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ABSTRAKT

Biogenni aminy jsou bioaktivni latky vyskytujici se v zivych systémech jako soucast
metabolickych drah. Pti vyrobé potravin se uplatiuji nékteré druhy mikroorganismi, které
mohou tvofit biogenni aminy. Dal$im zdrojem v potravinach mize byt kontaminujici
mikrobiota. Vysoky obsah biogennich amini miize u citlivych osob vyvolat zdravotni
potize. Z tohoto divodu je vyskyt téchto latek v potravinach sledovan. V této diplomové
praci byl analyzovan obsah osmi biogennich amintu (tryptamin, fenylethylamin, putrescin,
kadaverin, histamin, tyramin, spermidin, spermin) v pribéhu vyroby je¢ného sladu. Z
odebraného sladu byly vyrobené tfi Sarze piva a sledovan vyvoj biogennich aminti béhem
vyroby. Cistota provozu byla ovéfena mikrobiologickym rozborem. Bylo zjiiténo, Ze
béhem kli¢eni obsah biogennich amint rostl s maximem na konci kli¢eni. Odrida je¢mene

ovliviiovala obsah a skladbu biogennich amini.

Kli¢ova slova: je¢men, slad, pivo, biogenni aminy, bezpec¢nost potravin

ABSTRACT

Biogenic amines are bioactive substances occurring in living systems as part of metabolic
pathways. In food production are used some types of microorganisms, which can produce
biogenic amines. Another source of biogenic amines in food can be contaminating
microbiota. However, high content of biogenic amines can cause health problems in
sensitive individuals. For this reason, the occurrence of these substances in food is
monitored. In this thesis were analyzed eight biogenic amines (tryptamine,
phenylethylamine, putrescine, cadaverine, histamine, tyramine, spermidine, spermine)
during the production barley malt. In addition, three batch beer were also manufactured
and analyzed for biogenic amines content. Furthermore, microbiological analysis was also
performed. It was found that during germination the content of biogenic amines increased
with a maximum at the end of germination stage. The barley variety influenced the content

and composition of biogenic amines.

Keywords: barley, malt, beer, biogenic amines, food safety
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UvVOD

Je¢men, coby surovina pro vyrobu sladu v Ceskych zemich, nabral na oblibé v dobg
vrcholného stiedovéku az raného novoveéku (Kocar et al.,, 2015). Dnes je jeCmen
nejpouzivanéjsi surovinou k vyrobé sladu (Psota, 2022). Zvysujici se hygienické standarty

4

(MZe, 2021).

Biogenni aminy (BA) jsou slouceniny vznikajici z volnych aminokyselin jak soucast
metabolismu Zivych organismi. V potravinach se na jejich tvorbé podili mikrobiota cilené
vyuzivana k vyrobé potravin nebo kontaminujici mikroorganismy. Velké koncentrace BA
v potravinach vypovidaji o Spatnych hygienickych podminkach ve vyrobé a mizou mit
vazné nasledky pro konzumenta. (Naila et al., 2010; Bauer, 2014; Panthi et al., 2017;
Lorencova et al., 2020).

V minulosti byly sledovany obsahy BA pfi vyrob¢ sladu a piva (Izquierdo-poulido et al.,
1994; Haléasz et al., 1999; Romero et al., 2003; aj.). Sledovani obsahu v kone¢ném
produktu se zabyvala celd fada autorii ¢asto se zaméfenim na piva produkované v dané

oblasti (napi: Burika et al., 2012; Pradenas et al., 2016).

Tato prace se zabyva vyvojem obsahu BA béhem vyroby svétlého sladu a nésledného
pouziti sledovanych sladt k vyrobé piva. Byly vybrany tii odriidy sladovnického jarniho
je¢mene (Francin, Laudis 550, Overture). Po celou dobu byl sledovan obsah biogennich
aminu ve vSech fazich vyroby: vychozi surovina, béhem sladovani, béhem vyroby piva az
po kone¢ny vyrobek. Dale byly sledovany nékteré provozni parametry béhem vyroby. Pii
vyrobé sladu byl sledovan obsah dusikatych latek, obsah vody, obsah volného
aminodusiku, Kolbachovo Cc¢islo, barva kongresni sladiny, extrakt sladu a konec¢né
prokvaseni. Pfi vyrobé piva pak refraktometrickd suSina, specificka hustota, obsah etanolu
a pH. Byl zkouman vliv mikrobiologické jakosti na vysledném obsahu BA formou rozboru

vychozich surovin a piva.
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I. TEORETICKA CAST
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1 VYROBA SLADU A PIVA

1.1 Vyroba sladu

Slad je zakladni surovinou pro vyrobu piva. Primyslové odvétvi, které se zabyva vyrobou
sladu se nazyva sladafstvi a na uzemi Ceské republiky ma dlouholetou tradici. Slad se
vyrabi ve vyrobnich zavodech nazyvajici se sladovna. V roce 2021 se na tizemi Ceské
republiky vyrobilo 518 352 tun sladu a celkem zde fungovalo 26 sladoven. (Psota, 2022)
Béhem Ziové sezony 2023 bylo v Cesku sklizeno celkem 1 764 205 tun je¢mene z toho

950 399 tun tvofil jeémen jarni, pouzivany predeviim k vyrobé sladu (CSU, 2023).

1.1.1 Jefmen

Nejrozsitenéjsi obilninou vyuzivajici se k vyrobé sladu je je¢men sety (Hordeum vulgare
L.). Tato jednodélozna rostlina patii do Celedi lipnicovité (Poaceae). Podle uspotfadani zrna
v obilce se je¢meny d€li na dvoutadé (distichon), Ctyitadé (tetrastichon) a Sestifadé
(hexastichon). Jednotlivé formy se odliSuji stavbou obilky v klasu. Dvoufadd forma je
tvofena dvéma fady obilek uniz je plodny jen stfedni klasek. Postranni klasky jsou
neplodné. Vicetadé formy maji plodné vSechny tfi klasky v kvétu a dle tvaru usporadani se
déli na Sestifadé nebo Ctyitadé. Surovinou pro vyrobu sladu jsou predevsim dvoutadé jarni
je¢meny. Vysev probihd v bfeznu a dubnu a oproti ozimym je¢meniim ma v pruméru nizsi
vynos. AZ na vyjimky ma vétSina zastupc obilku uzavienou v pluse (jedna se tedy
pluchatou obilninu). Pro pivovarstvi ma tato ¢ast zrna vyznam bcéhem scezovani.
Vyznamnou péstitelskou oblasti na naSem tzemi je Hand, Pomoravi, Podydji a Polabi.

(Arendt a Zannini, 2013, Basatova, 2023)

Obilka jeCmene obsahuje 60-68 % w/w Skrobu v susSin€é. Molekula Skrobu je tvofena
jednotkami glukézy vzajemné spojeny glykosidickou vazbou. Podle typu spojeni a tvaru
molekuly se Skrob déli na amylozu, linearn€ spojené vazbou a-(1-4), a amylopektin
spojené vazbou a-(1-4), kterd se pravidelné¢ vétvi vazbou o-(1-6). V zrnu jecmene
pfevazuje rozvétvena forma nad linearni. Skrob je v zrnu ulozen ve formé $krobovych
granuli nabyvajici riznych tvarQi a velikosti. Pro rostlinu funguje Skrob jako zasoba
energie, kterou obilka vyuzivd béhem svého pocatecniho ristu. (VeliSek a Hajslova, 2009;

(Arendt a Zannini, 2013)

Skrob je pro je¢men hlavni zasobni polysacharid. Mimo to obsahuje zrno také neskrobové

polysacharidy. Vyznamnou slozkou je celuldza, kterd zpeviiuje celé zrno (nejveEtsi
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mnozstvi je lokalizovano v pluchéach, oplodi a osemeni). Jeden z parametru jeCmene je
obsah f-glukanu, ktery se v zrnu nachdzi v rliznych formach. Nékteré tvoii ve vode
rozpustné gumovité latky, jiné pak musi nejdiive piejit enzymatickou hydrolyzou. Vyssi
obsah rostlinnych gum, B-glukanu, a pentozanu mlze zptisobovat problémy pii scezovani a
filtraci. Behem sladovéani se dba na spravny postup vyroby s cilem optimalné nestépit
(rozlustit) tyto latky. Vyznamnou vlastnosti pentozanu je schopnost vdzat vodu a tim

zvysSovat viskozitu roztoku. (Basatfova et al., 2023; Arendt a Zannini, 2013)

Dusikaté latky v jeCmenu tvoii vétSinou rizné velké molekuly, které vznikly Stépenim
bilkovin. Dle velikosti je lze rozd¢€lit na makropeptidy, polypeptidy, nizs$i peptidy a
aminokyseliny. Nizkomolekularni dusikaté latky (pfedev§im aminokyseliny) maji vyznam
béhem kliceni zrna, pii vyvinu barvy (G¢ast na maillardovych reakcich), pii vyrobé piva
jsou zivinou pro kvasinky. Vysokomolekularni dusikaté latky mohou mit negativni
vyznam pfi tvorbé zékall, ale naopak maji pozitivni vliv na pénivost a plnost piva.
Bilkoviny je¢mene se rozdé€luji na albuminy, globuliny, prolaminy a gluteliny. Mezi témito
frakcemi je rozdil ve vlastnostech, velikosti 1 zastoupeni v zrnu. Dale se v obilce nachazeji
sloZzené proteiny (napf. glykoproteiny nebo fosfoproteiny) a nukleonové kyseliny. Vse
dohromady vytvaii celkovy obsah dusikatych latek v zrnu. Ten by se mél optimalné
pohybovat v rozmezi 10,5 az 11 % w/w. Obsah lipidi v je¢ném zrnu se pohybuje mez 1,5—
5 % w/w. Jejich nejvétsi Cast se nachazi v klicku a aleuronové vrstvé. Lipidy maji
pozitivni vyznam pii kliceni zrna a pro spravny metabolismus pivovarskych kvasnic.
Negativné plsobi na stabilitu pény. Produkty enzymu Stépicich lipidy (lipadzy) zpiisobuji
stafeSinou chut’ piva. (Basatova et al., 2023, Mostek 1975)

1.1.2 Sklizen a skladovani

Sklizeft a nasledné tpravy jsou dileZitym krokem majici vliv na kvalitu je¢mene. Cas
sklizné se odviji od klimatickych a agrotechnickych podminek nebo mista péstovani.
Je€men by se mél sklizet ve stadiu plné zralosti. To znamen4, Ze zrno mé optimalni pomér
latek a zarodek je vyspély. Pii sklizni nedozralého jeCmene, kdy zrno jest¢ nedokoncilo
svlj vyvoj (akumulaci latek) mlze dojit ke snizeni energie kliCeni, vys$Simu obsah
dusikatych latek a nizkému vynosu. Negativné se tyto faktory projevi pii vyrobé sladu a
piva. Naopak pozdé&jsi sklizen, zvlasté pfi Spatném pocasi, mé za nasledek porostlost zrna
nebo poskozeni celych klasii i1 stébel. Sklizeti by méla probihat tak, aby bylo co nejméné
obilek mechaniky poskozeno. Optimalni obsah vody sklizené¢ho jeCmene je 15 % w/w.

Sklizeny jemen by se mél jeSté pred prvnim uskladnénim procistit (tato faze probihd
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thned po sklizni). Odd¢luji se poSkozend zrna, pluchy, neCistoty a prach. Béhem této
posklizitové faze uskladnéni, mize dojit k vyS$§imu narustu teploty v hromad¢ (3540 °C),
ktera podpofii rozvoj kontaminujici mikroflory (pfedevsim plisn¢) a zaroven snizi kli¢ivost

zrna. Uskladnény je¢men by v této fazi mél byt optimalné provzdugnén. (Cerny, 2007)

Soucasti poskliznovych fazi zpracovani je i doba dormance (stav metabolického klidu).
Tato faze je charakterizovand jako neschopnost zrna kli¢it a po delsi dobé se ztraci.
Nehrozi tak, ze by zrno zacalo kli¢it v nevhodnou dobu (napt. v klasu, v dobé mrazu).
Dormanci lze rozliSit jako primarni a sekundarni. Primarni dormanci lze charakterizovat
jako obdobi po sklizni, kdy obilka neni schopna kli¢it za optimélnich podminek. Omezeni
kli¢ivosti zptisobuji inhibitory kli¢eni. Ty jsou postupné béhem poskliziiového dozravani
degradovany a zrno ziskava schopnost ristu. Sekundarni dormance je pak popisovana jako
citlivost zarodku na pfisun vody. Riznymi zpisoby lze dobu dormance zkrétit. Lze fici, ze
na délku kli¢ivého klidu ma vliv pfedevSim vybér odridy a podminky uskladnéni.

(Basatova et al., 2023)

1.1.3 Ptijem, Cisténi, tfidéni a skladovani

Je¢men je do sladoven nejcastéji dovaZen vagonovou nebo automobilni dopravou. Volné
lozeny jeCmen je po vstupni kontrole a vazeni vysypan do pfijimacich kost. Z téchto kost
jeCmen putuje do sil pro necistény jeCmen nebo piimo na Cisticku jeCmene. Vertikalni
dopravu je¢mene po zavodé¢ zajistuji rizné velké elevatory s malymi lopatkami (korecky).
Ty postupné nabiraji material a vynaseji ho do vyssich pater budovy. Horizontalni doprava
je zajisténa Snekovymi nebo pasovymi dopravniky. Pro dopravu vodorovnou nebo mirné
vzhiru Ize vyuzit fetézové dopravniky (redlery). Existuje také pneumaticka doprava, ktera
funguje na principu unaSeni materidlu proudem plynu. Takové zatizeni lze rozdé€lit na
ptetlakové, podtlakové nebo smisené. Veskeré tyto typy dopravy lze vyuzit béhem celého

procesu vyroby sladu. (Mostek, 1975)

Pted zacatkem sladovani je zapotifebi pfijaty jeCmen vycistit (prach, necistoty, kameny,
kovové predméty) a vytiidit (podle velikosti zrna). Tyto dvé operace mohou probihat

soucasné. K vy¢€isténi je¢mene se pouzivaji rizné typy zatizeni (Basafova et al., 2023):

e Magnety: Zafazuji se pro odstranéni kovovych ¢asti, které by mohly poskodit nebo
snizit ucinnost Cisticich stroji. Magnety jsou zafazeny ptfed vstupem do zafizeni.

Pravidelné se kontroluji a Cisti.
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e Aspiratory: V téchto zatfizenich dochazi k oddéleni hrubych necistot. Kaminkt a
jemného prachu od jeCmene za pomoci pfivodu vzduchu, ktery tyto soucésti strhava

a oddéli.

e Triery: V tomto zafizeni dochazi k oddélovani zrn jinych rostlin a prasklych zrn
je¢mene. Obilnd masa postupuje pres valec, ktery se otaci a na jeho krajich se

nachazeji dilky, které vybiraji separované necistoty.

Nevytiidény jeCmen obsahuje obilky riznych velikosti, pfipadné zlomky zrna
neodstranéné¢ho béhem Ccisténi. Kazda obilka, dle své velikosti, absorbuje vodu riznou
rychlosti. Aby byla zachovana homogenita maceni a kliceni rozdéluje se zrno do nékolika
ttid dle velikosti: L. tfida (prima), II. tfida (sekunda) a zadina. K vyrobé¢ sladu se vyuziva L.
a II. tfida, zadina se nepouziva. K vytfidéni zrna se pouzivaji tfidici stroje s horizontalnimi
sity. Funguji na principu vibrujicich sit a postupném propadani zrna ptes sita s otvory. Tim
dochazi k rozdé€leni do jednotlivych tfid. V celém prostoru, kde dochazi k témto operacim
je vlivem prasnosti vétsi riziko vzniku explozi. Proto jsou sladovny vybaveny u¢innymi
cyklony, prachovymi filtry a odpraSovacimi komorami. Pro zji$téni pfesné hmotnosti se
pted CiSténim a po CiSténi zafazuje vaZeni na automatickych vyklopnych vahach. (Basarova

et al., 2023, Mostek 1975)

Pti skladovani jeCmene musi byt zajiSténo odvétravani skladovaného obili, protoze
skladovany je¢men dychd a v piipad¢ neodvétravani miize dojit k prechodu na kvaseni a
vzniku etanolu a oxidu uhli¢itého. Tyto latky jsou pro zarodek zrna toxické. DlleZitou roli
ve skladovani hraje obsah vody v zru a teplota v sile. Cim vys§i je obsah vody, tim kratsi
je doba skladovani. Teploty se méfi v riznych partiich obilné masy. Vyssi teplota a vlhkost
muze vést k rozvoji kontaminujici mikroflory a Skidcti. Ke skladovani zrna se dnes
vyuzivaji sila s riznou kapacitou. V minulosti se je¢cmen skladoval na pudach sladoven.
Sila jsou velké stavby riznych velikosti s konickym zakonCenim. Lze je pravidelné
provétravat a tim odvadét produkty dychani. Sila jsou dole opatfena vypusti, ze které zrno
samospadem pada do dopravniho zafizeni. Sila se vyuZivaji nejen na Gschovu jeCmene, ale

i sladu, prachu ¢i sladového kvétu. (Basatova et al., 2023)

1.1.4 Maceni

Béhem procesu maceni se zrno namaci ve vodé s cilem dosahnout pozadované hodnoty
obsahu vody v zrnu (stupent domoceni). Voda v zrnu nastartuje procesy vedouci ke klic¢eni

zrna. Tyto procesy zahrnuji rozpusténi endospermu, aktivaci a tvorbu enzyml a
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biochemické a strukturdlni zmény zrna. Vliv na rychlost pfijmu vody zrna ma druh odrtdy,
velikost obilky, klimatické podminky pii péstovani aj. Velky vyznam ma také teplota
maceci vody. Optimalni teplota pro maceci vodu byva mezi 10-12 °C. Béhem maceni je
vhodné jeCmen provzdusnovat a zaroven odvadét odpadni produkty metabolismu je¢mene.
Nérustem vody v zrnu dochazi k nastartovani biochemickych zmén. Ty se projevi syntézou
enzymu, které zatnou ménit vysokomolekuldrni chemické latky v zrnu a posupné je Stépit
na jednodusi formy. Dochazi také ke spotiebovani jednoduchych cukrii a Stépeni

neskrobovych polysacharidii. (Basatova et al., 2023, Mostek 1975)

Misto, kde se je¢men namaci se nazyva macirna a zafizeni na namaceni je¢mene se nazyva
naduvnik. Dle technického zatizeni sladovny se mlize maceci proces lisit. VSeobecné se ale
sklada z asového useku, kdy je je€men pod vodou a kdy je voln€ na vzduchu. Na zacatku
se navazi dané mnoZstvi jeCmene na namacku. Nasledné¢ se smicha maceci voda
s jecmenem v naduvniku. Pfi prvnim maceni nebo s vypusténim prvni méceci vody se
odplavi splavky z hladiny. Splavky tvofi poskozena zrna, necistoty a prach, ktery plave na
hladin¢. Béhem méceni ve vod¢ se zrno v intervalech provzdusiuje. Po uritém case se
voda vypusti (nebo vymeni) a zafazuje se vzdusna prestavka. Ta mize trvat riznou dobu a
béhem ni zrno intenzivné dycha. Pfi tomto procesu vznika velké mnozstvi oxidu uhlic¢itého
a hrozilo by, Ze dojde k zastaveni kli¢eni zrna. Proto jsou sladovny vybaveny odtahem
plynu z naduvniku. Existuje nékolik typti méaceni a kazda sladovna namaci podle vlastniho
harmonogramu. B&hem maceni se tyto dv€ fdze mohou vystiidat n€kolikrat. Pii vyrobé
svétlého sladu je optimalni hodnota na konci maceni 40-44 % w/w, u tmavych sladl 45-48
% w/w. Po dosazeni téchto hodnot je je¢men vymacen z ndduvniku do kli¢irny. Vymacka
muze byt bud’ v proudu vody (mokra vymackd) nebo bez vody (sucha vymacka). Celkova
doba maceni je zavisld na zvoleném postupu, odriidé technologickém zazemi a dalSich

faktorech. (Basatova et al., 2023, Mostek 1975)

1.1.5 Kliéeni

Po dosazeni pozadovaného stupné domoceni za¢ina vyrobni faze kliceni. BEhem této doby
se v zrnu vytvaii enzymy nutné ke Stépeni zdsobnich makromolekularnich latek v zrnu.
Vnéj$im znakem kliceni je tvorba kofinkil a stfelky na obilce. Biochemickymi zménami
dochazi ke vzniku enzymii v zrnu. V prvnich hodinach klieni dochéazi ke spotifebovani
rezervnich latek v klickl, tento proces spusti impuls zvySujici pfesun fytohormont
gibrelinu do aleuronové vrstvy zrna. Syntetizuji se zde sladové enzymy, které pomalu $tépi

endosperm na latky o nizs$i molekulové hmotnosti. Tyto se pfesouvaji blize ke klicku, aby
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byla zajiSténa jeho vyziva. Dulezity je v této fazi pfistup kysliku, ktery zabrafiuje
anaerobni respiraci zrna. Vytvari se amylolytické enzymy potifebné ke Stépeni Skrobu a to
a-amyldza a B-amylaza. Oba enzymy S§tépi Skrob rliznymi cestami za vzniku produkti
ruznych velikosti. Mezi dal$i enzymy Stépici Skrob nebo sacharidy jsou limitni dextrinaza,
maltdza a sachardza. Nemaji ovSem pii pfipravé sladu a mladiny tak velky vyznam.

(Basarova et al., 2023)

Proteolytické enzymy $tépi v zrnu bilkoviny na peptidy a postupné az na aminokyseliny.
Podle lokace Stépeni lze enzymy rozdé€lit na endopeptidizy nebo exopeptidazy.
Endopeptidazy stépi bilkoviny uvniti fetézce, zatimco exopeptidazy od konce. Zasobni
bilkoviny se nejdiive $tépi na volné aminokyseliny, které jsou v dalsi fazi vyroby vyuzity
k syntéze bilkovin. Nasledné se tvoii endopeptidazy, které pronikaji dovnitt zrna, kde $tépi
zasobni proteiny na peptidy a aminokyseliny. Vzniklé peptidy jsou Stépeny
exopeptiddzami na volné aminokyseliny. Do proteolyzy se zapojuje taktéz enzym
karboxypeptiddza, kterd oStépuje aminokyseliny z koncli proteinovych fetézct. Daéle se
enzymy proteolyzy zapojuji do Sté€peni bunécné stény zrna. Degradaci bilkovin vznikaji
latky niZ§i molekulové hmotnosti se zna¢nym vlivem na vyrobu piva. Cilem je dosdhnout
optimalniho stupné rozlusténi pro zachovani charakteristickych vlastnosti (vysoky stupen
rozlusténi — niZz8i plnost, nizké rozlusténi — Spatna filtrovatelnost). Volné aminokyseliny

slouzi jako vyziva pro kvasinky a pro tvorbu aroma piva. (BeneSova et al., 2017)

Béhem kliceni dochéazi rovnéz k degradaci lipidi za pomoc enzymu lipazy a oxidaci.
Mohou vznikat produkty, které mohou negativné ovlivnit vyrobu piva. U lipidi dojde
k degradaci na oxid uhliCity a energii, na prvky Krebsova cyklu nebo ptrevedeni na cukry.

Vétsi ¢ast lipidu je soustifedéna v klicku. (Basarova et al., 2023)

Tradi¢ni technologii vyroby sladu je kli¢eni je¢mene na humnech. Zde je je¢men navysen
do vySky 10-14 cm na podlahdch umisténych v chladngjSich ¢astech sladovny (sklep).
Prostor musi byt dobie klimatizovan (odvadény produkty dychani) a ptipadné chlazen.
JeCmen je v pravidelnych intervalech otaen. Tento zplisob vyroby nedosahuje vysokych
kapacit, proto se dnes Ize setkat s modernimi zpiisoby kli¢eni. U nés velmi rozsifené jsou
skiinova sladovadla (napft. Saladinova skiin). V tomto typu je¢men kli¢i ve vysoké vrstve
(1,5 m), je provzdusiovan a ptipadné chlazen. Do jedné skiin€ je vZdy vymocena jedna
Sarze z macirny. Podobné jsou konstruovany sladovadla typu posuvna hromada. Zde je
vzdy ve vymacecim prostoru pifevedena Sarze je¢mene z macirny a postupné je za pomoci

obracecl otacena k mistu nastéru. Béhem této doby projde je¢men vSemi fazemi kliceni.
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Existuji jesté dalsi typy kli¢ich zafizeni. Béhem kliceni je je¢men dle potieby dokrapén
vodou. Teplota a délka kli¢eni se voli rizné dle typu vyrabéného sladu i pouzité

technologie. (Basatfova et al., 2023)

1.1.6 Hvozdéni

Béhem tohoto kroku dochazi k zastaveni rtstu klic¢iciho jecmene (zeleny slad) a tvorbé
senzoricky aktivnich latek. Hvozdéni lze rozdé€lit na fézi rlGstovou, enzymovou a
chemickou. Na zacatku hvozdéni se zeleny slad hvozdi pii nizSich teplotach, dobihaji
vegetacni projevy zrna. Postupné je teplota zvySovéna, kdy jiz zrno nekli¢i, ale nadéle
v ném probihaji enzymatické déje. V zavéru teplota vzroste nad 60 °C a dojde k zastaveni
enzymatickych reakci v zrnu. V této fazi probihaji chemické reakce. Vyviji se barva a
senzoricky aktivni latky v sladu. Hvozdéni konéi fazi dotahovani (u svétlych sladi 80-85
°C). Klicici je¢men se postupné vysuSuje (hvozdi) v zafizeni zvaném hvozd. Do tohoto
zafizeni je privadén vzduch o pozadované teploté, ktery prochazi pies perforované sita

(liska) s mokrym jecmenem. (Basafova et al., 2023)

1.1.7 Odklicovani, skladovani a leSténi sladu

Po ukonc¢eni hvozdéni se odhvozdény slad ochladi a pfesune do skladovacich prostor
(napt. sklopenim do chladicich kosi). Odtud je slad dopravniky dopraven do odkli¢ovadla,
kde dojde k odstranéni sladového kvétu (klicku) od sladu. Rozsitené je pouziti bubnového
odklicovadla. Slad prochazi ptes buben s perforovanou plochou, mechanickym pohybem
dochdzi k odstranéni klicku od obilky a oddé€leni zrna od sladového kvétu. DalSimi typy
jsou Snekova nebo pneumaticka odklicovadla. Sladovy kvét je nachylny na vlhnuti a
skladuje se zvlast v suchu a chladnu. Vyrobeny je¢ny slad se pfed pouzitim skladuje
v silech nebo v mensich provozech na pidach sladoven. Béhem odlezeni mirné roste obsah
vody a nekteré dalsi parametry uchovaného sladu. Pied vydejem se slad Cisti (lesti), aby
doslo k odstranéni zbylého sladového kvétu a pripadnych necistot. Slad je expedovan bud’

voln¢ lozeny pro pfepravu auty nebo pytlovany. (Basatova et al., 2023)
1.2 Vyroba piva

1.2.1 Srotovani a vystirani

Slad na varku se nejprve musi naSrotovat, aby doSlo klepSimu pfistupu vody

k jednotlivym ¢astem zrna. Dulezitym pozadavkem pii Srotovéani je zachovani celistvosti



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 18

pluch, které pii scezovani napomahaji lepsi filtraci sladiny. Slad 1ze mlit n€kolika zpusoby.
Zakladnim zplisobem je mleti za sucha. Pfi suchém mleti slad prochazi ptes dvou, Ctyf
nebo Sestivalcovy Srotovnik. Pomleté zrno je bud’ sbirdno ve zvlastnim misté nebo piimo
vedeno do vystiraci nddoby. Na zafizenich o vétSim poctu (Ctyt a Sesti) 1ze rozd€lovat Srot
dle typu frakce (jemny Srot, krupicka, aj.) Druhou moznosti je mleti sladu
s kondicionovanim. Béhem tohoto postupu dochdzi ke kratkému vlhceni sladu vodou. Pii
tom pluchy ziskavaji elasticitu a lepsi odolnost pfi Srotovani. Tteti rozSifenou moznosti je
mleti za mokra. Slad se nejdiive namaci ve vod¢ (obsah vody v zrnu se zvysi az na 30 %
w/w) a poté rozemele spolu s vodou ve Srotovniku a odtud jde pfimo do vystiraci kadé.

(Briggs et al., 2004; Basatova et al., 2021)

Pti vystirani se postupné misi sladovy Srot s vodou. Bud’ se sladovy Srot postupné vsypava
do varné nadoby a misi s vodou nebo prochazi pres vystéradlo, kde je ke Srotu pfivadéna
voda. Vystiraci nadoba musi byt opatfena michadlem, aby nedochazelo k sedimentaci,
pripalovani a Spatnému promichani. Teplota vystiraci vody se voli dle typu vyrabéného

piva (obvykle 37-60 °C). (Kincl, 2022)

1.2.2 Rmutovani

Pti rmutovani se dochazi ke $tépeni makromolekularnich latek (pfedevsim Skrobi) za
pomoci enzymu pfitomnych ve sladu. Pro dosaZeni optimalnich podminek pro pisobeni
enzymu se voli nékolik teplot, pii kterych se zatazuji ¢asové prodlevy (Briggs et al., 2004;

Kinc¢l, 2022):

e 3540 °C — Pfi t&chto teplotach lze vystirat méné rozlusténé slady. Dle zvyku se

tyto teploty vyuzivaji pti vyrobé ceského lezaku.

e 50-58 °C — Béhem prodlevy na této teploté dochazi k intenzivnimu §tépni bilkovin
a neskrobovych polysacharidi. DelSi prodlevy mohou vést ke sniZeni pénivosti

piva.

e 060-65 °C — Toto rozmezi teplot se nazyva niZsi cukrotvornd teplota, nejcastéji se
voli teplota 62-64 °C. Plsobenim enzyml B-amyldzy dochazi k odstépovani

maltdzy z koncii Skrobovych fetézci a smés se zcukiuje.

e 65-75 °C — Béhem téchto teplot je aktivni enzym o-amylédza. Pauzou na vys$si

cukrotvorné teploté vznikaji mensi produkty St€penim uprostied fetézce Skrobu.
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Nejcastéji se prodleva voli na teplotach 72-73 °C. Dilo béhem této prodlevy rychle

ztekuti.

e 75-78 °C — Pii dosazeni téchto teplot dochéazi ke zpomaleni enzymovych reakci a

proces rmutovani se ukonci.

Obecn¢ lze pouzit pro rmutovani dva odlisné postupy, které jsou rizné¢ modifikovany. Pfi
dekok¢énim rmutovani je Cast vystirky odebrana do zvlastni nadoby, kde je postupné
vystavena riznym teplotdm a nakonec povaiena. Vracenim zpét dojde ke zvySeni teploty
zbytku dila. Tento postup se miize opakovat (obvykle jednou az tiikrat). Urcitym
protikladem proti tomuto postupu je infuzni rmutovéni. Pii ném je celé vystfené dilo
pohromadé a zahievem se dosahuje cilovych hodnot teploty. Tento postup je jednodusi,
neni u n¢j potfeba zvlastni nadoba na oddéleni rmutu. Kontrolu zcukieni rmutu 1ze provést

jodovou zkouskou. (Kin¢l, 2022)

1.2.3 Scezovani

Zcukiené dilo je potiteba pred dal$im zpracovanim oddé€lit a tim ziskat sladinu. Ke
scezovani se pouzivaji nejCasnéji scezovaci kad¢ s perforovanym dnem, které obsahuji
kypfici zafizeni a vyslazovaci trysky. Moderngj$im zpilisobem je poté scezovani ve
sladinovych filtrech. Do scezovaci kadé je napusténo odrmutované dilo a poté je zatazen
odpocinek, béhem kterého sedimentuji pluchy a pevné Céstice. Scezovani zacina
podrazenim, kdy se odpousti kalna Cast a ta se vraci zpét do scezovaci kad€. Po vycisténi
sladiny pokracuje scezovani stékanim predku. Predek (extraktivné nejbohatsi) je sbiran ve
zvlastni nadobé. Po separaci pfedku je do scezovaci kad¢é napusténa tepla vyslazovaci
voda, diky které lze z mlata ziskat zbytek extraktu. Vyslazovaci voda se dodava v nékolika
davkach. Scezenim vysttrelk kon¢i scezovani na jehoz konci se ziskava sladina (tekuty

podil) a mlato (pevny podil). (Briggs et al., 2004; Kincl, 2022)

1.2.4 Chmelovar

Pti chmelovaru se do sladiny ptfidava chmel (chmelové vyrobky). Mnozstvi se voli dle typu
pouzit¢ho chmele a senzorickych pozadavkl. Béhem chmelovaru dochézi k izomeraci a-
hotkych kyselin na iso-a-hotké kyseliny piisobenim vysokeé teploty. Do sladiny se uvoliiuji
také aromatické chmelové latky (silice) a polyfenoly. Pro prvni pfidavek chmele se voli
odridy s vysSim obsahem a-hotkych kyseliny pro maximdalni vytéznost téchto latek.

Naopak odridy se specifickym nebo jemnéjS§im aroma se voli ke konci chmelovaru,
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ptipadné se pfidavaji do vifivé kadé. Chmelovar vede také k odpafeni vody, dosazeni
pozadované stupnovitosti mladiny a vytékani nezaddoucich latek. Maillardovou reakci
dochazi ke vzniku barevnych a nékterych vonnych latek. Dilezita je také koagulace
bilkovin (lom mladiny). Na konci chmelovaru je mladina piecerpana do vifivé kadé, kde je
roztoenim docileno sedimentace kali a chmele uprostted naddoby. Po sedimentaci a

odpocinku je mladina stahovana a vedena do chladice. (Briggs et al., 2004; Kincl, 2022)

1.2.5 Chlazeni a zakvaSovani

Spilanim mladiny ptes chladi¢ dochazi k ochlazeni mladiny na zakvasnou teplotu. Dnes se
vyuzivaji deskové vymeéniky, do néjz je vedend horkd mladina a studené voda. Ohtata voda
je jimana a vyuzivana pro dalsi potieby pivovaru. Pfed zakvaSenim je mladina dostate¢né
provzdusnéna vzduchem nebo kyslikem. Zakvasovani probihd bud’ kontinudlnim pfivodem
kvasnic do potrubi k mladin€ nebo pfidinim do kvasné nadoby. Vyuzivd se bud’ hustd
kvasni¢na suspenze ziskana z ptedchoziho kvaseni nebo nové kvasni¢né kultura vyrobena

propagaci. Dalsi moznosti je vyuziti suSenych kvasnic. (Briggs et al., 2004; Kincl, 2022)

1.2.6 Hlavni kvaSeni

Kvasenim mladiny dochazi ke vzniku etanolu, oxidu uhli¢itého a dalSich latek. Tyto latky
produkuji béhem kvasného procesu pivovarské kvasinky. Ke kvaseni mladiny se vyuZzivaji

dva druhy kvasinek, ty 1ze jest¢ dale d€lit na kmeny s riznymi vlastnostmi (Stewart, 2015):

e Spodni kvasinky (Saccharomyces Pastorianus) se vyuZzivaji pro vyrobu piv typu
lezak.
e Svrchni kvasinky (Saccharomyces Cerevisiae) se vyuZzivaji pro vyrobu piv typu

Ale.

Hlavni kvaSeni probihd v otevienych spilkdch nebo wuzavienych nadobach
(Cylindrokénické kvasné tanky-CKT). Rozdélit je lze do Ctyf fazi: zapraSovani, bilé
krouzky, hnédé krouzky a propadnuti deky. Jako deka se nazyva péna na povrchu
kvasiciho piva. Teplota kvaseni se voli podle typu vyrabéného piva a pouzitych kvasinek.
Pro vyrobu lezaku ¢eského typu se obvykle voli teplota 10-13 °C. V prubéhu vyroby jsou
sledovany hodnoty zdanlivého extraktu. Na konci kvaSeni jsou kvasné nadoby ochlazeny
(4-5 °C). Béhem tohoto procesu dojde k sedimentaci kvasnic, které¢ se po usazeni odstreli

(ptedevsim u CKT). (Briggs et al., 2004; Kincl, 2022)
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1.2.7 DokvaSovani

Po vykvaseni je pivo precerpano do lezackych tankt, tato ¢ast vyroby se nazyva sudovani.
Béhem dokvasovani dochazi ke zpracovani zbylého extraktu, nasyceni piva oxidem
uhlicitym, odbourani nezadoucich latek a vycefeni piva. PouZzivaji se kovové nebo
nerezové lezacké tanky. Teplota v lezackém sklepé je obvykle -2 az 3 °C. Doba leZeni je
ruzna dle typu vyrabéného piva a zvyku v daném provoze. Z hlediska pohledu 1ze vyrobu
piva rozd¢lit na dvoufazovou, pii které je pivo po vykvaseni sudovéano a jednofazovou, kdy
pivo zraje ve stejné nadobé kde kvasilo (uzavieny kvasny tank). Po dokvaseni je pivo
staceno do spotiebitelskych obalu jako nefiltrované, ale Castéji prochazi filtraci piipadné
stabilizaci. Filtrace zbavi pivo kvasinek a kall. Stabilizace se vyuzivd na odstranéni
bilkovin, které by v pozd&jsi fadzi mohli tvofit zadkaly. Dnes se vyuziva ptedevSim
kifemelinova filtrace. Filtrované pivo je pfed stoCenim uchovéno v pfetlaéném tanku.

(Basarova et al., 2021)

1.2.8 Pasterizace a staceni

Pted stoenim a expedici se pro zachovani mikrobiologické stability pivo pasteruje. Pivo
lze pasterovat v pritokovém nebo tunelovém pasteracnim zafizeni. V pfipad€ prvni
varianty je pivo pasterovano jesté pred stocenim prichodem pies vyménik, kde dochazi ke
kratkému zahfevu za zvySeného tlaku a naslednym chlazenim v chladici sekci na 0 °C.
Tunelovym pastérem prochdzi pivo jiz ve spotiebitelském obalu a k zdhfevu dochézi
prichodem pfes tunel, kde je tryskami ptivadéna tepla voda nebo péra. (Basatfova et al.,

2021)

Pivo se plni do rliznych spotiebitelskych obalt. Sta¢eni piva do nerezovych KEG sudli ma
vyhodu predev§im v moZznosti opakované sud umyt a naplnit. Podobné jsou na tom
kontaminace. Naro¢né&jsi je také transport, kde se musi pocitat s velikosti pfepravnich
beden. Dal$imi rozSitenymi typy obalu jsou plechovky, jejich velkou vyhodou je nizka
hmotnost, dobry pruchod tepla a recyklovatelnost. Oblibenym obalem pro staceni piva jsou
také PET lahve, které nachdzeji uplatnéni pro staCeni levnéjSich typl piv nebo naopak
staceni menSich Sarzi z minipivovaru. V posledni dobou vzrostla obliba cisternového piva
staeného z cisteren do malych tankl v restauraci. Odtud je pivo pfimo vedeno do

vy€epnich zatizeni. (Kincl, 2022)
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2 BIOGENNIi AMINY VE SLADU A PIVU

BA a polyaminy jsou bioaktivni latky jenz se vykytuji v zivych systémech, Casto jako
soucast metabolismu. V potravinafstvi je jejich vyskyt nejCastéji navazan na druhy
potravin, pfi kterych se vyuzivaji mikroorganismy. (Naila et al., 2010; Bauer, 2014) Jejich
obsah je sledovan z divodu toxikologické citlivosti nékterych osob vici nékterym druhiim
amind. (Panthi et al., 2017) Pfi vyrobé sladu vznikaji BA pfirozenym metabolismem ¢i
mikrobiotou na obilkach je¢mene. Bezprostiedné se o problematice BA da hovofit ve
vztahu k pivu pfi jehoz vyrobé se vyuzivaji kvasinky a zaroven je zde velké riziko

kontaminace ve vSech fazich procesu. (Adams et al., 2016)

2.1 Biogenni aminy

BA lze rozdélit dle struktury na heterocyklické, alifatické a aromatické. Nejcastéji vznikaji
dekarboxylaci z aminokyselin (Tabulka 1). Pro jejich vznik v potravinach je zapotiebi, aby
byly pfitomné volné aminokyseliny a mikroorganismy s dekarboxyldzovou aktivitou.
(Naila et al., 2010) Pojem dekarboxylazova aktivita znamend, ze z aminokyseliny dochazi
pusobeni enzymu dekarboxylaza (napt. histidindekarboxyldza) k odstépeni karboxylové
skupiny a vzniku pfislusného BA. Putrescin mlze vzniknout z ornitinu nebo deaminaci

agmatinu. Stejné tak spermin a spermidin vznikaji z putresinu. (Doeun et al., 2017)

Tabulka 1: Aminokyseliny a jejich biogenni aminy (upraveno dle Bauer, 2014)

Aminokyselina Biogenni amin
Histidin Histamin
Tyrozin Tyramin

Tryptofan Tryptamin
Fenylalanin Fenylethylamin
Lysin Kadaverin

Arginin Agmatin

Ornitin, arginin Putrescin, spermin a

spermidin
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Vyskyt BA je Casto vdzan na potraviny, pii jejiz vyrob€ se uplatituji mikroorganismy
(kulturni i kontaminujici). Patii zde syry, mlééné vyrobky, fermentované masné produkty
nebo alkoholické napoje. Byly identifikovany mikroorganismy, které maji dekarboxyla¢ni
aktivitu a mohou zvySovat obsah aminl v potravinach: rod FEnterococcus, Celed
Enterobacteriaceae, rod Pseudomonas, skupina Lactobacillus nebo rizné druhy kvasinek.
Se vzristajici teplotu roste produkce BA. Vliv na tvorbu ma také pH potraviny. (Doeun et

al., 2017)

Vyskytuji se také jako soucast ptirozenych zivotnich procesu v zivych systémech (histamin
jako tkanovy hormon). Bézny vyskyt BA v potravinach je pro lidsky organismus neSkodny
a k jejich degradaci dochazi ve stfevech. Metabolismus biogennich aminti po konzumaci
probihd diky pfitomnosti mono — a di-aminooxiddz a histidinmetyltransferazy, jejiz
¢innosti vznikaji neSkodné produkty. V piipad¢é blokace téchto degradacnich drah nebo
citlivosti jedince, muze dojit k intoxikaci. Bezpecné konzumovand davka BA je
povazovana do 100 mg/kg potravin (u nékterych autort nizsi). V ptipadé pfitomnosti
etanolu (pivo, vino) se bezpecnd mira razantné snizuje, protoze dochéazi k blokaci jejich

odbouravani. (Doeun et al., 2017; Fusek et al., 2020)

Intoxikace se muze projevit bolesti hlavy, zarudnutim kize, kardiovaskularnimi
symptomy, poruchami gastrointestinalniho traktu, celkového Soku a koptivky
(Buckenhueskes, 2015). Za problémovy je povazovan piedev§im histamin, ktery je
spojovan s konzumaci makrelovitych ryb. Zdravotni potiZe mlZe zpusobit také tyramin,
pfedev§im pii konzumaci syru s vy§im obsahem tohoto aminu. Nékteré BA (putrescin,
kadaverin) mohou mit synergicky uc¢inek vii¢i jinym amintim, ackoliv samostatné nejsou

tolik toxikologicky vyznamné. (Gardini et al., 2016)

Legislativné je oSetfen pouze maximalni obsah u histaminu v rybach a produktech
rybolovu na 100 mg/kg, v ptipadé€ ryb a produktech rybolovu zpracovanych enzymatickym
zranim v laku pak 200 mg/kg. (Evropska unie, 2005)

2.2 Biogenni aminy ve sladu

Pti vyrob¢ sladu nedochazi k cilenému pouziti mikroorganismd, a tak ptipadny vyskyt BA
souvisi bud’ s pfirozenym metabolismem rostlin, s pfirozenou polni mikrobiotou anebo
s nedostatecnou hygienou v provozu (resp. mikrobidlni kontaminaci). Slad (ptfipadné

surogat) nebyl nikdy povazovan za vyznamny zdroj BA. (Izquierdo-Pulido et al., 1994)
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Sklizeny je€men obsahuje rozsahlou Skalu pifitomnych mikroorganismti. Piedev§im se
jednd o plisné a bakterie. Obsah plisni je sledovan piedevsim z davodu ptredejiti
kontaminace druhy tvofici mykotoxiny. Dal§im divodem je prevence jevu zvaného
gushing souvisejiciho s preplnovanim piva. Bakterie tvofi vétSinu z mikroflory vyskytujici
se na jecmeni. Byly zaznamendny rody Enterobacter, Bacillus, Pseudomonas,
Stenotrophomonas, Corynebacterium a Micrococcus. (Basatova et al., 2021) Vyznamny
vliv na mikrofloru maji také podminky skladovani. Jecmen by mél byt uchovan v mistech
s nizkou vlhkosti a teplotu. Sezonni roky z vyssi vlhkosti, béhem dozravani a sklizné¢,
mohou negativné ovlivnit pfitomnost bakterii a plisni na obilkach je¢mene. (Bokulich a
Bamforth, 2013) Pfitomnost nezadoucich plisni a kvasinek na obilkach je
pravdépodobnéjsi, protoze oproti bakteriim rostou pii nizSich hodnotdch vodni aktivity

(Rosentrater, 2022).

Studie Izquerdo-Pulido et al. (1994) se pokousSela zamétit na vztah obsahu BA v pivu
v zavislosti na pouzitych surovinach. Bylo zjisténo, Ze na obsahu BA ve sladu se podili
bud’ metabolické procesy anebo mikrobidlni kontaminace. N¢které BA (putrescin, spermin
a sperdmidin) mohou byt pfitomné v je€menech vypéstovanych na padach s nizSim
obsahem drasliku a sodiku nebo vysokym obsahem amoniaku. Bylo potvrzeno, ze ptidavek

dopliikové suroviny (surogat) muze vést ke snizeni obsahu biogennich aminti v pivu.

Dle zjisténi ze studie Haldsz et al. (1999) je patrné, ze vybér odridy je¢mene ma vliv na
obsahu nékterych BA pii vyrobé stejného typu sladu. Autofi také vyjadiili mySlenku, Ze
zdrojem histaminu ve sladu je vzdy mikrobidlni kontaminace, protoZze u je¢menu
nedetekovali ptfitomnost histidindekarboxylazy. Déle bylo zjiSténo, Ze nejvySSi narist

obsahu probihd béhem sladovani, méné pak pii vyrobé mladiny.

2.3 Biogenni aminy v pivu

Zdrojem BA mohou byt jak vychozi suroviny, tak i kontaminujici mikrobiota béhem
vyroby. (Izquierdo-Pulido et al., 1994) Pivo neni vhodné prostfedi pro rozvoj vétSiny
kontaminujici mikrobioty. Podili se na tom nékolik faktort: pfitomnost etanolu, oxidu
uhli¢itého, chmelovych latek, prostfedi s nizkym pH a nizkym obsahem Zivin a kysliku.
Pro toto prostiedi se pfizpusobila skupina bakterii (pivokazicich), které se mohou

v kone¢ném vyrobku rozmnoZzovat. (Bokulich a Bamforth, 2013)

Pti pfipravé mladiny se béhem rmutovani mohou mnozit bakterie skupiny Lactobacillus,

rodu Bacillus a Clostridium. Varem béhem chmelovaru dochézi ke sterilizaci mladiny,
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ovSem mohou ptezivat termorezistentni spory (rod Bacillus). Po ochlazeni je mladina
nachylna na kontaminaci zéastupci fadu Enterobacteriales (nékdy téz mladinové bakterie).
Inhibi¢ni pro né€ je nizké pH a pfitomnost etanolu v pozd¢jsi fazi. Piedstavuji riziko pro
nealkoholické pivo. Nékteti zastupci mohou kontaminovat nasadni kvasnice (Bokulich a
Bamforth, 2013; Matoulkova et al., 2018). Béhem kvaseni a zrani se v pivu mohou mnozit
bakterie skupiny Lactobacillus, rod Pediococcus, rod Kocuria, rod Micrococcus v mensi
mife 1 jiné grampozitivni druhy. Vaznym ohroZenim je infekce anaerobnimi bakteriemi
jako jsou rod Pectinatus a rod Megasphaera. V michanych ochucenych napojich na bazi

piva je problematicka bakterie Zymomonas mobilis. (Bokulich a Bamforth, 2013)

Samostatnou skupinu kontaminujicich mikroorganismi tvofi divoké kvasinky. Vyuziva se
rozdéleni na kvasinky patfici do rodu Saccharomyces a ostatni oznafované jako non-
Saccharomyces. Za rizikové€j§i se povazuji zastupci prvni skupiny, ktefi jsou schopni
mnozit se béhem kvaseni, vytvaret senzoricky nezadouci latky a zkvasovat zbytkovy
extrakt. Problémova je jejich identifikace, kdy se ¢asto podobaji kvasinkam kulturnim.
Kvasinky non-Saccharomyces mohou udilet pivu nezddouci chuté a viné. I pfesto nékteré
druhy naSly uplatnéni pii vyrobé spontdnné kvaSenych piv (rod Brettanomyces).

(Matoulkova et al., 2013).

Hlavnimi zdroji BA v pivu jsou zastupci Celedi Enterobacteriaceae a rodu Saccharomyces
a predevs§im bakterie skupiny Lactobacillus, (Bokulich a Bamforth, 2013). Byla zjisténa
vysoké dekarboxylova aktivita piisobici na aminokyseliny (histidin, lysin, ornitin, tyrosin)
u zastupct celedi Enterobacteriaceae izolovanych z fermentovanych klobas (Lorenzo et
al., 2010). Pfi sledovani produkce BA kontaminujicimi bakteriemi, izolovanymi z piva,
v tekutych bujonech bylo zjisténo, Ze nékteré kmeny Levilactobacillus brevis produkuji
zna¢né mnozstvi tyraminu (pfes 2000 mg/l) a nékteré i mensi mnozstvi kadaverinu. Déle
byly sledovany produkce tyraminu u nékterych kment Lacticaseibacillus casei a
Lacticaseibacillus paracasei, kdy v nékterych ptipadech bylo zaznamenano mnoZstvi az

520 mg/l. (Lorencova et al., 2012)

V préaci Matukas et al. (2022), byl zkouman vliv tfech druht kvasinek pouzitych k vyrobé
piva na tvorbu biogennich amind. V pivu vyrobeném pomoci kvasinky Saccharomyces
cerevisiae var. diastaticus byl vriznych fézich zrdni zaznamendn fenylethylamin,
putrescin a tryptamin. Podobné vysledky byly zjistény 1 pii pouziti Saccharomyces
cerevisiae var. bayanus. Pti pouziti kvasinky Brettanomyces claussenii (skupina non-

Saccharomyces) byl zjistén vysoky nérust kadaverinu (pfes 180 mg/l) a putrescinu (ptes
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300 mg/l) predevsim po 30 dnech zrani. Autofi vyvodili zavér, Zze vSechny kvasinky se
hodi k vyrobé piva, ale druh Brettanomyces claussenii produkuje zna¢né mnozstvi BA.
V piipadé kulturni kvasinky Saccharomyces cerevisiae bylo zjisténo, ze dokaze

metabolizovat spermidin na spermin (Nalazek-Rudnicka et al., 2021).

V préci Buiika et al., (2012) byly analyzovany vzorky alkoholickych piv riznych druht a
nealkoholickych piv b&zné dostupnych v trzni siti v Cesku. Pfedmétem vyzkumu bylo
porovnat obsah BA v pivu po nadkupu a na konci doby minimélni trvanlivosti. Bylo
zjisténo, ze histamin nebyl detekovan v zadném vzorku v obou krocich métfeni. U
nékterych piv byly naméfeny vyssi koncentrace tyraminu ( 1 pies 100 mg/l) s vzrustajicim
trendem b&hem skladovani. Obsah putrescinu byl ve vzorcich do 50 mg/l i na konci data
spotieby. U né&kterych piv obsah vzristal. Kadaverin nepfesahl u vétsiny piv 25 mg/l, ale u
nékterych vzorkil byl zjistén obsah nad 50 mg/l. Celkové autofi zjistili souvislosti mezi
obsahem BA a délkou skladovani. Také bylo zjisténo, ze 25 % testovanych vzorkl
alkoholického piva vykazovalo mnozstvi BA pfes 100 mg/l coz ptedstavuje riziko pro

spottebitele.

V préci Pradenas et al., (2016) bylo v prab¢hu tii let analyzovdno 101 piv, pfiblizné 2/3
tvotily primyslové pivovary, z Chilské trzni sité. Celkovy obsah BA se pohyboval od
0,53-85,04 mg/l. Vyssi obsah BA byl zjistén u piv vyrabénych v minipivovarech, coz
mohlo byt zplisobeno nedostateCnou sanitaci. Nejcastéji byl detekovan putrescin (u
nékolika vyjimek kadaverin). Histamin i1 tyramin byl vétSinou v bezpecnych hodnotach.
V nejvys$sim mnozstvi byl detekovan u nékolika vzorkl (histamin 24,1 mg/l; tyramin19,3
mg/1), ovSem vétSinou nebyl detekovan viibec. Autoti poukazali na to, Ze v pivech je obsah
BA nizs$i nez ve viné nebo cideru. Odivodnili to vét§im zapojenim bakterii mlééného
kvaSeni pfi vyrobé téchto napojii. Zavér autort je takovy, Ze vSechny analyzované vzorky

piva byly bezpecné pro konzumaci.

V¢Etsi pozornost je vénovana pivu vyrabénymi v minipivovarech (femeslna piva, craft beer)

z divodu absence pasteracniho zékroku a filtrace.

Ve studii Gil et al., (2023) bylo analyzovano 5 druhii femeslného piva (4 piva svrchniho a
1 spodniho kvaSeni) na obsah BA. Byly zjiStény velmi nizké koncentrace BA. Celkov¢ se
obsah BA pohyboval nejvyse do 9,6 mg/l. Bylo detekovano velmi malé mnozstvi
histaminu u vSech piv (do 0,32 mg/l). Nizké hodnoty byly zjiStény také u tyraminu (max.
2,9 mg/l) 1 ptes to byl tento amin detekovéan v nejvyS$im mnozstvi ze vSech stanovovanych

BA. Autofi se shoduji, Ze vyroba piva v minipivovarech miiZze pfinést vyssi hygienicky
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standart do vyroby, protoze se pouzivaji modernéjsi zatizeni (nerezové nadoby, ovladani

pocitacem, aj.).

Ve Spanélsku bylo analyzovéano 26 vzorki femeslného piva riznych druht (svétlé, tmavé,
polotmavé a pSenicné) z nékolika evropskych zemi. Byl zjistén celkovy obsah BA
v rozmezi 5,8-19,6 mg/l, az na vyjimky byl nejvice detekovan putrescin. Obsahy tyraminu
zemi. Autofi potvrdili, ze vyssi produkce BA je pii nizSim pH, coz muize znaclit
mikrobidlni kontaminaci bakteriemi skupiny Lactobacillus. Dale bylo zjisténo, ze vyskyt
BA neni v n¢kterych pivovarech homogenni a u riznych Sarzi se li§i. VEtsi vliv na obsah

BA ma misto vyroby (pivovar) a suroviny, nez styl vyrabéného piva. (Poveda, 2019)

Vyzkum v oblasti vyskytu BA v femeslnych pivovarech u nés provedli Lorencova et al.,
(2020). Bylo analyzovéno 115 vzorki piv z minipivovart ptfi¢emz byly vzorky rozdéleny
dle extraktu pivodni mladiny (EPM). Analyza probihala pii koupi a na konci data
minimalni trvanlivosti. Ve vSech pivech byl detekovan spermin a spermidin ovSem
v bezpecnych koncentracich. Na konci trvanlivosti se obsah histaminu zvysil z pivodnich
20 % vzorkl na 30 %. U nékterych jeho koncentrace pfesahovala 20 mg/l, coZ dle autort
muze citlivym jedincim zpasobit problémy. Ve vétsin€ (90 %) byl detekovan putrescin a
kadaverin v rtiznych koncentracich <10-20 mg/l. OvSem u nékterych vzorkii obsah
kadaverinu pfesahl 100 mg/l. Tato koncentrace muze byt nebezpecna piedevSim pro
synergicky ucinek na jiné BA. Nejvice detekovany BA byl tyramin. Zavérem bylo zjisténo,
ze 30 % vSech vzorkl obsahovalo 50-100 mg/l a u 18 % vzorkl ptresahl obsah vice jak 100

mg/l. Autofi vyvodili zavér, Ze feSenim by bylo nastaveni lepsi hygieny vyroby.

Pi1 studiu vyskytu BA v nealkoholickém pivu v praci Aflaki et al., (2014) byly zjisténé
velmi nizké hodnoty u vSech studovanych vzorkii (nealko piva z riiznych zemi). Histamin
nepiesahl hodnotu 0,48 mg/l a kadaverin 0,32 mg/l. Nejvyssi koncentrace byla detekovana
u tyraminu 2,56 mg/l. Co se tyce celkového obsahu BA, hodnoty se pohybovaly v rozmezi

2,25-6,74 mg/1.
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3 FAKTORY OVLIVNUJICi VYBRANE VLASTNOSTI SLADU A
PIVA

3.1 Slad

3.1.1 Odrida je¢cmene

Odrtda je¢mene vyznamné ovlivituje vyrobeny slad i jeho pouziti. Péstitelé jeCmene
kladou duraz naptiklad na vynos, nepoléhavost, odolnosti k portstani nebo k hmotnosti
1000 zrn. Pro sladovny jsou naopak klic¢ové parametry extrakt, optimalni pomér dusikatych
latek, optimalni lustitelnost zrna. Byl také vytvofen parametr nazyvan Ukazatel
sladovnické kvality. Ten zahrnuje obsah dusikatych latek, extrakt v susiné sladu, relativni
extrakt pii 45 °C, Kolbachovo ¢islo aj. (Drab et al., 2013). Vyznamnou odridou se na
konci 19. stoleti stala odriida Proskovciiv hanacky. Tato odrida vznikla Slechténim
puvodnich krajinnych odrid a stala se v té dobé zakladni odriidou nejen u nés, ale 1 ve
svéte. Stala se taky jednou ze zékladnich odrid v Slechtitelskych programech. Odrady
je¢mene byvaji zatazeny do péstovani a pozdéji dle novych pozadavku nahrazeny za nové.
V soucasnosti Slechténi probihd na Grovni molekularni genetiky, kdy je mozné ziskéavat
odrtdy s vlastnostmi, které by béznym kiiZzenim bylo dosazeno za delsi dobu (nebo viibec).
(Olsovska et al., 2018; Basarova et. al. 2023) Nékteré odrady maji specifické vlastnosti,
kterymi jsou uréeny na vateni piva s CHZO (Chranéné zemépisné oznacdeni) Ceské pivo.
Seznam téchto odrid se kazdy rok pravidelné aktualizuje dle Vyzkumného ustavu
pivovarského a sladaiského a.s. (UNMZ, 2009). P&stitelské plochy vroce 2022 byly
nejcasteji osety odridou Bojos (22,41 %), Overture (12,25 %) a Laudis 550 (11,79 %)
(Psota, 2022).

3.1.2 Obsah vody (stupein domoceni)

Je¢men pred méacenim obsahuje asi 8-10 % w/w vody. Tato voda se nazyva konstitucni a
udrzuje zrno ve stavu, ve kterym dokaze zacit klicit pti pfechodu do vhodnych podminek.
Tésné po sklizni mize jeCmen obsahovat nejvyse 16 % w/w vody, ale pro skladovani je
vhodnéjsi 12,5 — 15,0 % w/w (Cerny, 2007). Pii vysSim obsahu vody hrozi zahtivani,
vys§i produkce CO; a tim zaduSeni zrna a prodychavani extraktu. Obsah vody ma
vyznamnou roli béhem maceni a kliCeni, kdy lze jejim obsahem ovlivnit vlastnost
vyrobeného sladu. Béhem maceni se postupné zvysuje obsah vody (stupeni domoceni).

Zrmo ptrekonava klidové stddium a zacind kli¢it. Pro slady svétle se voli niz$i stupné
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domoceni (40-44 % w/w) a pro tmavé vyssi (45-48 % w/w). Pii $patnych ro¢nicich zrno
vodu pfijima Spatné a hroti riziko utopeni zrna (zni¢eni zarodku). Na rychlost pfijmu vody
zrnem ma vliv 1 velikost obilky. Pfi kliCeni patfi obsah vody mezi hlavni regulétory
ovlivilujici vysledné vlastnosti sladu. Pii vysSim obsahu se dosahuje vyssiho rozlusténi,
lepsi aktivité enzymu a kratS$i doby kliceni. Naopak muize byt hromada nevyrovnana a
hrozi vys$si ztrdta hmotnosti prodychanim. V ptipadé, ze jeémen v hromadé¢ nedosahuje
pozadovaného obsahu vody jsou béhem kli¢eni hromady kropeny. Pro vyrobu tmavsich
sladii se cili na vyssi rozlusténi, aby byly pfitomné prekurzory pro tvorbu senzoricky
aktivnich latek béhem hvozdéni. Pfi suseni zeleného sladu dochazi ke snizovani obsahu
vody na hodnoty, pii kterém lze slad dlouhodobé¢ skladovat (cca 4,5 % w/w). Hvozdéni by
melo byt pozvolné, aby se odstranila i voda vdzand az do faze rovnovazné vlhkosti (nelze
odstranit suSenim). Celkovy obsah vody v zeleném sladu ovlivni spotiebu energie pfi
hvozdéni a ¢as k tomu potiebny. Béhem skladovani sladu obsah vody mirné stoupa.
(Basafové et al., 2021). Dle CSN 56 6610 je nejvyse ptipustny obsah vody svétlého
plzefiského sladu 5 % w/w (UNMZ, 2010).

3.1.3 Obsah dusikatych latek

Obsah dusikatych latek v jeCmeni je vyrazné ovlivnén agronomickymi podminkami béhem
péstovani. Lze se setkat s oznacenim celkovy obsah bilkovin, ale tato skupina zahrnuje 1
dusikaté latky nebilkovinové povahy. Za optimélni se povazuji hodnoty od 10,5 — 11,7 %
w/w. S vyssim obsahem dusikatych latek (bilkovin) se zvySuje tvrdost obilky a dochazi
k hor§imu rozlusténi, také se zhorSuje extraktivnost. Pro sladafstvi jsou nevhodné je¢meny
s obsahem dusikatych latek pod 10 % w/w. Pouziti takovych je¢mentl vede k nizké aktivité
enzymi a nizkych hodnot relativniho extraktu vyrobeného sladu. U takto vyrobenych piv
muize nastat problém s pénivosti. JeCmeny s vySSim obsahem bilkovin je zapotiebi
dostate¢n¢ namocit, aby doslo béhem kliceni k dostate¢nému rozlusténi. Béhem sladovéani
se struktura dusikatych latek méni a tim se ovliviiuje vlastnost vyrobeného sladu. Dochézi
ke stépeni bilkovin na produkty o niz§i molekulové hmotnosti. Ty maji vyznam pfi tvorbé
kotink a stfelky béhem kli¢eni a v pozd&jsi fazi se béhem hvozdéni Gcastni Maillardovych
reakci. Ve vysledném pivu se podili na plnosti. Velké mnozstvi latek o vysoké molekulové
hmotnosti (nerozlusténé bilkoviny) vede k tvorbé zakalt. Ubytek bilkovin ve sladu oproti

surovému je¢meni se udava 0,3 % w/w. (Prokes, 2000; Basatrova et al., 2021)
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3.2 Pivo

3.2.1 Obsah zinku

Zinek je dulezity prvek ve vyzivé pivovarskych kvasinek. V metabolismu je vyuzivan
v procesu syntézy bilkovin, tvorbé bunécné stény a Cinnosti nékterych bunéénych organel
(Golgio aparat). Ma vliv na pisobeni az 300 enzymi, nejdiilezitéji alkoholdehydorgenézy .
Zinek se do mladiny dostava ze sladu, kde je v zrnu lokalizovan pfedevSim v obalové
vrstve. Jen velmi mala ¢ast zinku piejde ze sladu do mladiny béhem rmutovani. VétSina se
béhem varu vysrdzi s bilkovinami. Pii nizké hladin€ zinku mtize kvaseni probihat pomalu.
Bylo zjisténo, ze pti zakvaSeni dochézi k rychlému poklesu obsahu zinku v mladin€ a jeho
pfechodu do bunky. V buiice je pak velkd ¢ast zinku lokalizovana ve vakuole. Na konci
kvaSeni mohou kvasnice pfed odstfelenim vykazovat nizky obsah zinku. Vysoké obsahy
v mladiné mohou byt pro kvasinky toxické. (De Nicola a Walker, 2009) Podobna zjisténi
byla prokdzand pii pouziti jecmene hnojené¢ho vyS$im mnozstvim zineCnatych hnojiv.
Sladina vyrobena z takové suroviny vykazoval rychlejsi zacatek kvaSeni. (Cerkal et al.,

2010) Obsah zinku v mladin€ by mé¢l byt v rozmezi 0,1-0,3 mg/1 (Hill, 2015).

3.2.2 Obsah diacetylu

Diacetyl (2,3 butandion) je chemickd sloucenina patfici mezi vicinalni diketony.
Charakterizuje ji silné nasladlé t€kavé aroma pfipominajici chut’ masla. Jeho vyskyt v pivu
je nepfijemny a projevuje se pfedevS§im u piv typu lezadk. Diacetyl je pfirozeny produkt
kvasinek, které¢ vylu€uji a-acetolaktat v metabolismu syntézy aminokyseliny valin. Z této
latky vznikda za plsobeni enzymu a-acetohydroxyacidsyntazy diacetyl. Produkci Ize
ovlivnit obsahem kysliku, teplotou kvasSeni, kmenem kvasinek nebo aminokyselinového
sloZzeni média. Lze také redukovat aktivitu enzymu podilejiciho se na ptemén¢ prekurzortii.
Diacetyl je v priabehu dokvaSovani (pfi nizsich teplotach) kvasinkami odbourdvan na latky,
jejiz aroma neni tak vyrazné. Problém mize nastat pfi zkrdceni doby zrani nebo pfi
nedostatku bunék ve zrajicim pivu. Pfipadné lze vybirat kmeny kvasinek s nizkou tvorbou
diacetylu. Snizit produkci vicindlnich diketonu lze také na irovni molekuldrni biologie
(geneticka rekombinace). Koncentrace diacetylu ve findlnim vyrobku neméla piesahnout
0,05-0,1 mg/l. Pro urcity typ (znacku) piva muze byt vys$i mnoZzstvi diacetylu typické a
zadané. Nutno dodat, Ze za vyS$$i obsah diacetylu muze také mikrobidlni kontaminace
pfedev§im rodem Pediococcus a skupinou Lactobacillus. (Liu, 2015; Vontrobova et al.,

2017)



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 31

Technologickou moznosti eliminace diacetylu je zatazeni diacetylové pauzy. Na konci
hlavniho kvaseni se teplota kvaSeni mirn€¢ zvedné (o 5 °C) a ponecha n€kolik dni. Béhem
této prodlevy dojde k rychlejSimu odbourani diacetylu, tim se zkrati doba lezeni i riziko
dalSich nezadoucich chuti. Po konci pauzy nésleduje klasické chlazeni a lezeni. (Novotny,

2019)

3.2.3 Typ pasterizac¢niho zarizeni

Pasterizacni zdkrok zajiStuje usmrceni mikrobioty vyskytujici se v pivu, spolu
s ptirozenymi vlastnostmi piva (nizké pH, obsah alkoholu, hotkych latek, nizky obsah
zivin, anaerobni prostfedi) vytvaii mikrobiologickou stabilitu népoje. V soucasné dobé
jsou v pivovarstvi rozsifené predevsim tunelové a pritokové (flash) pastery. Pti pouziti
tunelové pasterace je nepasterované pivo stdcené do obalu (sklenéné ldhve, plechovky) a
uzavieno. Nasleduje vstup do tunelového pasteru, kde vyrobek putuje po pase a je
postupné sprchovan proudem vody (pary) o riizné teploté. Pro maximalni Gspory je zde
vyuzivana rekuperace teplé vody. Narust ohfevu musi byt pozvolny jinak hrozi prasknuti
sklenénych lahvi nebo vybouleni plechovek. Druhym typem je priitokovy paster. Zde pivo
prochazi ptes tepelny deskovy vymeénik, kde dochazi k rychlému dosazeni cilové teploty,
nasleduje doba vydrze (napt. 72,5 °C/ 20 s) a chlazeni. Zaroven teplé pivo ohfiva studené
nepasterizované a tim je tento proces efektivnéjSi. Studené pasterizované pivo je
z vyrovnavaciho tanku vedeno do plni¢e, kde musi byt zachovana velmi pfisna hygiena,
protoze zde dochazi ke kontaktu piva s okolnim prostfedi. Tento typ pasterace vyzaduje

dikladnou mikrobiologickou kontrolu. (Wray, 2015)

Rozdily v téchto zatizenich jsou znacné a volba typu je pfedev§im o moZnostech pivovaru.
Pouzitim tunelového pasteru je zamezena piipadnd kontaminace po tepelném zdkroku,
pivo je ovSem déle vystaveno teplotnimu zdhfevu, coZ muize mit negativni vliv na
organoleptické vlastnosti. Provoz takového zafizeni je nakladnéjsi ekonomicky i finan¢né.
Pritokova pasterace sice zajisti kratkodobé zvySeni teploty (tim niz§i vliv na senzorické
vlastnosti) ovSem hrozi opétovnd kontaminace pii nedodrZeni hygienickych podminek

v plnici. (Kincl, 2022)
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II. PRAKTICKA CAST
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4 CILPRAKTICKE CASTI

V praktické ¢asti byly porovnavany tii sladovnické odriidy je¢mene ve vztahu k biogennim
aminim béhem vyroby sladu a piva. Vyroba sladu byla sledovana v provoznim méfitku,
kde byly odebirdny vzorky v jednotlivych fazich vyroby. Z odebraného sladu byly
v laboratornim méfitku vyrobeny tfi Sarze piva (reprezentujici odridu jeCmene). Taktéz
byly v jednotlivych fazich vyroby piva odebirany vzorky. Cile praktické ¢asti byly:
e Hlavnim cilem prace bylo pozorovat vliv odridy je¢mene na profil a obsah
biogennich amin pii vyrob¢ sladu a nasledné piva.

e Dil¢im cilem préace bylo zaznamenavat provozni parametry pti vyrob¢ sladu a piva.
Dale byl sledovan vliv mikrobiologie je¢mene, sladu a vyrobeného piva na obsah

biogennich amint.
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5 METODIKA PRACE

5.1 Nastroje a pomicky

Odbérové sagky (VIPOR, s.r.0., Ceska republika)
Chladni¢ka (SK Design s.r.o., Ceska republika)
Vzorkovnice (MERCI s.r.o., Ceské republika)

Rucni mlynek na obili Corona (Corona, Italie)

Tiepacka Heidolph Promax 1020 (Heidolph, Némecko)
Lahev pivni NRW (PIVOTEKA s.r.0., Ceska republika)
Korunkovacka (PIVOTEKA s.r.0., Ceska republika)
Korunkové uzavéry (PIVOTEKA s.r.o0., Ceska republika)
Magnetické michadlo (Heidolph, Némecko)

Bézné laboratorni vybaveni

Vybaveni pro mikrobiologickou analyzu

5.2 Odbér vzorki jeCmene a sladu

5.2.1

Je¢men

Pro experimentalni cast byly odebrané vzorky ze tii sladafskych odriid je¢mene setého

(Hordeum vulgare L.) Odrudy byly zvoleny tak, aby jejich rok registrace byl blizky.

Soucasné byl vybér zamétfen také na to, zda je odrlida doporucena pro vyrobu piva

s CHZO ,Ceské pivo“. Takova odrida je charakteristicki niz§im cytolytickym a

proteolytickym rozlu§ténim a vy$§im mnoZstvi zbytkového extraktu (UNMZ, 2009).

JeCmeny byly vypéstované v Ceské republice vroce 2022. Pred zadatkem byl je¢men

vyc¢istén na vibracni Cisticce. K vyrobé byl pouzit jemen 1. tfidy. Byly pouzity odridy:

Francin: Odrida registrovana v roce 2014 doporucena pro CHZO ,,Ceské pivo®.

Laudis 550 (dale v textu Laudis): Odriida registrovand v roce 2013 doporucena pro

CHZO ,,Ceské pivo‘.

Overture: Odrida registrovana v roce 2014 doporucend pro vyrobu béznych piv.
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5.2.2 Odbérové schéma a postup

Tabulka 2: Schéma odbéru vzorku — je¢men a slad

Odbér Popis odbéru Méieny provozni
parametr
Ptfed macenim Odbér surového je¢mene béhem Celkovy obsah bilkovin,
navazovani. obsah vody
Po vymaceni Odbér ihned po konci maceni Stupen domocent

(méceni 32 hodin s jednou

vzdusnou piestavkou).

1. den klic¢eni Odbér klic¢iciho je¢mene po 1. dnu Stupent domocent
kliceni.

2. den kliceni Odbeér kliciciho je¢mene po 2. dnu Stupent domoceni
kliceni.

3. den klic¢eni Odbér klic¢iciho je¢mene po 3. dnu Stupen domoceni
kliceni.

4. den kliceni Odbeér kli¢iciho je¢mene po 4. dnu Stupent domoceni
kliceni.

5. den kli¢eni Odbér kliciciho je¢mene po 5. dnu Stupent domoceni
kliceni.

Slad neodkli¢eny Odbér neodkliceného sladu ihned

po skonceni hvozdéni (dotahovani

80 °C/3 h).
Slad odklic¢eny Odbér odkli¢eného sladu po Celkovy obsah bilkovin,
vystupu z odklicovadla. obsah vody, FAN*,

Kolbachovo ¢islo, barva
kongresni sladiny, extrakt

sladu, kone¢né prokvaseni

Slad po ulezeni Odbér uskladnéného sladu po 30
dnech/ 20 + 2 °C.

*FAN (Free amino nitrogen) — volny aminodusik
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Odbér vzorki probihal v dubnu a kvétnu 2023 ve sladovné v Ceské republice. Byl vyrabén
a analyzovan svétly slad. Vzorek (100+£50 g) byl po odbéru vlozen do sacku urc¢eného ke
mrazeni potravin a zmrazen (-144£2 °C). Vzorky byly takto uchovany az do analyzy.

Fotografie z odbéru vzorkl jsou uvedeny v ptiloze I.

Mista odbéru jsou uvedena v tabulce 2. Odbér vzorku probéhl stejné u kazdé odrady. Dale
byly béhem vyroby méfeny provozni parametry. Byl také odebran vzorek sladového kvétu
(klicku) u odrady Laudis béhem odkli¢ovani, aby bylo mozné ovéfit vyskyt BA v klicku.

Celkem bylo ve sladovné odebrano 31 vzorki.

5.2.3 Stanoveni provoznich parametru

U odebranych vzorkd byly méfeny provozni parametry. Métfeni probihalo na pfistroji
Infratec 1241 (FOSS, Dénsko) dle metody EBC 3.13 a EBC 4.17, (1997). Stanoveni bylo
provedeno ihned po odbéru vzorku. Kazdy vzorek byl méfen pétkrat (n=5). Byly

stanoveny:
e (Obsah vody — Stanoveni u je¢mene a sladu, udava mnozstvi vody v zrnu (% w/w)

e Stupen domoceni — Stanoveni béhem maceni a kli¢eni, udavd mnozstvi vody v zrnu

(% w/w)

e (Celkovy obsah dusikatych latek — Obsah dusiku v jeCmeni a sladu nasoben

faktorem 6,25 (% w/w)

Déle byla ptipravena kongresni sladina dle metody EBC 4.5.1, (2004). Kazdé¢ stanoveni
probihalo tfikrat (n=3). Na kongresni sladin¢ byly stanoveny:

e FAN (volny aminodusik) — souhrn aminokyselin, amoniaku a malych peptidi

pfitomnych ve sladin€ (mg/1), dle metody EBC 4.10, (1997).

e Kolbachovo ¢islo — pomér dusiku, ktery prechazi ze sladu do sladiny (% w/w), dle

metody EBC 4.9.3, (2009)

e Barva kongresni sladiny — udava barvu sladiny méfenou spektrofotometricky pii

vinové délce 430 nm (j. EBC), dle metody EBC 4.19, (2000).

e Extrakt sladu — mnoZzstvi extraktu, ktery pfejde do roztoku béhem rmutovani (%

w/w), dle metody EBC 4.5.1, (2004)

e Konecné prokvaseni — Ubytek extraktu pied a po vykvaseni (%), informuje o

sloZeni sladiny a mnozstvi zkvasitelnych cukrt, dle metody EBC 4.11.1, (1999)
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5.3 Vyroba piva a odbér vzorki

5.3.1 Vyroba piva

Z kazdé odrudy vyrobeného sladu byly v laboratornich podminkéch uvarené tii Sarze piva
(pivo reprezentujici odridu). Na kazdou $arzi bylo pouzito 750+10 g sladu a 3 1 vystiraci
vody. K vyrobé piva byl pouzit vicekrokovy infuzni zplisob vateni (tabulka 3), zcukieni
bylo ovéieno jodovou zkouSkou. Vyslazovani bylo provedeno vodou o teploté 75+1 °C na
objem 3 1. Béhem chmelovaru byl pfidan chmel Kazbek (a-hotké kyseliny 5,72 % w/w;
roénik 2022, Ceska republika) ve dvou davkach. Na za¢atku 5 g a v poloviné 5 g. Celkova
doba chmelovaru byla 60 min. Pro kvaseni byly pozité spodni kvasnice Saccharomyces
pastorianus Saflager S-189 (Fermentis, Francie). Kvaseni probihalo 10 dni pii teploté
20+£2 °C. Nasledné bylo pivo sto¢eno do sterilovanych pivnich l1dhvi, hnéd¢ barvy o
objemu 0,5 1, s ptfidavkem dextrozy (6 g/l) a uzavieny korunkovym uzavérem. Pivo lezelo
40 dni pfi teploté 442 °C. Pivo nebylo filtrovano ani tepelné osetfeno. Fotografie z vyroby

piva jsou uvedeny v ptiloze III.

Tabulka 3: Rmutovaci schéma

Krok Teplota (°C) Doba prodlevy (min)
Vystirani 55+2 10
62+2 20
72+2 30
Odrmutovani 75+2 5

5.3.2 Odbér vzorku

Odbér vzorku pro stanoveni BA probihal dle schématu u kazdé odrtidy (tabulka 4). Vzorek
byl odebran a ihned zmrazen na teplotu -18+2 °C v odmérné nadobce (objem vzorku

50410 ml). Celkem bylo odebrano 21 vzork.
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Tabulka 4: Schéma odbéru vzorku — pivo a meziprodukty

Odbér Popis odbéru
Rmut 10 minu po vystirani Odbér po smiseni sladového Srotu s vodou.
Rmut na konci rmutovani Odbér po odrmutovani. Pted zacatkem
scezovani.
Sladina Odbér pred zacatkem chmelovaru.
Mladina Odbér po ochlazeni mladiny na zdkvasnou

teplotu. Pfed pridanim kvasnic.

Pivo po vykvaseni Odbér vykvaseného piva pred stdicenim do
lahve.
Pivo hotové z lahve Odbér piva z lahve po konci lezeni.

5.3.3 Analyzy meziproduktii a piva

Refraktometrickd suSina mladiny a piva byla stanovena na digitalnim refraktometru Digital
refractometer Kern ORF 45BE (Kern & Sohn GmbH, Némecko). Méfeni bylo provedeno
ttikrat (n=3). U hotovych piv byla na pfistroji Anton Paar Density Meter DMA 4500M s
modulem Alcolyzer Beer ME (Anton Paar GmbH, Rakousko) métena hodnota specifické
hustoty a alkoholu (% v/v). Mé&feni bylo provedeno dvakrat (n=2). Hodnota pH
vyrobeného piva byla méfena na pH metru HI 99161 (Hanna instruments, Ceské republika)
s elektrodou. Méfeni bylo provedeno dvakrat (n=2). Pivo bylo pfed analyzou odplynéno na

ttepacce po dobu 30 minut.

5.4 Stanoveni biogennich amini ve sladu, chmelu a v pivu

Stanoveni BA probihalo dle Buiika et al., 2012; Lorencova et al., 2020; Miskova et al.,
2023. Kazdy vzorek byl pfipraven a méfen cCtyfikrat (n=4). Fotografie ze stanoveni

provoznich parametri a BA jsou uvedeny v pfiloze IL
Piiprava vzorki

Navazka pevného lyofilizovaného vzorku 1,0+0,1 g byla v kadince smisena s 10 ml
kyseliny chloristé (c= 0,6 mol/l) a protfepana 45 minut na tfepacce. Vzorek byl odstiedén
(6000 ot/min) po dobu 10 minut a kapalna ¢ast byla prelita do dalsi kadinky (objem 25 ml)

a k pevné Cast bylo pfidano 7 ml kyseliny chloristé (¢=0,6 mol/l) a znovu potiepano po
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dobu 45 minut a odstfedéno za stejnych podminek. Kapalny podil byl znovu oddélen od
pevného a celd extrakce byla potieti zopakovéana. V dalsim kroku byl tekuty podil
v kadince doplnén kyselinou chloristou (c=0,6 mol/l) na objem 25 ml a piefiltrovan pfes

filtracni papir. Filtrat byl dale pouzit k derivatizaci stejné jako tekuté vzorky.
Piiprava karbonatového pufru

Bylo pfipraveno 240 ml karbonatového pufru. Nejdiive byl pfipraven 230 ml roztok
hydrogenuhli¢itanu sodného (¢c=0,5 mol/l), do kterého byl pfidan roztok uhli¢itanu sodné¢ho
(c=0,5 mol/l) az do ustaleni pH na hodnot¢ 9,2. Bylo odmétfeno 240 ml tohoto roztoku a do
néj byla pfidéna navazka uhli¢itanu draselného, aby bylo docileno koncentrace 0,333 g/1
ml. Hodnota pH vzniklého roztoku byla 11,1 az 11,2. Roztok byl béhem pfipravy michén

na magnetickém michadle.

Priprava roztoku dansylchloridu

Roztok byl ptipraven smichanim 1,6+0,1 g dansylchloridu a s 320 ml acetonu.
Derivatizace vzorki

Do derivatiza¢ni nadobky bylo odpipetovéno 0,1 ml vnitiniho standartu (1,7-heptandiamin
o koncentraci 500 mg/l v kyselin€ chloristé o koncentraci 0,6 mol/l). Dale byl pfidan 1 ml
vzorku a k nému pfidan 1,5 ml karbonatového pufru. Bylo pfiddno 2 ml piipraveného
roztoku dansylchloridu a poté byly vzorky tfepany na tfepacce po dobu 20 hodin v temnu.
Déle bylo ke vzorku ptidano 0,2 ml roztoku prolinu (c= 0,1 g/ml) a tfepano 1 hodinu. Poté
bylo do kazdé¢ nadobky piidano 3 ml heptanu a celd smés byla 3 minuty intenzivné
protfepana. Ze vzniklé heptanové vrstvy bylo odpipetovano 1 ml do vialky a zbytek
rozpoustédla bylo odpatfeno proudem dusiku pii teplot¢ 62+2 °C. Vznikly produkt byl
ziedén 1,5 ml acetonitrilu a vzniklad smés byla ptefiltrovana pies filtr s porozitou 0,22 pm.
Do analyzy na kapalinovém chromatografu byly vzorky uchovéany v chladnicce pfi teploté

3+2 °C.
Analyza vzorku na vysokoucinné kapalinové chromatografii (HPLC)

BA byly analyzovany pomoci vysokouc¢inného kapalinového chromatografu Dionex HPLC
UltiMate 3000 (Thermo Fisher Scientific, USA). Pro separaci byla pouzita kolona
ZORBAX Eclipse Plus C18, 50 mm % 3,0 mm, 1,8 um (Agilent Technologies, USA).
VInova délka pro spektrofotometrickou detekci byla A = 254 nm.
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5.5 Mikrobiologicky rozbor

5.5.1 JeCmen a slad

Mikrobiologicky rozbor byl proveden u vzorku jecmene pied macenim a sladu po uleZeni.
Vzorky byly pfed analyzou vytemperované na teplotu 20+2 °C. Bylo pouzito desitkové
fedéni a ockovalo se fedéni od 10! az 107 dle odekavanych nartstii. K pripravé fedéni byl
pouzit sterilni fyziologicky roztok (NaCl 0,9 % w/w). Vzorky byly o¢kovéany na Petriho
misky s zivnou pudou nebo byly ockovany ptelivem. Pti ockovani bylo postupovano dle

zasad aseptické prace. Byly pouzity zivné pudy:

Plate Count agar (PCA) — Ptida pro stanoveni aerobnich mikroorganismi, mnozstvi 0,1 ml

bylo naockovano roztérem. Kultivace 72 h pii 30+2 °C.

Pida dle Mana, Rogosa a Sharpe (MRS) — Pida pro stanoveni mléénych bakterii, mnoZzstvi

0,1 ml bylo naockovano roztérem. Kultivace 72 h pii 30£2 za anaerobnich podminek.

Pida s krystalovou violeti, neutralni ¢erveni, zZlu¢ovymi solemi a laktézou (VRBL) — Ptda
pro stanoveni koliformnich bakterii, mnoZstvi 1 ml bylo o¢kovano pielivem. Kultivace 24

h pti 3742 °C.

Dichloranovy glycerolovy agar (DG 18) — Pida pro stanoveni plisni a kvasinek
v potravinach s niz8§i vodni aktivitou (napft. cerealie). Mnozstvi 0,1 ml bylo ockovano
roztérem. Kultivace 5 dni pfi 25+2 °C.

5.5.2 Pivo

Mikrobiologicky rozbor vyrobeného piva byl proveden po 90 dnech leZeni. K rozboru byly

pouzity dva zplsoby ockovani. Metoda roztérem a metoda membranové filtrace.
Metoda roztérem

Lahev byla vychlazena (4+2 °C) a asepticky oteviena. Dale bylo postupovéno za stejnych
podminek jako u analyzy je¢mene a sladu (kap. 5.5.1). Byly pouzity Zivné ptdy:
PCA — Ptda pro stanoveni aerobnich mikroorganismti. Mnozstvi 0,1 ml bylo ockovano

roztérem. Kultivace 72 h pti 30+2 °C.

MRS - Pida pro stanoveni mlécnych bakterii, mnozstvi 0,1 ml bylo naockovano roztérem.

Kultivace 72 h pti 3042 za anaerobnich podminek.
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Chloramfenikolovy agar s dichloranem a bengalskou cerveni (DRBC) — Puda pro
stanoveni kvasinek a plisni. Mnozstvi 0,1 ml bylo ockovéano roztérem. Kultivace 5 dni pfi

25+2 °C.

Acetobacter agar (AA) — Piida pro stanoveni bakterii rodu Acetobacter. Mnozstvi 0,1 ml

bylo ockovano roztérem. Kultivace 3-5 dni pii 30+2 °C.
Membranova filtrace

Lahev byla vychlazena (442 °C), asepticky oteviena a rozockovana ve sterilnim
laminarnim boxu. Bylo ofkovano 20+2 ml piva metodou membranové filtrace (Merck
Millipore, USA). Propustnost membranového filtru byla 0,45 pm. Pro rozbor byly pouzity
kultiva¢ni média:

PCA snystatinem — Plida pro stanoveni aerobnich mikroorganismil. Pro inhibici rlstu

kvasinek byl pfidan nystatin. Kultivace 48 h pii 25+2 °C.

MacConkey agar (MC) — Puda pro stanoveni koliformnich bakterii a fadu

Enterobacterales. Kultivace 72 h pii 37£2 °C.

Raka-Ray agar (R-R) — Piida pro stanoveni bakterii mlééného kvaSeni. Kultivace probihala

anaerobn¢ 7 dni pti 28+2 °C.

NBB-Agar s rastovym faktorem (F) — Puda pro stanoveni striktn¢ anaerobnich bakterii
schopnych kazit pivo. Modifikace ristovym faktorem pro selekci riistu hledané skupiny

mikroorganismil. Kultivace probihala anaerobné 7 dni pii 28+2 °C.

CuSO4 agar — Pluda pro stanoveni divokych kvasinek rodu Saccharomyces. Kultivace

probihala 4 dny pii 27+2 °C.

Lyzinovy agar (LYS) — Puda pro detekci divokych kvasinek skupiny non-Saccharomyces.
Kultivace 7 dni pti 25 +2 °C.

NBB-C — Tekuta piida pro stanoveni bakterii kazicich pivo. V uzaviené lahvi s patentnim
uzavérem bylo smichdno 10 ml tekuté pidy NBB-C, 150 ml vzorku piva a 90 ml
dechlorované sterilni vody. Kultivace probihala 7 dni pfi 20£2 °C. Vyhodnoceni probihalo

na zaklad¢ vizualni a mikroskopické kontroly vzorku.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Provozni analyzy jeCmene

U vzorkil jeCmene byl pied zacatkem sladovani méfen obsah dusikatych latek a obsah
vody. Vysledky meéfeni jsou uvedeny v tabulce 5. Vletech 2020-2022 byl obsah
dusikatych latek u odriidy Francin 11,3 % w/w, Laudis 11,3 % w/w a Overture 10,5 % w/w
(Psota, 2023). V této praci byl oproti tomuto pruméru zjistén nizsi obsah u vSech tfech
odrid. Primérny obsah dusikatych latek pti sklizni v roce 2022 byl 11,3 % w/w, cozZ bylo
hodnoceno jako piiznivé. Celkovy obsah vody u je¢menti v tomto roce byl 11,8 % w/w.
(MZe, 2023) Obsah dusikatych latek byl u vzorkl pouzitych v experimentu podobny jako
pii zkouskach béhem jejich registrace (Psota et al., 2013; 2014).

Tabulka 5: Provozni parametry je¢mene

Francin Laudis 550 Overture
Obsah dusikatych latek 11,1+£0,2 10,8+0,1 10,3+0,1
(% w/w)
Obsah vody (% w/w) 11,7+0,1 12,6+0,1 10,9+0,1

Béhem kliceni byl méten stupett domoceni. Zaznamenané stupné domoceni béhem kliceni
jsou uvedeny v tabulce 6. Nejvyssi stupeit domoceni po maceni byl naméfen u odridy
Overture (44,12+0,18 % w/w), niz8i pak u Francin (42,56+0,40 % w/w) a Laudis
(42,01£0,19 % w/w). Behem kli¢eni byl je¢men dvakrat kropen (po 24 a 48 h). Vlivem
toho doSlo k narustu stupné domoceni s maximem 2. den kli¢eni u vSech tfech odrid
(Francin 44,50 % w/w; Laudis 44,40 % w/w; Overture 45,14 % w/w). Nasledn¢ obsah
vody v kli¢icim jeCmeni klesal nejrychleji do 3. dne kli¢eni, z divodu oschnuti, zhruba o
1,58-3,26 % w/w. Nejvyraznéji u odriidy Overture Béhem dalSich dnti nebyl pokles tak
vyrazny. Pfed nastérem na hvozd (5. den kliceni) byl nejvyssi obsah vody u odrady
Francin (41,52+0,16 % w/w), poté u Overture (40,48+0,08 % w/w) a nejnizsi u Laudis
(39,92+0,13 % w/w). V praci Psota et al., (2015) bylo zjisténo, Ze obsah vody na zacatku
kliceni ovliviiuje piedevSim cytolytické a proteolytické rozluSténi zrna. Kazda odrida

reaguje na zmeénu stupné domoceni jinak.
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Tabulka 6: Stupent domoceni béhem kliceni (% w/w)
Po vymaceni 1. den 2. den 3. den 4. den 5. den
Francin 42,56+0,40 | 42,80+0,12 | 44,44+0,11 | 42,86+0,18 | 42,32+0,19 | 41,52+0,16
Laudis 550 | 42,00+0,19 | 43,58+0,22 | 44,40+0,36 | 42,32+0,08 | 40,54+0,11 | 39,92+0,13
Overture 44,12+0,18 | 44,62+0,08 | 45,14+0,18 | 41,88+0,08 | 41,68+0,19 | 40,48+0,08

6.2 Analyza sladu

Vybrané provozni parametry sladu jsou uvedeny v tabulce 7. Obsah dusikatych latek se
béhem vyroby bud’ nezménil nebo mirn€ snizil, stejné jako u Psota et al., (2013; 2014).
Obsah vody u vyrobeného sladu se pohyboval v béznych hodnotach (Mikyska a Prokes,
2009). Vyssi obsah volného aminodusiku (FAN) byl naméfen u odridy Overture. Odriida
Francin a Overture dosdhly hodnot, kterych nej€astéji dosahuji sladatské odriidy je¢mene.
Niz§i obsah byl zaznamenan u odriidy Laudis. Hodnotu FAN ovliviiuje pfedevsim ro¢nik a

misto péstovani (Psota, 2019).

Podobné to bylo u hodnoty Kolbachova ¢isla, coz je ve shod¢ s hodnotami zjisténymi pti
zavadeni téchto odrid (Psota et al., 2013; 2014). Kolbachovo ¢islo uddva mnozstvi dusiku,
ktery ptejde do sladiny ze sladu (Hartman et al., 2017). Svétly slad pro vyrobu piva s
CHZO ,,Ceské pivo* ma mit hodnotu Kolbachova ¢&isla 39+3 % (UNMZ, 2010). Obg
odriidy vhodné pro ,,Ceské pivo™ tento parametr splnily. Odriida Overutre vykazovala
vysokou hodnotu Kolbachova ¢isla. Toto odpovida zjisténi Psoty et. al., (2015), ktefi
zjistili hodnotu Kolbachova ¢isla u odriiddy Overture 44,7 % pfti stupni domoceni 45 % w/w
na zacatku kliceni. SniZeni stupné domoceni na 42 % w/w vedlo ke sniZeni Kolbachova
Cisla.

Barva kongresni sladiny byla niz8i u odriidy Laudis, ovSem stéle tato hodnota byla o malo
vyss§i nez u analyz stejnych odriid u Psoty (2023). Nizsi byly i extrakty sladu a hodnota
kone¢ného prokvasSeni. Nejvyssi extrakt sladu byl zjistén u odridy Overture, stejné tak u
hodnoty kone¢ného prokvaSeni. Coz muze odpovidat vy$Simu obsahu vody pii vymaceni u

této odridy.
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Tabulka 7: Provozni analyza sladu

Francin Laudis 550 Overture
Obsah dusikatych 11,2+0,2 10,8+0,1 10,1+0,2
latek (% w/w)

Obsah vody (% w/w) 4,6+0,2 4,4+0,1 4,1+0,2
FAN (mg/l) 152+4 140+£12 17843

Kolbachovo ¢islo (%) 38,4+0,6 38,0+0,5 43,6+1,0
Barva kongresni 4,0+0,2 3,5+0,1 4,0+0,3

sladiny (j. EBC)
Extrakt sladu (% w/w) 80,6+0,1 80,9+0,3 82,0+0,2
Konec¢né prokvaseni 77,2+0,6 79,3+0,4 81,3+1,4
(%)

6.3 Provozni analyza piva
Vysledky ze stanoveni provoznich analyz mladiny a piva jsou uvedeny v tabulce 8.

Tabulka 8: Provozni analyza mladiny a piva

Francin Laudis 550 Overture
Miladina
Refraktometricka 12,6+0,1 13,9+0,1 13,4+0,1
susina (% w/w)
Pivo
Refraktometricka 7,0£0,1 7,5+0,2 6,9+0,1
susina (% w/w)
Specificka hustota 1,0112+0,0001 1,0120+0,0001 1,0099+0,0001
(g/cm?)
Etanol (% v/v) 5,32+0,02 5,94+0,03 5,91+0,04
pH 4,33+0,10 4,30+0,10 4,30+0,10
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Refraktometrickd suSina mladiny byla nejvys$i u odridy Laudis a nejnizsi u odridy
Francin. Tento rozdil mize byt zplsoben niz§im obsahem extraktu u odrady. Vyssi
refraktometrické susSiny mladiny bylo dosazeno u odridy Overture. Vysledek koreluje
s vysSim extraktem sladu (kap. 6.2). Vyssi obsah u odridy Laudis byl patrné¢ zplsoben
neumyslnym zasahem do technologie béhem vyroby. Pokud by se refraktometricka suSina
dala povazovat za hodnotu EPM (extrakt ptivodni mladiny) lze vyrobend piva legislativné
zafadit. Pivo z odriidy Francin spadalo do kategorie lezdk (EPM 11-12 % w/w), Laudis a
Overture do kategorie pIné pivo (EPM 13 % w/w a vice). (Ceska republika, 2018)

Refraktometrickd susina piva byla nejvyssi u odridy Laudis. Stejné tak tomu bylo u
coz odpovida zjiSténi Psota et al., (2014), Ze tato odrida vykazuje vysokou miru
prokvaseni (tedy snizeni specifické hustoty). Tato informace je v souladu sudajem o
kone¢nym prokvaseni zjisténé pii analyze sladu. Nejvyssi obsah alkoholu byl zjistén u piva
odridy Laudis, coz je v souladu s tidaji o refraktometrické susiné mladiny. Hodnota pH u
vSech tfech piv byla niZ8i nez je uvedeno u piv vyrabénych riznym postupem napi. Enge et
al., (2005); Salek et al., (2022) nebo u vétSiny analyzovanych vzorkli femeslného piva u

Silva et al., (2022).

6.4 Biogenni aminy v jeCmeni a sladu

Hodnoty LOD (limit detekce) a LOQ (limit kvalifikace) jsou uvedeny v tabulce 9.

Tabulka 9: Limity detekce a kvantifikace

Biogenni amin | LOD (mg/l) | LOQ (mg/l) R?

Tryptamin 3,49+0,01 10,58+0,02 0,999
Fenylethylamin | 2,99+0,01 9,08+0,02 0,999
Putrescin 4,04+0,01 12,26+0,03 0,999
Kadaverin 3,61+£0,01 10,92+0,01 0,999
Histamin 3,08+0,02 9,33+0,02 0,999
Tyramin 2,36+0,01 7,15+0,01 0,999
Spermidin 2,53+0,01 7,68+0,01 0,999
Spermin 3,29+0,02 9,96+0,02 0,999
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Vyvoj obsahu BA béhem vyroby je uveden na obrazku 1. Po vymaceni je¢mene byl
zaznamenan stejny nebo mirné niz$i obsah BA. Za nepatrné sniZzeni obsahu v tomto kroku
muze byt vylou€eni téchto latek do hydrofilniho prostfedi maceci vody. Néasledujicich 5
dnt kliceni obsah BA rostl nejvice u odridy Francin a Laudis. Velmi pozvolny byl narust
BA u odridy Overture. Neodkli¢eny slad obsahoval, kromé odridy Overture, nizsi
mnozstvi BA nez zeleny slad (nakliceny jeCmen pied hvozdénim, 5. den kliceni).
Odklicenim sladu doslo také k mirnému poklesu, ktery mohl byt zplisoben odstranénim
klicku. Dosud neexistuje detailni prace o vyskytu BA v kli¢ku, v¢etné pfipadného vlivu na
zdravi zvitat pifi jehoz krmeni se sladovy kvét predevSim vyuziva. OdleZzenim se mirné
zménil obsah BA v zrnu. Dle Galarce et al. (2016), byl celkovy obsah BA ve sladu od tfech
riznych pivovaru od 155 — 214 mg/kg. Byl zaznamenan daleko niZz8i obsah v surovém
je€meni nez ve vyrobeném sladu, coz je v souladu s Izquierdo-Pulido et al., (1994), kde

bylo zjisténo, Ze za narust obsahu mtize metabolickéd ¢innost béhem rastu zrna.

Srovnat celkové mnozstvi s jinymi autory je problematické. Autofi Casto stanovuji rdzné
BA, ze kterych pak vyhodnocuji celkové mnozstvi. Z tohoto diivodu bude v dalsi casti

diskutovéana pfedevsim piitomnost jednotlivych biogennich amind.

35

30

Obsah BA [mg/kg]
= N N
[0, o (9]

=
o

B Francin M Laudis 550 ® Overture

Obrazek 1: Celkovy obsah BA béhem vyroby sladu
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V této praci byl sledovan vyvoj a obsah osmi BA (tryptamin, fenylethylamin, putrescin,
kadaverin, histamin, tyramin, spermidin, spermin). Béhem vyroby sladu nebyl v Zzadném

vzorku detekovan tryptamin, histamin a spermidin.

Tryptamin nebyl detekovan ve Srotovaném sladu u Kalace et al., (1997) a ani v piipadé
pouziti kukufice jako surogatu (Romero et al., 2003). Malé mnozstvi tryptaminu bylo
zjisténo v praci Izquierdo-Pulido et al. (1994) v zavéru kliceni jemene a ve vyrobeném

sladu. OvSem detekované mnozstvi nepiesahlo 4 mg/kg.

Obsah histaminu je v potravinidch sledovan a u citlivych osob miize jeho pfitomnost
v riznych koncentracich vyvolavat zdravotni potize (Sanchez-Pérez et al., 2018). Z toho
divodu je mu v odborné literatuie vénovand zvlastni pozornost. Bylo zjisténo, ze jeCmen
neobsahuje enzym histidin-dekarboxyldza. Pfitomny histamin je tedy vzdy jiného ptvodu
nez z metabolismu obilky (Halasz et al., 1999). V nékterych studiich bud’ nebyl histamin
detekovan nebo pouze ve stopovém mnozstvi (Galarce et al., 2016; Romero et al., 2003).
Velmi maly narust byl po 2 dnech kli¢eni pozorovan u Izquierdo-Pulido et al. (1994), ale
celkovy obsah ve vyrobeném sladu byl 2,7+0,3 mg/kg. Byly vSak zjistény 1 vyssi obsahy
histaminu ve sladovém Srotu od 6,75-17,3 mg/kg (Kalac et al., 1997). Pti kli¢eni je¢mene
nebyl zaznamendn vyznamny rozdil v obsahu histaminu v surovém jecmeni a ve
vykliceném zrnu (Celik et al., 2023). Kazdopadné€, nepfitomnost histaminu bé&hem
sladovani je znamkou dobré hygienické praxe ve vyrobnim podniku (Durak-Dados et al.,

2020).

Spermidin je polyamin, ktery se pfirozené ucastni metabolismu rostlin (Gill a Tuteja,
2014). Ptfestoze v této praci nebyl pozorovan vyskyt spermidinu, v jinych studiich byl
bézné¢ detekovan. Byl pozorovan vyskyt v surovém je¢meni (15,8+0,3 mg/l) i jeho
ptirtistek béhem kli¢eni az na hodnotu 44,8+2,9 mg/kg ve sladu (Izquierdo-Pulido et al.,
1994). Obsah v nesladované kukufici byl ve srovnani s je¢nym sladem velmi rozdilny.
Zatimco nesladovanad kukufice obsahovala 4,38 mg/kg, je¢ny slad 42,57 mg/kg. Tento
rozdil je zpusoben aktivitou dekarboxyla¢nich enzymi béhem kliceni jeCmene pfi
teplotach 18-20 °C. (Romero et al., 2003) Vyssi hodnoty v jecném sladu byly naméteny u
Galarce et al. (2016) a to 55,58 — 82,54 mg/kg.

Béhem kli¢eni byl ojedinéle zaznamenan vyskyt fenylethylaminu. U odridy Francin byl
zaznamenan 1. den kli¢eni v mnozstvi 4,9+0,4 mg/kg, ale déle jiz pozorovan nebyl. OvSem
2. den kli¢eni vzrostl u odridy Francin obsah tyraminu na podobnou uroven (4,7+0,2

mg/kg), mohlo dojit k metabolické pfeméné na tyramin. Na konci kliceni (5. den) odridy
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Laudis byl zaznamenam fenylethylamin v mnozstvi 6,0+0,5 mg/kg. Autofi Izquierdo-
Pulido et al. (1994) zaznamenali fenylethylamin béhem kliceni (3. den), ktery se v malém
mnozstvi zachoval i1 ve vyrobeném sladu (1,8+0,4 mg/kg). Naopak nebyl zaznamenam u
je€ného sladu ani u nesladované kukutice (Romero et al., 2003). Ve vykliceném je¢meni
byl zaznamenén 5 krat vyssi obsah fenylethylaminu nez v ptivodni suroviné u Celik et al.,

(2023). Pavodni hodnoty 10+1 pg/kg se behem kliceni zvysily na 54+10 pg/kg.

Obsah kadaverinu béhem vyroby je graficky uveden na obrdzku 2. Tento amin byl
zaznamenan u vSech zkoumanych odriid. Celkové byly nejnizsi hodnoty zjistény u odridy
Overture, kde se obsah kadaverinu postupné¢ snizoval az do 2. dne kliceni, poté se
vyznamné nezménil. V pfipadé odridy Laudis nebyl v nékterych krocich kadaverin
detekovan. To mohlo byt zptisobeno chybou pii méfeni. Stejné tak lze uvazovat, zda za
sniZzeni 5. den kliceni u odridy Francin miiZe chyba méteni, nebo kadaverin pfitomny
nebyl, kazdopadné v odkliceném sladu se znovu nachdzel. Kadaverin byl piitomny
v je¢meni pred zacatkem maceni, toto zjisténi se neshoduje s nékterymi autory, kteti ve
nesladovanych obilovinach nezaznamenali vyskyt tohoto aminu (Izquierdo-Pulido et al.,
1994, Romero et al., 2003). Vyssi hodnoty kadaverinu ve sladu byly zaznamenany u tfech
ruznych pivovari, pficemz rozdily byly vyznamné (5,18-24,20 mg/kg) (Kalac et al., 1997).
V nékterych piipadech nebyl kadaverin ve sladu detekovan viibec (Galarce et al., 2016).
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Obrazek 2: Obsah kadaverinu béhem vyroby sladu
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Tyramin byl detekovan pouze béhem kliceni u odriidy Francin a Laudis (obrazek 3). U
odridy Francin mél vzristajici tendenci s maximem 4. den kli¢eni (6,4+0,4 mg/kg). Vyssi
obsah byl zaznamenan 2. den kliceni u odridy Laudis, dale byl rtst pozvolny az do 5. dne
kliceni (6,9+0,4 mg/kg). V piipadé odriady Overture nebyl tyramin detekovan. Zjisténé
hodnoty byly nizsi, nez uvadi jini autofi. Potvrdilo se, Ze obsah tyraminu béhem kli¢eni
roste, ovSem u Izquierdo-Pulido et al., (1994) ptetrvaval i ve vyrobeném sladu (14,6+6,1
mg/kg). Byly zjisténé vyssi hodnoty ve Srotovaném sladu (20,10-28,50 mg/kg) (Kalac¢ et
al., 1997). Rozdilny obsah tyraminu zpusobuje pouzita odrida jecmene i druh vyrabéného

sladu (Halasz et al., 1999).
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Obrazek 3: Obsah tyraminu béhem vyroby sladu
Putrescin, spermin a spermidin patii mezi polyaminy, které se pfirozené vyskytuji
v metabolismu rostlin (Gill a Tuteja, 2014). Jak jiz bylo feceno, spermidin nebyl u zadné
odridy zjistén. Obsah putrescinu a sperminu je uveden v grafu na obrazku 4 a 5.
Vzristajici trend je pravdépodobné zplsoben metabolickou Cinnosti zrna. Z putrescinu

vzniké spermidin a z n¢j poté spermin. Tyto drahy plati i zpétné. (Teti et al., 2002)

U odriidy Francin byl putrescin zjistén v jeCmeni a jeho obsah se vyrazné nezménil béhem
vyroby sladu, pouze 5. den kliCeni nebyl stanoven, ale lze ptfedpokladat, ze v zrnu
pfitomny byl. V odhvozdéném neodkli¢eném sladu detekovan byl, po odkli¢eni ne. Nartst
ve sladu po odlezeni mohl byt zptisoben mikrobiotou sladu. U odridy Laudis rostl obsah

putrescinu béhem kli¢eni, s maximem 4. den (10,4+£0,5 mg/kg). Poté obsah klesal a
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v odkli¢eném sladu uz nebyl detekovan. Putrescin nebyl detekovan u odrady Overture. U
autort Izquierdo-Pulido et al. (1994) byl putrescin detekovan v je¢meni (10,8+1,2 mg/kg)
s naristem béhem klic¢eni a s maximem ve vyrobeném sladu (38,4+2,1 mg/kg). Obecné 1ze
predpokladat, Ze se jednéd o odkliceny slad, protoze tato operace patii do technologického
postupu vyroby sladu. Podobné hodnoty byly zjistény i u jinych autort (Romero et al.,
2003). Velmi vysoké hodnoty zaznamenal u sladu ze tfech riznych pivovarii (dle objemu
varky) Galarce et al. a to v rozmezi 70,66 — 90,62 mg/kg (Galarce et al., 2016). Byly take

zaznamenany velmi vysoké rozdily mezi riznymi typy sladu (Halész et al., 1999).
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Obrazek 4: Obsah putrescinu béhem vyroby sladu
Spermin byl zjistén v surovém je¢meni pouze u odriidy Overture. Jeho pokles po vymaceni
mohl byt zplisoben ¢astecnym vyplavenim do maceci vody. Nasledné obsah sperminu
rostl, od 2. dne kliceni, u vSech odrid podobné. U odridy Francin a Laudis byl po
odkliceni zaznamenam pokles. U odridy Laudis po odlezeni obsah sperimnu vzrostl, coz
muZe souviset s absenci putrescinu ve stejném kroku (Teti et al., 2002). Nejvyznamné;jsi
pokles ve vyrobeném sladu byl zaznamenéan u odridy Francin. Béhem kliceni je¢mene byl
zaznamenan spermin v surovém je¢meni, i po celou dobu kliceni s maximalni hodnotou
22,5+1,6 mg/kg ve vyrobeném sladu u Izquierdo-Pulido et al., (1994). Podobné vysledky
obsahu sperminu byly zaznamenany u jecného sladu (14,23 mg/kg) a nesladované kukuftice
(3,4 mg/kg) (Romero et al., 2003). Autofi Halasz et al. (1999) potvrdili vliv odriidy na

obsah putresinu, spermidinu, sperminu a agmatinu.
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Obrazek 5: Obsah sperminu béhem vyroby sladu
V této praci byl také analyzovan obsah BA ve sladovém kvétu odebraného u odrudy
Laudis. Celkovy obsah byl 35,6+0,3 mg/kg a byl detekovan fenylethylamin (17,7+1,2
mg/kg), kadaverin (12,5+0,6 mg/kg) a spermin (5,4+0,3 mg/kg). Sladovy kvét je vyuzivan
predevsim jako vyzivny ptidavek do krmiv. Problematické je vyuziti pro lidskou vyzivu,
protoze kofinky jeCmene jsou nepiijemné hotké. (Karlovi¢ et al., 2020) Obsah BA ve
sladovém kvétu (jako krmivo) nebyl podrobné sledovéan, vetSi pozornost je vénovana

napiiklad vyskytu BA v rliznych typech silazich (Driehuis et al., 2018).

6.5 Biogenni aminy v chmelu

Obsah BA ve chmelu byl zjistovan u odriidy Zatecky polorany Eervenak. Vysledky obsahu
jsou uvedeny v tabulce 10. Chmel vykazoval nejvyssi obsah sperminu, fenylethylaminu,
histaminu a spermidinu. Pfi vyrobé piva se pouziva relativné nizkd davka chmele
vzhledem k celkovému mnozstvi piva. Lze proto usoudit, ze vysoké obsahy BA neohrozuji
zdravi konzumenta. Neékteii autofi zjisStovali obsah BA v chmelu, resp. v chmelovych
vyrobcich. Galarce et al., (2016) stanovili u tfech riznych pivovarti celkovy obsah BA
123,56 mg/l, 134,65 mg/l, 174,10 mg/l. Nejcastéji byl detekovan spermidin a poté
putrescin, spermin a tyramin. V Ceské studii autofi Kalac et al. (1997) zjiStovali obsah
nékterych BA v chmelu a chmelovych vyrobcich. V chmelu byl zjistén obsah putrescinu
(13,70-23,90 mg/l), tyraminu (12,30-15,60 mg/1), kadaverinu (2,35-7,81 mg/l) a histaminu
(5,49-6,91 mg/l). Podobné hodnoty byly zjistény u chmelovych granuli (pelety). U
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chmelovych extraktl byl zjistén daleko vyssi obsah nékterych BA, coz odpovida tomu, ze
se jednd o extrakt. Byl stanoven putrescin (5,43 mg/l), tyramin (228,00 mg/1), kadaverin
(7,51 mg/1) a histamin (53,10 mg/l). V zadné form¢ chmele nebyl detekovan tryptamin.

Tabulka 10: Obsah BA v chmelu

Biogenni amin Obsah (mg/kg)

Tryptamin 25,50+8,75
Fenylethylamin 59,43+5,26
Putrescin 11,09+9,30
Kadaverin 11,82+7,26
Histamin 89,03+24,93
Tyramin 18,36+3,27
Spermidin 26,78+12,96

Spermin 131,76+23,90

Celkovy obsah BA 373,76+52,56

6.6 Biogenni aminy pri vyrobé piva

Graficky prehled obsahu BA béhem vyroby piva je uveden na obrazku 6. Celkovy obsah
BA po vystirani se 1iSil dle odriidy. Nejvyssi obsah byl zaznamenan u odridy Overture
(120,9 mg/l). Na konci rmutovani se vyrazn¢ zvysil obsah u odridy Francin, a naopak
doslo ke snizeni u odridy Overture. Obsah u odridy Laudis byl podobny béhem celého
rmutovani. Po scezeni a odstranéni mlata se u odriid Francin a Laudis snizil obsah BA.
Vliv na obsah BA v mlat¢ byl zkoumén Kalacem et al., (1997), kdy bylo zjiSténo, zZe
mnozstvi a profil BA byl v mlaté rlizny, ale v Zadném ptipad¢ by neohrozil hospodarska
zvirata, pro které je mlato urceno. Lze fici, Ze odstranéni mlata mohlo mit na celkovy
obsah BA vliv, ovSem bylo by potieba provést diikladnéjsi analyzu mlata. Vyrazné se
zvySily hodnoty u odriidy Overture po scezeni. Néktefi autofi uvadéji podobné skokoveé
naristy BA b&hem rmutovani, jako moZnou pfi¢inou poukazuji na mikrobidlni

kontaminaci. (Galarce et al., 2016)
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Snizeni v mladiné u odridy Overture je mozné vysvétlit tepelnym rozkladem nékterych
BA béhem chmelovaru (Romero et al., 2003). Ve studené mladiné pied zakvasenim byly u
odridy Francin a Overture niz$i hodnoty nez ve sladiné, u odrtidy Laudius se mirné
zvysily. Lze ptredpokladat nepatrny vliv chmele na vyvoj obsahu BA. Po vykvaseni doslo
k poklesu obsahu u odriidy Laudis a Overture a zvySeni u odridy Francin. V Galarce et al.,
(2016) byl v zjistén ubytek, ale i nezménény obsah BA ve srovnani mladina - po vykvaseni
a béhem zrani nebyly zjistény vyrazné zmeény v obsahu. V této praci zranim piva doslo ke

snizeni celkového obsahu BA u piv ze vSech tfech odrtd.

Celkovy obsah BA v lahvi na konci zrani byl u odriidy Francin 42,7+0,3 mg/l, Laudis
33,84+0,2 mg/l a Overture 38,2+0,5 mg/l. Toto zjisténi Ize srovnat s Lorencova et al.
(2020), kdy bylo zjisténo, ze ve vzorcich piv z eskych minipivovarii se u, nejvetsiho
podilu piv, pohyboval obsah mezi 20-50 mg/l. Ve vyrobeném pivu byly celkové obsahy
BA u autort Galarce et al., (2016) 11,82-65,29 mg/l. Obecné je bezpeéna mira BA v
potravinach v hodnotach 100 mg/l (mg/kg) (Fusek et al., 2020). Z tohoto hlediska byly
vSechny tfi vyrobena piva bezpecnd, ovS§em musi se brat ohled na ptfitomny alkohol, ktery
muze bezpecnou hranici snizit (viz kap 2.1). Néktefi autofi konstatuji, Ze je obtizné
stanovit toxickou hranici BA, protoze to ovliviluje citlivost jedince, skladba BA
v potraviné aj. (Vinci a Maddaloni, 2020). Pravidelné uzivani n¢kterych typl antidepresiv
muze také blokovat degrada¢ni drahy BA v lidském téle. Citlivost se poté vyrazné zvysuje.

(Ruiz-Capillas a Herrero, 2019)

Byly detekovany rtzné druhy BA b&hem vyroby piva. Ve findlnim vyrobku byly
detekovany pfedevSim polyaminy (spermin a putrescin), podrobné&ji budou jednotlivé BA

rozebirany v dalsi ¢asti.
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Obrazek 6: Obsah BA v meziproduktech a pivu

V nékterych fazich vyroby byly detekovany i dal§i BA, které se €asto v dalSich krocich jiz
neobjevovaly. Fenylethylamin byl detekovan u odridy Francin ve vykvaseném pivu
(35,7£1,9 mg/1), ve vyrobeném pivu uz nebyl detekovan. Spermidin byl detekovan u odrd
Francin a Laudis na konci rmutovani a u odridy Overture na zacatku a ve sladiné.
Detekovan byl také histamin, a to v riiznych fazich vyroby. Na konci rmutovéni (10,0+0,3
mg/l) a ve sladiné (11,4+0,1 mg/l) u odriady Francin, Po vystirce a v mladin¢ byl
detekovanu u odridy Laudis (12,0+0,7 mg/l; 10,4+0,2 mg/l). U odrady Overture byl
detekovan ve vystirce (19,5+£0,5 mg/l) a ve sladiné (25,1+1 mg/l). Kazdopadné vyskyt
histaminu byl vZdy pouze v meziproduktech vyroby, které se b&€zn€ nekonzumuji. Ve
findlnim vyrobku nebyl zjistén obsah histaminu. Vys$si obsahy histaminu béhem vyroby
piva jsou spojeny s mikrobidlni kontaminaci (Haldsz et al., 1999; Galarce et al., 2016).
Obsah histaminu byl navrhnut jako jeden z indikatoru dobré hygieny vyroby piva (Kala¢ a
Kitizek, 2003). V zadné fazi vyroby nebyl detekovan tryptamin.

Ve vSech fazich vyroby byl nejcastéji detekovan putrescin (obrazek 7), to je shod¢ s
Galarce et al., (2016). Béhem rmutovani se jeho obsah zvysil, po odstranéni mlata se obsah
snizil u odridy Francin a Laudis, naopak se vyrazné zvysil u Overture. Kalac et al. (1997)
stanovili obsah putrescinu v mlatu a to 10,7 mg/l; 10,9 mg/l a 29,2 mg/l. Po chmelovaru se
u odridy Francin a Laudis obsah zvysil, u odridy Overture snizil. Po vykvaseni byl obsah
u vsech tech odriid podobny. V praci Halész et al. (1999) byly zkoumany tfi rizné odrady
a znich vyrobené mladiny. Obsah putrescinu byl 14,4 mg/l, 20,5 mg/l a 30,7 mg/l
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v laboratorné vyrobenych mladinach. Autofi taktéz zjistili, ze fermentaci mladin doslo ke
snizeni obsahu putrescinu coz je ¢astecné ve shod¢ s vysledky u odriidy Francin a
Overture. U stejnych autort byl v ldhvovém pivu, ze tii riznych pivovart, stanoven riizny
obsah putrescinu (2,9-23,02 mg/l). Autoii se shoduji, Ze vliv na obsah mé piedevSim
technologie vyroby. (Halasz et al., 1999) Béhem zrani doslo ke zvySeni obsahu u odridy
Francin a snizeni u Laudis a Overture. Pivo z odridy Francin mohlo obsahovat vyssi
mnozstvi kvasinek po primarni fermentaci. Putrescin je polyamin, ktery se vyskytuje v
metabolismu kvasinek 1 jinych mikroorganismt. Pravé to mohl byt divod jejich zmén
béhem rmutovani a hlavné kvaSeni. (Igarashi a Kashiwagi, 2010) Bylo zjisténo, Ze se

obsah putrescinu b&éhem lezeni vyrazné neméni. (Galarce et al., 2016)
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Obrazek 7: Obsah putrescinu meziproduktech a pivu
Tyramin byl ve vyrobé piva detekovan pouze do zacatku faze kvaSeni (mladina), jak je
patrné z obrazku 8. Po vystirce byl tyramin pfitomny v rmutech vSech odrid. Galarce et
al., (2016) zjistili razny obsah béhem rmutovani (1,76 mg/l; 1,84 mg/l 32,04 mg/l). Na
konci rmutovéni vzrostl obsah u odriidy Francin a Laudis, klesl u Overture. Po scezeni se
obsah vyznamné nezménil u odridy Francin a Laudis. Patrné bylo zvySeni obsahu u
odridy Overture (toto zvySeni mize i za zvySeni celkového obsahu BA v tomto kroku). Po
chmelovaru nebyl detekovan u odriidy Francin, u zbylych dvou odrid detekovan byl. Ve
vyrobeném pivu tyramin detekovan nebyl. Toto zjiSténi neni v souladu se studiemi, kde
obsah tyraminu b&hem fermentace rostl (Izquierdo-Pulido et al., 1994). Stejni autofi

uvadéji, Ze na obsah tyraminu béhem fermentace piisobi rtizné faktory s riiznou intenzitou.
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Bylo zjisténo, ze obsah tyraminu se vyznamné nezménil od mladiny po hotové pivo
(Galarce et al., 2016). Vyrazny narust tyraminu béhem kvaseni je zplisoben mikrobidlni

kontaminaci, predevSim bakteriemi skupiny Lactobacillus (Romero et al., 2003).
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Obrazek 8: Obsah tyraminu meziproduktech a pivu
Obsah sperminu béhem vyroby je vyobrazen na obrazku 9. Spermin byl detekovan po
celou dobu rmutovani. U autorti Galarce et al., (2016) a Halasz et al., (1999) byly zjistény
pouze stopové mnoZzstvi béhem provozni vyroby. Mezi vystirkou a koncem se zvysil obsah
u odridy Francin. Po scezeni se vyrazn¢ zvysil obsah u odridy Overture. V mladiné se
snizil obsah u odriid Francin a Overture. V laboratorn¢ vyrobenych mladinach byl Halész
et al., (1999) zjistén obsah sperminu 9,3-21,4 mg/l. Za zminku stoji, Ze ve vykvaseném
pivu byl spermin detekovan v malém mnoZstvi pouze u odridy Overture. Na obsahu
sperminu bude mit pravdépodobné vliv jeho moZnost pfemény na spermidin, piipadné

putrescin (Teti et al., 2002).
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Obrézek 9: Obsah sperminu meziproduktech a pivu
Rozdily mezi pfedchozimi studiemi a touto praci mohly byt zpisobené riznymi faktory.
Autofi Halasz et al., (1999) konstatovali, Ze na obsahu BA ve sladu i pivu ma vyznamny
vliv pouzitd technologie vyroby. Mén¢ vyznamnym vlivem muze byt odriida jeCmene.
V tuzemsku jsou odridy jeCmene pravidelné sledovany béhem probihajicich kampani. Tak
jako byvaji odlisné riizné technologické parametry v kazdém roce, je mozné, ze existuje
vliv na vyvoj BA béhem vyroby sladu (resp. piva). Tento vliv mlze zahrnovat i klimatické
podminky v daném roce, lokalita, agronomické podminky. Pro lepsi pochopeni by bylo

tieba provést vice analyz je¢mene v zavislosti na vySe zminénych podminkach.
6.7 Mikrobiologicky rozbor

6.7.1 Je¢men a slad

Vysledky mikrobiologického rozboru jeCmene jsou uvedeny v tabulce 11. Celkovy obsah
V minulosti byly stanovené podobné hodnoty, 1ze predpokladat, Ze se jedna o béznou polni
a skladistni mikrobiotu je¢mene (Kosaf, 1979). Pocet mléénych bakterii na obilkach
jeCmene byl nejniz§i u odriidy Laudis. Nejvyssi obsah koliformnich bakterii, plisni a
kvasinek byl zjistén u odriidy Overture. Tento vyskyt ovSem nejspi§ nem¢l vliv na obsah

BA béhem vyroby sladu z této odriidy, protoze obsah BA byl u této odriidy nejniZzsi.
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Tabulka 11: Vysledky mikrobiologického rozboru je¢mene (CFU/g)

PCA MRS VRBL DG18
Francin 2,1-10° 2,5:103 4,0-10°3 9,5-10°
Laudis 550 1,1-10° 2,0-10? 9,1-10° 6,0-10°
Overture 3,5-10° 8,5-10° 1,7-10° 3,9-10°

*CFU (Colony forming units) — Kolonie tvofici jednotku

Podobné vysledky byly zjistény v rozsahle studii O'Sullivan et al., (1999), kde byly
srovnavané priimyslové (konvenc¢ni) sladovny s tradi¢ni technologii humen. Celkovy obsah
aerobnich bakterii byl 6,5-10° a 2,8-10° CFU/g, mléénych bakterii 40 a 80 CFU/g a
koliformni bakterie 1,3-10° a 2,0-10° CFU/g. Obsah plisni a kvasinek byl $iroky 1,5-10° a
2,3-10* CFU/g. Tyto vysledky jsou ve shod& s vysledky zji§téné touto praci az na nizsi
obsah mlé¢nych bakterii u autord O'Sullivan et al., (1999).

Béhem vyroby sladu dochédzi k podminkdm vhodnych pro rlst mikroorganismt (vys$si
obsah vody, vysoké relativni vlhkost, pfitomnost Zivin) (Bokulich a Bamforth, 2013).
Vysledky mikrobiologické analyzy sladu jsou uvedeny v tabulce 12. Celkovy obsah
mikroorganismil byl ve vyrobeném sladu podobny jako u surového je¢mene. K mirnému
zvySeni obsahu mléénych bakterii doslo u odriidy Francin a Laudis. Béhem vyroby doslo

k pomnozZeni koliformnich bakterii. Podobny obsah byl stanoven u kvasinek a plisni.

Bylo zjisténo, ze béhem sladovani roste obsah mikroorganismi jiz od maceni a po celou
dobu vyroby. Vysoky obsah mikroorganismtii béhem sladovani mtze ovlivnit kliceni,
predevSim spotiebovavanim kysliku, ktery nemlzZe byt vyuzivan zrnem. Vyskyt bakterii
skupiny Lactobacillus mize mit v ur€itych fazich i pozitivni vyznam, protoZe inhibuje rist
nékterych plisni. Jejich pfitomnost miize snizovat délku kotinku a tim velikost sladovnické
ztraty. Velmi nachylny na kontaminaci, pti vyssi relativni vlhkosti, je slad pii uskladnéni.

(Bokulich a Bamforth, 2013)

Tabulka 12: Vysledky mikrobiologického rozboru sladu (CFU/g)

PCA MRS VRBL DG18
Francin 1,5-10° 4,5-103 6,2-10* 9,5-10°
Laudis 550 1,3-10° 4,5-10° 1,0-10° 1,0-10°
Overture 1,5-10° 6,8-10° 1,3-10° 2,9-10°
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Ve studii O'Sullivan et al., (1999) bylo zjiSténo, ze ve vyrobeném sladu byl zaznamenan
narust mléénych bakterii, koliformnich bakterii, plisni a kvasinek. Celkovy obsah
mikroorganism@ byl 1,7-107 a 5-10° CFU/g. Obsah mléénych bakterii 2,5:-10° a 8-10*
CFU/g, obsah koliformnich bakterii vzrostl na 2-10* a 1,32-10° CFU/g. Kvasinky a plisn&
v mnozstvi 3-10* a 6,1-10* CFU/g. Tyto hodnoty jsou vétsinou podobné jako ty zjiiténé u

trech zkoumanych odrad v této praci.

Co se tyc¢e vlivu mikroorganismii na celkovy obsah BA v je¢meni a sladu. Bylo zjisténo, ze
na obsahu BA se muzou podilet zastupci skupiny Lactobacillus a cCeled
Enterobacteriaceae (Doeun et al., 2017). Koliformni bakterie se fadi do druhé zminéné
Celedi. Vyssi obsah BA, se vzristajicim trendem béhem kli¢eni byl zaznamenan u odridy
Francin a Laudis. Nelze fici zda na vyvoj obsahu BA mél vliv pfitomnost mikroorganismii,
protoze u odridy Overture byl zjiStén vyS$i obsah mikroorganismi, ale obsah BA byl
nejnizs§i. Lze predpokladat, ze za obsah BA v téchto pfipadech mulze piirozeny

metabolismus zrna.

6.7.2 Pivo

Vysledky mikrobiologického rozboru metodou roztérem jsou uvedeny v tabulce 13. U
vSech tfech Sarzi piva byl detekovan vysoky obsah celkového poctu na pidé PCA. U piva
Francin byl narust nepocitatelny a vysledkem je pouze odhad. Za tento pocet miize nejspise
obsah kvasinek, protoze pivo bylo nefiltrované a nepasterované. Nejvyssi obsah bakterii na
pudé¢ MRS byl stanoven u piva z odridy Overture. Dle vysledku nebyly na ptid¢ DRBC
stanoveny, zadné kvasinky ani plisné. Vzhledem k tomu, Ze pivo bylo nefiltrované lze
predpokladat, ze na tomto typu plidy pivni kvasinky nerostou. NejvySs$i ndrusty byly
zaznamenany na pudé AA, kde ovSem nelze s jistotu konstatovat, zda se jednd o
kontaminaci bakterii rodu Acetobacter. Mozné vysvétleni je, Ze na této pidé€ rostou také
kvasinky, které mohou za vyS$$i narusty na pidé¢ PCA. Je také mozné, Ze se skutecné

jednalo o zastupce rodu Acetobacter, ktery v pivu muze piezivat (Basatova et al., 2021).

Tabulka 13: Vysledky mikrobiologického rozboru piva metodou roztérem (CFU/ml)

PCA MRS DRBC AA

Francin >1-10° 5,9-10* 0 >1-108
Laudis 550 1,2:10° 2,5-10* 0 >1-108
Overture 1,2-10° 3,1-10° 0 >1-108
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Vysledky mikrobiologického rozboru metodou membranové filtrace jsou uvedeny
v tabulce 14. Ve vzorcich nebyly detekovany kontaminujici bakterie na zadné z pevnych
pud. V tomto piipadé nebyly stanovované kulturni kvasinky, protoze se ptredpoklada, jejich
pritomnost v nefiltrovaném pivu. Nebyly zjistény koliformni bakterie, bakterie skupiny
Lactobacillus, striktné anaerobni bakterie a divoké kvasinky non-Saccharomyces V tekuté
pudé¢ NBB-C byl mikroskopickou kontrolou zjistén ojedinély vyskyt koku u piv z odrad
Franci na Laudis. U piva z odridy Overture ojedinéle tvary podobné kokiim a diplokoktim,

ovsem ve vSech tfech ptfipadech mohlo jit i o lehce zaménitelné kaly.

Tabulka 14: Vysledky mikrobiologického rozboru piva (CFU/20 ml)

PCA MC R-R F CuSO4 LYS
Francin 0 0 0 0 1 0
Laudis 550 0 0 0 0 5 0
Overture 0 0 0 0 0 0

Na agaru s CuSOs4 byly zjistény divoké kvasinky u vzorku Francin. Morfologicky byly
podlouhlejsi, odlisné od divokych kvasinek u odridy Laudis. Zde se jednalo o malé kulaté
buiiky. Tato ptida se pouziva pro stanoveni divokych kvasinek rodu Saccharomyces. Jedna
se tedy o kontaminaci nejspiSe béhem staceni z kvasné naddoby. Neékteré druhy divokych
kvasinek maji potencial kazit pivo, ovSem je tfeba brat v potaz podminky (teplota
skladovani, Ziviny, nasyceni CO2, pH nebo obsah ethanolu), za kterych divoké kvasinky

v pivu pouze piezivaji (Bokulich a Bamforth, 2013).

Znaéné rozdilné vysledky byly zjiStény u stanoveni bakterii skupiny Lactobacillus Na pudé
MRS byl, oproti nulovému poctu na budé R-R, zaznamendm vysoky pocet kolonii. Toto
1ze vysvétlil tak, ze na téchto piidach bézné rostou kvasinky a gram negativni bakterie. Pro
jejich inhibici je nutné dodat vhodny inhibitor (cykloheximid, fenylethanol). (Kubiznikova
a Matoulkova, 2016) V tomto rozboru byla pouzita ptida MRS bez dalsi Gipravy. Do pldy
R-R byl dodan fenylethanol a cyklohexamid. To mize byt ditvod rozdilnych vysledki.

Celkové lze povazovat vysledky mikrobiologického rozboru za neprikazné, protoze byly
nalezeny zna¢né rozdily mezi obéma metodami. Béhem vyroby mohlo dojit ke

kontaminaci kvasnych nadob nebo lahvi.
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ZAVER

V této diplomové praci byl pozorovan obsah a vyvoj osmi biogennich amini (tryptamin,
fenylethylamin, putrescin, kadaverin, histamin, tyramin, spermidin, spermin) b&hem
vyroby je¢ného sladu ze tii odrid je¢mene (Francin, Laudis 550, Overture) v provoznich
podminkach. V danych fazich byly odebirany vzorky pro analyzu biogennich amint. Byl
také sledovan vyvoj vybranych provoznich parametrii béhem vyroby sladu. Pro ovéfeni
schopnosti biogennich amini pfechazet do piva bylo z odebrané¢ho sladu vyrobeno
v laboratornich podminkéach pivo. Béhem toho byly odebirany vzorky meziproduktu pro
analyzu biogennich aminl. Déle byly stanoveny provozni parametry vyrobeného piva.

Jakost vyroby sladu i1 piva byla ovéfena mikrobiologickym rozborem.
Na zakladé vysledki této prace lze fici:
e B¢hem vyroby sladu obsah biogennich amini rostl, pfedev§im ve fazi maceni a
kliceni.
e V zrnu prevladaly biogenni aminy typicky se vyskytujici v metabolismu rostlin.
e Profilové slozeni biogennich amint se lisilo v zavislosti na odridé jeCmene.

e Byl zjistén rozdilny obsah a profil biogennich aminii v odridach urcenych pro
vyrobu piva s CHZO ,,Ceské pivo™ a odriidach pro bézna piva.
e VZidné fazi vyroby sladu nebyl detekovan histamin, coz je znamkou dobré

vyrobni praxe.

e Obsah biogennich amind ve vyrobeném pivu byl nizky a nepiedstavoval riziko pro

bézného konzumenta.

e Obsah biogennich amind v chmelu byl vyssi, ale nepfedpoklada se pouziti chmele
pro pifimy konzum a pro vyrobu piva se ho pouZziva relativné malé mnoZzstvi.

e Obsah biogennich amini v jeCmeni a sladu nebyl ovlivnén pfitomnou mikrobitotou.
Celkové obsahy mikroorganismi se neliSily od diivéjSich pozorovani.

e Zvysledku mikrobiologického rozboru nelze s jistotou fici zda za ndarust

biogennich aminll v pivu mizou kontaminujici mikroorganismy.

e [ze konstatovat, Ze v pivu nebyly pfitomné koliformni bakterie a striktn¢ anaerobni

mikroorganismy.
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V minulosti byl obsah biogennich amint u piva pomérné¢ dikladné sledovan. Obsah pfti
vyrobé¢ sladu, a jeho mozny vliv na celkové mnozstvi v pivu, podrobnéji sledovan nebyl.
V budoucich vyzkumech je mozné se zamétit na obsah biogennich amint v zrnu ve vztahu
k mistu péstovani, poCasi béhem sezony (béhem ristu i zni), odriidé¢ nebo technologii
sladovani. Velmi zajimavé by bylo porovnat vliv ro¢niku, pfipadné né€kolika ro¢nikl za
stejnych podminek (lokalita, technologie, vyroba, atd.). Vétsi pozornost by mohla byt
vénovana obsahu biogennich aminii v klicku (sladovém kvétu) a jeho mozny negativni vliv

na hospodaiska zvirata.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
BA  Biogenni aminy

CHZO Chranéné zemépisné oznaceni

CKT Cylindro-konicky kvasny tank

EBC European Brewery Convention

j. EBC jednotky EBC

PCA Plate Count Agar

MC  MacConkey agar

R-R  putda dle Raka-Reye

F Piida NBB-Agar s riistovym faktorem

LYS Lyzinovy agar

LOD Limity detekce

LOQ Limity kvalifikace

FAN Free amino nitrogen (volny aminodusik)

MRS Plda dle Mana, Rogosa a Sharpe

VRBL Puda s krystalovou violeti, neutralni ¢erveni, zluCovymi solemi a laktézou
DRBC Chloramfenikolovy agar s dichloranem a bengalskou ¢erveni
DG18 Dichloranovy glycerolovy agar

AA  Acetobacter agar

CFU Kolonie tvoftici jednotku

EPM Extrakt plivodni mladiny
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