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Biogenni aminy v pivu - Souhrn

Tato diplomova prace se zabyva technologickym procesem vafeni piva, popisuje
suroviny potiebné pro jeho vyrobu a poukazuje na prospé$né a Skodlivé latky obsazené v pivu
jako jsou biogenni aminy (BA). Dale je zde sepsana problematika biogennich amint
Vv potravinach a pfedevsim v pivu, kde se jedna se o histamin, putrescin, kadaverin, tyramin a
tryptamin. Uvedené BA byly v praktické ¢asti stanovené ve svétlych spodné kvaSenych
pivech z tuzemskych minipivovaru a velkych pramyslovych pivovari.

Pivo je dle legislativy povazovano za bezpecnou potravinu, obsahuje velkou skalu
zdravi prospé$nych latek, jako jsou vitaminy skupiny B, bilkoviny, sacharidy, mineraly,
rozpustna vlaknina a polyfenolické slouceny, které maji antikarcinogenni, antioxidacni a
antimikrobialni G¢inky. Na druhou stranu najdeme v pivée i latky skodlivé jako alkohol, tézké
kovy, N-nitrosaminy, aromatické uhlovodiky, polychlorované bifenyly, dusi¢nany a biogenni
aminy.

V druhé ¢asti literarni reSerSe je shrnuta problematika BA v nékterych potravinach a
napojich, jejich chemicka struktura, zpiisob jak vznikaji a jejich negativni ucinky na lidsky
organismus. BA jsou pfirodni, biologicky aktivni latky, které jsou dulezité pro lidsky
organismus. Jejich nadmérné mnozstvi v pivu je toxické pro lidsky organismus. Ethanol
obsazeny v pivu snizuje aktivitu enzymu monoaminoxidasy a to vede ke snizené schopnosti
hypertenzi, alergické reakce, vyrazku a 1 ztratu védomi, proto by mél byt obsah téchto latek
sledovan.

V praktické casti byly analyzovany vzorky svétlych spodné kvasenych piv. Do prvni
skupiny vzorkli byla zafazena piva nefiltrovand a nepasterovana z minipivovari, ve druhé
skuping¢ byla piva filtrovana a pasterovana z velkych pivovari. Pomoci HPLC byly v pivech
stanovovany vybrané BA (histamin, putrescin, kadaverin, tyramin a tryptamin). Vysledné
hodnoty poukazuji, Ze aZ na vyjimky, se v tuzemskych pivech vyskytuji biogenni aminy ve
velmi malych koncentracich a spliuji tak legislativni poZadavky. Porovnany byly také
vysledky mezi dvéma skupinami vzorka, ukédzalo se, ze pivo z minipivovarti neni piili§
kontaminovano, jak bylo ptivodné pfedpokladano. Ukazuje to na dobré technologické postupy
pfi vyrobé€ piva i v takto malych zatizenich.

Klic¢ova slova: amin, pivo, dekarboxylace, HPLC, UV detekce



Biogenic amines in beer - summary

This thesis deals with the technological process of brewing beer, describes the raw
materials needed for its production, and points out the useful and harmful substances
contained in beer as biogenic amines (BA). Furthermore, there are described the issues of
biogenic amines in food and primarily in beer, which is a histamine, putrescine, cadaverine,
tyramine and tryptamine. In the practical section BA was determined in lager bottom-
fermented beers from local microbreweries and large industrial breweries.

Beer is according to legislation considered as a safe food containing a variety of
healthful nutrients such as B vitamins, proteins, carbohydrates, minerals, soluble fiber and
polyphenolic merged, which have anticarcinogenic, antioxidant and antimicrobial effects. On
the other hand, in beer we can find harmful substances such as alcohol, heavy metals, N-
nitrosamines, aromatic hydrocarbons, polychlorinated biphenyls, nitrates and biogenic
amines.

In the second part of the research are summarized the issues of BA in certain foods
and beverages, their chemical structure, the way how they are created and their negative
effects on the human body. BA are natural, biologically active substances that are essential for
the human organism. Their excessive amount in beer is toxic for the human organism. Ethanol
contained in the beer decreases the activity of the enzyme monoamine oxidase, and this leads
to reduced degradation of BA. Intoxication of BA can cause headaches, vomiting,
hypertension, allergic reactions, rashes and even loss of consciousness, therefore, should be
the content of these substances monitored.

In the practical part of this theses the samples of bottom-fermented beers were
analyzed. The first group of samples included unfiltred and unpsaterized beers from
microbreweries. In the second group there were filtered and pasteurized beers from large
breweries. HPLC determined BA in beer (histamine, putrescine, cadaverine, tyramine and
tryptamine). The resulting values indicate that the domestic beers contain biogenic amines in
very small concentrations, thus satisfy the legislative standarts. The results were also
compared between the two groups of samples. These samples showed that the beer from
microbreweries is not contaminated as originally was expected. It shows good technological

processes in the manufacture of beer in such small devices.

Keywords: amine, beer, decarboxylation, HPLC, UV detection
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1 Uvod

Pivo je slabé alkoholicky fermentovany napoj, vyrabény z vody, obilného sladu
(legislativa povoluje i z ¢asti nahradit slad surogaty) a chmele, chmelovych produktd ¢i
chmelovych extraktl. Pfipravend mladina je nésledné fizené kvasena pivovarskymi
kvasinkami.

Pivo patii k nejstar§im alkoholickym napojim na svété, jeho historie sahd az do davné
Mezopotamie, 4000 pt. n. I. Prvni zminka o pivovarské tradici v ¢eskych koncinach pochézi
z roku 993, kdy byl zalozen Bfevnovsky klaster s pivovarem. Od té doby se pivovarnicky
pramysl u nas rozvijel a roku 1499 byl zalozen asi nejznamé;jsi minipivovar U Fleku, ktery
vaii Flekovsky tmavy lezak dodnes. V dnesni dobé je velky rozmach minipivovart, v Ceské
republice nalezneme uz vice jak tfi sta minipivovart, které se snazi konkurovat velkym
pivovarskym gigantim. Pivo z minipivovari zédkazniky 14kd, je nepasterované, nefiltrované a
velmi ¢asto mohou konzumenti ochutnat pivni specialy. Velké pivovary zas ldkaji na stabilni
chut’ produktu a zarucuji pravidelnou kontrolu finalniho vyrobku, coz u minipivovari neni
vzdy mozné v takové mife a tak je jejich pivo rizikovéjsi pro konzumenta.

Pivo osahuje velké mnozstvi zdravi prospé$nych latek jako vitaminy, bilkoviny,
flavonoidy ¢i sacharidy. Na druhou stranu je pivo alkoholicky népoj a tak by se mél
konzumovat s rozumem. Mimo to v pivé nalezneme i latky cizorodé jako mykotoxiny, N-
nitrosaminy a biogenni aminy.

Biogenni aminy jsou latky nebezpecné, vyskytuji se témét ve vSech potravinach jako
produkty metabolismu mikroorganismi. Ve v&tSim mnoZstvi se objevuji zejména ve
fermentovanych vyrobcich. Pokud je jejich koncentrace nizka tak neptedstavuji nebezpeci pro
lidsky organismus. Ve vysSich koncentracich je jejich pfitomnost toxicka, zejména pak pokud
potravina obsahuje 1 alkohol, ktery ucCinky nékterych biogennich aminli umochuje.
Konzumace piva s vysokym obsahem biogennich aminii mize vést ke zvraceni, bolestem
hlavy, hypertenzi, alergickym reakcim, vyrdzce a v extrému i ke ztrat¢ védomi konzumenta.

Legislativa pfimo urcuje maximdlni koncentrace pro jednotlivé biogenni aminy
V potravinach, u piva je nejnebezpecnéjsi vyskyt histaminu, nejvyssi povolena koncentrace
tohoto biogenniho aminu v pivu je 20 mg/kg.

Biogenni aminy v pivu lze rozdé€lit do dvou skupin. Prvni skupinu tvofi aminy, které
jsou obsazeny ve sladu a dalSich surovinach pro vyrobu piva, jejich pocate¢ni mnozstvi nelze
prili§ ovlivnit, ale béhem procesu vareni piva lze zabranit jejich rozvoji. Jedna se o putrescin,

agmantin, spermin a spermidin. Do druhé skupiny amint patfi tyramin histamin a kadaverin.



Jejich mnozstvi lze regulovat a to spradvnym technologickym postupem vateni piva,
dikladnou sanitaci zafizeni, kontrolou surovin pro vafeni piva a predevSim zabranit

mikrobiologické kontaminaci.



2 Cil prace

Cilem této prace je teoreticky popsat vyrobu piva a suroviny, které se pro vyrobu tohoto
slabé alkoholického napoje pouzivaji. Dale popsat problematiku vyskytu biogennich amint v
pivu. Charakterizovat jejich strukturu a puvod. Zmapovat suroviny a jiné potraviny, ve
kterych se biogenni aminy vyskytuji. Nasledné zjistit jaky vliv maji biogenni aminy obsazené
V pivu na organismus konzumentt.

V praktické Casti je tkolem stanoveni vybranych biogennich amind vyskytujici se ve
vzorcich piva, konkrétn¢ ve svétlych spodné kvasenych pivech z minipivovart a velkych
prumyslovych pivovart. Poté srovnat koncentrace biogennich amint jako histamin, putrescin,
kadaverin, tryptamin a tyramin v nepasterovanych a nefiltrovanych pivech z malych pivovara

S pasterovanymi a filtrovanymi pivy z velkych primyslovych pivovarg.
2.1 Hypotéza

Biogenni aminy se budou vyskytovat v analyzovanych vzorcich piva. Na mnozstvi
biogennich aminii ma vliv technologicky proces vyroby piva a jeho findlni upravy jako
pasterace a filtrace. Predpokladem je, Ze v pivech z minipivovari bude biogennich amini

nalezeno vice nez v pivech z velkych primyslovych pivovara.



3 Literarni reSerse
3.1 Pivo

3.1.1 Pivo

Pivo je slab¢ alkoholicky napoj vyrabény z vody, obilnych sladii a chmele. Mladina je
nasledné kvasena uslechtilym druhem kvasinek po urcitou dobu, pfi charakteristické teploté
pro dany druh kvaSeni. Doba lezeni je vzdy specificka pro urcity druh piva. Jako zdroj
zkvasitelnych cukri se v Ceské republice pouZiva pievazng skrob z jeénych sladd, vyjimeéné

1ze pouzit jako zdroj Skrobu pSenici, kukufici, zito ¢i ryzi (Chladek, 2007).
3.1.2 Suroviny pro vareni piva

3.1.2.1 Voda

Pivovarstvi patfi k primyslovym odvétvim, kde je jedna z nejvétSich spotieb vody. Na
1 hl vystaveného piva je pouzito mezi 3,7 az 10,9 hl vody, v priiméru je uvadéno 6 hl vody na
1 hl piva (Kunze, 1994). Pitna voda musi vyhovovat pozadavkim CSN 75 7111.

Basatova et. al. (2010) rozdé€luje vodu v pivovarském priamyslu na nasledujici tfi
kategorie:

e Varni voda je zékladni surovinou pro pfipravu piva. Z hlediska hygienické a
zdravotni nezavadnosti musi spliiovat poZzadavky na pitnou vodu. Zaroven
musi varni voda vyhovovat technologickym pozadavkiim pifi vyrob& piva.
Voda v pivé piedstavuje 75 az 85 % hmotnosti.

e Myci a sterilakni voda nesmi obsahovat mikroorganismy, chemické
kontaminanty a nesmi zapachat. Pro vyplachy a sterilaci je vodu doporuceno
chlorovat (Moll, 1994).

e Provozni voda se pouziva naptiklad pro parni generatory, chlazeni, pasteraci ¢i
pro vyplachy sudt a transportnich nadob.

V zadném typu pouzivanych vod pfi vafeni piva by se nemély objevovat ani

V nejmensi mife biogenni aminy (Kala¢ a Kiizek, 2003).



3.1.2.2 Sladovnicky je¢men a slad

Uz od pocatka pivovarské vyroby k vyrobé piva pouzivaly slady z riiznych obilovin.
Je¢men sety (Hordeum sativum) je jednou z nejstarSich kulturné péstovanych plodin a dnes je
jiz tradi¢ni surovinou pro vyrobu piva ve vSech pivovarskych velmocich (Basafova et al.,
2010).

Taxonomicky fadime Je¢men (rod Hordeum) do fiSe rostlin, oddé€leni semennych
(Spermathophyta), pododdéleni krytosemennych (Angiospermae), tiidy jednodéloznych
(Monocotyledonae), ¢eledi lipnicovitych (Poaceae) (Kosai a Prochazka, 2003).

V pravéku se pouzival pro vyrobu sladi je¢men Sestitady (Hordeum hexastichum) a
jeCmen ctyitady (Hordeum tetrastychum). Ve stfedovéku se upustilo od ¢tyffadého je¢mene a
zaCal se pouzivat kromé& jeCmene Sestifadého i je¢émen dvoufady (Hordeum distichum).
V novovéku piisla éra jeément dvoufadych nicich (Hordeum distichum var. Nutans). Az do
konce 18. stoleti se spiSe na Gizemi Cech a Moravy oviem vyrabél slad pievazné z pSenice seté
(Triticum aestivum L.), pro specialni piva se ziidka pouzival i oves sety (Avena sativa L.).
FrantiSek Ondfej Poupé, reformator ceského pivovarstvi nebyl velkym zastdncem jinych nez
jecnych sladu, protézoval zasadu ,,pSenice na kolace, oves konim a je¢men na pivo™ a tak se
od 18. stoleti v Ceskych zemich vyrabél slad hlavné z jeémene a nastal velky rozmach spodné
kvasenych lezakt (Basafova et al., 2010).

S rozvojem prumyslové vyroby v tzv. strojnich pivovarech zaznamenala i vyroba sladu velkou
revoluci. Zacaly se zakladat samostatné obchodni sladovny, které dodavaly slad tuzemskym i
zahrani¢nim pivovarim. V pivovarském primyslu vzniklo nové odvétvi — sladovnictvi ¢i

vyroba sladu (Basatova et al., 2010).

3.1.2.3 Vyroba sladu

Vyroba sladu je fizeny proces kliceni a hvozdéni, béhem kterého dochazi ke
hromadéni enzymi v zrnech je¢mene. Sladovani ovlivituje i aromatické a barevné latky.

Pelikan a Sakova (2001) rozdé€luji proces sladovani do péti vyrobnich fazi:

1. Pfijem, Cisténi, tfidéni a skladovani je¢mene

2. Maceni je¢mene

3. Kliceni je¢mene

4. Hvozdéni a odklicovani sladu

5

Skladovani, lesténi a expedice sladu



3.1.2.3.1 Druhy pivovarskych sladii

Jednotlivé druhy sladii se ziskéavaji technologickymi tpravami béhem maceni a kliceni
je¢mene pii sladovani. Tvorbu barevnych a aromatickych slouc¢enin u barevnych sladi Ize
ovlivnit dalSimi upravami pti hvozdéni sladu. Z technologického hlediska vyroby piva i jeho
kvality je vyhodné pouzivat jednoodriidovy nebo dvouodriidovy slad (Basafova et al., 2010).

Ve svété se vyrabgji pievazné svétlé slady plzeniského typu pro svétla piva a tmavé
slady mnichovského typu pro tmava piva. Dalsi druhy specialnich sladi se vyuzivaji pro
zvyraznéni urcitych kvalitativnich a specifickych vlastnosti svétlych a tmavych piv ¢i pro

rizna specialni piva (Baafova et al., 2010).

Obrazek 1 - Druhy pivovarskych sladi

Zdroj: http://slideplayer.cz/slide/1915570/

3.1.2.4 Chmel a chmelové produkty

Chmel, latinsky Humulus lupulus je nejvyssi kulturné péstovana liana na severni a
jizni polokouli. Taxonomickym zafazenim se jednd o rostlinu zceledi konopovitych
(Cannabaceae), adu kopiivovitych (Urticaceae). Chmel je rostlinou dvoudomou, na jedné
rostliné najedeme bud samici, nebo sam¢i kvéty. Pivovarsky vyznamna je pouze samici

rostlina tvofici hlavky, které obsahuji zlatozluty prasek, lupulin (Vent, 2002).



Obrazek 2- Chmelova hlavka s listem

Zdroj: http://www.grapesandgrainsnyc.com/wp-content/uploads/2009/05/drawingl.gif

3.1.2.5 Chemické slozeni chmele

Ususené chmelové hlavky obsahuji pivovarsky vyznamné slou¢eniny, balastni latky,
ale 1 latky nezadouci. Pro vyrobu piva jsou velmi dulezité polyfenoly, extrahujici se do horké
vody, které ovliviiuji priib&h vyrobniho procesu i kvalitativni parametry piva. Dal§imi
vyznamnymi latkami jsou chmelové silice, Které lze vyextrahovat vodni parou a dale jsou
pritomny chmelové pryskyfice (Basafova et al., 2010).

Obsah jednotlivych slozek chmele je riizny a rtizni autofi uvadéji rozdilné hodnoty.
Odlisné hodnoty souvisi velkou Skalou chmelovych odriid, odliSnymi oblastmi péstovani,

riznym stafim vzorkd, rozdilnymi metodami stanoveni (Tabulka 1).



Tabulka 1 - Chemické sloZeni chmele publikované riiznymi autory

Basarova a

Burgess Pollock Rybacek Eepitka Moll Verzele
(1964) (1979) (1980) (1985) (1994) (1986)
Slozka obsah slozky (% hmotnostni)
Voda 10 8-12 9-11 10 10-11 8-12
celkové
pryskyfice 15 - 18 15 - -
a-horké
kyseliny - 2-12 - - 2-12 2-12
B-horké
kyseliny - 2-10 - - 2-10 1-10
chmelové silice 0,5 05-1 0,3-1,2 0,5 0,5-2 0,5-1,5
lipidy a vosky - - - 3 2-4 0,2-0,5
proteiny 15 15 10-24 15 12-18 15
aminokyseliny 0,1 - - - - -
polyfenoly 4 2-5 4,6 4 2-5 2-5
celulosa 43,4 40-50 - 44,5 40-50 40-50
Cukry - - - - -
Pektiny 2 2 - - 1-2 2
mineralni latky 8 10 6-10 8 7-9 10

3.1.2.6 Pivovarské kvasinky

Pivovarské kvasinky mizeme zatfadit mezi nejstarsi ,,domestikované* organismy. Uz

ve starém Egypté se za pomoci kvasinek vyrabél chléb a rizné alkoholické napoje, veetné

ptedchiidcii piva. Prvné kvasinky zaznamenal Anton van Leeuwenhoek, ktery je popsal jako

,,malé perlicky v pivé*“ (Kopecka et al., 2012).

Chladek (2007) zafazuje pivovarské kvasinky do tise houby (fungi), dale do oddéleni hub

vieckovytrusnych (Ascomycota), ¢eledi Saccharomycetaceae a rodu Saccaromyces.

Pivovarské kvasinky lze rozdé€lit do dvou skupin:

e Kuvasinky pro svrchni kvaseni (Sacharomyces cerevisiae, var. cerevisiae) se pouzivaji

pro kvaSeni piv typu ,ale

(3

, ,porter”, ,stout. Na konci kvaseni jsou kvasinky

vynaSeny na hladinu vznikajicim oxidem uhli¢itym, kde vytvéreji ,,deku‘. Kvasinky

svrchniho kvaseni maji vyssi tepelnou odolnost, kvaSeni probiha v teplotnim rozmezi

20 —24 °C,

e Kvasinky pro spodni kvaseni (Sacharomyces carlsbergensis) se vyuzivaji pro piva

plzeiiského typu. Po ukonceni procesu kvaseni se kvasinky usazuji na dn¢ kvasnych

nadob. Teplota pro spodni kvaseni je v rozmezi 8 az 14 °C.




Pivovarské kvasinky jsou buiiky eukaryotni, ovalného tvaru o délce 6 — 10 um a Sifce 5 —
8 um. Pravé rozmeéry a tvar bunck determinuji transportni a metabolické moznosti kvasnicné
kultury (Basatfova et al., 2010). Existuji i pivovarské kvasinky, které maji protahly tvar
(Dickinson, 2008).

Chemické slozeni pivovarskych kvasinek jsou zavislé na jejich typu, fyziologickém stavu
bunék, kultiva¢nich podminkach, Zivnych médiich a stafi kultury. Nejvice je zastoupena voda,
koncentrace se pohybuje mezi 65 — 80 %. SuSina pivovarskych kvasinek se sklada
Z dusikatych sloucenin (50 — 60 %), cukri (15 — 37 %), lipidi (2 — 12 %), déle se

v kvasinkach nachazeji ristové latky a vitaminy (Bendova a Kahler, 1981).
3.1.3 Postup vyroby piva

Vyrobu piva lze rozdélit na n€kolik casti: Srotovani, rmutovéni, scezovani sladiny,
pfipravu mladiny, separaci horkych kalii, chlazeni mladiny, provzdu$novani mladiny, hlavni
kvaseni a lezeni piva v lezackém sklepé (Chladek, 2007). Velké primyslové pivovary pivo
jesté pasteruji a filtruji pred plnénim do lahvi, plechovek ¢i sudii, u minipivovarti nejsou tyto

upravy zvykem.
3.1.3.1 Srotovani sladu

Pted Srotovanim sladu je nutno vybrat surovinu vhodnou pro dany vyrobek, pro lepsi
kvalitu piva je vhodné pouZit jednoodridovy slad ¢i odridy s podobnymi genetickymi
vlastnostmi. Vybrany slad je pfed mletim vyc¢iStén na Cistickach s vyttfasadlem a sity, zbaven
prachu pomoci aspiratoru a také magnetickym pfistrojem zbaven feromagnetickych necistot
(Basatova et al., 2010).

Vycistény slad se mele na dvou ¢i vicevalcovych Srotovnicich na sladovy Srot nebo

odbornéji na sladovou tluc a dale se zpracovava na varné (Chladek, 2007).

3.1.3.2 Vystirani a rmutovani

Cilem vystirky je dobfe smichat naSrotovany slad ¢i Skrobnaté nahrazky sladu
(surogéty) s varni vodou (Basafova et al., 2010). Teplota na zafatku vystirani by se méla
pohybovat okolo 37 °C.

Vznikla smés neboli vystirka se zaéne pomalu zahtivat. Skrobnata zrna z rozemletého
sladu bobtnaji a pfti teploté asi 52 °C zacinaji mazovatét. Po dalSim zvySeni teploty na 65 °C,

coz je niz§i cukrotvornd teplota dojde ke ztekucovani Skrobového mazu. Za vyssi cukrotvorné



teploty 72 — 75 °C dochazi ke zcukfovani. Tento zakladni proces rmutovani lze provést bud’
dekokéné nebo infuzné. Oba typy rmutovani vyzaduji odlisny technologicky postup a i
rozdilné strojni vybaveni varny (Chladek, 2007). Po ukonceni procesu rmutovani ziskame
takzvanou sladinu.

Pti dekokénim rmutovanim se povaruji dil¢i rmuty na technologicky vyznamné teploty
a dle poc¢tu rmutd rozdélujeme dekokéni rmutovani na jednormutové, dvourmutové a
tiirmutové. Nejcastéji je pouzivan dvourmutovy zpisob, kterym se vari lezaky (Basafova et
al., 2010).

Infuzni zplsob rmutovani je jednodussi nez dekokéni, 1ze jej totiz provadét jen v jedné

varné nddob¢. Tento zpiisob je vyuzivan piredevsim ve Velké Britanii (Chladek, 2007).
3.1.3.3 Scezovani sladiny

Scezovani je oproti rmutovani spiSe fyzikalnim procesem. Proces l1ze rozdélit na dveé
¢asti, scezovani predku a vyslazovani mlata. V prvni fazi se pomoci vrstvy mlata, ktera
zaroven slouzi 1 jako filtr, oddé€li kapalny podil sladiny (pfedku) a ve druhé fazi se mlato
promyje horkou vodou. Promytim nebo-li vyslazovanim se ziskaji vystielky, coz je vlastné
ziedéna sladina. Po dosazeni pozadovaného objemu a vystielkli o chténé hodnoté, se proces
scezovani ukon¢i. Sladina se poté dale zpracovava. Ziskané mlato se vyuziva jako krmivo pro

hospodaiska zvitata (Kosat a Prochazka, 2000).

3.1.3.4 Chmelovar

Chmelovar je proces, kdy probiha vafeni sladiny s chmelem. Béhem chmelovaru
dochdzi k velkému mnozstvi fyzikalnich, chemickych i biochemickych reakci za plisobeni
fyzikalnich vlivi, jejichZ vysledné produkty ovliviiuji celkové sloZeni mladiny a ovliviiuji tak
dalsi technologicky proces a vlastnosti piva (Hough et al., 1982).

Po scezeni se sladina smichd v mladinové péanvi a zacne chmelovar. Béhem
chmelovaru se postupné piidava chmel, nejcastéji na zacatku procesu, poté v poloviné a pak
na konci. Po povateni sladiny s chmelem vznik4 mladina. V dnes$ni dob€ se vétSinou vyuziva
chmele v podobé pelet, z velkych pivovart pouziva hlavkovy chmel pouze Budé&jovicky
Budvar n. p., ktery ma nainstalovany chmelovy ciz na separaci povaienych a vylouhovanych
chmelovych hlavek. Chmelovar trva zpravidla 90 minut a hlavnim cilem je pfevedeni hotkych
latek z chmele a jejich modifikace, odstranéni nezddoucich tékavych latek z vatici se mladiny,

inaktivace enzymt, sterilovani mladiny, koagulovani bilkovin a odpafeni piebytecné vody,
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kvtli dosazeni pozadované stupiiovitosti. Po ukonceni procesu chmeleni se odebere vzorek
mladiny, zmé#i se vysledna stupiiovitost a sleduje se, zdali doslo k vysrdzeni bilkovin

(Chladek, 2007).

3.1.3.5 Chlazeni mladiny a separace kali

Vyrobend mladina se po chmelovaru musi ochladit na zakvasnou teplotu. Pfi
ochlazovani se navic provzdusni a dojde k vylouceni horkych neboli hrubych kalti a z ¢asti
jemnych neboli chladovych kal. Proces chlazeni mladiny zacina u teploty okolo 100 °C a
cilem je teplotu snizit na 5 az 6 °C pro spodni kvaseni, na teplotu 10 az 15 °C pro urychlené
kvaseni ¢i na 12 az 18 °C pro kvaSeni svrchni. Béhem chlazeni mladiny je nutno vyloucit

biologické znecisténi aby nedoslo k mikrobidlni infekci (Basatova et al., 2010)

3.1.3.6 Hlavni kvaSeni mladiny

Hlavni kvaseni mladiny je proces, kdy kontrolované kvasi vyrobeny cukerny roztok,
V podstaté vyrabime z nealkoholické mladiny mladé pivo, které pak diky ¢innosti kvasnic,

obsahuje alkohol a také oxid uhli¢ity (Chladek, 2007).
CeH1206 — 2C2Hs0H + 2CO2

Proces hlavniho kvaSeni probiha v Zelezobetonovych kvasnych kadich, ocelovych
kadich ¢i v cylindrokonickych tancich. Misto, kde probihd hlavni kvaseni, se nazyva spilka
(Pelikan a Sakova, 2011). Existuji tfi zdkladni druhy kvaSeni, spodni, svrchni a nejméné

pouzivané spontalni.
3.1.3.7 Dokvasovani a zrani piva

Cilem dokvaSovani a zrani piva je pomalé zkvaSovani cukrl pfi nizkych teplotach
okolo 0 °C, syceni a fixace oxidu uhli¢it¢ho, vycCefeni a zajiSténi pozadovanych

organoleptickych zralosti piva (Basatova et al., 2010).

3.1.3.8 Filtrace

Filtrace jako takova je ve vyrobé€ piva zejména ve velkych pivovarech velmi dilezita.
Prvni ¢ast filtrace probihd uz béhem scezovani sladiny ve scezovaci kadi ¢i jeji filtrace pies
sladinov¢ filtry. Hlavnim diivodem je zisk ¢irého piva na dokvasovani, piipadné stabilizacni

filtraci. Pii konecné filtraci dokvaseného piva se odstranuji kalici latky, tim se docili
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pozadované Girosti piva a vys§i biologické a koloidni trvanlivosti. Cirost a stabilita
vyrobeného piva jsou zékladni pozadavky spotiebitelii spolu s Ostatnim kvalitativnimi znaky
piva. Pfi filtraci se nesmi snizit pénivost piva, zvysit koncentrace kysliku a ionta kovi, které
by mohly katalyzovat oxida¢ni reakce pii skladovani piva (Basatfova et al., 2010).

Tradi¢ni dokvaSovani piva probiha v lezadckych tancich v podzemnich sklepich nebo
v chlazenych budovach. U modernich postupti dokvasovani se vyuziva velkoobjemovych
tanki ve volném prostranstvi ¢i v ,,odleh¢enych® budovéach. Tradi¢ni technologie pocita
s dobou zrani 21 dnt pro desitku, 70 dnti pro dvanactku. Doba a podminky kvaseni jsou pro

kazdy pivovar specifické (Basafova et al., 2010).

3.1.3.9 Pasterace

Pasterace je tepelnd uprava piva, kterd md za ukol zajistit biologickou trvanlivost
(stabilitu) vysledného produktu. Pasterace je tepelnd inaktivace mikroorganismi, které se
podili na kazeni piva. Tim se lisi od sterilace, coz je inaktivace vSech mikroorganismd pomoci

tepla (Basafova et al., 2010).
3.1.4 Chemické sloZeni piva

3.1.4.1 Anorganické latky

Nejvice zastoupenou latkou v pivu je voda, ktera slouzi jako rozpoustédlo vsech
ostatnich slozek. Obsah vody v pivu se pohybuje v rozmezi 88 a 96 % (Kosaf a Prochazka,
2000).

Mezi dalSi anorganické latky, obsazené v pivu, patfi mineralni latky pochazejici
pfevazné ze sladu a varni vody. Nejvice je zde zastoupen draslik, sodik, hoicik, véapnik,
fosforecnany, chloridy, sirany a dusi¢nany. Dale je pfitomen oxid uhlicity, ktery je
piirozenym produktem kvaseni a jeho obsah se pohybuje v rozmezi 0,35 — 0,55 % hm. Oxid
uhli¢ity se podili na fizu piva. Dal§im z oxidd je oxid sifi¢ity, ktery je doprovodnym
produktem kvaSeni a v pivu byva v mnozstvi 2 — 20 mg/l. Kyslik do piva lze vpravit béhem
filtrace ¢i staCeni do lahvi. Pokud je obsaZen v koncentraci vyssi nez 0,5 mg/l vyrazné
poskozuje senzorické vlastnosti piva, proto je snahou vyvarovat se jeho styku s pivem (Kosaf

a Prochézka, 2000).
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3.1.4.2 Tékavé latky

Mezi tékavé slozky, obsazené v pivu, mizZeme zafadit zejména ethanol. Mnozstvi
ethanolu zavisi na koncentraci ptivodni mladiny a stupni prokvaseni piva. Obsah alkoholu
V pivu se podili na plnosti piva.

Dale se v pivu vyskytuji vyssi alkoholy, z vétsi Casti alifatické s poctem uhlikii mezi 5
a 10, jejich koncentrace v pivu se pohybuje v rozmezi 60 — 100 mg/l. Vyssi alkoholy vyrazné
ovliviiuji senzorické vlastnosti piva.

Z aldehydu je v pivu zastoupen acetaldehyd neboli ethanal v koncentraci 2 az 20 mg/I,
ktery ve vys§im mnozstvi miize negativné ovlivilovat chut’ piva.

V pivu nalezneme 1 estery, které vyrazné ovliviiuji senzorické vlastnosti piva. Jejich
koncentrace se pohybuje mezi 10 — 30 mg/I.

Z organickych kyselin je v pivu zastoupena kyselina octova, mimo ni se v pivu
nachazeji i méné t€kavé nizsi a vyssi mastné kyseliny.

Pti kvaSeni vznikd 2,3-butandion (diacetyl), ktery pokud neni dostate¢né¢ odbouran,
vyrazn€ negativné ovliviiuje chut’ piva.

Z dalsich tékavych latek pivo obsahuje tékavé aminy, sirné slouceniny a nékteré

heterocyklické slouceniny (Kosat a Prochazka, 2000).
3.1.5 Prospésné latky v pivu

Pivo ma vyvaZené nutri¢ni sloZeni, minimalni obsah cizorodych latek a maly obsah
alkoholu. Diky témto vlastnostem fadime pivo ke zdravi prospéSnym napojiim, pokud je
ovSem konzumovano s mirou. Pravidelna konzumace alkoholu v davkach 20-30 g/den pro
muze a 10-15 g/den pro Zeny plisobi proti fadé onemocnéni, hlavné kardiovaskularnim, chrani
pfed aterosklerézou, omezuje shlukovani krevnich desticek a pozitivné pisobi na
metabolismus lipidd, protoze zvySuje hladinu cholesterolu HDL a snizuje hladinu
cholesterolu LDL (Caorrao et al., 2000, Poli et al., 2013).

Pivo obsahuje zdravi prospésné sacharidy, bilkoviny, mineraly, rozpustnou vlakninu,
vitaminy skupiny B a fadu polyfenolickych latek, které maji antioxidacni, antikarcinogeni a
antimikrobialni u¢inky (Gordon, 1996).

Flavonoidy jsou zdravi prospé$né latky, které se do piva dostavaji z chmele a sladu.
Jedna se o pfirodni antioxidanty s protinddorovymi a antimikrobialnimi u¢inky na lidsky
organismus. Xanthohumol je inhibitorem riznych typi rakovinovych nadort, ma

antioxidac¢ni, antimikrobialni a protizanétlivé ucinky (OlSovska et al., 2014).
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V pivu nalezneme piedev§im vitaminy rozpustné ve vodég, tedy vitaminy skupiny B.
Tyto vitaminy se ucastni metabolismu sacharidd, bilkovin, tukd, cholesterolu a nukleovych
kyselin. Nezbytné jsou pfi tvorbé Cervenych krvinek, ovliviiuji stav lidské pokozky, vlast a
neht, maji vliv na spravnou Cinnost nervového a imunitniho systému, podporuji spanek,
ovliviiuji pamét’ a koncentraci ¢lovéka. Vitaminy skupiny B se do piva dostdvaji ze sladu a

z ¢asti z kvasinek béhem fermentace mladiny (OlSovska et al., 2014).
3.1.6 Cizorodé latky v pivu

Cizorodé¢ latky v pivu nejsou piirozenou slozkou tohoto napoje. Do piva se dostavaji
se surovinami ¢i vznikaji béhem procesu vyroby, pfipadné mohou pochdzet z pomocnych
latek nebo technologického zatizeni (Basafova et al., 2010).

Mezi nejskodlivéjsi latky v pivu se fadi N-nitrosaminy, coz jsou latky vznikajici reakei
oxidu dusiku s aminoslouceninami béhem hvozdéni sladu a oznacuji se jako tckavé
nitrosaminy (Gastl et al., 2009). Nejvice jsou sledovany tékavé nitrosaminy a netékavé ATNC
(apparent total nitrosamine content). Vyznamnymi producenty N-nitrosamint jsou bakterie
¢eledi Enterobacteriaceae a rod Bacillus (Olsovska et al., 2014).

Dal$imi cizorodymi latkami v pivu jsou tézké kovy a dalsi latky. Tézké kovy jako
kadmium, rtut’ ¢i olovo pochazeji ze surovin nebo z vody, ktera se koncentruje v mlatu.
Maximalni povolené mnozstvi té¢zkych kovii udava legislativa (Basatfova et al., 2010).

Mykotoxiny jsou latky toxické, které vznikaji ¢innosti plisni, napfiklad rodu Fusarium
a vyskytuji se pfevazné ve sladu. Snadno pteZivaji technologické operace a mohou pftejit do
hotového piva, takze uZz pii pfijmu suroviny pro sladovani se musi dbat, aby jejich vyskyt byl
co nejmensi. Mezi nejvice nebezpecné se tadi aflatoxiny a ochratoxiny, které jsou silné
karcinogenni (Basatova et al., 2010).

V pivu lze nalézt i alifatické halogenové uhlovodiky, které vznikaji hlavé pfi upravé
vody chloraci ¢i bromaci. Jejich koncentrace se musi pohybovat pod 0,07 mg/kg.
Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAH) mohou pochéazet jiz ze sladu, zatimco
polychlorované bifenyly se do piva dostavaji z natérti technologického vybaveni. Jejich
koncentrace by méla byt nizsi nez 0,5 mg/kg (Basafova et al., 2010).

Nezadoucimi latkami v pivu jsou i biogenni aminy a polyaminy, které se v pivu
objevuji v disledku mikrobidlni kontaminace mléénymi bakteriemi. Patii mezi né pfedevSim

tyramin, histamin, putrescin, kadaverin a tryptamin (Basafova et al., 2010).
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3.1.7 Nezadouci mikroorganismy v pivu

Pivo nepfedstavuje ptiznivé prostfedi pro rist mikroorganismii kvali nizkému pH,

anaerobnim podminkam, obsahu alkoholu, postupné klesajici koncentraci cukrii a hoikym

chmelovym latkam. V tomto selektivnim prostfedi mnoho organismti nepfezivd, nckteré

mikroorganismy se vyskytuji v pivu v latentni formé a viibec h neovliviiuji. K bakteriim, které

takto prezivaji, fadime tepelné¢ rezistentni bakterie tvofici endospory, pievazné bacily a

Klostridie. Proto miize byt pivo tepelné osetfeno kratkodobym zahievem &i pasteraci v lahvich

(Kosar a Prochazka, 2000).

K nezadoucim mikroorganismiim v pivu fadime dle Backa (1994):

Latentni zarodky — jejich vyskyt je vzacny. Jedna se o rody Bacillus,
Clostridium, Enterobacteriaceae, Micrococcus a kiisovité kvasinky. V pivu
nedochdzi kjejich rozvoji. Produkty jejich metabolismu jsou toxické,
vyznamné jsou hlavné mykotoxiny, které produkuji plisné vyskytujici se na
surovinach. Na surovinach, hlavné sladu, jsou ptfitomny Fusaria, produkujici
mykotoxiny deoxynivalenol (DON) a nivalenon (NIN). Dal§imi plisnémi, které
se vyskytuji na je¢menu, jsou Aspergillus a Penicillium jejichz produktem jsou
aflatoxin a ochratoxin A (OTA).

Indikatorové mikroorganismy — nejsou Skodlivé, pokud neni kontaminace
velka. Jedna se o Acetobacter pasteurianus, Acinetobacter calcoaceticus,
Klebsiella pneumoniae, Debaromyces hansenii, Sacharomyces chevalieri.

Pivu nepfimo Skodici mikroflora — mikroorganismy mohou S3kodit, ale
vV hotovém pivu se nepomnozuji. Jedna se o Enterobacter agglomerans,
Obesumbacterium proteus, Candida kefyr, Hansenula anomala.

Pivu potencialné skodici mikroflora — k pomnozeni mikroorganismi dochazi
pouze za ur¢itych podminek, pokud je pfitomen kyslik, pH je zvySeno nad 4,7
a chmeleno je vmensi mife. Ktémto organismim patii Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus lactis, Micrococcus kristinae, Zymomonas mobilis,
Sacharomyces cerevisiae pastorianus.

Pivu Skodici mikrofléora — obligatné Skodlivé mikroorganismy se v pivu
pomnozuji a tvoii sedlinu a zdkal. Negativné ovliviiuji senzorické vlastnosti
piva (vznik zapachu, tvorba diacetylu atd.). Jedna se o Lactobacillus brevis,
Lactobacillus lindneri, Pediococcus damnosus, Pectinatus cerevisiiphilus,

Sacharomyces diastaticus.

15



3.1.7.1 MIlécné bakterie

MIlécné bakterie jsou producenty kyseliny mlécné. Béhem homofermentativniho
procesu se molekula glukosy méni glykolyzou na dvé molekuly kyseliny pyrohroznové, ktera
pozdéji pfechazi na kyselinu mlénou. Mlécné bakterie lze rozdélit na laktobacily a
pediokoky. Nékteré druhy mlécnych bakterii jsou producenty biacetylu (Basafova et al.,
2010).

Laktobacily zptuisobuji nejobavanéjsi kontaminace v pivovarském procesu. Laktobacily
se vyskytuji uz v pocatecni fazi vyroby a mohou kazit pivo i za anaerobnich podminek pfi
dokvasovani piva v lezackych tancich. V malém mnozstvi lze tyto bakterie nalézt ve vétSing
pivovart.. Laktobacily lze rozdé€lit na dvé skupiny. Homofermentativni, kteti produkuji
kyselinu mlé¢nou jako hlavni produkt a heterofermentativni, kteti tvoii kromé kyseliny
mlécné, ethanolu a oxidu uhli¢itého i kyselinu octovou, mravenci a glycerol. K jejich
pomnozovani dochazi ve sladin€, mladin€ i v hotovém pivu. Optimalni teplota rastu je 20 az
30 °C, pH 4 az 7. Jejich schopnost mnoZeni je ovlivnén 1 pfitomnym mnoZstvim hotkych
latek z chmele, které maji antimikrobialni uc¢inky. Mezi druhy, které jsou cCasto i rezistentni
K hotkym latkam, tadime Lactobacillus brevis a Lactobacillus linderi. Méné casté jsou
Lactobacillus buchneri, Lactobacillus casei, Lactobacillus coryneformis, Lactobacillus
curvattus, Lactobacillus plantarum a Lactobacillus delbrueckii (Basatova et al., 2010).

Pediokoky pfedstavovaly diive vdzné nebezpei V pivovarském provozu, soucasna
sanitacni technologie toto nebezpeci vyrazné omezila. Pro rist téchto bakterii je optimalni pH
okolo 6. Idealni teplota je okolo 28 °C, ale mohou rlst 1 pifi teplotach blizkych nule.
Ptitomnost pediokokti v pivu poukazuje na zvySenou teplotu pii dokvasovani v lezackém
sklepé. Pediokoky produkuji biacetyl a pivo ma poté chut’ a viini po ¢erstvém masle nebo po
medu. Nejcastéji se vyskytujici druhy jsou Pediococcus cerevisiae, Pediococcus dextrinicus,

Pediococcus parvulus (Basafova et al., 2010).
3.1.8 Druhy piv

Basatova a Hlavacek (1999) rozdéluji piva dle barvy na piva svétla, polotmava a
tmava, piipadné jejich smési, poté se jedna o piva fezana.
Piva ovSem miizeme rozd¢lit dle typu kvaSeni:
e Spodné kvasena piva
o Lezaky

e Svrchné kvasena piva
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PSeni¢na piva
o Ale
o Stout

O

o Porter
o Némecka svrchné kvasena
o Francouzska svrchné kvasSena

e Spontann¢ kvasena piva

o Lambic
= |Lambic
= Gueuze

3.1.9 Pramyslové pivovary

V Ceské republice se nachazi vice jak 40 velkych primyslovych pivovari. Mazeme je
rozdélit na velké s vystavem nad 500 tisic hl., na stfedni s vystavem od 200 az 500 tisic hl. a
na malé pivovary s vystavem do 200 tisic hl. Pouze jediny z nich, Budé&jovicky Budvar n.p., je
statnim podnikem. Ostatni velké pivovary spadaji vétSinou pod nadnarodni spole¢nosti jako
napiiklad SABMiller, Molson Coors Brewing Company, Heineken, Lobkowicz a dalsi.

Velké pivovary se ptfedevsim soustfedi na produkci pasterovaného a filtrovaného piva,
dodrzuji stabilni vytéZnost, trvanlivost a senzorické vlastnosti. Ob¢as se na trhu objevi novy

inovativni vyrobek, ale vétSinou v limitované edici.
3.1.10 Minipivovary

Do kategorie minipivovarii zafazujeme pivovary s roénim vystavem 500 az 3 000 hl,
nejvyssi mozny vystav je pak 10000 hl ro¢né. Zpravidla je minipivovar propojeny
S restauraci, pak jej lze oznacit jako restaura¢ni minipivovar. VétSina produkce minipivovaru
je spottebovana v restauraci, mensi ¢ast je pak prodavana v PET ¢i sklenénych lahvich a
v KEG sudech (Basatova et al., 2010).

V sou¢asné dobé najdeme v Ceské republice asi 300 minipivovart, ztoho 27
minipivovara je jen v Praze. Jejich pocCet neustale roste, jen za posledni rok piibylo na trhu
okolo 50 minipivovart.

Pivo z minipivovard je pro konzumenty zajimavé, v nabidce jsou Casto piva ovocna,
rizné kotenénd, s prichutémi a velmi casto také svrchné kvaSena. Sladci vafi rozmanitou

Skalu piv, od klasické desitky az po velmi silnd piva s obsahem alkoholu pifes 20 %.
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V minipivovaru je pivo navic Cerstvé, velmi Casto jde piimo z lezdckého tanku na cep
(Vecerkova a Kiss, 2007).

Minipivovary, piva také zpravidla nefiltruji a nepasterizuji. Riziko kontaminace a
pritomnosti je tedy mnohem vyssi nez u velkych primyslovych pivovari. Minipivovary navic
nemaji svou vlastni laboratof kvality, kde se piva analyzuji, vzorky si tak nechavaji
kontrolovat na jinych pracovistich. Kontrola, jako takova, neni tak komplexni jako u velkych
pivovart, kde se s odbérem vzorkli zacina uz u primarnich surovin a kon¢i se u konecného

vyrobku.
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3.2 Biogenni aminy

3.2.1 Charakteristika biogennich amini

Biogenni aminy jsou aminy, které se piirozené vyskytuji, obsahuji aminoskupiny,
které¢ jsou oddéleny aromatickym jadrem nebo alifatickym fetézcem. Putrescin, spermin,
spermidin a kadaverin maji alifatickou strukturu. Histamin a tryptamin ma heterochyklickou
chemickou strukturu, u tyraminu a 2-fenyletylaminu se setkame se strukturou aromatickou
(Smit et al., 2008; Crea et al., 2010).

Biogenni aminy jsou pfitomny v zivociSnych tkanich a rostlinnych pletivech, kde maji
své specifické funkce. Biogenni aminy ze skupiny auxinii jsou stavebnimi latkami pro
biosyntézu fytohormonli, hordenin a gramin jsou protoalkaloidy rostlin, histamin
v zivociSnych tkanich mé funkci tkanovych hormonii a katecholaminy jsou prekurzory

hormont nadledvinek zivoc¢icht (HajSlova a VeliSek, 2009).
3.2.2 Vznik biogennich amint

Biogenni aminy vznikaji dekarboxylaci aminokyselin. Dekarboxylace je proces, kdy
dochdzi k odstépovani oxidu uhlic¢ittho ze substratu, proces Stépeni je katalyzovan
dekarboxylazami. Kazdy zbiogennich amini ma vlastni prekurzorovou aminokyselinu
(Tabulka 2).

Plsobenim dekarboxyldz vznikda zargininu agmatin, z histidinu histamin,
z fenylalaninu  2-fenylethylamin,  z tyrosinu  tyramin, zlysinu kadaverin, z 3,4-
dihydroxyalaninu DOPA, z tryptofanu tryptamin a z ornithinu putrescin (Haj$lova a Velisek,
2009).
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Tabulka 2 - Biogenni aminy, jejich prekurzorové aminokyseliny a biologicky vyznam.

Biogenni amin | Aminokyselina Biologicky vyznam

lokalni tkanovy hormon, snizuje krevni tlak,
ovliviiuje sekreci Zaludedni stavy, Ucastni se
Histamin Histidin anafylaktického Soku a alergickych reakci

stabilizuje makromolekuly a subcelularni
struktury, stimuluje diferenciaci bunék,
Kadaverin Lysin hormone

stabilizuje makromolekuly a subcelularni
struktury, stimuluje diferenciaci bunék,
Putrescin Arginin rostlinny hormone

prekurzor dopaminu, lokdlni  tkanovy
hormon, zvysSuje krevni tlak, ovliviiuje
Tyramin Tyrosin kontrakce hladkého svalstva

lokakni tkanové a rostlinné hormony, vliv na
krevni tlak, peristaltiku stfev a psychické
Tryptamin Tryptofan funkce

mediator sympatickych nervl (norepinefrin,
Dopamin DOPA epinefrin)

stabilizuje makromolekuly a subcelularni
struktury, stimuluje diferenciaci bunék,
Agmantin Arginin rostlinny hormone

2-fenylethylamin | Fenylalanin

Zdroj: Velisek a Hajslova, 2009
3.2.3 Faktory ovlivitujici vznik biogennich aminu

Mnozstvi a vznik biogennich amini mize byt ovlivnéno mnoho riiznymi faktory, jako
jsou teplota, pH ¢i1 ptitomnost dalSich latek jako naptiklad ethanol (Burika et al., 2012).

Hodnota pH je faktor ovliviujici aktivitu dekarboxylas. Vyssi aktivita enzymu nastava
pfi kyselejSim pH mezi 4 a 5,5. V kyselém prostfedi jsou bakterie produktivné;si a vytvareji
vice dekarboxylas. Pokud je pH sniZzeno, dochazi k inhibici ristu mikroorganismii, hlavné ze
skupiny Enterobacteriaceae. Pokud je pH zvyseno, bakterie mnohonasobné zvysi produkci
biogennich amint (Pollakova, 2010).

Bakterie produkujici aminy jsou vyrazné€ ovliviiovany teplotou. Teplota mezi 20 °C a

37 °C je optimalni pro bakterie produkujici dekarboxylazy, snizenim teploty je rlst zastaven

(Karovicova a Kohajdova, 2005).
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3.2.4 Mikroorganismy produkujici biogenni aminy

Biogenni aminy jsou produktem ¢innosti mikroorganismu, které se mohou vyskytovat
V potravin¢ pfirozen¢ ¢i mohou byt do potraviny zaoCkovéany jako naptiklad startovaci
kultura. Mikroorganismy mohou vyznamné ovlivnit tvorbu biogennich amint pfi vyrobé

fermentovanych vyrobku (Pollakova, 2010).

Mikroorganismy mohou produkovat biogenni aminy pifi vyrobé ¢i skladovani
potraviny. Mnozstvi a druh biogenniho aminu je zavislé na typu vyrobku a druhu
mikroorganismii. Mezi dekarboxylaza-pozitivni bakterie se fadi zastupci Celedi
Enterobacteriaceae, Bacillus macerans, Propinibacterium a také nékteti zastupci uslechtilych
startovacich  kultur pro fermentované vyrobky jako Pediococcus, Lactobacillus,

Pseudomonas, Streptococcus a Micrococcus (Pollakova, 2010).

3.2.4.1 Bakterie mlé¢ného kvaseni

Bakterie mlééného kvaseni (BMK) fadime do skupiny grampozitivnich,
nesporolujicich anaerobnich bakterii. Vyskytuji se ve formé kokt a ty¢inek. Behem mlééného
kvaSeni spotifebovavaji zkvasitelné cukry a produkuji kyselinu mlécnou. K bakteriim
mlééného kvaseni fadime okolo 20 druhd jako Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus,
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus,
Tetragenococcus, Vagococcus a Weissella (Pollakova 2010).

Bakterie mlé¢ného kvaSeni patfi k mezofilnim bakteriim, ale rGst mohou 1 pfi
teplotach 5 °C az 45 °C. Preferuji spiSe kyselé prostiedi, ale mohou fungovat i v prostredi
alkalitickém. BMK jsou slab¢ proteolytické a lipolytické. Pro své fungovani vyZaduji bakterie
mlécného kvaseni v prostfedi volné aminokyseliny, dusik a vitaminy (Trias Mansila, 2008).

Bakterie mlécného kvaSeni, které se pouZivaji v potravinafstvi jsou netoxické a
nepatogenni. Existuji ovSem kmeny jako Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc a Streptococcus, které jsou producenty biogennich aminti (Pollakova, 2010).

Nejvyznamnéj$im biogennim aminem, ktery je produkovan kmeny Enterococcus,
Lactococcus a Leuoconostoc, je tyramin. Neékteré bakterie z kmenu Leuconostoc mohou
produkovat histamin (Suzzi et Gardini, 2003).
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3.2.5 Vliv biogennich aminii na lidsky organismus

Biogenni aminy jsou podstatné latky pro lidsky organismus. Na druhou stranu jejich
krevniho tlaku, dychaci problémy a zvraceni. Histamin a tyramin jsou znamy piedevsim pro
své psychoaktivni a vazoaktivni G¢inky (Burika et al., 2012).

Pro lidi se zazivacimi potizemi jako zanét zaludku, Crohnova choroba, syndrom
drazdivého tra¢niku a Zaludeéni viedy jsou biogenni aminy velmi nebezpeéné. Cinnost oxidaz
VvV organismu je nizSi a detoxikacni systém v zazivacim traktu neni schopen metabolizovat
biogenni aminy pfijaté v potravé (Karovicova a Kohajdova, 2005).

Biogenni aminy spolecné¢ s alkoholem predstavuji velky problém. Alkoholova
intoxikace samotna zplusobuje vasodilataci, ktera zplisobuje bolesti hlavy. Alkohol ma vliv na
neurotransmitery a nékteré hormony spojované s bolestmi hlavy jako serotonin ¢i
prostaglandiny. Bolesti hlavy vSak mutzou zpusobovat pravé i vyskyt biogennich amind
v alkoholickém napoji, pivu, jejich pfitomnost poukazuje na kontaminaci potraviny

bakteriemi mlé¢ného kvasSeni (Kalac et al., 2002).

3.2.5.1 Detoxikace organismu

V travicim traktu se nachédzi detoxikacni systém, ktery je schopen odbourat malé
mnozstvi biogennich amint, které konzument pfijal s potravou. Pfi pfijmu malého mnoZstvi
jsou exogenni aminy z potraviny rychle detoxifikovany c¢innosti aminooxidaz a konjugaci.
Dulezitou funkci v detoxika¢nim mechanismu hraji enzymy monoaminooxiddza (MAQO) a
diaminooxidaza (DAO), které se vyskytuji ve stfevnim epitelu. Pokud konzument piijme
velké mnozstvi biogennich amind, je alergik ¢i je aktivita monoaminooxidazy a
diaminooxidazy nedostate¢nd, tak se biogenni aminy neeliminuji a hromadi se v organismu

(Pollakova, 2010).
3.2.6 Biogenni aminy v potravinach

Biogenni aminy jsou v nizkych koncentracich pfitomny v rGznych potravinich a
napojich, pokud je jejich koncentrace vysoka, tak je pfitomnost biogennich amini toxicka pro
organismus. Psychoaktivni aminy ovliviiuji centralni nervovy systém, vasoaktivni aminy maji
negativni UCinek na vaskularni systém. Jejich toxicita je piimo zavisld na ucinnosti
detoxikace, pokud konzument pozil napiiklad ethanol, ktery snizuje aktivitu

monoaminoxidéazy, je odbouravani biogennich aminid inhibovéno. U citlivych jedinct pak
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vede konzumace napoji a potravin s vyssi koncentraci biogennich amind k bolestem hlavy,
zvraceni, hypertenzi, alergickym zéachvatim, vyrdzkdm a v kritickych ptipadech k Soku a
ztraté védomi (Olsovska et al., 2014).

Zakon ¢.110/1997 o potravinach a tabakovych vyrobcich uvadi maximalni koncentraci
histaminu v potravinach 100 mg/kg a pro tyramin 100 mg/kg.

Pii konzumaci histidinu v mnozstvi 8 — 40 mg dochazi ke slabé otrave, pii 40 — 100
mg se jedna o stfedni otravu a nad 100 mg jde uz o otravu silnou. U tyraminu pfi poziti vice

nez 100 mg muze nastat silna migréna (Anli et al., 2004).

3.2.6.1 Biogenni aminy ve viné

Biogenni aminy vznikaji béhem celé¢ho vyrobniho procesu, hlavné pti fermentaci vina
z aminokyselin za plisobeni enzymi ze skupiny dekarboxylaz nebo mohou byt produkty
enzymov¢ katalyzované aminace. Mezi kontrolované biogenni aminy ve viné patii histamin,
tyramin, trypamin, spermin, spermidin, kadaverin a putrescin. Biogenni aminy mohou byt
zastoupeny jiz v moStu. Putrescin je jako jediny pfitomny V hroznech. Vliv na mnozstvi
biogennich aminii ma 1 stupent vyzralosti hrozni, hygiena rmutu, odrida a klimatické
podminky. Dal$im faktorem je i pH a obsah oxidu sifi¢itého. K nejvétsimu rozvoji biogennich
amintt dojde hlavné béhem fermentace. Nejvice se na tvorbé podili Brettanomyces

bruxellensis a bakterie mlé¢ného kvaseni (Ottisal a Stavek, cit. 1. 3. 2016).

3.2.6.2 Biogenni aminy v syrech a mlé¢nych vyrobcich

Syry jsou potraviny, které obsahuji pomémé vysoké mnozstvi biogennich amind,
hlavné tyraminu a histaminu. V men$im mnoZstvi v syrech nalezneme tryptamin, putrescin,
B-fenyletylamin a kadaverin (Halasz et al., 1994).

Mnozstvi biogennich aminil v syrech neni ovlivnéno pouze druhem syru, ale také
vyrobnim procesem dané¢ho vyrobku. Zalezi na typu mléka (kravské, kozi, ov¢i), tepelném
opracovani pomoci pasterace, dob¢ zrani, mikrofloie a velikosti syra (Lorencova et al., 2012).

Mezi mikroorganismy produkujici biogenni aminy v syrech patii Enterococcus,
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc a Streptococcus. Biogenni aminy jsou pfitomny

v syrech emental, gouda, ¢edar, plisiiové a tavené syry (Pollakova, 2010).
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3.2.6.3 Biogenni aminy ve fermentovanych masnych vyrobcich

Fermentované masné vyrobky jsou vyrabény ze syrového, casto mélnéného masa a
tuku. Smés masa, tuku, soli, kofeni a dalSich pfisad je zaockovana startovaci kulturou
mikroorganismti. Béhem fermentace dochdzi k vyznamné tvorbé histaminu a tyraminu.
V pribéhu prvnich tifi dnli zrani masného vyrobku dojde ke zvySeni koncentrace histaminu

desetkrat. Startovaci kultury jsou pievazné tvoreny vice kmeny bakterii mlééného kvaseni

(Pollakova, 2010).
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3.3 Biogenni aminy v pivu

Pivo patii mezi alkoholické napoje a z hlediska piijmu biogennich amini ho mizeme
zatadit do rizikové skupiny. Biogenni aminy v pivu lze rozd¢lit dvou skupin. V prvni skupiné
najdeme aminy, které pochazeji ze sladu a dalSich surovin a Ize je tak povazovat za slozku
piva. Do prvni skupiny zafazujeme putrescin, agmantin, spermin a spermidin. V druhé
skupiné se nachézi histamin, tyramin a kadaverin, jejichz vyskyt v hotovém pivu poukazuje
na aktivitu kontaminujicich bakterii mlééného kvaseni béhem procesu vyroby piva (Kalac, P.
a Kiizek, M., 2003).

Druh a mnoZzstvi biogennich aminl v pivu zavisi na kvalité surovin pro vafeni piva,
technologie vafeni a na hygienickych podminkach v pivovaru (Tang et al., 2009).

Koncentrace histaminu se pohybuje v rozmezi 0,2 — 22 mg/kg, kadaverinu 0,2 — 49
mg/kg, putrescinu 0,3 — 31 mg/kg, spermidinu 0,2 — 7 mg/kg, sperminu 0,2 — 15 mg/kg,
agmantinu 0,5 — 47 mg/kg, 2-fenylethylaminu 0,2 — 8 mg/kg, tyraminu 0,3 — 68 mg/kg a
tryptaminu 0 — 10 mg/kg (Velisek a Hajslova, 2009).

Kala¢ a Kiizek (2003) zjistili, Ze obsah alkoholu ¢i extrakt ptivodni mladiny (EPM) nema
vliv na pfitomnost biogennich aminil. Biogenni aminy byly nalezeny v pivech alkoholickych 1
nealkoholickych. Na koncentraci méa ovSem vliv pH piva, u piv kyselejSich bylo amini vice,
vyssi kyselost indikovala zvySenou aktivitu bakterii mlééného kvaseni.

Dle legislativy se musi pH piva pohybovat v rozmezi 4,0 — 4,9. Pro bakterie produkujici
biogenni aminy je toto prosttedi idealni, nejvyssi aktivity dosahuji totiz v podminkach, kde je

hodnota pH mezi 4 a 5,5.
3.3.1 Histamin

Histamin fadime do druhé skupiny biogennich amind, jejichZ ptfitomnost v hotovém pivu
poukazuje na pfitomnost kontaminujicich bakterii zejména mlé¢ného kvaseni (Kalac a Ktizek,
2003). Ze skupiny mléénych bakterii jsou to hlavné Lactobacillus a Pediococcus, které se
velké mife podileji na produkei histaminu (OlSovska et al., 2014).

Histamin zpusobuje nejCastéj§i otravy zpusobené biogennimi aminy. Vyskytuje se
v makrelovitych rybach, syrech, viné, masnych vyrobcich a pivu. Toxikologické ucinky
histaminu zavisi na pfijatém mnozstvi, pfitomnosti jinych amind, aktivit¢ aminooxidaz a
zdravotnim stavu travici soustavy jedince. Pro citlivé jedince je Skodlivy pfijem i malého
mnozstvi histaminu, konkrétn€ mezi 5 az 10 mg. K nepatrné otravé histaminem dojde pfi

pfijmu 8 az 40 mg histaminu, ke stfedni otravé dojde pii piijmu 40 az 100 mg histaminu,
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vy$$i piijem nez 100 mg histaminu zapfiCifluje intenzivni otravu. Maximalni mnozstvi
histaminu v potravinach je v rozmezi 50 az 100 mg/kg (Silla Santos, M. H., 1996; Onal, A.,
2007; Crea et al., 2010). Dle zakona ¢. 110/1997 sb. o potravinach a tabakovych vyrobcich je

maximalni koncentrace histaminu v pivu 20 mg/kg.

Obrazek 3- Struktruni vzorec histaminu

HN

o
N NH
2

Zdroj: https://histaminovakasulka.files.wordpress.com/2012/08/300px-histamine.png

Nejbéznéjsi priznaky otravy histaminem se projevuji u kardiovaskularniho systému.
Histamin muze pfimo ovliviiovat ¢innost srdce diky uvolnéni adrenalinu a noradrenalinu
z nadledvinek, navic histamin mize podrazdit délozni hladké svalstvo, stfeva, dychaci cesty,
podili se na stimulaci senzorickych i motorickych neuronii a kontroluje sekreci zZalude¢nich
kyselin. Otravy histaminem se projevuji mnoha symptomy, napfiklad na riznymi vyrazkami,
koptivkou, otokem ¢i zanétem. U traviciho Ustroji se setkdvdme s nevolnostmi, zvracenim,

prijmem a kieCemi v bfiSni dutin€. Dale se mlzZe objevit hypotenze, bolesti hlavy, buSeni

srdce a névaly horka (Shalaby, A.R., 1996; Marino et al., 2008).
3.3.2 Putrescin

Putrescin patii do skupiny biogennich aminti pochéazejicich ze sladu pouzivaného pii
vafeni piva. Mimo to je putrescin produkovan bakteriemi Enterobacter a Escherichia coli

(Ol3ovska et al., 2014) Je to amin s alifatickou chemickou strukturou.

Obrazek 4- Strukturni vzorec putrescinu

NH
H2N/\/\/ 2

Zdroj: http://www.mpbio.com/images/product-images/molecular-structure/02100441.png
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Putrescin vznikd dekarboxylaci aminokyseliny ornitinu ¢i agmantinu. Biochemickou
reakci putrescinu s pfiddnim aminopropylovych skupin ziskdme jiné biogenni aminy jako
spermin a spermidin (Erzetti et al., 2009).

U putrescinu neni piimo nebezpecna jeho toxicita, ale spiSe synergicky vztah ostatnimi

biogennimi aminy. Putrescin vyrazné¢ umociniuje farmakologické ucinky mnohem

S 24

3.3.3 Tyramin

Tyramin je stejn€ jako histamin, biogenni amin, ktery vzniké ¢innosti kontaminujicich
bakterii mlécného kvaSeni (Kala¢ a Kfizek, 2003). Prekurzorem tyraminu je aminokyselina

tyrosin.

Obriazek 5- Strukturni vzorec tyraminu

NH>

HO

Zdroj:http://www.sigmaaldrich.com/content/dam/sigma-
aldrich/structure7/183/mfcd00008193.eps/_jcr_content/renditions/mfcd00008193-
medium.png

Tyramin zplisobuje zvySeni krevniho tlaku a srdecni frekvence. Mimo jiné muze
zrychleni dychani (Pollakova, 2010).

Velky rozvoj tyraminu nastava pii hlavnim kvaseni mladiny, nejvice se to projevuje u
spontanné kvasenych belgickych specialii jako jsou Lambic, Kriek a u svrchné kvasenych piv.
U spodniho kvaSeni se rozvoj tyraminu neprojevil. Pokud je mladina ov§em kontaminovana
bakteriemi mlécného kvaseni jako jsou Pediococcus spp. tak se mize koncentrace tyraminu

zvySovat (Kalac¢ a Ktizek, 2003).
3.3.4 Tryptamin

Dekarboxylaci aminokyseliny tryptofan vznikd tryptamin, ze kterého vznika oxidaci
hormon serotonin. Jedna se o biogenni amin s heterocyklickou chemickou strukturou.

Tryptamin se v potravinach vyskytuje v malych koncentracich a neni pfili§ spojovan
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s nezadoucim pasobenim a lidsky organismus. V pivu ho najdeme nej¢astéji v koncentracich

0 az 10 mg/kg (Velisek a Hajslova, 2009).

Obrazek 6- Strukturni vzorec tryptaminu

NH,
\

N
H

Zdroj:http://www.sigmaaldrich.com/content/dam/sigma-
aldrich/structure0/061/mfcd00005661.eps/_jcr_content/renditions/mfcd00005661-

medium.png
3.3.5 Kadaverin

Kadaverin je biogenni amin s alifatickou chemickou strukturou, vznika dekarboxylaci
aminokyseliny lysin. Patii do druhé skupiny biogennich aminti v pivu spolu s histaminem a
tyraminem. Kadaverin vznikd pii hlavnim kvaSeni mladiny jako metabolit kontaminujicich
bakterii mlééného kvaSeni (Kalac et al., 2002).

Za produkci kadaverinu v pivé jsou predev§sim zodpovédné bakterie Enterobacter a
E.coli (Olsovska et al., 2014).

ZvySeny obsah kadaverinu muze také poukazovat na nedostatky v technologii
zpracovani a skladovani potraviny. V pivu najdeme kadaverin nejcastéji v mnozstvi 0,2 az 49

mg/kg (Velisek a Hajslova, 2009).
Obrazek 7- Strukturni vzorec kadaverinu

HoN™ " NH,

Zdroj:https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/c/c2/Cadaverine-2D-
skeletal.png/280px-Cadaverine-2D-skeletal.png

28



3.3.6 Biogenni aminy v pivech z minipivovaru

Biogenni aminy nalezneme téméf ve vSech tuzemskych pivech i pivech ze zahraniéi. Piva

Z minipivovarti jsou rizikovéjsi, jejich technologie neni vétSinou tak propracovana jako u

pivovaru stfednich a velkych. V nasledujici tabulce, nalezneme vysledky testovani piv

z minipivovart, které bylo provadéno pracovniky VUPS v Praze. Modie zvyraznéné hodnoty

poukazuji na mikrobidlni kontaminaci testovanych piv. Cervené zvyraznéné hodnoty oznacuji

piva, ktera lze klasifikovat jako zdravotné zavadna (OlSovska et al. 2014).

Tabulka 3 - Obsah biogennich amini v pivech z minipivovara (monitoring 2011).

Extrakt Alkohol
mladiny (% (% Histamin | Tyramin | Trypamin | Putrescin | Kadaverin
Vzorek hm.) hm.) (mag/l) (mgl/l) (mg/l) (mg/l) (mag/l)
1 12,58 4,25 0 85,83 0,25 1,96 0,47
2 11,94 4,94 1,97 2,21 0,32 2,21 0,29
3 13,28 53 0,04 82,77 0,55 3,95 3,53
4 12,51 4,15 0,02 64,75 0,46 2,39 0,44
5 12,73 4,26 0,03 57,7 0,16 2,6 0,22
6 12,48 2,76 0,02 2,77 0,3 2,43 0,55
7 12,07 5,16 0,03 58,67 0,16 3,04 0,42
8 13,34 4,1 2,94 67,76 0,23 4,41 44,46
9 9,97 3,05 0,1 84,03 0,18 4,63 26,71
10 12,04 3,6 0,09 104,71 0,26 5,34 38,77
11 13,59 4,55 0,51 76,79 0,17 4,3 10,28
12 11,17 4,25 1,95 54,09 0,16 4,25 23,68
13 10,83 4,17 0,07 3,64 0,18 2,71 21,36
14 16,62 5,56 0,01 56,94 0,21 4,11 2,25
15 10,95 3,9 0,02 52,57 0,22 2,04 0,76
16 11,97 4,25 0,01 67,4 0,27 4,43 9,11
17 12,63 4,55 0,01 38,94 0,15 1,73 6,15
18 11,32 3,71 0,02 14,69 0,13 2,17 29,07
19 11,17 4,38 0,02 0,26 0 2,64 0,22
20 11,56 4,04 0 0,18 0 2,39 0,06
21 13,97 5,26 0 1,1 0,3 2,4 0,11
22 16,86 6,57 0 1,99 0,26 2,22 0,22
23 14,16 5,44 0 1,15 0,09 1,88 0,41
24 14 5,27 0,03 2,1 0,17 2,18 0,47

Zdroj: Olsovska et al. 2014
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3.4 Metody stanoveni biogennich aminu

Pro stanoveni biogennich amini byla vytvofena velka skdla analytickych postupt.
Jednotlivé metody jsou na miru vytvareny pro jednotlivé potraviny, ve kterych se aminy maji
stanovit. V potravinaistvi se nejvice vyuzivaji postupy na stanoveni aromatickych a
heterocyklickych biogennich amint (Macora et al., 2010).

Biogenni aminy se nejcastéji analyzuji chromatograficky, vyuziva se chromatografie
tenkovrstva (TLC), plynova (GC) a vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) (Huang
etal., 2010).

Stanoveni biogennich aminl je naro¢né vzhledem k obvyklym pozadavkiim na citlivost a
presnost stanoveni. V dneSni dobé se pfiliS nepouzivaji metody zalozené na pifimém
fotometrickém stanoveni amint v potravinach, ptrevdzné kvili malé selektivité stanoveni.
Stale se vyuziva TLC, jejichZ pfednosti je rychlost a cenova dostupnost. Pro rychlou analyzu
Vv potravinafstvi lze TLC doporucit. OvSem i u této metody je piedseparace a derivatizace
aminl nezbytna. Nearomatické biogenni aminy nejsou schopny absorbovat zafeni v oblasti
UV/VIS a bez derivatizace a piedseparace nelze provést detekci kapalinovou chromatografii
(Veverka, 2012).

Nejcastéji se aminy separuji ze vzorku vzhledem k jejich bazicité kyselinou chloristou
nebo trichloroctovou. U mléénych vyrobkil se vyuziva i extrakce methanolem za zvySené
teploty. Miizeme se setkat 1 s extrakcemi roztokem citranu sodného, okyseleni vzorku

kyselinou trichloroctovou a naslednou centrifugaci pro oddéleni bilkovin (Onal, 2007).
3.4.1 HPLC

HPLC (High performance liquid chromatography) neboli Vysoko 0¢inné kapalinova
chromatografie je technika nejvice vyuzivana pro determinaci biogennich aminl
V potravinach pro jeji vysoké rozliSeni, citlivost, univerzalnost a jednoduchou pfipravu
vzorkl. Biogenni aminy nelze vystavit pfimo ultrafialovému zéfeni ¢i fluorescenénimu zareni,
proto je tfeba vzorky pted analyzou zderivatizovat napiiklad pomoci benzoyl chloridu (Tao et
al., 2009).

Chromatografii fadime mezi separacni metody, u kterych se odd¢luji slozky
V analyzovaném vzorku. Jednd se o metodu kvalitativni a kvantitativni analyzy vzorku.
Béhem analyzy se vzorek vnasi mezi dvé nemisitelné faze, mobilni a staciondrni.
Analyzovany vzorek je pohybem mobilni faze undsSen pies stacionarni fazi. Slozky analytu

jsou zadrzovany na stacionarni fazi. Na konec stacionarni faze se rychleji dostanou slozky
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vzorku, které jsou malo zadrzované. U kapalinové chromatografie je mobilni fazi kapalina.
Pii separaci se analyzovany vzorek rozdéluje mezi fazi mobilni a fazi staciondrni. Doba,
kterou stravi analyt v jedné Ci druhé fazi je zavisld na afinit¢ jednotlivych fazi (Veverka,
2012).
Novakova a Dousa (2013) popisuji kapalinovy chromatograf takto:
e Zasobniky mobilni faze a vysokotlaké cerpadlo: slouzi k uchovavani a
transportu mobilni faze.

e Autosampler a manualni davkovaci ventil: jejich ukolem je davkovani vzorku.

e Chromatograficka kolona a termostat kolony: slouzi k separaci latek.

e Detektor: jeho ukolem je detekce latek.

Pocitace a software: zaznamenavaji a vyhodnocuji vysledky.

Obrazek 8- Schéma HPLC

V2
I/ \ CHROMATOGRAM

H pumpa R 4l mk\
—— "E 04
mobilni N ;
f{lZC ‘ ‘ re t(r\m Cas lmn]
‘£‘,| e ' . .
%\QL?E L ===1y
- &1 <
davkovacw pocitac
kohout se = _J i ﬁ
smyckou separacni ‘

kolona detektor -

Zdroj: http://slideplayer.cz/slide/2510619/
3.4.1.1 Kolony

V dnes$ni dobé se kolony pro HPLC pfipravuji komeréné a uZzivatel nemlze piilis
ovlivnit konstrukci, rozméry a tvar chromatografické kolony. Uzivatel si mize vybrat druh
sorbentu a velikost ¢astic (Novakova a Dousa, 2013).

PIast’ kolony se vyrabi z nerezové oceli (typ 316), ktera je vysoce antikorozni.
Nicméné pokud se pouzivd mobilni faze, kterd obsahuje chloridy, organicka rozpoustédla,
jako acetonitril a dichlormethan, existuje riziko vyluhovani Zeleza z nerez oceli. Material pro

vyrobu kolony by mél také odolavat vysokym tlaklim, chemickému pasobeni mobilni faze a
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povrch by mél byt dokonale hladky. Pro analytické ucely se pouZzivaji analytické kolony o
vnitinim priméru 2,1 az 5 mm, délce 10 az 300 mm a plnéné jsou napIlnémi o velikosti ¢astic

1 az 100 pm (Novakova a Dousa, 2013).

3.4.1.2 Nastaveni teploty

Separace HPLC probihaji vétSinou pfi laboratorni teploté a nevyzaduji termostatovani.
U nekterych separaci je vyhodné zvysit teplotu, ucinnost separace se tim zlepSi. Funkci
regulace teploty vétSina novych chromatografii ma, programova zména teploty se ovSem

v HPLC nevyuziva (Klouda, 2003).

3.4.1.3 Detektory v kapalinové chromatografii

U vysokoucinné kapalinové chromatografie by detektory mély byt dostatecné
selektivni pro analyty a malo citlivé na mobilni fazi. Prito¢né cela detektoru musi snést tlak
mobilni faze a zlstat ut€ésnénd. Nejvice se vyuzivaji detektory fotometrické, refraktometrické
a fluorescencni (Klouda, 2003).

V kapalinové chromatografii lze vyuzit nékolik rtiznych typt detektord.

e Fotometricky detektor: nejvice pouzivany detektor. Méfi absorbanci eluatu,
ktery vychdzi z kolony. Pro dosazeni optimalni citlivosti detektoru musi byt
zajisténa dostacujici drdha prutoéné kyvety, kterou prochazi paprsek.

Jednodussi detektory tohoto typu méfi pii jedné vinové délce v ultrafialové

vvvvvv

(Klouda, 2003).

e Flourescen¢ni detektor: vyuziva principu fluorescence, tedy schopnosti latek
absorbovat ultrafialové zareni a pak vysilat zafeni o vyssSi vlnové délce, které
se méti fotondsobicem kolmo na smér vstupujiciho zateni. Detektor je vysoce
selektivni a Ize ho kombinovat s fotometrickym detektorem (Klouda, 2003).

e Refraktometricky detektor: méfi rozdily mezi indexem lomu eludtu a Cisté
mobilni faze. Pokud je slozka pfitomna v eluatu, objevi se vychylka. Tento
detektor neni pfili§ citlivy, ale je univerzalni. Pfi pouZzivéani je nutné udrzovat
stalou teplotu (Klouda, 2003).

e UV/VIS spektrofotometricky detektor: je selektivni, nedestruktivni detektor,
ktery méfi absorbanci eludtu v oblasti vinovych délek od 190 do 800 pm

(Cvacka, 2010). Kvantitativni vyhodnoceni analyzy je zalozeno na Lambert-
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Beerové zékong, ktery vyjadiuje vztah mezi tloustkou absorbujici vrstvy (1),
koncentraci absorbujici slozky (c) a vlastni velikosti absorpce (A) (Novakova

etal., 2013).
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4 Prakticka cast
4.1 Stanoveni vybranych biogennich amint v pivu

Experimentalni ¢ast diplomové prace je zaméfend na stanoveni vybranych biogennich
amintl v pivu. Srovnavany byly vzorky piv nepasterovanych a nefiltrovanych z minipivovart
S pivy pasterovanymi a filtrovanymi z velkych primyslovych pivovarti. V prvni analyze byl
stanovovan putrescin, kadaverin a tryptamin. V druhé analyze byl analyzovan histamin a
tyramin.

Zakladni ¢ast postupu analyzy byla pfevzatd z metodiky stanovovani biogennich amint
na Jiho¢eské univerzité v Ceskych Budgjovicich a byla adaptovana na moznosti laboratofe

Katedry chemie na Ceské Zemédélské univerzité v Praze.
4.2 Analyzované vzorky

Vsechny analyzované vzorky byly vzorky piva z pivovarii a minipivovard v Ceské
republice. VSechna analyzovand piva byla spodné¢ kvasend, svétla vycepni ¢&i lezdky
s obsahem alkoholu 3,5 % az 5,6 %. Piva byla vafena z je¢ného sladu ¢i jeho surogati a
chmelena ptevazné ceskym chmelem. Jednotlivé receptury piv ovSem nejsou znamy, jedna se
o vyrobni tajemstvi pivovard.

Vzorky lze rozdélit na dvé ¢asti. U prvni sady se jednalo o piva pasterovana a filtrovana
z velkych primyslovych pivovart, druhd skupina byla piva nepasterovana a nefiltrovana
Z minipivovara.

Vzorky byly oznaeny Cislem, analyza byla tak zcela anonymni, v nasledujici tabulce
jsou uvedeny hodnoty pro jednotliva piva, obsah alkoholu, EPM a zda bylo pivo filtrované a
pasterované ¢i nikoliv.

Vzorky z velkych pramyslovych pivovarid byly ze sklenénych pivnich pullitrovych lahvi.
Vzorky z minipivovart byly odebrany bud’ pfimo v daném minipivovaru, bud’ se jednalo o
vzorky pfimo nato€ené z pipy ¢i o vzorky stocené pod tlakem do pivnich PET lahvi. Nékteré
vzorky z minipivovar pochazely také ze sklenénych pivnich lahvi, které byly zakoupeny ve

specializovanych pivotékach.
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Tabulka 4 - Anonymni seznam vzorki piv z minipivovari a velkych pivovari

1 11° 4,50% Ne Ne
2 10° 4,10% Ano Ano
3 12° 4,40% Ano Ano
4 10° 3,50% Ano Ano
5 10° 4,00% Ano Ano
6 11° 4,70% Ano Ano
7 10° 4,00% Ano Ano
8 11° 4,50% Ne Ne
9 12° 5,00% Ne Ne
10 11° 4,10% Ne Ne
11 13° 4,80% Ne Ne
12 12° 5,00% Ano Ano
13 Nezjisténo 5,00% Ano Ano
14 11° 4,90% Ano Ano
15 10° 4,20% Ano Ano
16 11° 4,50% Ano Ano
17 10° 4,70% Ano Ano
18 11° 4,80% Ne Ne
19 14° 5,60% Ne Ne
20 12° 5,20% Ne Ne
21 13,5° 5,10% Ne Ne
22 12° 5,00% Ne Ne
23 12° 5,20% Ne Ne
24 12° 5,00% Ne Ne
25 10° 4,10% Ano Ano
26 10° 3,80% Ano Ano
27 11° 4,70% Ano Ano
28 10° 4,20% Ano Ano
29 12° 4,60% Ano Ano
30 10° 4,10% Ano Ano
31 12° 5,00% Ne Ne
32 12° 5,20% Ne Ne
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4.3 Material

K analyze byly pouzity nasledujici chemikalie:
e Putrescin dihydrochlorid pur.
e Kadaverin dihydrochlorid pur.
e Histamin dihydrochlorid pur.
e Tyramin hydrochlorid pur.
e Tryptamin hydrochlorid pur.
e 1,6-diaminohexan pur. (2000 mg/l)
e 1,7-diaminoheptan (2000 mg/l) pur.
e NaOH p. a. (9,8 mol/l)
e NaClp.a.
e Benzoylchlorid p. a.
e Diethylether p. a.
e Methanol HPLC
o KH2PO4¢.
e NaH:PO4.12 H20 ¢.
e HCLO4p.a.

e Destilovana a demineralizovana voda
4.3.1 Tlumivy roztok pro analyzu histaminu a tyraminu

Na ptipravu tlumivého roztoku bylo pouZzito 12,50 g KH2PO4a 16, 34 NaH2PO4. 12 H20,
tyto dvé latky byly za horka rozpustény v 50 ml destilované vody. Roztok byl vysoce nasycen
a tak velmi snadno krystalizoval. Bylo proto nutné pied pouzitim vylouc¢ené krystaly rozpustit

V horké vodni lazni.
4.3.2 Vnitini standardy 1,6-diaminohexan a 1,7-diaminoheptan

Pro analyzu bylo tfeba namichat vnitini standardy, 1,6-diaminohexan pro analyzu 1 a
1,7-diaminoheptan pro analyzu 2. V metodice bylo uvedeno mnozstvi 2 g/l, pro naSe ucely
nebylo tfeba tak velkého mnozstvi, proto bylo pfepoctem ur¢eno mnozstvi 0,1 g/50ml. Vnitini

standardy poté byly pfidavany do analyzovanych vzorkil dle metodiky.
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4.4 Laboratorni pomiicky a pristroje

4.4.1 Laboratorni pomicky

e Bé&zné laboratorni sklo

e Mikro pipety

e (Odpatovaci banky

e Injekeni stiikacky

e Mikrofiltry SF 9011-10, 4 mm, nylon 0,22 um Syringe filtre
e Vialky 300 ul

4.4.2 Laboratorni pristroje

e Ultrazvukova lazen (Pfiloha 9)

e Analytické vahy (Pfilohal0)

e Tiepacka

e Rotaéni vakuova odparka (Ptiloha 11)

e HPLC (Priloha 8)

e Kolona HPLC Zorbax SB-C18 solvent saver 3,0 x 150 mm 5-Micron P.N.

4.5 Priprava standardii na analyzu

Pro pozdé¢jsi vyhodnoceni vysledkli byla pouzita metoda vnéj$iho standardu neboli
metoda kalibracni kiivky. U této metody byly piipraveny standardy pfedem vybranych
biogennich amind.

Nejdiive byly pfipraveny smésné standardy. Pro analyzu 1 smés obsahovala putrescin,
kadaverin a tryptamin a pro analyzu 2 to byla smés histaminu a tyraminu.

Nasledn¢ byly ptipraveny jednotlivé standardy pro kazdy ze stanovovanych biogennich
amini. Navazka jednotlivych biogennich amin se pohybovala okolo 0,1 g na 100 ml
demineralizované vody (Tabulka 5). Nasledn¢ bylo tieba pfipravit standardy v koncentracich
0, 2, 4, 6, 8 a 10 ml a doplnit je demineralizovanou vodou do objemu 40 ml v prvni analyze a

do 35 ml ve druhé analyze.
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Standardy byly pfipravovany stejnou metodou jako pozdé€ji analyzované vzorky piva.
Pro putrescin, kadaverin a tryptamin to byla analyza jedna a pro histamin a tyramin se jednalo

0 metodiku analyzy dva. Ob& metodiky jsou uvedeny niZe.

Tabulka 5 - Navazky jednotlivych amini pro pfipravu standardi

Kadaverin
g/100ml

0,0138

Putrescin
g/100ml

0,011

Sloupecl
Navazka

Histamin
g/100ml

0,01008

Tryptamin
g/100ml

0,0124
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Graf 3 - Kalibraéni kfivka pro tryptamin
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Graf 4 - Kalibraéni kiivka pro histamin
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Graf 5 - Kalibraéni kfivka pro tyramin
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4.6 Stanoveni putrescinu, kadaverinu a tryptaminu

Prvnim krokem bylo odplynéni pouzitych vzorkd piva v kadinkach v ultrazvukové lazni
(Ptiloha 1), k jedné analyze bylo tfeba 40 ml piva a vzdy byl pfipravovan vzorek ve dvou
opakovanich.

K 40 ml odplynéného piva bylo pfidano 0,25 ml vnitiniho standardu 1,6-diaminohexanu,
2 ml NaOH a 0,3 ml benzoylchloridu. Michani vzorku bylo provadéno v digestoii a se
zvySenou opatrnosti, kviili benzoylchloridu, ktery je té¢kavy a ziravy.

Nasledné byl roztok vystaven intenzivnimu tfepani, dle typu pouzitého laboratorniho skla
byl vzorek tfepan na tfepacce nebo ru¢né, Vv ptipadé odmérné baiiky se zabrusem byla pouZita
ttepacka, V ptipadé odmérného valce se zabrusem bylo tfepano rucné, vzdy po dobu 2,5
minut. Po vytiepani byl roztok umistén do ultrazvukové lazné primérné po dobu 5 minut.

Reakéni smés, kterd prosla ultrazvukovou lazni, je nasycena 16 g NaCl (nadbytek). Po
nasyceni soli bylo pfidano 10 ml diethyletheru. Po vyceteni etherové faze (Ptiloha 3 a 4) byl
mikropipetou odebran 1 ml etherového extraktu, ktery byl napipetovan do odpatrovaci banky
pro rotac¢ni vakuovou odparku. Nasledné byl vzorek odpatfovan do sucha na rotacni vakuové
odparce, kdy byla vodni lazen o teploté 40 °C.

Kazdy odparek byl rozpustén v 300 pl mobilni faze pro HPLC (Ptiloha 5) (63% [v/V]
methanol v demineralizované vod¢€). Mobilni faze byla pomoci injekéni stiikacky pres

mikrofiltr vstiiknuta do vialky o objemu 300 pl a uzaviena vickem (Pfiloha 6 a Ptiloha 7).
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Nasledné byly vzorky zanalyzovany na vysokouc¢inném kapalinovém chromatografu,

pritok mobilni faze byl nastaven na 0,5 ml/min. UV/VIS detektor byl nastaven na 256 nm.

4.7 Stanoveni histaminu a tyraminu

U druhé analyzy bylo tfeba, stejn¢ jako u prvni, odplynit vzorky piva v ultrazvukové
lazni (Ptiloha 1). Pro druhou analyzu bylo tieba pouze 35 ml vzorku piva a kazdy vzorek byl
pfipravovan ve dvou opakovanich.

Ke 35 ml vzorku piva bylo do odmérné banky ¢i valce ptidano 0,25 ml vnitiniho
standardu 1,7-heptandiaminu, 2 ml NaOH a 0,3 ml benzoylchloridu. Michani vzorku bylo
provadéno v digestofi a se zvySenou opatrnosti, kvlli benzoylchloridu, ktery je tékavy a
Ziravy.

Nasledné byl roztok vystaven intenzivnimu tiepani, dle typu pouzitého laboratorniho skla
byl vzorek tfepan na tiepacce nebo ru¢né, v ptipadé odmérné baiky se zabrusem byla pouzita
ttepacka, v ptipadé¢ odmérn¢ho vélce se zdbrusem bylo tfepadno ruc¢né, vzdy po dobu 2.5
minut. Po vytiepani byl roztok umistén do ultrazvukové 1dzn€ primérné po dobu 5 minut.

Dale byl vzorek nasycen 16 g NaCl. Dle metodiky z Jiho¢eské univerzity bylo nutné
upravit pH vzorku na hodnotu 6 pfiddnim koncentrované HCLO4 U kazdého vzorku bylo
proto zméfeno pH na pH-metru (Pfiloha 2), pH vzorkti se pohybovalo v rozmezi 10,42 a
11,82. Vzorky byly jednotlivé prelity do kadinky, do vzorku byla ponofena elektroda pH
metru, nasledné byla kadinka se vzorkem postavena na magnetickou michacku a za stalého
michani magnetického michadla byla do vzorku mikropipetou piiddvana HCLO4, primérna
spotieba potiebna k hodnoté pH 6 byla 950 pl.

Po dosaZeni poZzadovaného pH 6 byl vzorek kvantitativné pieveden do odmérného valce
se zabrusem Ci baiiky se zdbrusem a bylo pfidano 10 ml diethyletheru. Po vyCefeni etherové
faze (Ptiloha 3 a 4) bylo odebrano pipetou 5 ml etherového extraktu do odpafovaci banky.
Vzorek byl odpaten, na rotacni vakuové odparce o teploté 1azné 40 °C, do sucha. Nésledné
byl odparek rozpustén ve 400 pl mobilni faze pro HPLC, tentokrat o koncentraci 71 %
methanolu v demineralizované vodé. Odparek byl odebran injekéni stiikackou a poté pies
mikrofiltr zfiltrovan do vialky (Ptiloha 5 a Pfiloha 6). Vialka byla uzaviena vickem (Ptiloha
7).

Nasledné byly vzorky zanalyzovany na vysokoucinném kapalinovém chromatografu,

pratok mobilni faze byl nastaven na 0,5 ml/min. UV/VIS detektor byl nastaven na 256 nm.
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5 Vysledky
5.1 Vysledky stanoveni putrescinu, kadaverinu a tryptaminu

Vysledné hodnoty z chromatografu bylo nutno pfepocitat v zavislosti na koncentraci
pfipravenych standardi.

Vysledné koncentrace putrescinu, kadaverinu a tryptaminu jsou uvedeny v nasledujici
tabulce. Zarovenn muzeme vidét srovndni jednotlivych koncentraci biogennich aminli pro
analyzované vzorky. V prvni analyze bylo méfeno celkem 32 vzorkd piv, ztoho 14
nepasterovanych a nefiltrovanych z minipivovard a 16 vzorkdi piv pasterovanych a
filtrovanych z velkych pivovart.

Legislativa povoluje pro potraviny maximalni mnoZstvi putrescinu, kadaverinu a
tryptaminu 100 mg/l. VelisSek a Hajslova (2009) uvadéji hodnoty maximalni hodnoty pro
pivo, hodnoty jsou uvedeny v tabulce.

Tabulka 6 - Limitni hodnoty putrescinu, kadaverinu a tryptaminu pro pivo
Putrescin mg/I Kadaverin mg/I| Tryptamin mg/I|
31 49 10

V tabulce jsou modie zvyraznény vzorky nepasterované a nefiltrované z minipivovart.
Barevné zvyraznéné hodnoty V tabulce poukazuji na hodnoty, kde dany biogenni amin
prekroc¢il maximalni koncentraci v pivu, které uvadi VeliSek a HajSlova (2009). Pouze u
putrescinu byla jednou pfekro¢ena maximalni povolena koncentrace 100 mg/l, ktera je dana

legislativou.

Tabulka 7 - Obsah putrescinu, kadaverinu a tryptaminu v analyzovanych pivech.

1 61,90 29,58 39,53
2 14,98 2,56 0,00
3 145,91 6,00 0,00
4 47,41 3,24 0,04
5 58,22 3,80 0,00
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6 74,74 4,26 1,15
7 60,72 6,45 0,14
8 8,51 2,75 0,00
9 9,53 9,55 0,00
10 68,10 2,14 0,00
11 20,87 2,43 0,00
12 40,45 3,12 0,00
13 28,70 4,94 0,23
14 34,10 2,72 2,29
15 67,40 6,19 35,77
16 48,98 4,26 0,55
17 12,33 3,06 45,49
18 14,98 14,02 0,00
19 39,58 39,02 3,77
20 7,99 6,54 0,00
21 0,00 0,00 0,00
22 7,47 2,19 0,86
23 0,00 3,53 0,00
24 7,35 0,00 0,00
25 3,93 0,00 0,18
26 3,81 0,00 0,00
27 6,99 5,92 1,44
28 3,61 0,00 0,00
29 10,95 0,00 0,00
30 4,69 2,43 0,30
31 8,06 2,23 0,00
32 7,38 2,29 0,51
Prumeér 29,05 5,48 413
Min 0,00 0,00 0,00
Max 145,91 39,02 45,49

Jak je vidét v tabulce a také v nasledujicim grafu, pouze u vzorku ¢islo 21 nebyl

detekovan ani jeden z biogennich amind, jednalo se o vzorek nepasterovany a nefiltrovany
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Z minipivovaru, muzeme si byt tedy jisti, ze u tohoto minipivovaru pouzivaji prvotiidni
suroviny na vafeni piva, pravé putrescin se primarné¢ vyskytuje ve sladu. V ostatnich
analyzovanych vzorcich byl nalezen vZzdy alesponi jeden biogenni amin. Ve vétSin€ vzorki byl

detekovan putrescin, ktery poukazuje na kontaminaci sladu biogennimi aminy.

Graf 6 - Obsah putrescinu, kadaverinu a tryptaminu v analyzovanych vzorcich piva

Pfitomnost putrescinu, kadaverinu a tryptaminu v
jednotlivych vzorcich piva
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V nasledujicim grafu jsou znazornény primérné hodnoty pro jednotlivé biogenni
aminy z prvni analyzy. Je zde vidét srovnani mezi nepasterovanymi a nefiltrovanymi vzorky

Z minipivovart se vzorky filtrovanymi a pasterovanymi z velkych pivovart.
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Graf 7 - Priamérné hodnoty putrescinu, kadaverinu a tryptaminu v pivech z

minipivovari a velkych pivovari v mg/1

Obsah putrescinu, kadaverinu a tryptaminu v pivech z
minipivovarl a velkych pivovart v mg/I
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Obrazek 9- Ukazkovy chromatogram z prvni analyzy (vzorek ¢. 30)
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5.2 Vysledky stanoveni histaminu a tyraminu

Ve druhé analyze byl stanovovan histamin a tyramin. Tyto dva biogenni aminy byly
hledany celkem ve dvaceti vzorcich, osm vzorkii reprezentovalo piva nefiltrovana a
nepasterovana z minipivovart, zbylych dvanéct vzorkii pochazelo z velkych primyslovych
pivovaru a jednalo se o filtrovana a pasterovana piva.

Legislativa povoluje maximalni koncentraci tyraminu 100 mg/l, u histaminu je pro
pivo povoleno maximalni mnozstvi 20 mg/l. VeliSek a HajsSlova (2009) také uvadeji

maximalni koncentrace pro pivo, hodnoty jsou uvedeny v nasledujici tabulce.

Tabulka 8 - Limitni hodnoty histaminu a tyraminu pro pivo
Histamin mg/g Tyramin mg/I
22 68

V tabulce jsou modfe zvyraznéné vzorky piv nepasterovanych a nefiltrovanych
z minipivovart. Pokud se podivame na hodnoty v tabulce, miizeme si v§imnout, Ze u zadného

z analyzovanych piv nepiekrocila maximdlni povolené hodnoty uvadéné v literatute.

Tabulka 9 - Obsah histaminu a tyraminu v analyzovanych pivech

1 0,00 0,59
2 0,00 9,85
3 0,00 1,50
4 0,00 0,24
5 0,66 0,00
6 0,00 0,74
7 0,00 0,21
8 0,00 0,57
9 0,63 5,01
10 0,00 0,00
11 1,82 1,20
12 0,00 0,00
13 0,00 23,06
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14 0,00 19,86
15 0,00 2,77
16 0,00 0,00
17 0,00 0,00
18 0,19 5,69
20 0,00 3,12
21 0,00 3,75
Primér 0,17 3,91
Min 0,00 0,00
Max 1,82 23,06

V tabulce a i nasledujicim grafu lze vidét, Ze histamin byl detekovan pouze ve Ctyt
vzorcich piva. Pouze jeden ze vzorki, u kterych byl histamin nalezen, pochazel z velkého

pramyslového pivovaru.

Graf 8 - Obsah histaminu a tyraminu v analyzovanych vzorcich piva

Pritomnost histaminu a tyraminu v
jednotlivych vzorcich piva

25,00

20,00

15,00

10,00

5,00 I

D,UD — N - -— ! : . I . l
3

1 2 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

B Histamin mg/l ™ Tyramin mg/|

V néasledujicim grafu jsou vyobrazeny primérné hodnoty histaminu a tyraminu, které
byly stanovovany ve druhé analyze.

Histamin se v analyzovanych pivech vyskytoval ve velmi malych koncentracich,
vétSinou nebyl ve vzorku ani detekovan. Primérnd hodnota histaminu u piv nepasterovanych

a nefiltrovanych z minipivovart poukazuje na mirn€ vyssi kontaminaci histaminem neZ u piv
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pasterovanych a filtrovanych z minipivovarti. U histaminu se tedy pfedpoklad, ze v pivech
Z minipivovart bude tohoto aminu vice, potvrdil.

Tyramin se v analyzovanych vzorcich vyskytoval ve vét§im mnozstvi. Tyramin byl
detekovan ve vice pivech neZ histamin. Primérnd hodnota tyraminu byla téméf o polovinu
vy$§i u vzorkG pasterovanych a filtrovanych =z velkych pivovari oproti pivim

nepasterovanym a nefiltrovanym z minipivovara.

Graf 9 - Primérné hodnoty histaminu a tyraminu v pivech z minipivovara a velkych

pivevara v mg/l
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Obriazek 10 - Ukdzkovy chromatogram z druhé analyzy (vzorek ¢. 4)
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6 Diskuze

Ziskané hodnoty biogennich amint byly srovnany s hodnotami uvadénymi v literatufe.
Dale byly porovnany priimérné hodnoty piv nepasterovanych a nefiltrovanych z minipivovart
s pramérnymi hodnotami piv pasterovanych a filtrovanych z velkym pramyslovych pivovara.

U prvni analyzy se hypotéza, ze bude vysSi obsah biogennich aminli u piv
nepasterovanych a nefiltrovanych z minipivovari potvrdila pouze u kadaverinu. U putrescinu
byla primérna hodnota pomérné vyssi, u tryptaminu se hodnoty pfili§ nelisily, ale stejné byla
koncentrace vyssi u piv pasterovanych a filtrovanych z velkych pivovart.

U druhé analyzy se hypotéza, ze bude vysSi obsah biogennich amini u
nepasterovanych a nefiltrovanych piv z minipivovard, potvrdila u histaminu. U tyraminu se
predpoklad nepotvrdil, vice byla kontaminovana piva filtrovand a pasterovana z velkych
priamyslovych pivovar.
biogennim aminem histamin. VeliSek a Hajslovd uvadi maximalni hodnotu pro histamin 22
mg/l, Kala¢ et al. (2003) uvadi maximalni nalezenou koncentraci histaminu 21 mg/l. Ob¢ tyto
hodnoty pfesahuji mnoZstvi povolené legislativou, ktera je 20 mg/l. Ve dvaceti analyzovanych
vzorcich, osmi nepasterovanych a nefiltrovanych a dvanacti pasterovanych a filtrovanych, byl
histamin detekovan pouze u ¢tyt vzorkd. Tti vzorky pochazely z tuzemskych minipivovard,
pouze jeden byl z velkého primyslového pivovaru. Zadna hodnota nepiekroéila vyse uvedené
maximalni hodnoty ani mnoZzstvi povolené legislativou. Nejvyssi naméfena hodnota byla 1,82
mg/l, jednalo se o vzorek z minipivovaru.

Srovname-li primérné hodnoty piv nepasterovanych a nefiltrovanych s druhou skupinou
piv pasterovanych a filtrovanych (Graf 9) je hodnota u prvni skupiny vyssi, to poukazuje na, i
kdyZ malou, tak na aktivitu kontaminujicich bakterii mlé¢ného kvaSeni.

Dal$im biogennim aminem, ktery ptfedstavuje riziko pro lidsky organismus, je tyramin.
Maximalni koncentrace tyraminu, kterou uvadi VeliSek a HajSlova (2009) je 68 mg/l. Ani
jeden ze vzorkli nepfesahl maximdalni uvadénou hodnotu. Nevyssi detekované mnozstvi
(23,06 mg/l) pattilo vzorku z velkého pivovaru, stejné tak i druha nejvyssi hodnota (19,86
mg/l).

Pokud srovndme primérné hodnoty (Graf 9), vidime, Ze u analyzovanych piv
pasterovanych a filtrovanych z velkych pivovarii je primérna koncentrace tyraminu témet
dvakrat vy$$i nez u prvni skupiny. U piv z velkych pivovari je kontaminace bakteriemi

mlécného kvaseni, které produkuji tyramin, vyssi.
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Putrescin je biogenni amin, ktery se vyskytuje ve sladu a dalSich surovin. Na vyrobu piv,
které obsahovaly putrescin, byl pouzit zfejmé kontaminovany slad. Déale mohlo dojit i
K produkci putrescinu kontaminujicimi bakteriemi jako Enterobacter a Escherichia coli.
V analyzovanych vzorcich piva byl putrescin detekovan ve tficeti pfipadech. Ve dvanacti
ptipadech mnozstvi putrescinu piekro¢ilo maximalni hodnotu, kterou uvadi Velisek a
Hajslova (2009). Maximalni pfipustné mnozstvi udavané legislativou ptekrocil pouze jeden
vzorek. Jednalo se o pivo pasterované a filtrované z jednoho z nejvétSich tuzemskych
pivovarid. Srovname-li primérné hodnoty piv nepasterovanych a nefiltrovanych s pivy
pasterovanymi a filtrovanymi, vidime velky rozdil.

Primérna hodnota pro piva filtrovana a pasterovana je témeét dvakrat vétsi nez pramérna
hodnota pro piva z minipivovartu (Graf 7). Velké pramyslové pivovary ziejmé pouzivaly
Kk vyrobé téchto piv kontaminovany slad.

Kadaverin byl detekovan u dvaceti Sesti vzorkt. U zddného z vzorkli nebyla piekrocena
maximalni hodnota, kterou uvadi Velisek a Hajslova (2009) a Kala¢ a Kiizek (2003).
Maximalni pfipustné mnozstvi udavané legislativou neptekrocil Zadny ze vzorkid. Pfitomnost
kadaverinu v pivu poukazuje na kontaminaci kvasnic nebo mladiny enterobakteriemi.
Nejvyssi koncentrace kadaverinu byla detekovana ve vzorku ¢islo devatenact. Nefiltrované a
nepasterované pivo z minipivovaru obsahovalo 39,02 mg/l kadaverinu. V tomto minipivovaru
vycCisténi kad’ tplné Cista. Je tedy mozné, Ze praveé v kvasnych kadich dojde ke kontaminaci
enterobakteriemi a tudiz k rozvoji kadaverinu. I kdyz jsou dievéné kvasné kad¢ tradiéni, tak je
jejich pouzivani rizikove.

Primémé mnoZstvi kadaverinu v nepasterovanych a nefiltrovanych pivech
Z minipivovarl bylo vice jak dvakrat vétsi nez u piv filtrovanych a pasterovanych (Graf 7).
Tento vysledek poukazuje na horsi sanitaci kvasnych kadi, kontaminaci mladiny a kvasnic
V minipivovarech.

Poslednim stanovovanym biogennim aminem byl tryptamin. Tento biogenni amin byl
detekovan pouze v patnécti vzorcich. Pouze u tfech vzorkii byla naméteno vétsi mnozstvi
tryptaminu. VSechny tfi hodnoty vyrazné prevysily maximalni hodnotu, kterou udava VeliSek
a Hajslova (2009). U dvou vzorkt se jednalo o piva z velkych priimyslovych pivovari. Jeden
vzorek pochazel z minipivovaru. Pivo z tohoto minipivovaru mélo proslou dobu minimalni
trvanlivosti, je tedy mozné, Ze tato skutecnost ovlivnila mnoZstvi tryptaminu detekované

v tomto pivu.
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Primérna hodnota tryptaminu v pivech nepasterovanych a nefiltrovanych byla jen
mirné niz§i nez u piv filtrovanych a pasterovanych (Graf 7). Pro obé skupiny piv byla
pramérna hodnota méné nez polovicni oproti hodnoté, kterou uvadi VeliSek a HajsSlova
(2009). Tryptamin se v potravinach a v pivu celkové piili§ nevyskytuje ve velkém mnozstvi,

proto tyto hodnoty nejsou pfili§ piekvapujici.
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[ Zavér

Pivo by se dalo povazovat za tradi¢ni tuzemsky napoj a jeho piti ptinasi bezesporu fadu
pozitiv. Konzumenti pitim piva ,,hasi zizen“, obsahuje totiz vice jak 90 % vody. Diky obsahu
hotkych latek z chmele ma pivo uklidiujici G¢inek. Pivo ma také vysokou nutri¢ni hodnotu
vzhledem k obsahu sacharidi, aminokyselin, vitamint a polyfenolickych latek. V dietetice ma
tento napoj vyznam, stimuluje chut' kjidlu, traveni a podporuje diuretiku. Piti piva
V umirnéném mnozstvi ma ptiznivé ucinky na lidsky organismus.

Vedle ptiznivych ucinkit muaze pivo i1 Skodit lidskému organismu. Je proto nutné
kontrolovat mnozstvi cizorodych latek, které se v pivu mohou vyskytovat. Sledovani
biogennich amint v pivu je velmi diilezité z toxikologického a i z technologického hlediska.

V praktické casti této diplomové prace bylo analyzovéno tficet dva svétlych spodné
kvaSenych piv z minipivovari a velkych primyslovych pivovari. Stanovovdno bylo pét
vybranych biogennich amind, histamin, tyramin, tryptamin, kadaverin a putrecin. Ukézalo se,
Ze nepasterovana a nefiltrovana piva z minipivovarti se kvalitativné mohou rovnat piviim
pasterovanym a filtrovanym z velkych primyslovych pivovart, které jsou podrobovany
dukladngjsi kontrole a maji i lepsi technologické vybaveni. U piv z minipivovari bylo
nalezeno prumérné méné biogennich amind nez u piv z velkych primyslovych pivovari. Tato
piva jsou tedy, z hlediska vyskytu biogennich amini, pro lidsky organismus méné toxicka.

Technologie, sanitace a i vybér surovin v minipivovarech je tedy na dobré urovni.
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9 Seznam zkratek

KEG — vélcovy transportni sud
PET — polyethylentereftalat
EPM — extrakt ptivodni mladiny
BA — biogenni aminy

HPLC — high performance liquid chromatography
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