5,2 mg.I™* a v bodé 8 bylo detekovéano 8,6 mg.I™.

Nejniz8i obsah ve vSech odbérovych mistech vykazoval vzorek D. Obsah putrescinu zde
postupné rostl od 0,8 mg.l'l na zacatku fermentace az do konce dokvaSovani s obsahem 4,9
mg.I", kde se vyvoj ustalil a nasledn& se zvysil az v poslednim odbérovém bodé na 6,2

mg.1™.

6.2.3 Obsah tyraminu

Pti analyze vzorkl byl zjistén obsah tyraminu ve vSech zkoumanych pivech. Tyramin byl
detekovan ve vSech bodech vytypovaného vyrobniho procesu. Vyvoj tyraminu je zachycen

v grafu 8, kde jsou souhrnné zobrazeny vSechny zkoumané vzorky.

Obsah tyraminu ve zkoumanych vzorcich nevykazal jednozna¢né trendy nejvyssich a nej-

vvvvv

nejvyssi hodnoty v jinych odbérovych bodech). Z tohoto diivodu jsou trendy obsahu tyra-

minu popsany u jednotlivych vzorki postupné od vzorku A po vzorek E.
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Graf 8: Obsah tyraminu (mg.I™") ve zkoumanych vzorcich.
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Vzorek A vykazal po sespilani v zacatku hlavniho kvaSeni nejvyssi hodnotu ze vSech 1,7
mg.I"". V dalim bodu jeho obsah velmi lehce klesl a zarovei v druhém kontrolnim bodé
pal, az na konci dokvasovani piva, kde bylo detekovéano 2,9 mg.l'l. Dale byl obsah tyrami-
nu konstantni aZ do bodu 7. V poslednim odbérném misté vSak doslo k vyraznému nariistu
obsahu z 2,7 mg.I" na 12,8mg.I" coz byl také nejvyssi zaznamenany obsah tyraminu

VvV daném misté.

Vzorek B vykazal pomémné vyrovnany vyvoj obsahu tyraminu v pribéhu 1. az 7. bodu
vytypovaného pro vzorkovani. Hodnoty obsahii v téchto bodech se pohybovaly od 1,6
mg.I" (v kontrolnim bod& 1) po 2,6 mg.1™ (v kontrolnim bod& 5). Az v poslednim odbéro-

vém misté se mnoZstvi tyraminu v tomto vzorku vyrazngji zvysilo z 2,4 mg.I"na 9,3 mg.I™.

Vzorek C obsahoval pfi zahéjeni kvasného procesu (v 1. odb&rném mist&) 1,5 mg.I™ tyra-
minu a nasledné se jeho obsah zvy3il v bod& 2 na 3,7 mg.I™". Poté stale stoupal az do konce
dokvagovani (kontrolniho mista &. 5), kde bylo detekovano 5,4 mgl™. V bods 7 doslo
k poklesu na 5 mg.I™ a nasledné obsah tyraminu stoupl v poslednim odb&rovém mist& na
6,6 mg.I™.

Ve vzorku D byl zaznamenan odliSny vyvoj obsahu tyraminu neZ u ostatnich vzorkd.

V prvnim odb&rovém misté bylo detekovano 1,5 mg.I", ale na konci hlavniho kvaseni (ve
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2. bodg) doslo k vyraznému vzestupu hodnoty na 5,2 mg.I%, coz byla nejvyssi naméfena
hodnota v tomto bod&. V dalsim mistd obsah op&t vyrazné klesl na 2,2 mgl™ a poté

Vv nasledujicich bodech se uz hodnota nijak vyraznéji nezmeénila.

cvwr

(v odb&rovém bodé ¢&.1), kde bylo namé&feno 1,3 mg.1™. Déle doslo k vyrazn&jsimu vzestu-
pu po desetidennim dokvagovani ve sklepé (v bod& 3 koncentrace 3,4 mg.I™). Hodnoty dale
stoupaly smérem ke konci dokvaSovani, po 20 dnech a na konci dokvaSovani (v bodech 4 a
5) byly nejvyssi ze viech vzorkt v danych mistech (5 mg.I™ a 6,4 mg.I™"). Posledni vyraz-
néjsi vzestup byl u tohoto vzorku zaznamenéan na konci skladovéani (v odbérovém mistée €.

8), kde bylo detekovano 8,7 mg.1™.

6.2.4 Obsah spermidinu

Biogenni amin spermidin byl ve zkoumanych vzorcich piv detekovéan sice v malych mnoz-
stvich, ale ve vSech vzorcich na vSech odbérovych mistech. Nutno vSak podotknout, ze
mnozstvi spermidinu ve vyrabénych vzorcich neprekrogilo hodnotu 1 mg.1™. Obsah sper-

midinu zobrazuje graf 9, ktery popisuje vyvoj spermidinu v jednotlivych vzorcich.

Vyvoj spermidinu v jednotlivych vzorcich piv opét nevykazoval pouze rostouci tendenci
obsahu tohoto BA, nybrz kazdy vzorek zaznamenal jak rostouci, tak klesajici trendy béhem

vyrobniho procesu.

Ve vzorku A bylo po sespilani na zacatku kvaSeni (v 1. odbérovém mist¢) detekovano
nejmensi mnoZstvi spermidinu ze vSech vzorkl. Hodnota jeho obsahu byla pouze 0,1 mg.I’
' Po hlavnim kvageni (ve 2. bodg&) obsah stoupl na 0,7 mg.1",coz znamenalo zase nejvyssi
detekované mnozstvi v daném mist&. Poté obsah spermidinu opét klesl na 0,4 mg.I™ (nej-

mens$i mnozstvi spolu se vzorkem B) a po 20 dnech dokvaseni (v bod¢ 4) vzrostl na 0,7

v

cv w7
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Graf 9: Obsah spermidinu (mg.I™") ve zkoumanych vzorcich.
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Obsah spermidinu ve vzorku B v prvnich tfech bodech pozvolna stoupal (bod 1 obsahoval
0,3 mg.I", bod 3 0,4 mg.I™") a po 20-ti dnech dokvasovani (ve 4. bodg) stoupl vyrazng&ji na
0,9 mg.I"". Poté byl zaznamenan pokles v bodech 5 i 6 az na 0,5 mg.1™, na za¢atku sklado-
véani hotového piva (v bod& 7) pak koncentrace vzostla na 0,8 mg.I™ (nejvyssi hodnota

v tomto mist& ze viech vzorki) a v poslednim odb&mém bodg opét pokles na 0,6 mg.1™.

Vzorek C obsahoval na pocatku fermentace (v 1. kontrolnim bodg) 0,4 mg.I™, ve 2. mirng
klesl na 0,3 mg.I" (nejnizsi hodnota v tomto mist&) a poté vyrazn&ji stoupal na 0,7 mg.I™
po 10-ti dennim dokvaSovani (v bod& 3) a 1 mg.I™ po 20-ti dennim dokvasovani (v bod& 4)
(nejvyssi hodnota v tomto misté). Od odbérového mista 4 obsah znovu klesal, na konci
dokvasovani (v bod¢ 5) bylo detekovano 0,9 mg.l'1 (nejvyssi hodnota v tomto misté ze
vSech vzorki). Pokles hodnot pokracoval az do zacatku skladovani hotového piva (do bodu
7), kde bylo detekovano 0,6 mg.I"". V poslednim odb&rovém bod& obsah spermidinu ve
vzorku C opét stoupl na 1 mg.l'1 (opét jednoznacné nejvyssi hodnota ze vSech vzorkl

vV odbérovém miste 8).

Vzorek D vykazal nejvyssi hodnotu ze vSech vzorktl na zacatku kvaSeni (v odbérovém
mists ¢. 1), kde bylo detekovano 0,6 mg.1™. Déale mirng stoupal do bodu 3, kde bylo 0,7
mg.I" a pak klesal v bods 4, zde se obsah pohyboval znovu 0,6 mg.1™ (nejnizsi ze viech

vV daném bod¢). Na konci dokvasovani (v bod¢ 5) nasledoval opét vzestup a v odbérovych
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mistech 6, 7 pokles az na 0,5 mg.1™, poté na konci skladovéani bylo opé&t pozorovano zvyse-

ni obsahu na 0,6 mg.1™.

Vzorek E vykazoval v prvnich tiech bodech vyrovnané hodnoty 0,5 mg.I™, které se zvysily
aZ po 20 dnech dokvaSovéni (ve 4. bodg) na 0,8 mg.I"}, poté opét klesly na 0,6 mg.1™ na
konci dokvasovani. Na zagatku skladovani (v bod& 7) se je§té mirng zvysily na 0,7 mg.l*a

po 20-ti dnech skladovani (v 8. bodg&) znovu klesly na 0,5 mg.I™.

6.2.5 Obsah sperminu

Biogenni amin spermin byl detekovan pouze u vzorku A. Spermin ve vzorku A nebyl za-
znamenan ve vSech odbérovych mistech — na zacatku hlavniho kvaseni nebyl detekovan.

Obsah sperminu ve vzorku A je velmi nizky a je zaznamenan v grafu 10.

Graf 10: Obsah sperminu (mg.I™") ve zkoumanych vzorcich.
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Vyvoj obsahu sperminu ve vzorku A muzeme sledovat od konce hlavniho kvaseni (od dru-
hého odbérného mista), kde byla jeho hodnota nejvyssi 0,7 mg.I™. Dale ve 3. odb&mém
bodg obsah poklesl na 0,4 mg.I* a po 20 dnech dokvasovani (ve 4. odb&rovém mist&) opét
stoupl na 0,5 mg.I™. Na konci dokvasovani (v 5. odb&mém bodg) byl zaznamenan pokles

Cv v

catku skladovani hotového piva (v bodé 7) na 0,3 mg.I™?, jiz zéistal.
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Budeme-li se v této ¢asti diskuse zabyvat vysledky vyvoje jednotlivych biogennich amint
ve zkoumanych vzorcich, mizeme si povSimnout jak mnozstvi konkrétnich BA ve vzor-

cich tak trendd, které vykazovaly béhem vyrobniho procesu.

Pokud se podivame na vysledky jednotlivych BA je zde patrné, ze analyzované vzorky piv
obsahovaly n¢které biogenni aminy, které béhem procesu zaznamenaly Vys$i hladiny
(zejména kadaverin — maximalni hodnota 33 mg.I* ve vzorku C, také putrescin — maximal-
ni hodnota 12,2 mg.I™ ve vzorku C a piipadn& u nékterych vzorkd i tyramin — maximalni
hodnota 12,8 mg.I™ ve vzorku A). A pak n&které BA s minimalnimi detekovanymi hodno-
tami (u n&kterych vzorkd tyramin - napf. 5,2 mg.I™ u vzorku D, dale spermidin — maxi-
malni hodnota 1 mg.I™" ve vzorku C & spermin u vzorku A maximalni hodnota 0,7 mg.I™")
nebo nebyly detekovany ve vzorcich viibec (tryptamin, fenylethylamin, histamin). Kiizek a
Kala¢[35] uvadéji, ze biogenni aminy putrescin, spermidin, spermin a agmatin mohou po-
chézet spise ze sladu, zatimco histamin, tyramin a kadaverin obvykle indikuji aktivity kon-
taminujicich mikroorganismi béhem vyrobniho procesu. V kontextu tohoto zjisténi a na-
vaznosti na vysledky zpracovavané prace je mozné doporudit, zejména s ohledem na obsah
kadaverinu ve zkoumanych vzorcich zvySenou hygienicko - mikrobiologickou kontrolu

zejména studené Casti vyrobniho procesu (spilani, hlavni kvaseni a dokvasovani piva).

Obsah kadaverinu pomérn¢ vyrazn¢ vzrostl u nékterych vzorka (vzorky A, B, C) béhem
hlavniho kvaseni (podobny trend béhem hlavni fermentace zaznamenal ve své praci Kala¢
et.al.[42], ktery detekoval béhem hlavniho kvaseni i tryptamin a histamin). Béhem zrani
piva se obsah kadaverinu v téchto vzorcich dale zvySoval, i kdyz ne tak vyrazné jako
v predeslém technologickém kroku. U vétSiny zkoumanych vzorkii doslo ke zvySeni obsa-
hu kadaverinu také béhem 20-ti denniho skladovani hotovych piv. K nejvys$simu zvyseni
hodnoty od za¢atku skladovani doslo u vzorku B (témé&f o 10 mg.I™). ZvySovani hodnot
kadaverinu i jinych BA béhem skladovani piva uvadéji také Romero et.al.[38], Kalac
et.al.[42],[44] a Loret et.al.[43]. Kadaverin byl podle dosazenych vysledkt analyzy bio-
gennim aminem, ktery se svym nejvyssim obsahem ze vSech BA, nejvic podilel na celko-
vém obsahu BA ve zkoumanych vzorcich piv. V tomto kontextu viibec nejvyssi mnoZstvi
bylo detekovano u vzorku C, ktery vyrazné pievySoval ostatni vzorky a u n¢hoz byla na-
mé&fena maximalni hodnota 33 mg.I" po 20-ti dennim skladovéni hotového piva (v 8. kont-
rolnim bod¢). Vzorek C dominoval také v obsahu putrescinu, tam ovSem s podstatné niz-

$im maximem 12,2 mg.I™. Z technologickych odlignosti od jinych vzorki, které by mohly
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mit souvislost s vy$§imi obsahy zminénych BA lze uvést vétsi sypani na varku (vyssi
mnozstvi vstupni suroviny, kterd mohla BA obsahovat), dokvasovéani v jiném oddéleni nez
ktery béhem celého vyrobniho procesu zaznamenal vyrovnany trend vyvoje tohoto BA (v
rozmezi 0,7 — 2,1 mg.I™"). Tento vysledek nepotvrzuje ptedpoklad o piipadném vysokém
obsahu BA u pSeni¢nych piv z divodu vyskytu bakterii mlééného kvaseni jako soucasti
fermenta¢ni mikroflory, jak publikoval ve svych zavérech Kala¢ et.al.[44]. V této souvis-
losti je mozné fici, Ze kvasnicna kultura vypropagovana k zakvaseni pSeni¢ného piva byla
dostate¢n¢ mikrobiologicky oSetiend a vedena v Cistot¢ az do zakvaSeni, pfi kterém také
nedoslo k vyrazngjsi kontaminaci, kterd by mohla znamenat i potencialné zvysené hladiny

BA.

Druhym biogennim aminem S nejvysS§imi detekovanymi koncentracemi byl putrescin
s maximalnim obsahem 12,2 mg.I"! ve vzorku C po 20 dennim skladovani. Trend vyznam-
ného zvyseni putrescinu pii skladovani (ale také kadaverinu, a u vzorku A, B, E i tyrami-
nu) mize indikovat (jak uvadi Kala¢ et.al.[44]) moznost tvorby téchto BA chemickym
zpusobem, v pifipadé€, ze nebyly zaznamenany Zadné senzorické zmeény piva zplisobené
mikrobialnim kazenim. Pomérné¢ malé koncentrace putrescinu obsahoval vzorek D (maxi-
mélni hodnota 6,2 mg.I"! v hotovém pivu po 20 dnech skladovani), ktery oviem potvrdil
trend vSech vzorkd v obsahu tohoto BA, tedy vzristajici tendenci smérem od kvaseni ke

skladovani finalniho produktu.

Tyramin byl pievazujicim aminem u vzorku E (hodnoty nad 5 mg.I" byly detekovany po
20 dnech dokvasovani piva a dale). Nejvyssi nariist tyraminu béhem skladovani byl za-
znamenan u vzorku A (obsah vzrostl z 2,7 mg.I™" na 12,8 mg.I"") a také u vzorku B (z 2,4
mg.I" na 9,3 mg.I'"). Vzorky A a B byly meziprodukty pii vyrobé tmavych piv a pfi jejich
vyrobé byly pouzity 4 druhy sladi (barevny slad, karamelovy slad, bavorsky slad, ¢esky
slad kap.5.1). Pokud by tyramin obsazeny v téchto vzorcich pochazel z pouzitych surovin,
nepotvrdila by se v tomto pfipadé jen aktivita kontaminujici mikroflory béhem fermentace,
jak uvadeji Kiizek a Kala¢[35], nybrz ptivod BA i vné vyrobniho procesu. Velmi zajimavy
je oviem vyrazny narist tyraminu b&hem hlavni fermentace u vzorku D (ze 1,5 mg.I"* na
5,2 mg.I"™"), ktery naopak by mohl tyto tendence kontaminace béhem hlavniho kvaseni po-
tvrzovat. Tyramin je také zminovan v publikaci Izqulerdo-Pulidem et.al.[36] v souvislosti s
bakteriemi Pediococcus spp., kde se uvadi tyramin jako spolehlivy indikator kontaminace

témito bakteriemi v procesu kvaseni.
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Obsahy spermidinu a sperminu ve zkoumanych vzorcich piv byly velmi nizké (pohybovaly
se u spermidinu maximaln& do 1 mg.I"* a u sperminu do 0,7 mg.I™). Pokud bychom obsahy
téchto biogennich amind vztahli opét k pouzitym surovinam, Kiizek a Kala¢[35] v tomto
kontextu zjistili, Ze spermidin a spermin obsazeny ve sladu a pivovarskych kvasnicich vy-
kazoval vyssi hodnoty nez v pouzivanych chmelovych preparatech. V této souvislosti mu-
zeme uvést, ze vezmeme-li v potaz mnozstvi pouzivanych kvasnic a chmelovych piipravka
na jednu varku, pak slad je hlavnim zdrojem BA pochazejicich ze surovin. Spermin byl
detekovan pouze u vzorku A, kde bylo pouzito vice druhi sladu (viz.vyse) a tedy by mohl

potvrzovat ptivod tohoto biogenniho aminu v pouzitych surovinach.

Z vyhodnocenych vysledkli zpracovavané prace je ziejmé, ze ve vybranych odbérovych
mistech byly zaznamenény biogenni aminy a hlavné byl zaznamenan ve vétSin€ vzorcich
postupny narust téchto latek smérem od meziproduktt k findlnimu vyrobku. Pfi tomto zjis-
téni mizeme studenou cast vyrobniho procesu, tedy hlavni kvaseni, dokvasovani mladého
piva a skladovani hotovych vyrobkl oznacit za potencidln€ rizikovou ve vztahu ke vzniku
a vyvoji biogennich aminl v pivu. Hlavné kadaverin, tyramin a histamin mohou mit svij
puvod prave v téchto Castech vyroby piva. Zde je pozitivnim faktem, Ze histamin ve zkou-
manych vzorcich nebyl detekovan viibec, avSak kadaverin a tyramin naopak byly zjiStény
u vSech 5 analyzovanych typa piv. Nejvyssi obsahy kadaverinu byly detekovany u vzorki
C, B a A. Dalsim rizikovym faktorem v technologickém procesu vyroby piva mohou byt
pouzité suroviny, zejména pouZity slad, ktery mize do piva vnaset biogenni aminy. Piede-
v§im detekovany putrescin, spermidin a spermin mohou mit svlij pivod v dodédvanych su-
rovinach. V tomto kontextu byl ve zkoumanych vzorcich nejvice zastoupen putrescin, kte-
ry vykazoval vysoké hodnoty zejména u vzorku C, na ktery bylo pouZito nejvyssi sypani
(nejvyssi mnoZstvi sladu na varku). Také vzorky A a B vykazovaly vys§i hodnoty putres-

cinu a zde je pravdépodobné vyznamné pouziti 4 druhti riznych sladii na jejich vyrobu.

Pro sniZovani potencidlnich rizik spojenych se vznikem BA je tedy potieba na pivovarskou
vyrobu nahlizet komplexné i se vstupnimi surovinami, coZ nemusi byt v dnesni dobé jed-
noduché. PouZivany slad se jiZ nevyrabi v ramci jednoho podniku, nybrz se pro pivovarské
ucely nakupuje v samostatnych obchodnich sladovnach. Z tohoto pohledu je nutné, aby
dodavatel¢ vstupnich surovin garantovali vyrobci piva vyte¢nou kvalitu dodavanych suro-
vin, prostych jakékoliv zvySené kontaminace, Ktera by mohla mit sviij puvod pii produkci
téchto surovin. Pokud jde o sniZzovani rizik vzniku BA spojenych s technologickym pivo-

varskym procesem, zde je nasnad¢ zaméfeni pozornosti na hygienickou kvalitu vyrobniho



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 70

procesu zejména v rizikovych mistech vyroby (popsanych v tomto textu vyse). Dale by
mohla byt zajimava mikrobiologicka navaznost na vysledky zjisténé v této praci. Zejména
by se mikrobiologickym rozborem dotenych mist vyrobniho procesu mohla potvrdit pii-
padné navaznost na mikrobialni kontaminaci béhem vyroby. V tomto sméru by mohla byt
zajimava vysetfeni zejména na mlécné bakterie — laktobacily i pediokoky. Ptipadné sani-
tacni nedostatky by bylo mozné odhalit i pomoci stanoveni mikrobiologické Cistoty kvas-

nic.
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ZAVER

Diplomova prace byla zaméfena na monitoring obsahu biogennich amintit béhem vyrobni-
ho procesu u vybranych vzorki piv. V teoretické ¢asti byly popsany technologické princi-
py vyroby piva klasickou technologii a také vyroba nékterych specifickych skupin piv (pi-
vo pSenicné, specidlni a nealkoholické). Dale bylo v této casti pojednano o biogennich

aminech s diirazem na jejich vznik a vyskyt v pivu.

V experimentalni ¢asti prace byla nejprve zvolena potencialné rizikovd mista v pribéhu
technologického procesu vyroby piva a ta byla nasledné oznacena jako odbérova mista, ve
kterych byly postupné odebirany vSechny vytypované vzorky. VSechny vzorky ze 3 sérii
odbéru byly nasledné derivatizovany dansylchloridem a analyzovany metodou HPLC s UV
detekci. Vzorky byly analyzovany na tyto BA: tryptamin, fenyletylamin, putrescin, kada-
verin, histamin, tyramin, spermidin a spermin. Vysledky byly zpracovany a interpretovany
ve dvou ¢astech — nejprve celkovy obsah BA ve zkoumanych vzorcich a poté byly disku-

tovany jednotlivé detekované BA.

Z uvedenych BA nebyly ve vzorcich detekovany tryptamin, fenyletylamin ani histamin.
Ostatni BA byly detekovany ve vSech vzorcich (s vyjimkou sperminu, ten byl prokazan
pouze u vzorku A). Nejvyssi celkovy obsah BA byl detekovan ve vzorku C (svétlé special-
ni pivo s EPM 14 %) v hotovém pivu po 20-ti dennim skladovani, zde bylo zji§téno 52,8
mg.I™". P¥i bliz§im zkoumani jednotlivych BA byly naméfeny nejvyssi hodnoty u kadaveri-
nu, ktery tak mizeme oznacit jako limitujici biogenni amin této pivovarské vyroby. Opét
nejvyssi obsah kadaverinu byl detekovan u vzorku C, kde na konci skladovani hotového

piva bylo namé&feno 33 mg.1™.

Z vyse uvedenych vysledkll je mozné vyvodit zavér, ze pivovarska vyroba je z pohledu
vzniku a vyvoje biogennich amini vyznamna a vysledné detekce BA potvrdily zejména

tyto rizikové faze vyroby:

* pouzité suroviny pro vyrobu piva (zejména dodavané slady),

* hlavni fermentacni proces v prostorach spilek v otevienych kvasnych kadich,

= 20-ti denni dokvasovani mladého piva az konec dokvaSovani v lezackych tancich v
prostorach lezackych sklept,

» skladovani hotového sto¢eného piva (v této praci 20 dni v lahvi).
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Legislativni limit pro BA je Natizenim EP a Rady (ES) 2073 O mikrobiologickych kritéri-
ich pro potraviny (2005) stanoven jen pro histamin u ryb na 200 mg.kg™. U ostatnich po-
travin zadné zavazné limity obsahu téchto latek nejsou legislativné stanoveny. Tato prace
(1 Cetné dalsi vyzkumy téchto latek) svymi vysledky obsahu BA (v této praci zejména také
obsah kadaverinu) potvrzuje, ze fermentované potraviny jsou potencialné rizikové v sou-
vislosti se vznikem biogennich aminti béhem jejich vyroby a vysi obsahu téchto latek

V hotovych vyrobcich.

Pro snizovani BA v pivovarské praxi je dilezita t€snd navaznost na kvalitu dodavané suro-
viny a dale dobra uroven hygieny a sanitace zejména v nejrizikovejSich fazich vyroby a
v neposledni fadé také dobfe fungujici mikrobiologicka kontrola meziprodukti vyroby a

vyrobnich prostor.
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HPLC Vysoce u¢inna kapalinova chromatografie.
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