VYSOKE UCENI TECHNICKE V BRNE

BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY

FAKULTA CHEMICKA
USTAV CHEMIE POTRAVIN A BIOTECHNOLOGIi

FACULTY OF CHEMISTRY
INSTITUTE OF FOOD SCIENCE AND BIOTECHNOLOGY

CHARAKTERIZACE VLASTNOSTI NAPOJU S NiZKYM OBSAHEM
ALKOHOLU SPEKTROSKOPICKYMI METODAMI

BAKALARSKA PRACE
BACHELOR'S THESIS

AUTOR PRACE ZDENEK FAJTL
AUTHOR

BRNO 2013



VYSOKE UCENI TECHNICKE V BRNE

BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY

FAKULTA CHEMICKA
USTAV CHEMIE POTRAVIN A BIOTECHNOLOGIi

FACULTY OF CHEMISTRY
INSTITUTE OF FOOD SCIENCE AND BIOTECHNOLOGY

CHARAKTERIZACE VLASTNOSTI NAPOJU S
NIZKYM OBSAHEM ALKOHOLU
SPEKTROSKOPICKYMI METODAMI

CHARACTERISATION OF ALCOHOLIC BEVERAGES BY MEANS OF SPECTROSPIC METHODS

BAKALARSKA PRACE
BACHELOR'S THESIS

AUTOR PRACE ZDENEK FAJTL
AUTHOR

VEDOUCI PRACE Ing. MARTIN POLOVKA, Ph.D.
SUPERVISOR

BRNO 2013



Vysoké uceni technické v Brné
Fakulta chemicka
Purkynova 464/118, 61200 Brno 12

Zadani bakalarské prace

Cislo bakalaFské prace: FCH-BAKO0725/2012 Akademicky rok: 2012/2013
Ustav: Ustav chemie potravin a biotechnologii

Student(ka): Zdenék Faijtl

Studijni program: Chemie a technologie potravin (B2901)

Studijni obor: Potravinafska chemie (2901R021)

Vedouci prace Ing. Martin Polovka, Ph.D.

Konzultanti:

Nazev bakalarské prace:

Charakterizace vlastnosti napoju s nizkym obsahem alkoholu spektroskopickymi metodami

Zadani bakalarské prace:

1, Zpracovani teoretického pfehledu k zadané problematice

2, Studium vybranych vlastnosti alkoholickych napoji s nizkym obsahem alkoholu s ohledem na
technologické podminky jejich vyroby

3, Vyhodnoceni ziskanych experimentalnich charakteristik s ohledem na stabilitu- trvanlivost studovanych
komodit

4, Korelace vysledku s existujicim stavem poznatkd v dané problematice, zpracovani bakalarské prace

Termin odevzdani bakalarské prace: 10.5.2013

Bakalafska prace se odevzdava ve tfech exemplafich na sekretariat Ustavu a v elektronické formé
vedoucimu bakalafské prace. Toto zadani je pfilohou bakalafské prace.

Zdenék Faijtl Ing. Martin Polovka, Ph.D. doc. Ing. Jifina Omelkova, CSc.
Student(ka) Vedouci prace Reditel ustavu
V Brnég, dne 31.1.2013 prof. Ing. Jaromir Havlica, DrSc.

Dékan fakulty



ABSTRAKT

V priaci se vénuje pozornost problematice termooxidacni stability michanych ndpoju s nizkym
obsahem alkoholu typu Radler. V teoretické &asti prace popisuje zdkladni postupy pfi vyrobé piva
a michanych ndpoji na bdzi piva typu Radler. Vénuje se téZ problematice antioxidanti resp.
oxida¢nim procestm, probihajicich v pivu. Autor téZ vénuje pozornost spektroskopickym metodam,
které se v posledni dob¢ vyuZivaji na charakterizaci riiznych kvalitativnich i kvantitativnich parametra
potravin, dominantni UV-VIS, IC a EPR spektroskopii. Tyto metody byli zvolené s ohledem na
studovanou problematiku. V experimentdlni ¢asti autor prakticky otestoval vyuZiti EPR spektroskopie
a metody spinovych lapacu pfi charakterizaci termooxidacni stability vybrané skupiny komeréné
dostupnych vzorka piv typu Radler, pri¢emz koreloval ziskané hodnoty délky indukéni periody jako
miry termooxidacni stability zjiSténé pro piva typu Radler s hodnotami indukénich period zjiSténych
pro komercné dostupné vzorky klasickych piv typu lezdk od identickych vyrobct.

ABSTRACT

The bachelor’s project is focused on the problem of determination of thermo-oxidative stability
of mixed Radler - type drinks with low alcohol content. The project consists of both, theoretical
and practical parts. The theoretical part describes the basic technological procedures used in the
production of lager-type beer and also mixed drinks of Radler type. It also deals with the issue of
antioxidants and/or oxidative processes with specific focus on beer and its components. The author
also pays attention to spectroscopic methods, which are recently extensively applied to characterize
different qualitative and quantitative parameters of foods; predominantly UV-VIS, IR and EPR
spectroscopy. These methods were chosen with respect to the topic being studied. In the experimental
part, the application of EPR spectroscopy and spin traps methods for the characterization of
thermo-oxidative stability of the selected group of commercially available samples of Radler-type beer
is presented. The values of the induction periods which were taken as a measure of thermo-oxidative
stability, are compared, both for the group of Radler-type beers under study and for the commercially
available samples of typical lager-type beers of identical producers, which were taken as for reference.

KLICOVA SLOVA
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EPR, spinové lapace, indukéni perioda

KEYWORDS

Beer, Radler-type mixed drinks, thermooxidative stability, antioxidants, spectroscopic methods,
EPR spectroscopy, spin traps, induction period



FAJTL, Zdenck. Charakterizace viastnosti ndpojit s nizkym obsahem alkoholu spektroskopickymi
metodami. Brno: Vysoké uceni technické v Brn¢, Fakulta chemickd, 2013. 36 s. Vedouci bakalarské
prace Ing. Martin Polovka, Ph.D..

PROHLASENI

Prohlasuji, Ze jsem tuto bakaldiskou praci vypracoval samostatné pod vedenim Ing. Martina
Polovky, Ph.D., a Ing. Blanky Tobolkové, vramci spoluprice Fakulty chemické VUT Brno
a Vyzkumného dtstavu potravinafského v Bratislavé. Uvedl jsem vSechny literarni prameny
a publikace, ze kterych jsem cCerpal. Bakaldfskd price je z hlediska obsahu majetkem Fakulty
chemické VUT v Brné a muize byt vyuzita ke komerénim ucelim jen se souhlasem vedouciho
bakal4iské prace a dékana FCH VUT.

Zdengk Fajtl

PODEKOVANI

Ré4d bych podé&koval Ing. Martinu Polovkovi, Ph.D. za odborné vedeni, cenné rady, trpélivost
a pomoc pfi zpracovéni bakalarské prace. Dale bych chtél podékovat Ing. Blance Tobolkové za pomoc
pfi méfeni a kontrole bakaldrské prace.



(0071 s VO U OO OO PPPPR PP 5
I VO oot 6
2 TEOTEHCKA CASL...viirieirieetieetie ettt ettt ettt b saaesaaeeabe et e s et e s e e b e et e st et b sb e enaeeas 7
1 B 5 Lo YOO OO URRU PR PPPPPPP PP 7
2.1.1 SUTOVINY Pro VYTODU PIVA.....ccuiiiiiiiiiiiiiiiie ittt 7
2.1.2 VYTODA SIAAU. ..ottt 8
2.1.3 VYToba MIAAINY ...uveviiiiiiii it 10
2,14 VYTODA PIVA cueiniiiiiiiiiiciestii ittt et st e s 12
2.1.5 Michané napoje Na DAZI PIVA ..cc.cccueviriiiiiiiiiiiiiiie e 13
2.1.6 TIVANLIVOSE PIVA..cuttiiieitieieeiie ettt sttt et e re e e ss et s se e 14

2.2 ANHOXIAANTY ..ottt sttt et er bbb s e 15
2.2.1 Antioxidanty VySKytujicl S€ V PIVU...cccceouiviiiiiiiiiiiiie et 16

2.3 Spektroskopické MEtOdY .........ccooviiiiiiiiiiiriie e 16
2.3.1 UV-VIS SPEKIrOSKOPIE ......oviuiiiiiiiiiiiiiieiiie et 17
2.3.2 TR SPEKLIOMELIIEL ..vvevevii ettt ettt e 18
233 EPR SPEKIIOSKOPIC. ....uveviiiiiiiiiiiiiiiiie ettt 19

3 CHIPIACE vttt escs st sb b e e et eb bR b e e s e sess et s e st st sb e b et s s et st 23
4 EXPerimentalnd CASE .....cc.eouiiiiiiiiiiiiiiiiee ettt e 24
4.1  Vzorky a pouZité chemiKalie .........ccooviiiiiiiiiiiii i 24
4.2  Z4kladni charakterizace VZOIKU.........cocueeueerueeiieniiniiiiiiiiiiie sttt 24
4.2.1 SloZeni pOuZityeh VZOTKI ....c.eeviuiiiiiiiiiiiiiiiiciec e 24

4.3 Piiprava roztoku a vzorku na mETENT.........c.oeiiiiiiiiiiiiiee e 25
4.4 POUZILE PITSIIOJC ..eueeuveetieriieerientiiicie sttt ettt ettt sb et st et sttt e 25
4.5  Zpracovani naméfenych EPR SPEKIer........cooooiiiiiiiiiiiiiiiiiiis 26

5 VysledKy @ diSKUZE......ccooiiiiiiiiiiiiiii e 27
(I 2= OO OSSP RRT OO PPIOPRPRPPIN 33
7 Seznam pOUZItYCh ZATOJUL ..o.eevviueeuiriiiiiiiiiiicic e 34
8  Seznam pouZitych zkratek a SYMDOIU .........ccoeiiiiiiiiiiiiii e 36



1 UVOD

Michané nédpoje na bazi piva, tzv. Radlery se v poslednich letech t€8i vzrustajici oblibé. Jedna se
o alkoholické nédpoje s nizkym obsahem alkoholu, pfipravované michdnim hotové pripraveného piva
s nealkoholickou slozkou. Jako nealkoholicka sloZka se béZné pouzivaji ovocné $tavy, limonddy nebo
ndpojové koncentrdty smichané se sodou. Pivo je obvykle michdno s nealkoholickou slozkou
v poméru 1:1 a to aZ po vlastni filtraci piva, vysledny produkt je uZ pouze podroben pasteraci.

Kvalita vysledného produktu je ovliviiovdna vlastnostmi pouZitého piva a vlastnostmi
nealkoholické slozky. Vedle svych standardnich uZitkovych vlastnosti, pro které je pivo, nebo pivo
typu Radler vyhleddvanym ndpojem mezi konzumenty, duleZitymi aspekty pfi posuzovani kvality
ndpoju jsou mimo jiné jejich antioxidacni vlastnosti a v neposledni fad¢ stabilita.

Vlastni antioxidacni kapacita piva je z velké C4sti ovlivnéna polyfenoly ziskanymi z chmele a sladu.
U vzorkii michanych napoji na bazi piva vstupuje mimo téchto sloZek jest¢ pfidand nealkoholicka
slozka, kterd do velké miry ovliviiuje jak senzorické, tak i fyzikdlné-chemické parametry ndpoje,
véetné jeho antioxidaéniho statusu a stability.

Tato price se zabyvd otdzkou zmény stability michaného ndpoje s nizkym obsahem alkoholu na
bazi Radler, v porovndni s termooxidacni stability standardniho, komeréné dostupného piva typu lezdk
bez aditiv. Otazkam vlivu aditiv nebo michani ndpoju na jejich vyslednou stabilitu je podle naSich
poznatkii nedostate¢né prozkoumana.

V teoretické Casti se prdce zabyvd vybranymi aspekty technologie vyroby piva a ndsledné
michanych ndpoju na bazi piva, prezentovany jsou také zdkladni postupy sledovani kvality a stability
napojl. Samostatna ¢ast je vénovand problematice antioxidantli a oxidacnich procesu v pivé typu lezdk
nebo michaném piv€é typu Radler. Prezentovdny jsou taky moderni spektroskopické metody,
vyuZzitelné pro studium kvality resp. stability piva, zejména infraervend spektroskopie
a spektroskopie v ultrafialové a viditelné oblasti. Duraz vtéto Casti je poloZen na rezonanéni
spektroskopické metody, zejména EPR spektroskopii, kterd se v posledni dobé pomérn¢ casto
a efektivn¢ vyuZiva ke studiu antioxidacnich vlastnosti riznych potravin, a mimo jiné také studiu
jejich oxidacni stability.

Nasledn¢ v experimentdlni ¢asti jsme na skupiné komeréné dostupnych vzorka klasickych piv typu
lezak a vzorku michanych piv typu Radler od identickych vyrobcti sledovali vliv aditivace a michani
na vyslednou termooxidaéni stabilitu piva pomoci EPR spektroskopie s vyuZitim metody spinovych
lapaci. Tato metoda byla v minulosti efektivné vyuZita pfi charakterizace termooxidacni stability
ruznych druhu piv typu lezdk, avSak aplikace této metody na michané ndpoje typu Radler nim nenfi
znama. [1,2]

Princip sledovani termooxidac¢ni stability piva a michanych ndpoju na bazi piva vychazi
z predpokladu oxidaéniho stresu, vyvolaného béhem tepelného naméahéni vzorku pfi teploté 60 °C. Ve
vzorku vznikaji volné radikdly, které jsou konkurenénimi reakcemi terminovanymi antioxidanty nebo
l4tky vykazujicimi antioxidaéni aktivity nebo reaguji se spinovym lapacem, ktery je pfidian do reakéni
smési za vzniku stabilnich spinovych adukti detekovatelnych pomoci EPR. Rostouci cas termického
namahdni ma za nésledek postupné vycerpani vlastni — vnitfni — antioxidacni kapacity piva, co se
projevi nasledné¢ postupnym ndristem koncentrace spinovych adukta v case. Okamzik vycerpani
vnitfni antioxidacni kapacity, resp. prudkého nartistu koncentrace spinovych adukti se oznacuje jako
indukéni perioda a je povaZovan za miru termooxidacni stability piva. Z pfedchozich praci vyplyva, Ze
tento parametr je moZné v dobré shod¢ korelovat se stabilitou/trvanlivosti ndpoje udanou vyrobci,
nebo s vysledky jinych testu kvality. [3]



2 TEORETICKA CAST

2.1 Pivo

Pivo patfi mezi jeden z nejstarSich, lidmi vyrabénych alkoholickych nédpoji. Jedna se o slabé
alkoholicky népoj, vyrobeny kvaSenim cukernatého chmeleného roztoku. Cukr nutny pro kvaseni se
ziskava ze Skrobnatych surovin. V¢EtSina historikii se shoduje, Ze vyroba piva zacala na blizkém
vychod¢ v Mezopotdmii pfibliZzn¢ 6000 let pf.n.l. Prvni pisemné zminky se objevuji v Egyptskych
a Mezopotdmskych textech okolo roku 3300-3100 pf.n.L.

2.1.1 Suroviny pro vyrobu piva

2.1.1.1 Jecmen

vvvvvv

Evropy asi 7000—4000 let pi.n.l. pravdépodobné z oblasti mezi Egyptem a frdnem. V naSich zemich je
péstovéni jemene pisemné doloZeno z roku 1227 v Cechéch i na Moravé. V 17. stoleti se postupné
rozSifovalo sladovédni je€mene misto pSenice, coZ mélo za nésledek rozmach ve stavbé sladoven. Na
plodinou. Je¢men se péstoval na Hané na 27-50 % orné pudy, v nckterych hospodarstvich na
Ceskomoravské vrchoving se jarni jeémen p&stoval na 7 % orné pudy. [4] Termin sladovnicky jeémen
je pak pouZivan pro kvalitni jarni je€men od 40. let devatenédctého stoleti. [5]

Pro ucely sladafského primyslu se vyuziva jecné zrno (obilka), které se skladd z obalovych casti
(pluch a plusek), zdrodku (klicku a embrya) a endospermu. Endosperm zaujiméd nejvctsi Cast obilky
aje hlavnim zdrojem zdsobnich sacharidli, bilkovin a dalSich sloZzek nutnych pfi vytvafeni
charakteristickych vlastnosti sladu. Jeéné zrno obsahuje 80-88 % suSiny a 12-20 % vody. [5] SuSinu
tvoii organické dusikaté a bezdusikaté slouceniny a anorganické latky. Skupinu organickych latek
v zrnu jeémene predstavuji predevsim sacharidy, které tvoii asi 80 % hmotnosti jeéného zrna. Nejvice
zastoupenou slozkou sacharidi je Skrob. Lipidy tvofi asi 2-3 % zrna a 10-11,5 % tvofi dusikaté latky.
[5] Vyznamnou sloZkou jeéného zrna jsou tiislovinné latky (polyfenoly). K fenolovym sloucenindm
patii jednoduché fenolové kyseliny, tanoidy a anthokyanogeny. Zrno dile obsahuje enzymy.
Oxidaéné redukéni déje realizuji bud’ pfenosem atomu vodiku, nebo elektronil, piipadné vestavénim
atomu kysliku do substratu. Oxidoreduktdzy hraji vyznamnou roli pfi dozrdvéni, skladovéani a kli¢eni
jeémene. Ovliviiuji obsah polyfenold, barvu sladiny a piva, koloidni a senzorickou stabilitu piva.
V zrnu jeCmene jsou rovnéZ obsazeny vitaminy. Mnohé z nich tvoii soucast aktivnich skupin riznych
enzymd, a tim vlastné ptisobi na enzymatickou aktivitu klic¢ictho zrna. [6]

V Ceské republice je vsoudasné dobé sladovnickd kvalita odrid jeémene hodnocena podle
Ukazatele sladovnické jakosti, ktery vznikl na zdkladé poZadavki zpracovatelského primyslu. Znaky
hodnocené v rdmci USJ jsou obsah dusikatych litek, obsah extraktu, relativni extrakt pfi 45 °C,
Kolbachovo ¢islo, diastatickd mohutnost, dosaZitelny stupeni prokvaseni, friabilita (kfehkost) a obsah
B-glukanu ve slading. [5]

2.1.1.2 Varni voda

Voda je ve sladafském a pivovarském primyslu dileZitou surovinou, nebot” pfimo ovliviiuje kvalitu
piva. Podle technologického postupu a vyspélosti technického zafizeni se spotfebuje na vyrobu 1 tuny
sladu 10-15 hl vody a na 1 hl vystaveného piva se spotfebuje 12—-15 hl vody. [4] Vodu pouZivanou
v pivovarech lze rozd¢lit na spodni vodu a povrchovou vodu. Spodni vody maji nizky obsah
organickych latek, vyssi obsah ionta a nizs$i obsah mikroorganismu. Povrchové vody obsahuji zakaly
tvorené €asticemi nerozpustnych zemin, rozpusténé a koloidni latky organického a anorganického
puvodu, fasy a vyssi obsah mikroorganismu. Voda pouZivana pfi piipravé mladiny musi mit charakter



pitné vody, proto je vzdy potfeba pouZivanou vodu upravovat vhodnym zptisobem. Uprava spodnich
vod je obecn¢ jednodussi neZ dprava povrchovych vod.

Podzemni vody Gasto obsahuji vysii koncentrace Fe**, Mn** a CO,. Rozpuitény CO, se odstrafiuje
bud’ odplynénim, nebo piidavkem Ca(OH),. K separaci Fe** a Mn®" se vyuZivd oxidadnich postupi.
Oba kovy jsou pfevedeny na slouceniny s vyS$im oxidaénim stupném a ndsledné jsou vylouéeny ve
formé& nerozpustnych slouc¢enin Fe(OH); a MnO..

Vzhledem k souasnému stavu a vyvoji zne€isténi prostfedi a povrchovych vod je tato dprava
komplikovanéjsi. Tuhé necistoty jsou odstranovdny na ceslich, pfipadné sitech vyhradn¢ mechanicky
bez pridavku jakychkoliv ¢inidel. Koloidni latky se odstrafuji pfidanim ¢inidel podporujicich
koagulaci latek s vysokou molekuldrni hmotnosti. Pro tento tidel se pouZivaji soli Fe’* a Al’*. Po jejich
pridavku do vody se hydrolyzou tvofi polyhydroxykomplexy uvedenych iontu, které jsou nositeli
kladného elektrického ndboje. Koloidni latky a latky s vysokou molekuldrni hmotnosti nesou prevdzng
zéporny ndboj, kterym se zachyti na koaguldtu a vytvoii agregity. Vznikly kalovy mrak je poté z vody
odstranén sedimentaci a filtraci. Mikrobiologickd nezdvadnost vody se zabezpecuje chlorovdnim,
aplikaci oxidu chlori¢itého, ozénovanim nebo ptisobenim UV paprska. [5]

2.1.1.3 Chmel

Chmel, jako jedna ze zékladnich pivovarskych surovin, je pfedstavovdn usuSenymi chmelovymi
hldvkami samicich rostlin chmele evropského (Humulus lupulus var. europeus). Botanicky se
zafazuje chmel do celed¢ rostlin konopovitych. Je rozsifen jako rostlina vytrvald v mirném pdsmu
obou polokouli a v plné plodnosti vydrzi az 25 let. Chmel je rostlina dvoudomd, tj. kvéty saméi
a samici jsou na ruznych rostlinich. K pivovarskym ucelim se péstuji pouze rostliny samici. [5]
Chmel poskytuje pivu typickou horkou chut, prispiva k tvorb¢é charakteristického aroma a ma dalsi
technologicky daleZité vlastnosti, napiiklad zlepSovéani kvality pény. Péstovani chmele je v Ceské
republice stitng kontrolovéno a fizeno. Povoleny jsou pouze tii péstitelské oblasti — Zatecko a Ustdcko
v Cechdch a TrSicko na Moravé. [4] Z pivovarského hlediska se odrady chmele d&li na jemné
a vysokoobsazné odrudy. Jemné (aromatické) odridy maji piijemné chmelové aroma, a jsou
predstavovany predev§im Zateckymi odridami. Vysokoobsazné (horké) odrudy maji vysoky obsah
pryskyfic, ale zpravidla hrubé aroma. Podle zabarveni chmelové révy se rozd¢luji chmelové odrudy na
Cervenky, predstavované hlavn¢ Zateckymi odriidami, a na zelendky péstované hlavné v zahranidi,
zejména Anglii, Belgii a Americe. [4] Mezi hlavni technologicky ucinné latky chmele patii horké
latky, chmelové polyfenoly a silice. Horké latky jsou zdkladni ucinnou sloZkou chmele. Nejvice
horkosti udili pivu a-hotké kyseliny (humulony). [7]

VétsSina pivovarsky cennych latek chmele snadno podléhd chemickym zméndm pii skladovani
a transportu, proto se poslednich desetiletich vétSina hldvkového chmele zpracovdvd na chmelové

vvvvvv

2.1.2 Vyroba sladu

Cilem sladovéni je vyrobit fizenym procesem kliceni a hvozdéni z jeémene slad, obsahujici
potfebné enzymy a aromatické i barevné latky nezbytné pro vyrobu ureného druhu piva. Principem
sladovédni je vytvofeni optimélnich podminek pro kli¢eni je€mene, pfi kterém dochdzi k aktivaci
a tvorb¢ technologicky dulezitych enzymu. Vznikly zeleny slad je ndslednym hvozdénim preméni
v hotovy slad. [4]

2.1.2.1 Cisténi, tiidéni a skladovdni jecmene

Cisténi a tiidéni jemene se provadi pro zbaveni je¢mene prachu, neistot a pfimisenin a roztiidéni
podle velikosti a kvalitativnich znakl. Vyc€iStény a vytfidény je¢men se skladuje na pliidiach nebo
v silech. Sladovany je€men je Zivy rostlinny organismus, jehoZ Zivotni projevy jsou utlumeny, nikoliv
vSak zastaveny. Energii potfebnou pro Zivotni projevy ziskdvd zrno odbourdvdnim rezervnich



polysacharidi. Podle okamZitych podminek ziskdva energii bud’ aerobnim dychianim v pfitomnosti
kysliku, nebo anaerobnim kvaSenim v nepfitomnosti kysliku podle rovnic:

Dychani: CH,0,+60, -6CO, +H,0+2824kJ (1)

Kvaseni: C6H1206 -2 COZ +C2HSOH+92 kJ )

Produkty kvaSeni naruSuji, popfipad¢ usmrcuji klicek, a proto je nutné vytvofit takové podminky
skladovani, aby zrno bylo stdle v pritomnosti kysliku a metabolismus zrna nepfeSel z dychéni na
kvaSeni. Kromé toho je dychani energeticky vyhodn¢js$i a predstavuje menS$i ztraty hmotnosti zrna. |
pfi dodrZeni optimdlnich skladovacich podminek se ¢4st hmotnosti zrna prodyché.

Pri skladovén{ se Cerstvé sklizeny je€men nachdzi ve stddiu zdkladniho klidu, tzv. dormance, a neni
schopen rychle vykliGit. Spatnd kliGivost &erstvé sklizeného jeGmene je zpusobena piitomnosti
inhibitoru kliceni, tzv. dormint. Teprve jejich odbourdnim oxidaci dormance zanikd, uvoliiuje se
¢innost stimuldtorti kliceni giberelind, a zrno se stiva schopnym vyklicit. Tento proces je mozné
zdmérné urychlit macenim je€mene v 1% roztoku peroxidu vodiku, pfiddnim kyseliny giberelové do
maceci vody, odstranénim obalovych ¢&asti zrna nebo zahfivdnim na teplotu 40-50 °C. Z hygienickych
a ekologickych duvodu se dnes dava prednost pfirozenému odlezeni. [4]

2.1.2.2 Madceni jeCmene

Cilem maéceni je zvySeni obsahu vody v jecném zrnu z 12-15 % na 42-48 %. [4] DosaZeni obsahu
vegetacni vody je nezbytné pro enzymové pochody zajistujici optimalni prub¢h sladafského kliceni.
Dosazeny obsah vody v namofeném je€menu se nazyvd stupei domoceni a li§i se podle typu
vyrabéného sladu. Pfi vyrobé svétlych sladii je stupenn domoceni 42-45 %, u tmavych slada
4548 %. [4] K miceni by se méla pouZivat Cistd voda neutrdlni reakce o maximdlni tvrdosti do
6,25 mmol-dm™. [5] Nevhodné jsou vody s velkym obsahem organickych ldtek, slouéenin Fe a Mn.

Pfi méaceni vnikd voda do neporusSeného zrna pfedevsim pies zdrodek a ¢4stecné i pfes horni ¢éast a
ostatnim povrchem. Prijiméni vody je nejrychlejs$i na zacatku maceni v prvnich 4-8 hodin4ch, poté se
zpomaluje. Pfijem vody ovliviiuje teplota vody, velikost zrna, pfistup kysliku, chemické sloZeni
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béhem maiceni zaéind dychat, spotfebovdvd kyslik a vytvafi oxid uhlicity. Pokud dojde ke
spotfebovdni kysliku a k pfiliSnému nahromadéni oxidu uhli¢itého, prechdzi normdlni dychéni
v intramolekuldrni anaerobni dychdni spojené skvaSenim. Metabolity vznikajici anaerobnim
dychdnim (etanol) mohou poskodit klicek. Za dostateéného piistupu vzduchu se doba maceni zkracuje.
Nejbeznéjsi je zpusob maceni se vzdusnymi prestadvkami. Celkova doba maceni se pohybuje od 60 do
90 hodin. [4]

Miceni je€mene probihd v ndduvnicich, které byly dfive kamenné, pozdéji Zelezobetonové a dnes
vyhradn¢ kovové zlegovanych oceli. Ndduvniky byvaji vélcové nebo c¢tyrhranné se spadovym
kénusem s thlem 45°, aby je¢men mohl samovolné vytékat ven. [5]

2.1.2.3 Kliceni jecmene

Cilem sladarského kliceni jeCmene je aktivace a tvorba enzymi a dosaZeni poZadovaného stupné
rozlu$téni pfi omezeni ztrit vegetaci. Dosahuje se toho umélym modelovanim podminek pfirozeného
kliceni vhodnou teplotou, vldhou a pfistupem kysliku. Kli¢eni je fyziologicky proces, pfi kterém se
v zdrode¢né Casti zrna vyvijeji zdrodky kofinku a listG za vyuZiti zasobnich latek z endospermu.
Soucasn¢ se méni i vnitini znaky zrna. Pusobenim enzymu se St€pi rezervni latky a zvySuje se
Z enzymu maji nejvétsi technologicky vyznam fosfatdzy, cytdzy, protedzy a hlavné amylazy. [8]
Rizeni kli¢eni jeémene ve sladovné se nazyva vedeni hromad a li§i se podle druhu vyrdbéného sladu,
technického vybaveni sladovny a kvality zpracovdni jeCmene. KliCeni sladovnického je€mene se



provadi klasickym zplisobem na humnech, nebo na modernich pneumatickych sladovnach. Zeleny
slad je kone¢ny produkt kli¢eni jeCmene. [5]

2.1.2.4 Hvozdéni sladu

Hvozd¢ni je zavEre€nou fazi vyroby sladu. Zeleny slad je na hvozd€ nejprve pfedsuSen pfi teplotich
do 60 °C, nésledn¢ pak vyhiét a dotaZen pfi teplotdch od 80 do 105 °C. [5] Cilem hvozdéni je prevést
zeleny slad s vysokym obsahem vody do skladovatelného a stabilniho sladu, zastavit Zivotni a lusStici
pochody v zrné a vytvorit aromatické, barevné a oxidoredukcni l4tky charakteristické pro slad za
minimalnich ndkladu a ztrat

Pri suseni a hvozdéni sladu se rozezndvaji rastovd, enzymova a chemicka faze. Rustova faze
probiha do teploty 40 °C a pfi vlhkosti nad 20 %, v zrnu je$té probihaji vSechny vegeta¢ni pochody.
Enzymovd faze probihad pii teplotich do 60 °C a vlhkosti pod 20 %. V zrnu jsou jiZ zastaveny
vegetaéni pochody, ale enzymové reakce pokracuji. Chemickd fdze probihd pfi teplotich nad 60 °C
a pfi vlhkosti pod 10 %. V zrnu dochazi jiz jen k chemickym reakcim tvorby barevnych, chutovych
a oxidoredukénich latek. [5]

2.1.2.5 Odklic¢ovani a skladovdni sladu

Béhem odkli¢ovani je slad zbaven kofinku, poskozenych zrn a prachu. K odkli¢ovani se pouziva
odklicovacka. Odklicovacka je valec shfideli na které jsouupevnény odkliCovaci raZice
s odkli¢ovacimi perutémi. Existuji i odklicovacky se Snekovym dopravnikem. Peruté nebo Snek slouZi
krom¢ ulamovéni sladového kvétu jeSt¢ k pfepravé odkliceného sladu. Slad se uskladiuje na
sladovych puadach nebo v silech, kde se necha pred dal$im pouZitim 4—6 tydni dozrat. [5]

2.1.3 Vyroba mladiny

Mladina se pfipravuje ve varn¢ pivovaru ze sladu, vody a chmele nebo chmelovych piipravki.

2.1.3.1 Srotovdni sladu

Srotovani je mechanické drceni sladového zrna s cilem dokonalého vymleti endospermu na vhodny
pomér jemnych a hrubSich ¢éstic pfi zachovéni celistvosti pluch. Pluchy slouZi jako filtra¢ni materiél
pri scezovani. Slad se mele ve Srotovnicich s tyfmi az Sesti valci. Slad se Srotuje bud’ za sucha,
kondicionovany (zvlhéeny parou), nebo za mokra. Jemnost Srotovdni pfimo ovliviiuje ¢innost
sladu. Pfili§ jemny $rot zpusobuje ucpavani filtracnich kandlka ve vrstvé mlata a zptisobuje potiZe pii
scezovani. [4]

2.1.3.2 Vystirani

Vystiradni je proces, pii kterém je sladovy Srot nebo sladové ndhrazky smichdny s vodou za tuéelem
prevedeni tuhych Cdsti Srotu do vody. Pro docileni dobrého varniho vytéZzku je potfeba prevést
maximalni mnoZstvi rozpustnych latek do roztoku. Tuhé €asti Srotu rozpustné ve vodé jsou hlavné
cukry, sachar6za, malé mnoZzstvi maltézy, glukosy a fruktézy. Z neskrobovych polysacharidu jsou
rozpustné gumovité l14tky a jejich $tépné produkty, lipidy, polyfenoly, prakticky vSechny anorganické
slouceniny ale jen maly podil sladovych enzymu. [8] MnoZstvi sladu, které je pouZito na jednu varku
se nazyva sypani, objem vody pouZité k vystirdni se nazyva nédlev. Vysledné mnoZstvi rozpusSténych
latek v roztoku je zdvislé na sypdni a objemu ndlevu. Vystirdni probihd ve vystiracich nddobdch pfi
ruznych teplotiach nalevu po dobu 10-30 minut. Studené vystirani se provadi s teplotou vody 20 °C,

teplé vystirdni s teplotou vody 35-38 °C a horké vystirdni s teplotou vody 50-62 °C. [4]
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2.1.3.3 Rmutovani

Cilem rmutovani je rozstépit Skrob na zkvasitelné sacharidy a pfevést optimdlni podil extraktu
surovin do roztoku. B&€Zn¢ se pouzivaji dekokcni a infuzni postupy rmutovani. Dekokéni zpusob je
zaloZen na postupném vyhfivani jednoho az tif podili rmutu na technologicky vyznamné teploty
s naslednym povarenim téchto podilii. Infuzni postup je zaloZen na rozpousténi a Stépeni extraktu
sladu dlouhodobym tu¢inkem sladovych enzymu bez povarovani rmutia. Pfi rmutovani probihaji déje
mechanické, fyzikdlné-chemické a piedevsim enzymové. Skrob je §tdpen na zkvasitelné sacharidy
pasobenim amylolytickych enzyma obsaZenych ve sladu. Stépeni $krobu probihd ve tiech stupnich,
kterymi jsou mazovaténi, ztekuceni a zcukfeni, béhem kterych probihaji fyzikalné-chemické
aenzymové procesy. Mazovaténi je fyzikalné-chemicky déj zdvisly hlavné na rychlosti a teploté
zahiivdni a vlastnostech jeCmenu pouZitého k vyrob¢ sladu. Mazovaténi probihd pfi teplotich
52-57 °C. Ztekuceni Skrobu je enzymovy d¢j, pfi kterém se postupné zkracuji fetézce molekul
amylosy a amylopektinu, neZ nakonec dojde ke zcukfeni. Jakmile dojde ke zcukreni, roztok obsahuje
pouze $tépné produkty Skrobu. [8]

2.1.34 Scezovdni sladiny

Scezovéni je operace provadénd za tcelem oddcleni sladiny od pevného podilu mldta. Scezovéni se
provddi ve scezovaci kddi vybavené dvojitym dérovanym dnem a systémem odvodnych trubek
spojenych s kohouty scezovaci baterie. Sladina je béhem scezovani odd€lovdna od mléta pfirozenou
filtraci pfes vrstvu sedimentovanych pluch a ostatnich nerozpustnych zbytki sladu. Scezovani sladiny
se provadi ve dvou fézich. V prvni fazi je oddé&len hlavni podil roztoku extraktu nazyvany predek.
V druhé fazi promyvani pfi tzv. vyslazovani se mlito promyvad horkou vodou a ziskdva se zfedénd
sladina nazyvand vystfelky. Vyslazovani se provadi za ucelem vylouhovani poslednich zbytku
rozpustného extraktu. Pfedek a vystfelky se shromazd’uji v mladinové péanvi, kde se postupnym
zahfivanim roztok pfiveden k varu. [4]

2.1.3.5 Chmelovar

Sladina ziskand scezovdnim se v mladinové pdnvi vaii s chmelem po dobu 60-120 minut. [5]
Vyslednym produktem je horkd mladina. Béhem varu sladiny schmelem probihaji vyznamné
technologické pochody a fyzikdlné-chemické zmény, které stabilizuji koncentraci a sloZeni mladiny.
Mezi tyto pochody patii odpafeni prebyte¢né vody. ProtoZe k dokonalému vyslazeni je potfeba pouZit
prebytku vyslazovaci vody, poZadované koncentrace mladiny se dosahuje odpafenim dsti vody pfti
chmelovaru. Béhem varu dochdzi k inaktivaci enzymu a sterilizaci mladiny. VSechny enzymy jsou
inaktivovdny béhem varu sladiny a mikroorganismy jsou zni¢eny po 15 minutdch varu pfi pH 5,3-5,7.
[5]

Béhem varu dochdzi k poklesu hodnoty pH a nartstu barvy. Pokles hodnoty pH je zpusoben
predevsim tvorbou melanoidini a v men$i mife je zpusoben reakci vapenatych a hofecnatych soli
obsazenych ve vyslazovaci vodé¢ s hydrogenfosfore€nany sladu a chmelovymi hotkymi kyselinami.
Tento pfirozeny pokles pH pfiznivé ovliviiuje koagulaci bilkovin. [5]

Béhem chmelovaru vznikaji produkty tepelného rozkladu. Se vzrastajicim tepelnym zatiZenim se
zvySuje koncentrace téchto latek, které se souhrnné oznacuji jako produkty Maillardovy reakce.
Dochazi k tvorbé redukujicich latek nazyvanych reduktony. Reduktony ochotné vazi kyslik a chrini
tak dal$i slozky extraktu hotového piva pred oxidaci. S rostoucim obsahem reduktonii se zvySuje
koloidni a chutovd stabilita piva Mezi reduktony se fadi melanoidiny, nékteré polyfenoly, bilkoviny
obsahujici sulfhydrilové skupiny a horké latky chmele. [8]

Dulezitym procesem je také koagulace bilkovin a tvorba lomu. Pivodné ¢ira sladina se po zahdjeni
varu zakali a pfi pokracujicim varu se zacnou vyluCovat nejprve velmi jemné vlocky, které se
postupné zvétSuji do objemnych shlukii oznacovanych jako lom mladiny. Tento jev je zpusoben
denaturaci a néslednou koagulaci vysokomolekuldrnich bilkovin.
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Rozpousténi a reakce ucinnych ldtek chmele ve vrouci mladin€ jsou vyznamné ovlivnény hodnotou
pH. Pfi varu mladiny ¢4stecné izomeruji a-hoiké kyseliny. Produkty izomerie jsou rozpustné i ve
studené mladin¢, nezanedbatelny podil isohumuloni se vSak adsorbuje na hrubé kaly mladiny,
pfipadné vypadnou z roztoku pfi poklesu pH na zacdtku kvaSeni. Horkost piva je proto dana i
zbyvajicim podilem isohumulonii. Z celkové chmelem dodané hotkosti se vyuZije v zavislosti na
podminkdch chmelovaru a kvaseni 25-35 %. [5] Chmelové polyfenoly jsou rozpustné ve vodé a pfi
chmelovaru pfechdzeji do mladiny. Svym redukujicim ucinkem podporuji tvorbu vétSich, madlo
rozpustnych molekul bilkovin, které vpaddvaji pri tvorbé lomu. Pfiznivé se uplatiiuji hlavé polyfenoly
s nizkym oxidaénim a polymeracnim stupném. Vyssi polymery udili pivu drsnou horkost a zhorSuji
jeho koloidn{ stabilitu. Chmelové silice se vyznamné podileji na aromatu piva. Po pridani chmelového
prepardtu do mladiny probihd zdroved uvoliovdni silic do mladiny, jejich oxidace a t¢kdni
neoxidovanych silic s vodni parou. Aroma chmele ovliviiuji hlavné myracen a linalool. Pfi varu
mladiny nastavaji také zmény v obsahu dimethylsulfidu a jeho prekurzora. [5]

2.1.4 Vyroba piva

Pivo je vyrdbéno zakvaSenim mladiny pivovarskymi kvasinkami svrchniho kvaSeni pri teplotidch az
do 24 °C nebo kvasinkami spodniho kvaSeni pfi teplotdch 6-12 °C. KvaSeni mladiny je pfi pouZiti
klasické technologie vyroby rozdéleno do dvou fazi, na hlavni kvaSeni a dokvaSovani. Pfi pouZiti
jednofdzové technologie vyroby piva v cylindrokénickych tancich, probihd hlavni kvaSeni
a dokvaSovani v jediné velkoobjemové nddobg.

2.14.1 Hlavni kvaseni mladiny

Prostor, ve kterém probihd kvaSeni, se nazyva spilka. V. CR probihd kvaSeni nejéastji v
oteviené kvasné kadi na spilce. V zdvislosti na pouziti kvasnic svrchniho nebo spodniho kvaseni, je
cely prostor spilky véetné kvasné kadé chlazen na pfisluSnou teplotu. Kvasné kad€ jsou
nejcastéji vyrobeny z nerezové oceli a pro dosaZeni dobré sedimentace pfi pouZiti kvasinek spodniho
kvaSeni maji maximdlni hloubku pfibliZzn€ 2 m. Soucdsti spilky je i propagaéni stanice, ve které jsou
skladovany a oSetfovany ndsadni kvasnice. Pfi transportu mladiny na spilku je provddéno zakvaSovani
pivovarskymi kvasnicemi. Béhem transportu je mladina provzduSiovdna sterilnim vzduchem, aby
vysledny obsah rozpusténého kysliku byl 6-8 mg-1'. Prvni vizudlni projevy kvaSeni jsou
pozorovatelné b&hem 12-24 hodin. Na povrchu mladiny vznikd péna, kterd je proudénim kvasici
mladiny undSena od stény kad¢. Jednd se o stadium zapraSovani a odrdZeni. Stadium nizkych bilych
krouzku zacind béhem 24-36 hodin po naplnéni kad¢. [5] Na hladiné kvasici mladiny se vytvari
typické bilé ruzice pény. Stadium vysokych hnédych krouzka je pozorovatelné bé¢hem tretiho az
¢tvrtého dne. Barva krouzkii postupné prechdzi do hnédé barvy, to je zpiisobeno vynasenim kalu
a mrtvych kvasinek do pény. Posledni nastdv4 stadium propadéni, intenzita kvaSeni klesé a vySka pény
se snizuje. Na konci propadani ziistava na hladin¢ tmava vrstva pény, tzv. deka. Na dné kadé zustava
sediment kvasnic, sklddajici se ze spodni a horni vrstvy a jadra. Hlavni kvaSeni trva pfiblizné 6—8 dni
v z4vislosti na druhu vyrdbéného piva. [5]

2.14.2 Pivovarské kvasnice

V pramyslové vyrobé piva se v CR vyuZivaji vyhradné kvasinky spodniho kvaSeni druhu
Saccharomyces cerevisiae subsp. uvarum carlsbergensis, které po kvasSeni sedimentuji ke dnu kvasné
nddoby. Kvasinky svrchniho kvaSeni rodu Saccharomyces cerevisiae subsp. cerevisiae jsou po
skonceni kvaSeni vynaSeny na hladinu, kde tvofi tzv. deku. Kvasnicné buiiky se rozmnoZuji
vegetativn¢ multilaterdlnim pucenim a za zvlastnich podminek mohou tvofit i pseudomycelium. Pocet
puceni jedné matefské buniky je prumérné asi 20 cykla a po kazdém puceni zustava na povrchu bunky
jizva, pfes kterou jiZ neprobihd transport Zivin a metabolitt. [5]
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2.1.4.3 Procesy probihajici p¥i kvaseni mladiny

Biochemické procesy probihajici pri hlavnim kvaSeni jsou velmi komplexni a mnoho jich jest€ neni
plné objasnéno. B&hem hlavniho kvaSeni jsou kvasinkami asimilovany Ziviny ze sladu pro ziskan{
energie a jako hlavni metabolit vznik4 alkohol a CO,, jako vedlejSi metabolity vznikéd pestra Skala
chemickych sloucenin, které ovliviiuji vysledné organoleptické vlastnosti piva. Z vedlejSich
metabolitii vznikajicich béhem hlavniho kvaseni jsou to hlavné vicindlni diketony, vyssi alkoholy,
estery, fenolické slou€eniny (4-vinylguajakol, 4-vinylfenol) a SO,. [8] Obsah SO, v pivu je nepfimo
umérny narastu biomasy, a vykazuje antioxida¢ni vlastnosti a zvySuje chutovou stabilitu vysledného
piva. Béhem kvaseni dochdzi k poklesu extraktu puvodni mladiny v zavislosti na technologickych
parametrech vyroby, na sloZeni a provzdu$néni mladiny a na druhu kvasniéného kmene. Zjednoduseng
1ze procesy probihajici pfi kvaSeni zapsat dle rovnice:

CH,,0, —2CO, +2 C,H,OH + vedlejsi metabolity+ teplo (3)

DileZitym regulacnim mechanismem ovliviiujicim metabolismus kvasnic je Crabtreeho efekt.
Tento efekt popisuje chovéani kvasnic v aerobnim prostfedi s vysokou koncentraci sacharidu, kdy
namisto tvorby biomasy aerobnim mechanismem probihd alkoholové kvaSeni. I pfes nizké vyuZiti
aerobniho metabolismu dochdzi k narustu biomasy. Zvysena koncentrace kysliku v mladin€ je vSak
stile potfeba jako zivina k zabezpeCeni vedlejSich metabolickych drah u syntézy sterolu
a nenasycenych mastnych kyselin. [9]

Pivovarské kvasnice dokdZou zkvaSovat téméf veSkeré cukry vyskytujici se v mlading, kromgé
vysSich polysacharidit a dextrinu. Jako prvni je zkvaSovdna sacharéza, frukt6za a glukosa jsou
zkvaSovany pribliZzn¢ spolecné. Po kompletni spotfeb¢ glukosy je teprve zkvaSovana maltosa, nejvice
se vyskytujici cukr v mladiné. Jako posledni je zkvaSovdna maltotriosa. Spolecné s cukry jsou
disimilovdny i dusikaté sloucCeniny. Nizkomolekuldrni dusikaté litky, hlavn¢ aminokyseliny, jsou
vyuZivany kvasinkami pro stavbu novych tkéni. [10] Vysokomolekuldrni dusikaté latky a urcity podil
nizkomolekuldrnich dusikatych ldtek jsou bchem hlavniho kvaseni vylouceny zroztoku a jsou
vynaseny na povrch mladiny, kde tvofi soucast deky nebo sedimentuji na dné spolecné s kvasinkami.

2.14.4 DokvaSovdni piva

Po hlavnim kvaSeni je mladé pivo dokvaSovdno v leZdckém sklep¢ pfi teplot¢ 1 — 3 °C. LeZacké
tanky jsou leZaté vélcovité nddoby zpravidla vyrobené z oceli. Béhem pozvolného dokvasovani piva
dochdzi také k vy¢ifeni a nasyceni piva CO,. Cifeni pii dokvaovani piva je velmi daleZité, nebot
ovliviiuje prubéh filtrace, chut’ a pénivost piva a koloidn{ stabilitu. Dokvasovani u vycepnich piv trva
21 dni a u lezdka 70 dni pfi pouziti klasické technologie. [8]

2.1.5 Michané napoje na bazi piva

Michané ndpoje na bazi piva se t&%f vzrustajici oblibé v poslednich n&kolika letech nejen v CR, ale i
ve svété. Zakladem téchto napoju je vZdy pivo, které se michd s ovocnymi $tdvami, limonadami nebo
jinymi aditivy. Takto pfipravené napoje veétSinou maji obsah alkoholu 2,5 obj. %. Prvni michany nédpoj
na bézi piva typu Radler byl pfipraven roku 1922 v podniku Kugler-Alm na jihu Mnichova. Napoj byl
pfipraven smichdnim leZdku s limonddou vpoméru 1:1. VCR jsou podle provadéci vyhlagky
Ministerstva zem&d¢€lstvi €. 335/1997 Sb. michané ndpoje na bézi piva definovdny jako ndpoje
vyrobené smichdnim piva s nealkoholickym ndpojem nebo s ndpojovym koncentrdtem pro pifipravu
nealkoholickych ndpoju a sodovou vodou.

Zakladnimi slozkami pro pifipravu michanych ndpoji jsou pivo, voda, limonddy nebo ovocné
koncentrity a aditiva. Obsah piva v pfipraveném ndpoji se pohybuje od 50 do 70 obj. %. [10] Mezi
pouZivand aditiva se fadi:

® sladidla
® kyseliny
® antioxidanty
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ochucovadla
barviva

konzervanty
antioxidanty

Voda pouZivana k pripravé michanych ndpoju musi spliiovat poZzadavky na pitnou vodu a m¢la by
obsahovat co nejmén¢ rozpuSténého kysliku, aby se zabrdnilo rychlej$simu stdrnuti vysledného
produktu a zméné¢ chutového profilu kvili reakci kysliku s ostatnimi aditivy, hlavné sladidly
a ochucovadly.

Sladidla se vyuZivaji k docileni poZadované chuti vysledného ndpoje. Pfirodni sladidla (sachar6za,
glukosovy sirup, kukufi¢ny sirup) zhorSuji biologickou stabilitu vyrobku, protoZe v takto pfipraveném
ndpoji je zvySen obsah zkvasitelného cukru. Takovyto roztok je idedlnim médiem v pfipadé
mikrobidlnitho napadeni. Umc¢ld sladidla naopak nezhorSuji biologickou stabilitu, ale mohou mit
negativni vliv na vyslednou chut. Pfi pouZziti nevhodného poméru jednotlivych sladidel mizZe mit
vysledny ndpoj nahorklou nebo kovovou prichut’. Jedna z vyhod pouziti umélych sladidel je nizsi
energeticky obsah vysledného ndpoje neZ pfi pouZiti prirodnich sladidel. [10]

Pridavani organickych kyselin je dillezité zejména k docileni vyvdZeného poméru mezi sladkou
a kyselou chuti. Pridavek kyselin také snizuje hodnotu pH vysledného néapoje, je proto dulezité pii
michéni jednotlivych aditiv zabezpecit, aby pokles pH nebyl piili§ prudky. V pripad¢ pfili§ prudkého
poklesu pH miiZe dojit ke zméné chuti, pfipadn¢ k vysraZeni bilkovin. [10]

Antioxidanty se pfidavaji hlavn¢ kvuli zachovani barvy michaného nédpoje. Nejcastéji pridavané
antioxidanty jsou kyselina askorbové a tokoferol. Koncentrace kyseliny askorbové b&hem skladovéni
klesa kvali reakci s kyslikem v baleni. [10]

2.1.5.1 Technologické aspekty vyroby michanych ndpoji na bdzi piva

Homogenizace nealkoholické slozky s pivem je velmi diileZitd pro dosaZeni kvalitniho produktu.
Roztoky napojovych koncentratu pfi smichani s pivem zpusobuji fyzikdlné-chemické zmény piva,
dochdzi zejména k tvorbé zdkalu. Tvorbu zdkalu 1ze omezit smichdnim koncentrétu s vodou a do takto
zfedéného koncentratu pfiddvat pivo. Dostate€nym promichdvanim lze zamezit vzniku gradientu pH
a tim vzniku zdkalu v dasledku vysrazeni vysokomolekularnich komplexti. [10]

2.1.6 Trvanlivost piva

V porovnani s vétSinou ostatnich alkoholickych ndpoju je pivo vyjimecné ve své relativn¢ kratké
trvanlivosti. Po skoneni dokvasovani v lezdckém sklepé by se pivo bez dalSich dprav po kratké dob¢
zkazilo. V dne$ni dob& pivovar musi garantovat po celou dobu ziruky trvanlivost piva ve vSech
smérech, tj. trvanlivost biologickou (mikrobiologickou), koloidni a chutovou. [5]

2.1.6.1 Biologickd stabilita

Biologickd stabilita je velmi zdvisld na obsahu kontaminujicich bakterii, kvasinek a hub v pivu. Po
skonceni chmelovaru je uvarena mladina sterilni. Jakmile je vSak mladina ochlazena, muze dojit
k rychlému pomnoZeni Skodlivych mikroorganismii. Pivo obsahuje kontaminujici mikroorganismy,
které se pfi vysSich teplotich mohou rychle rozmnozit a produkty téchto mikroorganismu jsou pak
puvodcem vaznych chutovych zmén. V Evropé jsou Z za 90 % vSech piipadu za kontaminace piva
zodpov&dné bakterie druhu Lactobacillus, Pediococcus, Pectinatus a Megasphaera. Mezi ostatni
druhy kontaminujicich bakterii patii Enterobacteriaceae, Zymomonas. [11] Pro zabranéni
kontaminace bakteriemi mlééného kvaSeni je snaha co nejvice sniZovat obsah rozpusténého kysliku
v baleni. Takto vnikd anaerobni prostfedi, které je v pfipad€ sekunddrni kontaminace anaerobnimi
bakteriemi se zvySenou toleranci k alkoholu idedlnim substritem pro rust. [12] Dulezité je tedy

dodrzovat zasady aseptické prace pfi sta¢eni piv do oball. Biologické stability 1ze dosdhnout pasteraci
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piva, sto€enim piva za horka nebo studenou sterilizaci a aseptickym stdCenim do transportniho obalu.
[5] KaZdy zpusob tepelného osetieni piva je spojen s rizikem ndslednych chutovych zmén. [13]

2.1.6.2 Koloidni stabilita

Koloidnf stabilita je dulezitd pro zabranéni vysraZeni koloidnich latek a tvorbé sedliny a zakalu. Ve
filtrovaném pivu zlstanou rozpustény organické slouceniny, polypeptidy, polyfenoly, neSkrobové
polysacharidy a hotké litky chmele, které podléhaji zméndm a vzdjemné spolu reaguji. Jejich
vzdjemnou reakci vznikaji zdkaly. DEli se na chladové zédkaly a trvalé zdkaly. AZ na vyjimKky,
zékaznici preferuji Ciré pivo bez zdkalu. Na vzniku koloidniho zdkalu se podili velké mnoZstvi

N 4
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Z polyfenolu se na tvorb¢ zdkalu nejvice podileji polyfenoly sladu. [5]

2.1.6.3 Chladovy zdkal

Chladovy zékal se z piva vylucuje pfi jeho ochlazeni na 0 °C. Pii op&tovném zvySeni teploty na
20 °C se zdkal rozpusti. KvaSeni, a hlavn¢ zavér dokvasovani pfi vysSich teplotdch, oxidace piva
vzdusnym kyslikem, pfitomnost ionti t€zkych kovi a svétlo podporuji vznik chladovych zédkalu. [5]

2.1.6.4 Trvaly zdkal

Trvaly zékal je v podstaté druhou fazi chladového zédkalu. S postupujicim casem dochdzi ke stadlému
zvétSovani koloidnich &astic, které se z piva nendvratné vylouci. [S] Doba, za kterou se od stoceni
vylouéi z piva nevratny zakal, je pfi posuzovani koloidni stability piva velice dualeZita. [10]

2.1.6.5 Chut’ovd stabilita

K nezadoucim chutovym zméndm miZe dojit postupem cCasu i u piv, kterd jsou biologicky
a koloidn¢ stabilni. Tyto zmé&ny se mohou projevit jak ve velmi kriatkém cCase, tak i u piv kterd jsou
dobfe chutové stabilizovdna az po mnoha meésicich. Na procesu chutovych zmén piva se nejvice
podileji oxidac¢ni reakce. [5] Chutova stabilita je z dlouhodobého hlediska nejvice ovliviiovana
obsahem kysliku v baleni. Oxidaci alkoholu vznikaji karbonylové slouceniny, nejvice aldehydy, které
se na chutovych zménach piva podileji nejvyraznéji. K dosazeni dlouhodobé chutové stability je
potfeba uZ pfi vyrob¢ piva zamezit dlouhodobému styku rmutu a mladiny pfi chmelovaru s kyslikem.
Vysokd koncentrace rozpusténého kysliku ve rmutu a mladiné sniZuje koncentraci reduktont. Vysoka
koncentrace Zeleza a médi také negativn¢ ovliviiuje chutovou stabilitu piva. [13]

2.2 Antioxidanty
V michanych ndpojich na bazi piva se vyskytuji antioxidanty, které pochdzi z ovocnych §tav
a koncentratu a déle ze surovin pouZivanych k vyrobg& piva. Antioxidanty jsou priddvany také uméle
z technologickych divodil, nejcastéji k prodlouZeni trvanlivosti. Antioxidanty jsou slouceniny nebo
systémy, které zamezuji autooxida¢nim procesum inhibici vznikajicich radikdla nebo zamezuji
propagaci volnych radikali jednim z nésledujicich procesu:
e vychytdvanim sloucenin zpuisobujicich oxidaci,
e chelataci kovovych iontl tak Ze jsou neschopné tvofit reaktivni slouc¢eniny nebo rozkladat
lipidové peroxidy,
zabranéni vzniku peroxidu odstrafiovanim "0,
¢ inhibici autooxidativni fetézové reakce,
redukci lokdlni koncentrace volného kysliku
nejcastéji obsahuji aromatickou nebo fenolickou funkcni skupinu, kterd odevzdiava vodik vzniklym
volnym radikalim, a samy se stdvaji radikalem. Tyto meziprodukty jsou poté stabilizovany rezonanéni
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delokalizaci elektronu v aromatickém kruhu. Dédle mnoho fenolickych sloucenin je odolnych vuci
ataku volnym kyslikem ze sterickych divodu. Dal§im ic¢innym mechanismem k zabranéni oxidac¢nich
reakci je chelatace pfechodnych kovii které se mohou ve vzorku vyskytovat. Uginnost antioxidanti je
zavisld na aktivaéni energii, rychlostni konstanté, oxidaéné-redukénim potencidlu systému, na
termolabilit¢ a rozpustnosti daného antioxidantu. [15]

2.2.1 Antioxidanty vyskytujici se v pivu

Antioxidanty v pivu lze rozdélit dle jejich plivodu na antioxidanty sladu a antioxidanty chmele.
V nealkoholické sloZce pouZzivané k vyrobé michanych ndpojii miZe byt obsaZen vyznamny podil
antioxidantt, pokud je pouZita kvalitni ovocna §t'dva nebo koncentrat.

2.2.1.1 Antioxidanty jecmene

vvvvvv

s proteiny za tvorby vysokomolekuldrnich komplexti. [6]. Tvorba polyfenol-bilkovinnych komplexu
negativn¢ ovliviiuje koloidni stabilitu piva, zatimco redukéni schopnost a schopnost vychytdvani
volnych radikali pasobi pozitivné na senzorickou stabilitu piva i na lidské zdravi. Polyfenoly se
vykytuji v potravé jako pfirozené antioxidanty a mohou sniZovat pravdépodobnost vyskytu nékterych
civiliza¢nich chorob konzument. V této souvislosti se uplatiiuji predev§im antiaterosklerotické,
antikarcinogenni, piipadné fytoestrogenni t¢inky nékterych polyfenolovych latek. [5]

2.2.1.2 Chmelové silice

Chmelové silice jsou smési n€kolika set organickych litek prevdZné terpenického charakteru.
RozliSuji se frakce, uhlovodikovéd, kyslikatd a frakce sirnych sloucenin. Uhlovodikové frakce
chmelovych silic je v cerstvém chmelu obsaZena ze 70-80 %. Obsahuje alifatické uhlovodiky,
Kyslikatd frakce tvori asi 30 % celkového obsahu silic a vznikd b&hem zrani, zpracovani a skladovéani
chmele. Je sloZena ze smési terpenovych, seskviterpenovych, alifatickych a aromatickych alkoholi,
aldehyd, ketonti epoxidu, kyselin a estert. Frakce sirnych sloucenin tvoii 0,1 % chmelovych silic. [§]

2.2.1.3 Polyfenoly chmele

Polyfenolové latky chmele a chmelovych vyrobka zahrnuji bohatou smés s prevazujicim podilem
flavinovych glykosidd, anthokyanogent, katechini a volnych fenolovych kyselin. Jsou to vesmeés
reaktivni, ve vodnych roztocich dobfe rozpustné latky, snadno podléhajici oxidacné-redukénim
preménam a vykazujici vysokou reaktivitu vuci bilkovinam. V pivovarském procesu se polyfenoly
vyznamné podileji na reakcich vzniki nerozpustnych tiislo-bilkovinnych komplexii pfi tvorbé lomu
a vylucovani hotkych kalu a dale pti fadé oxidacné redukénich reakcei uplatiiujicich se pfi vytvareni
barvy a koloidn{ stability piva. Pfedpoklada se, Ze ovliviiuji charakter hofkosti a v poslednich letech se
zduraziuji jejich pozitivni Gcinky jako pfirozenych antioxidantu. V pivovarském procesu se uplatiuji
spolu s polyfenolovymi ldtkami sladu, které maji obdobné sloZeni, ale rozdilné pomcry jednotlivych
skupin polyfenolickych slozek. [5]

2.3 Spektroskopické metody

Spektroskopické metody se zabyvaji studiem interakce litek se zdfenim. Ze zmcrenych frekvenci
absorbovaného nebo emitovaného zafeni poskytuje spektroskopie dulezité informace o energetickych
hladinich studovanych latek. Teoretickd interpretace téchto energetickych hladin, kterd je zaloZend na
zakonech kvantové mechaniky, dovoluje z naméfenych dat ziskat informace o struktufe studovanych
latek. Podle druhu energetickych pfechodu lze rozd¢lit spektroskopické metody na vibrac¢ni a rotacni
spektroskopie, elektronova spektrometrie a magnetické rezonanéni metody. [16]
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U vibraéni a rotacni spektroskopie dochazi k prechodiim mezi riznymi rota¢nimi a vibra¢nimi stavy
molekul. Tyto prechody jsou pozorovatelné v mikrovinné a infracervené oblasti elektromagnetického
zéfeni. Mezi tyto metody se fadi IR spektroskopie. [17]

Prechody mezi riznymi elektronovymi stavy molekul u elektronové spektrometrie vedou k absorpci
nebo emisi zdfeni v infradervené, viditelné a ultrafialové oblasti elektromagnetického zafeni.
Elektronové prechody jsou zpravidla doprovdzeny prechody mezi riznymi vibra¢nimi a rota¢nimi
stavy molekul. Velky pocet raznych vibra¢nich a rotac¢nich prechodu v ramci daného elektronového
pfechodu zpusobuje, Ze jsou elektronovd spektra zpravidla sloZena z velkého poctu car, které
v dusledku svého rozsiteni vytvareji jeden Siroky tzv. elektronovy pds. K elektronové spektrometrii se
fadi UV-VIS spektroskopie. [16]

Magnetické metody, mezi které se fadi i nukledrni magnetickd rezonance a elektronova
paramagnetickd rezonance, jsou zaloZeny na vzdjemné interakci jaderného nebo elektronového

~ v

momentu hybnosti s vn&j$im magnetickym polem. [16]

2.3.1 UV-VIS spektroskopie

Tyto techniky jsou zaloZeny na sledovani prechodu mezi ruznymi elektronovymi stavy molekul pfi
absorpci elektromagnetického zafeni zfedénymi roztoky molekul. V UV-VIS oblasti spektra
(200-800 nm) souvisi absorpce zafeni s pfechodem valenéniho elektronu mezi dvéma i vice
energetickymi hladinami v molekule. Absorpci zafeni 1ze pozorovat ve vSech skupenstvich.

2.3.1.1 Zdkladni vztahy

Vsechny absorpcéni metody v oboru optickych spekter jsou zaloZeny na méfeni propustnosti. Zafeni
dopadajici na vzorek miZe byt absorbovano, odraZzeno nebo rozptyleno. Pokud vzorek absorbuje dané
zafeni, dochazi k poklesu intenzity zafeni. Propustnost (transmitance) 7 je definovdna pomérem toku
zéteni soustavou propusténého @ k toku vstupnimu ®o:

P
T=— 4
o, “)
Absorptance je podil absorbovaného zéfent:
o, P
a=—2—=1-T (5)
@,

Absorbance je definovdna jako zdporny dekadicky logaritmus transmitance vztahem:
P
A=log—2 =—-logT (6)
P
Hodnoty propustnosti a absorptance se ¢asto uvadéji v procentech.

Bouguertuv-Lambertuv-Beertv zdkon matematicky popisuje zavislost koncentrace absorbujici latky
na tloust’ce absorbujici vrstvy a hodnot¢ absorbance pfi urcité vinové délce podle vzorce:

Ay=¢g,-cl (7
kde &, je molarn{ absorpéni koeficient
Lambert- Beeriv zdkon je mezni zdkon, ktery plati jen pro monochromatické zéareni a zredéné

s >z s vz

roztoky, v nichZ absorbujici ¢4stice nepodléhaji Zddnym interakcim. [18]

2.3.1.2 Teoreticky princip UV-VIS spektroskopie

Za béznych podminek jsou molekuly v zdkladni elektronové i vibra¢ni hladin€. Pfi pohlceni fotonu
se celkova energie molekuly zvySuje a molekula prechdzi do excitovaného stavu. Pfechod z nizsi do
vy$s$i elektronové hladiny muze probihat do raznych vibracnich a rota¢nich podhladin molekuly, pocet

energeticky blizkych moZnych elektronovych prechodl je u molekul velky. Tyto blizké prechody
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nejde b&Zné rozlisit jako jednotlivé Cary a vysledné absorpcni spektrum molekul splyva v plynulé
pésy, které se objevuji pfi ur¢ité vinové délce, typické pro sledovanou molekulu. Rozdil energie mezi
excitovanym E,; a zdkladnim E, stavem musi byt roven pfijatému kvantu zafeni podle rovnice:
h-v=E -E, (8)
Absorpce zareni je spojena se zménou momentu elektrického dipélu molekuly a proto dojde ke
zméné rozloZeni naboje molekuly v excitovaném stavu oproti zdkladnimu stavu. Molekula setrvava
v excitovaném stavu velmi kritkou dobu (fadové 10™ s) a poté piechdzi riznymi nezafivymi
deexcitacnimi mechanismy do zdkladniho stavu, ¢imZ se udrZuje rovnovdha mezi molekulami
v zdkladnim a excitovaném stavu. [19] Jeden pds ve spektru odpovidd jednomu typu pfechodu
elektront v molekule do excitovaného stavu. Tvar pasu je vice ¢i méné symetricky s maximem pfi
urcité vilnové délce A,,.. Absorpcni spektra slozitych molekul maji obvykle vice absorpnich pasu,
které se Casto prekryvaji a vytvafeji kfivky s nevyraznymi maximy. Polohu pasu urcuji energie
orbitalu, mezi kterymi dochdzi k pfechodu elektronu pfi excitaci. V organickych molekuldch jsou
vazby tvofeny hybridnimi orbitaly. Tyto molekulové orbitaly vznikaji interakcemi atomovych
orbitalu s a p. Organické molekuly poskytuji nasledujici typy pfechodu elektroni mezi orbitaly [18]:
e Piechody 656
Piechodyn — ¢
Piechody m — 70
Piechodyn —»
Piechody t — ¢~

Rozlisujf se tfi typy prechodi molekuly do excitovaného stavu:
e Piechody dovolené
e Prechody spinové zakdzané
e Prechody symetricky zakdzané

2.3.1.3 VyuZiti UV-VIS spektroskopie k detekci volnych radikdli

UV-VIS spektroskopické metody je mozné vyuzivat k detekci volnych radikdli. Tyto metody ale
mohou méfit pouze radikdly, které vykazuji absorpci zdfeni v UV-VIS oblasti. Jednou z vyuZivanych
metod kurCeni antioxidacni kapacity roztoku vzorku je detekce odbarvovani roztoku DPPH
v zavislosti na snizujici se koncentraci DPPH pfi terminaci volnych radikala vzorkem. [20] UV-VIS
spektrometrie lze vyuZit ke sledovani obsahu polyfenola v pivu. V dasledku tepelného namahani
vzorku dochazi k oxidaci polyfenolu na taniny, které s bilkovinami tvoii nerozpustné slouceniny.
Pokles absorbance vzorku je spojen s klesajicim obsah polyfenolu a s nartistem volnych radikalu.
Polyfenoly obsaZené v pivu jsou ale relativné stabilni a jejich obsah nekoreluje dostateéné citlivé
s narustem volnych radikali ve vzorku a tim i se zhorSenim organoleptickych vlastnosti piva. Pouziti
UV-VIS k detekci nartstajici koncentrace radikalti vazanych na PBN neni mozné. [21]

23.2 IR Spektrometrie

IR spektrometrie je zaloZena na interakci elektromagnetického zareni s méfenym vzorkem. V IR
spektrometrii se béZné misto vinové délky uzivd vinocet. Energie IR zareni nestaéi na zmény
elektronovych stavi a zpusobuje pouze zménu rota¢niho a vibra¢niho stavu molekuly. Tato zména se
muze uskutecnit pouze pfechodem mezi dvéma stavy charakterizovanymi riznymi vibraénimi ¢i
rotacnimi ¢isly. [22]

18



Tabulka 1: Charakteristika jednotlivych IR oblasti [18]

IR oblast Vinovd délka [um] Vinocet [cm™]
Blizka 0,78 - 2,5 12800 — 4000
Stredni 2,5-50 4000 - 200
Vzdélend 50 - 1000 200 - 10

Za normélnich podminek se vétSina molekul nachdzi v zdkladnim vibraénim stavu (v = 0).
ziskand IR spektrometrif jsou vibraéné-rotaéni a ziskdvaji se sledovanim zdvislosti transmitance nebo
absorbance na vlnoctu absorbovaného zéreni. Pasy ve spektru odpovidaji riznym typtiim vibrac¢nich
prechodu. Rozlisuji se vibrace dvou zakladnich typi:

e Valenéni
e Deformaéni

U valenénich vibraci dochazi k vibraci atomu podél vazby, kterou jsou spojeny. Pfi vibraci se méni
vzdalenost jader, ale valen¢ni dhel ziistdva zachovan. Naopak u deformacnich vibraci dochdzi ke
zmén¢ valenéniho thlu, ale vzdalenost jader zastava konstantni. Deformaéni vibrace se oznacuji podle
vlastniho charakteru vibrace na kyvavé, kroutivé a nlizkové vibrace. Zakladni podminkou interakce IR
zéfeni s molekulou je zm¢na dipdlového momentu béhem vibrace. U homonukledrnich molekul, které
maji nulovy dipélovy moment, k absorpci IR zafeni nedochdzi. Zména dip6lového momentu béhem
vibrace souvisi s intenzitou absorpce zafeni. [18,23]

2.3.2.1 VyuZiti IR spektroskopie k detekci volnych radikdlii

IR spektrometrie se pouZiva nejcastéji k detekci radikalti pfi nizkych teplotich nebo naopak
v plynném skupenstvi. PouZiti IR spektrometrie k detekci volnych radikala je obtiZzné kvuli nizké
pocatecni koncentraci radikdlu a také molekuly vody v kapalném stavu zpusobuji ruseni spektra.
Z duvodu potfeby pevného nebo plynného vzorku neni mozné pouZzit IR spektroskopii k méfeni
narustu koncentrace volnych radikalu pfi tepelné urychleném starnuti piva. [24]

233 EPR spektroskopie

Elektronovd paramagnetickd rezonance patii do skupiny magnetickych rezonanénich metod.
Metodu lze vyuZit pouze ke studiu systému s paramagnetickou povahou. Tato metoda poskytuje velmi
cenné informace o strukture a vlastnostech latek, které obsahuji nepdrovy elektron. Mezi latky
obsahujici nespdrovany elektron se fadi volné radikdly, Sirokd fada koordinacnich molekul
obsahujicich pfechodové prvky, které maji netipln¢ obsazené d-orbitaly. EPR spektroskopii 1ze pouZit
prti studiu radikalovych meziprodukti chemickych reakei.

2.3.3.1 Zdkladni princip EPR

Elektron je elementédrni ¢éstice nesouci zdporny ndboj, kterd ma spinovy moment hybnosti (spin) s.

Tento spinovy moment je kvantovany a pro jeho absolutni hodnotu plati
|s| = 714/s(s+1) 9)
kde s je spinové kvantové Cislo, které ma pro elektron hodnotu s = Y.

V magnetickém poli miZe zaujmout jen urcité diskrétni orientace. Projekci neparového elektronu
do vnéjsiho magnetického pole dojde k rozstépeni puvodné degenerované energetické hladiny na dvé
energetické hladiny s odliSnou energii. Tento jev se oznacuje jako Zeemanovo S$tépeni a vzniklé
energetické hladiny se nazyvaji Zeemanovy. Touto projekci se ziskd hodnota tzv. magnetického
spinového ¢isla M;. Pocet moZnych orientaci spinu v magnetickém poli lze vyjadfit rovnici

M, =2s+1 (10)
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V piipadé elektronu se jednd o dvé moZné orientace (M, =%1/2). Energeticky stav elektronu

s hodnotou M =1/2 se oznaluje jako stav a, stav s hodnotou M, =—1/2 se oznaluje B.
Pokud je magnetické pole orientovdno ve smcru osy z, potom sloZka indukce magnetického pole je
W, =v.-h-Mi=—g B, -M, (1D

Kde v, je gyromagneticky pomér elektronu;

hie 21 h = 6,62608-10-34 I-s:
2n

M, je magnetické spinové &islo;
g. je g-faktor volného elektronu ( g, = 2,00231930486);

-h
B. je Bohriiv magneton 3, = 62— =9,2740154-10* J. T
J— . m

e

Pro energii elektronu v magnetickém poli pfi zohlednéni predchozich uvah plati:
E=-uB=g. p.-M, B (12)
Zrovnice (12) je moZné po dosazeni pifpustnych hodnot pro M ==%1/2 ziskat vztah popisujici

vzdélenost obou Zeemanovych hladin.
AE=h-v=-B=g B, B, (13)
kde B, predstavuje indukci statického magnetického pole;
v je frekvence zdroje zareni

Tato rovnice je zdroven rovnici rezonanéni podminky v EPR spektroskopii. B, predstavuje indukci
statického magnetického pole, v je frekvence zdroje zafeni, pfi které je splnéna rezonancéni podminka
a je moZné pozorovat pfechod elektronu mezi obéma energetickymi hladinami.

Splnit rezonanéni podminku v EPR 1ze dvéma zpiisoby. Prvnim zpusobem je méfeni pii konstantni
frekvenci v,, kdy je plynule ménéna hodnota indukce magnetického pole B azZ do dosaZeni hodnoty
splitujici rezonanéni podminku. Druhym zplisobem méfeni vyuZivanym v pulzni EPR spektrometrii,
kdy se méni frekvence zdfeni pri konstantni hodnoté magnetického pole. B&Zné spektrometry
pouZzivaji hodnotu indukce magnetického pole kolem B¢=0,34 T. Pro splnéni rezonanéni podminky je

geﬂBO
h

proto potrebnd frekvence elektromagnetického zifeni V = =9,5 GHz, coZ odpovidd vinové

délce priblizn¢ 3 cm (tzv. X-pdsmo). N¢kdy se také pouZivd elektromagnetické zafeni o frekvenci
pfiblizné 20 GHz (tzv. K-pdsmo), které vyZaduje po splnéni rezonanéni podminky pfiblizné 0,72 T.

V zdvislosti na frekvenci pouzité pro méreni v EPR spektrometru je moZné EPR spektrometrii
rozdglit na nckolik pdsem. Kazdé pasmo umoziiuje ziskat specifické informace o struktufe vzorku, pro
lepsi identifikaci je €asto vyuZivand kombinace vice padsem. [17,25]

Tabulka 2: Prehled pdsem a frekvenci EPR spektrometrii [26]
Pdsmo Frekvence [GHz]
1

3
9-10

24

34

94

SIO|IR X |wn |
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2.3.3.2 g-faktor

Ve vzorku miize krom¢ vnéjStho magnetického pole (B.y) existovat i lokdlni magnetické pole
(Bioca)- Vektorovym souétem lokdlniho magnetického pole a vnéj$tho magnetického pole se ziski tzv.
celkové efektivni magnetické pole (B.g).

Beff = Bext + Blocal (14)

Lokalni magnetické pole muze byt indukovano vnéjSim magnetickym polem nebo muZe byt
permanentni, které neni zavislé na vné€jSim magnetickém poli. Pro lokdlni magnetické pole indukované
vnéj$im magnetickym polem plati:

B, =(1-9)B=LXB (15)
kde o je konstanta analogickd k tzv. konstant& stinéni jddra pouZivané u NMR, g je tzv. efektivni
Zeemanuyv g-faktor

Hodnota g pro elektron bez interakce s okolnimi ¢4sticemi je g. = 2,0023. [17] Odchylka g od g,
zévisi na schopnosti vngjStho magnetického pole indukovat v radikdlu nebo komplexu lokdlni
magnetické pole. Mnoho volnych radikali a prechodnych kovii md hodnotu g velmi blizkou hodnoté
g.. Naproti tomu mnohé systémy vykazuji od této teoretické hodnoty znaéné odchylky a ve
vyjimecnych pfipadech vykazuji i zdporné hodnoty g. Studiem g-faktoru lze ziskat nékteré informace
o elektronové struktufe studovaného radikalu nebo komplexu. [27] U anizotropnich systému je potieba
uvazovat o zdvislosti hodnoty g-faktoru na orientaci latky v magnetickém poli. Hodnoty g se v téchto
pripadech udévaji v maticovém tvaru. Systémy s izotropnimi vlastnostmi, mezi které patfi i roztoky
s nizkou viskozitou, maji nezdvislou hodnotu g-faktoru na orientaci vzorku v magnetickém poli, proto
plati:

gx =8y =8, (16)
a uddvand hodnota g pfedstavuje v téchto systémech tzv. efektivni g-faktor ze vSech moZnych
orientaci latky v magnetickém poli. V izotropnich systémech je g-faktor zdroven identicky se stfedem
spektra. [25]

2.3.3.3 Hyperjemnd struktura

Hyperjemna struktura je dilezitou vlastnosti EPR spekter. Jednd se o rozStépeni jednotlivych
rezonanénich Car na sloZky. Zdrojem hyperjemné struktury je magnetickd interakce mezi elektronem
a magnetickym dipélovym momentem jader v radikdle nebo komplexu. K této interakci pfispivaji
dipdl-dipdlova interakce a Fermiho kontaktni interakce.

Pro dipdl-dipdlovou interakci je charakteristické, Ze je anizotropni, tzn. jeji velikost a znaménko
zévisi na orientaci radikdlu vzhledem k vnéjSimu poli. V piipadé volného pohybu radikdlu je dipdl-
dipdlova interakce nulovd, proto se pozoruje pouze u radikali zachycenych v tuhych latkach. Tato
interakce se pozoruje u latek, které maji elektrony v p-orbitalu.

U Fermiho kontaktni interakce je elektron v s-orbitalu sféricky rozloZen okolo jiddra a mé proto
nulovou dipdl-dipSlovou interakci s jddrem. Kontaktni interakce je izotropni, tzn. nezdvisi na orientaci
radikdlu. Projevuje se i v pfipad¢ rychle a neusporddané se pohybujicich molekul za predpokladu Ze
alespon ¢ast spinové hustoty m4 s-charakter.

Hyperjemna struktura EPR spekter je dusledkem hyperjemného Stépeni. Proton je zdrojem
magnetického pole a v zdvislosti na orientaci jaderného spinu se vysledné pole s¢itd nebo od¢itd od
vngjsiho pole. Celkové lokilni pole poté je

B

kde aje konstanta hyperjemné interakce,
m; je magnetické jaderné kvantové Eislo,
B, je indukce magnetického pole, pfi které je spInéna rezonan¢ni podminka.

=B, +o-m, (a7

local

21



Obecné jadro se spinem [ Stépi spektrum na 2/+1 hyperjemnych Car stejné intenzity. [17]
V pritomnosti n chemicky ekvivalentnich jader se spinem I zpusobi St€peni vSech ¢ar v EPR spektru
2-n-I+1 rezonancénich ar. Velikost konstanty o zdvisi na rozloZeni elektronové hustoty v blizkosti
interagujicich jader. Pocet rezonanénich €ar v EPR spektru spolu s hodnotami $tépnych konstant
a poloha spektra, charakterizovand hodnotou indukce magnetického pole B, resp. hodnota g-faktoru
jsou dulezitymi charakteristikami, které umoziuji spolehlivou identifikaci radikalu v systému. [17]

Koncentrace radikali pritomnych ve vzorku se pocitd z plochy EPR spektra. Pokud se neméni Sitka
spektralni Cary, je intenzita EPR signdlu imérna koncentraci radikala v systému. [25]

2.3.34 Spinové lapace

Spinovymi lapaéi se reaktivni kyslikaté a organické radikdly s kratkou dobou Zivotnosti
transformuji na nitroxylové radikdly. Spinové lapace jsou vétSinou aromatické organické slouceniny
na bazi pyrolinoxidi a nitroni. Z puvodn¢ diamagnetickych sloucenin se stivaji paramagnetické
slouceniny, které 1ze analyzovat pomoci EPR spektroskopie.

Nitronové spinové lapace reaguji s volnymi radikély prostfednictvim atomu uhliku, ktery se nachazi
v poloze a vzhledem k atomu dusiku. Vysledny tvar EPR spektra a velikost §t€pnych konstant u téchto
spinovych lapacu jsou zavislé na velikosti prekryvu S$tépnych konstant nitroxylového dusiku
a B vodiku. Hodnota $t€pné konstanty  vodiku v aduktu je ovlivnéna zejména velikosti molekuly
zachyceného radikalu. Na hodnotu $tépné konstanty spinovych adukti ma vliv i polarita pouZzitého
rozpoustédla. Cim je rozpoustddlo polarngjsi, tim je vy$3i spinové hustota na dusiku a zdroveri se
spinovou hustotou se zvySuje hodnota §t€pné konstanty dusiku.

Jednim z nitronovych lapacu je a-fenyl-N-tercbutyl-nitron (PBN). M4 lipofilni charakter, proto se
pfi pouZiti ve vodném prostredi pouZivé roztok PBN rozpusténého v etanolu. [25]

2.3.3.5 Charakterizace stability piva pomoci EPR

Koncentrace radikdlu v pivu pfi stdrnuti za normdlnich podminek je velmi nizka a experimentdIné
téZce detekovatelnd. EPR je vhodna pro stanoveni stability piva, protoZe dokaZe detekovat i velmi
nizké koncentrace volnych radikdlii ve vodném prostfedi. Pro méfeni se starnuti piva a tim i tvorba
radikdlu urychluje zvysSenim teploty vzorku. Pro detekci vznikajicich radikdla je do vzorku pridan
spinovy lapaé PBN, ktery se pfi zachyceni pfeméni na adukt. Pfi charakterizaci stability piva se
vychdzi z predpokladu, Ze inicidtorem stérnuti je kyslik a z n&j vzniklé radikdly ‘R . Tyto reaktivni
radikdly iniciuji oxidaéni reakce, béhem kterych se tvoii neZddouci produkty starnuti. Pivo v zavislosti
na kvalit¢ mé vlastni antioxidacni kapacitu, kterd je schopna terminovat reaktivni radikaly. Po
vyCerpani antioxidacni kapacity dochazi k ndhlému narGstu volnych radikala. Tyto volné radikaly
tvofi spolu s PBN adukt. Pomoci ¢asové zdvislosti zm¢ny intenzity spektra aduktu pfi zvySené teplotcé
lze charakterizovat stabilitu piva. [28]

22



3 CIL PRACE

V teoretické Casti prace je uvedeno, Ze problematika studia stability ndpoji pomoci EPR, zejména
piva typu lezdk, je pomérné dobfe rozpracovana. Problému sledovéni stability michanych népoju,
napf. piva typu Radler, v§ak nebyla vénovana Zaddouci pozornost.

S ohledem na uvedené skutecnosti si tato prace klade za cil:
e Zpracovani teoretického prehledu k dané problematice.
e Charakterizace termooxidac¢ni stability u michanych napoji na bazi piva s ohledem na
technologické podminky jejich vyroby.
® Vyhodnoceni ziskanych experimentélnich charakteristik s ohledem na stabilitu a trvanlivost
studovanych vzorkd.
e Korelace vysledku s existujicim stavem poznatkia v dané problematice.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

V ramci experimentalni Casti byly proméfeny vzorky michanych ndpoji na bazi piva typu Radler
a byla sledovana doba, za jakou dojde k prudkému narastu volnych radikdlu z v dusledku naruseni
vnitini antioxidani rovnovédhy. Vysledky pro piva Radler byly porovndny s vysledky pro
neaditivované, klasické vzorky piva typu leZdk od stejnych vyrobcii s porovnatelnou stupiovitosti,
a pokud to bylo moZné, s porovnatelnym datem vyroby.

4.1 Vzorky a pouzité chemikalie

Vsechny vzorky michanych napoji na bazi piva byly komercni vyrobky ceskych pivovaru balenych
ve sklenéné ldhvi nebo plechovém obalu. Jako referenéni vzorky byly pouZity vzorky piva typu lezdk
od stejnych vyrobcii s pokud mozno porovnatelnym datem vyroby (komercéni vzorky piv bez
aditivace).

V experimentech byl pouZit spinovy lapa¢ o-phenyl-N-t-butyl-nitron (krystalicky PBN), komeréni
produkt firmy Sigma Aldrich (pobocka Bratislava). Etanol (96%, v/v, potravinifské Ccistoty),
denaturovany etanol a aceton byly komeréni produkty firmy Lambda Life (pobocka Bratislava). Na
proplachnuti méfici cely byla pouZitd deionizovand voda (Rodem 6).

4.2 Zakladni charakterizace vzorku

Tabulka 3: Obsah alkoholu, minimdlni trvanlivost a Cislo SarZe pouZitych vzorkii

Obsah Minimdlni %
Vzorek alkoholu trvanlivost Cislo SarZe
[% obj.]

Staropramen svétly (reference) 4,0 18.06.2013 13:35 315
Staropramen cool lemon 2,0 21.08.2013 MO0023
Staropramen cool grep 2,0 25.08.2013 MO0122
Zlatopramen 11° (reference) 4.9 04.2013 L23D1G0149
Zlatopramen citron 2,0 04.2013 1L.2294203A1922
Zlatopramen pomeran¢ a zazvor 2,0 09.2013 L3073203A1453

4.2.1 SloZeni pouzitych vzorku

Vyrobcem uddvané sloZeni bylo opsdno z etikety, jednotlivé sloZky jsou sefazeny podle klesajici
koncentrace.

4.2.1.1 Staropramen svétly (reference)

Voda, je€ny slad, je€men, maltézovy sirup, chmelové produkty, izomerizovany chmelovy extrakt

4.2.1.2 Staropramen cool lemon

Pivo vycepni svétlé 50 % (Voda, jeCny slad, je€men, maltézovy sirup, chmelové produkty)
Rekonstituovana ovocnd slozka 50 % (voda, citronovd $tdva z koncentritu, frukt6zovy sirup, konc.
pomerancovy a citronovy extrakt, pomerancova Stdva z koncentratu, pfirodni aroma, sladidlo:
steviol-glykosidy (extrakt ze stevie), stabilizatory: pektin, karubin, antioxidant: kyselina askorbova)
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4.2.1.3 Staropramen cool grep

Pivo vycCepni svétlé 50 % (Voda, jeCny slad, jeCmen, maltézovy sirup, chmelové produkty)
Rekonstituovand ovocnd slozka 50 % (voda, frukt6zovy sirup, citronovd, grapefruitovd a pomerancova
$tdava z koncentratu, kyselina citronova, reguldtory kyselosti: citrat draselny, mlé¢nan vapenaty,
uhlicitan hofecnaty, pfirodni aroma, antioxidant: kyselina askorbovd, sladidlo: steviol-glykosidy,
(extrakt ze stevie), stabiliztory: karubin, pektin, barvivo: karminy)

4.2.14 Zlatopramen 11° (reference)

Pitna voda, jeény slad, upraveny chmel, chmelové produkty

4.2.1.5 Zlatopramen citron

Pivo (Pitnd voda, jecny slad, upraveny chmel, chmelové produkty)

Népojovy koncentrat (pitnd voda, fruktéza, citronovy koncentrat, pomerancovy koncentrat, reguldtor
kyselosti kyselina citronovd, stabilizdtory: arabskd guma, glycerylsteroly drfevénych pryskyfic,
karubin, pfirodni aroma, antioxidant: kyselina askorbovd, pfirodni extrakt s vysokym obsahem
tokoferold, askorbylpalmitat, extrakt z lemongrass

4.2.1.6 Zlatopramen pomeranc a zdzvor

Pivo (Pitnd voda, jecny slad, upraveny chmel, chmelové produkty)

Népojovy koncentrét (pitnd voda, frukt6za, pomerancovy koncentrat, pomerancovy extrakt, zdzvorovy
koncentrét, citronovy koncentrét, reguldtor kyselosti: kyselina citronovd, citrdt sodny, stabilizdtory:
arabskd guma, karubin, pfirodni aroma, antioxidant: kyselina askorbov4, barvivo: beta-karoten)

4.3 Priprava roztoku a vzorku na méieni

Roztok spinového lapace PBN byl pfipraven rozpusténim 150 mg krystalického PBN v 2 ml 96 %
etanolu (v/v). Vzorek 20 ml pfisluSného piva byl nejprve probubldvin dusikem po dobu jedné minuty,
aby se ze vzorku odstranil rozpustény CO,. Nésledné byl ke vzorku pfiddn roztok PBN
a po dukladném promichani byl takto ziskany roztok vloZen do termostatu vytemperovaného na
teplotu 601 °C. Pfi této teploté byl vzorek udrZovdn po dobu 120 minut, a v 10 minutovych
intervalech byl ze vzorku odebrdn 1 ml roztoku, ktery byl poté pomoci injekéni stifkacky umistén do
specidlni kfemenné kyvety uzpusobené na méreni v polopriutoéném reZimu, ktera byla po celou dobu
méreni fixovana v dutiné EPR spektrometru. OkamZit€ po umisténi vzorku do kyvety zacalo méreni
EPR spektra podle parametrii uvedenych nize.

Vsechny roztoky byly pfipravovdny jako Cerstvé, bezprostfedné pfed prvnim mérenim pfisluSného
vzorku. Z divodu reprodukovatelnosti méfeni, byly z kazdého vzorku piva stejnou procedurou
realizovana dvé opakované méfeni, zpravidla bezprostfedné po sob¢ ve stejny den. V piipadé rozdila
v integrdlni intenzit€¢ EPR spektra mezi dvéma méfenimi presahujicimu 5 % bylo z pfislusné vzorky
vykonané jest€ dalsi kontrolni méfeni.

4.4 Pouzité pristroje

EPR spektra byla zaznamendna na EPR spektrometru e-scan firmy Bruker s pfisluSenstvim v EPR
laboratofi Vyzkumného tstavu potravinafského v Bratislavé. Cast porovnivacich méfeni byla
nezdvisle na v prici prezentovanych pokusech realizovdna na EPR spektrometru Magnettech
v laboratofi Fakulty chemické VUT Brno, kde jsme zdroven rozsifili moZnosti méfeni pomoci ploché
kfemenné kyvety.

Meéreni na EPR spektrometru e-scan bylo realizovdno pomoci ploché kifemenné kyvety s vnitfnim
objemem 350 pl, uzpusobené tak, aby v ni bylo moZné realizovat méfeni v polopratocném rezimu
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(novy vzorek byl nastfiknut do kyvety pomoci injekéni stfika¢ky v objemu, ktery zarucuje dokonalé
proplachnuti méfici soustavy novym vzorkem). Méfeni bylo realizovdno s témito typickymi
parametry, které se po celou sérii méfeni neménily:
¢ Stfed magnetického pole — central field — CF= 349,5 mT
Sitka spektralniho okna — Sweep width — SW= 8 mT
Zesileni/citlivost — Receiver Gain — G= 3,99x10’
Modulaéni amplituda — Modulation — 0,294 mT
Vykon/zeslabeni mikrovinného zdroje — MW attenuation/Attenuation = 6mW/10dB
Délka 1 scanu — Sweep time = 5,24 s
Pocet scanu/spektrum — Number of scans, NS=40
Cas méfeni jednoho spektra ~ 4 min
Casovy rozdil mezi spektry ~ 10 min
Pocet spekter/vzorku ~ 12

4.5 Zpracovani namérenych EPR spekter

Zpracovani celé série namérenych spekter pro vSechny analyzované vzorky bylo realizovano vzdy
stejnym postupem, aby byla zajisténa objektivita ziskanych tdaju.

Naméfené spektra byly zaznamendny pomoci programu WinAcquisition (Bruker) a ndsledné
zpracovany programem WinEPR (Bruker) ktery umoZiuje realizovat vyhlazeni, korekci zdkladni cary
jako i integraci naméfenych spekter dle zvolenych parametrii. Simulace naméfenych spekter
spinovych aduktu byla uskuteénéna pomoci programu WinSimFonia (Bruker). Grafické zpracovani
bylo realizovano v programu MicroCalc Origin.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

V dusledku termicky urychleného starnuti dochazi k postupné oxidaci vzorku piva a v dusledku
toho v reakénim systému probihaji rizné konkurencni reakce, zejména mezi radikdly vzniklymi
v disledku termooxidace a antioxidanty pfirozen¢ piitomnymi v pivé a/nebo jeho nealkoholické sloZce
(u piv typu Radler) a rovnéZ mezi radikdly a spinovym lapacem PBN pritomnym v systému.
Vylouceny nejsou ani rizné terminacni reakce mezi jednotlivymi typy radikali, které béhem termicky
urychleného starnuti vzorku vznikaji.

N Experiment

Simulace

2mT

Obrdazek 1 Experimentdlné namérené EPR spektrum PBN-spinového aduktu a jeho simulace.
Experimentdlni spektrum bylo zméreno za podminek popsanych v experimentdlni cdsti. Parametry
simulace: a(N)=1.44 mT, a(H)=0.268 mT, g=2.0054.

Zajimalo nés, jaky typ radikdlovych sloucenin se v systému tvori. Analyza naméfeného typického
EPR spektra pomoci simulaéniho programu WinSimFonia (obr. 1) ukdzala, Ze obdobné jako
u predchozich pozorovéni, popsanych v pracich napf. Brezové et al., nebo StaSka et al. [1,2], 1 u piv
typu Radler v spektru dominuji adukty odpovidajici tvorbé uhlikem-centrovanych radikala
s hodnotami $tépicich konstant a(N)=1.44 mT, a(H)=0.268 mT, g=2.0054 coZ je v dobré shod¢
s hodnotami uvedenymi v publikovanych pracich a také hodnotami uvedenymi v databdzi spinovych
lapacu. [1,2,29]
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Obrazek 3 Zivislost intenzity EPR spekter na Case termického namdhdni pri teploté 60 °C pro vzorky
od pivovaru Staropramen. Spektra byla mévena za podminek popsanych v experimentdlni cdsti.

29



Na obr. 2 a obr. 3 jsou znazornény typické zavislosti intenzity EPR spekter spinovych aduktu
naméfené v danych experimentédlnich podminkich pro jednotlivé vzorky piva typu Radler, nebo
komeréné dostupného klasického piva typu lezdk, ktery byl pouZit jako referen¢ni vzorek.

Z porovnani spekter je zfejmy ocekdavany trend postupného narustu intenzity EPR spekter
v zévislosti od ¢asu trvani termického namahani prislusné vzorky piva, jako dasledek nartstu tvorby
radikalovych sloucenin, resp. tomu odpovidajictho narastu koncentrace spinovych adukta.

Na prvni pohled je zfejma vyssi koncentrace spinovych aduktu v obou referenénich vzorkach, ve
srovnani s jim pfisluSnym vzorkim piva typu Radler. Domnivime se, Ze tato skutecnost souvisi
s vlivem nealkoholické slozky, pfidané do piva pfi vyrobé piva Radler. Antioxidanty pfitomné
v nealkoholické sloZce piva typu Radler snizuji celkovou koncentraci radikalt vznikajicich béhem
termicky urychleného starnuti tim, Ze je pfednostné terminuji a tim znemoZiuji tvorbu spinovych
aduktt s PBN.

Za tucelem zjisténi odolnosti piva vaéi termickému namdhani byla z naméfenych casovych
zévislosti intenzity EPR spekter uréena délka indukéni periody. Tento parametr byl urcen
z integrovaného EPR spektra, resp. spekter zpusobem, ktery je ndzorn¢ zobrazen na obr. 4. Jak je
uvedeno v experimentdlni ¢asti prace, u kaZzdého vzorku piva bylo méfeni opakovdno minimélné
dvakrit, pfi¢emZ ndsledné¢ pro kaZdou sérii EPR spekter byla urCena délka indukéni periody
a prumérnd délka indukéni periody pro piislusSny vzorek piva. Hodnoty indukcnich period, jejich
prumérné hodnoty a smérodatné odchylky jsou uvedeny v Tab. 4.

Tabulka 4: Casy indukcni periody u jednotlivych vzorkii, priimérné hodnoty a smérodatné odchylky

(n=2)
szno‘;;:um Vzorek t; [min] t, [min] ;”’;‘l’;’l "} SZ’;Z;;{;ZZ"

Sret Staropramen sv¢tly 48,1 46,6 474 1,1
Siem Staropramen cool lemon 50,9 46,9 48,9 2,8
Ser Staropramen cool grep 27,8 30,4 29,1 1,8
7ot Zlatopramen 11° 46,1 45,7 459 0,3
Lo Zlatopramen pomeran¢ a zazvor 42 36,6 39,3 3,8
Lt Zlatopramen citron 24,5 22,7 23.6 1,3

Jak je uvedeno v pfedchozich cCastech préace, Casy indukénich period urCuji Cas termického
namdhani, kdy doSlo kprudkému naristu koncentrace volnych radikdli =z divodu
naru$eni/spotfebovani vnitfni antioxidaéni rovnovédhy. Tento parametr je moZné vyhodné vyuZit jako
charakteristiku trvanlivosti/stability nebo i kvality piva. [1,3]

Z hodnot prumérné délky indukcnich period uvedenych v Tab. 4 vyplyva, Ze u vzorku od pivovaru
Staropramen m¢l nejvyssi stabilitu vzorek piva Staropramen cool lemon, porovnatelnou se stabilitou
referencniho vzorku a vzorek Staropramen grep vykazoval nejniZ$i priimérnou stabilitu. U vzorki od
pivovaru Zlatopramen nejvyssi stabilitu vykazoval referenéni vzorek, nesledovdn pivem Zlatopramen
pomeran¢ a zdzvor a pivem Zlatopramen Citron, jehoZ délka indukéni periody je pfiblizné jen 50%
ve srovndni s referenénim vzorkem.

Ziskané vysledky naznacuji, Ze michani hotovych ndpoji — véetn¢ piva — s jinymi sloZkami nebo
aditivy muZe mit Castokrdt negativni vliv na vyslednou trvanlivost takto vzniklého produktu, bez
ohledu na to, Ze se v disledku smichani piva a nealkoholické slozky zvySuje antioxidacni potencial
(prokazan niz§i tvorbou radikdlovych slouéenin u piv typu Radler ve srovndni s odpovidajicim
referen¢nim vzorkem). Obdobny vysledek byl také pozorovan u experimentd, kde se do hotového piva

pridavaly antioxidanty na bazi kyseliny askorbové, nebo tokoferolu. [1,3]
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Obrdzek 4 Zdvislost integrdlni EPR intenzity na dobé tepelného namdhdni vzorkii piva pri teploté
60 °C ilustrujici priibéh tvorby spinovych aduktii a zpiisob urceni délky indukcni periody, tj. casu
vylerpdni vnitini antioxidacni kapacity vzorku piva v diisledku oxidacnich procesii doprovdzejicich
jeho termicky urychlené starnuti
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Obdobny jev byl také potvrzen v jinych experimentech EPR pracovist¢ Vyzkumného tdstavu
potravinarského v Bratislavé, kdy se pivo michalo v riznych pomérech s extrakty 1éCivych rostlin
v etanolu. I v tomto pfipadé, bud’to se neprokazal Zadny vliv pfidavku extraktu na vyslednou stabilitu
piva, nebo bylo pozorovdno mirné zhorsent stability vysledného nipoje. [30]

U absolutniho porovnani délky indukénich period je vSak potfeba vzit v ivahu minimalné parametr
¢as od vyroby do okamziku méfent, resp. Cas ziistatkové trvanlivosti piislusného vzorku piva, ktery lze
vyjadfit jako Casovy rozdil mezi asem (dnem) méfeni a datem nejpozdéjsi spotfeby vzorku uvedené
na obalu vyrobcem. Céstedné je mozné takovou korelaci udélat i v nafem piipadé, vezmeme-li
vuvahu udaje deklarované vyrobci, uvedené v Tab. 3. Ztakového porovndni ale opétovné
jednoznacéné vychazi, Ze piidavek nealkoholické slozZky m4 vyznamny vliv na stabilitu michaného
ndpoje typu Radler. Vezmeme-li v ivahu porovnatelné datum minimdlni trvanlivosti u referenéni
vzorky Zlatopramen a Radler Zlatopramen pomeran¢ — zdzvor, a jejich primérné hodnoty indukénich
period které se po zohlednéni smérodatné odchylky lisi jen minimalné v prospéch referencni vzorky,
a naopak, oba vzorky Radler Staropramen, které i navzdory porovnatelné zustatkové trvanlivosti
vykazuji naprosto odli§né hodnoty indukéni periody, je efekt pfidavku nealkoholické sloZky nesporny.

Z uvedenych vysledku je zfejmé, Ze jakykoliv technologicky zdsah do sloZeni ndpoje, i kdyZ se tim
zlepsuji n¢které, pro konzumenta duleZité parametry, napf. chut’, viné nebo barva, se nemusi pozitivn¢
projevit na technologicky vyznamném parametru, jakym je celkovd stabilita nebo trvanlivost takto
upraveného vyrobku.
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6 ZAVER

V teoretické ¢asti prace jsou shrnuty zakladni parametry piva a michanych ndpoju na bazi piva typu
Radler, jakoZ i postupy hodnoceni jeho kvality, zejména z pohledu trvanlivosti nebo stability. Na
zaklad¢ provedenych EPR experimentii byly porovnany stability u jednotlivych referencnich vzorku
piv a vzorkli michanych ndpoji na bézi piva typu Radler. Ze zjisténych hodnot induk¢nich period jako
i celkového chovani vzorka v podminkach termicky urychlené oxidace lze konstatovat nasledujici:

a) Koncentrace volnych radikdlii u michanych ndpoju na bazi piva byla v prubéhu méteni niZsi
nez u referen¢nich vzorku klasickych piv stejnych producenti

b) Vliv pfidavku nealkoholické sloZzky do piva béhem vyroby piva Radler je nejednoznaény,
a zpravidla se projevi zkrdcenim stability takto pripraveného nipoje

¢) Stabilita piv typu Radler je z4visla také od druhu pouZité nealkoholické slozky

Ucelend studie stability piv typu Radler si vyZaduje provést dalsi experimenty, ve kterych se bude
periodicky sledovat zména stability piva Radler béhem jeho skladovdni za vyrobcem definovanych
podminek od okamZiku jeho vyroby aZ do skonéeni jeho doby trvanlivosti. Také je vhodné zmapovat
Sir${ sortiment michanych ndpoju s nizkym obsahem alkoholu typu Radler, dostupny na ceském,
popripad¢ i slovenském nebo jiném zahraniénim trhu. Uvedené aspekty vSak nemohli byt s ohledem
na omezeny cCasovy prostor a rozsah predloZené prace zohlednény uZ béhem experimentu
prezentovanych v této praci a budou predmétem dalSiho zkoumani pracovist’ Fakulty chemické VUT
Brno a EPR pracovist¢ Vyzkumného dstavu potravinarského v Bratislavé.

33



7

[1]

[2]

[3]
[4]
[5]
[6]

[7]

[8]
[9]
[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

34

SEZNAM POUZITYCH ZDROJU

BREZOVA, Vlasta, POLOVKA, Martin, STASKO, Andrej. The influence of additives on beer
stability investigated by EPR spectroscopy. Spectrochimica Acta Part A: Molecular and
Biomolecular Spectroscopy. ro€. 58, €. 6, s. 1279-1291. ISSN 13861425. DOI: 10.1016/S1386-
1425(01)00717-X. Dostupné z: http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S138614250100717X
STASKO, Andrej, BREZOVA, Vlasta, BISKUPIC, Stanislav, SMOGROVICOVA, Daniela,
SELECKY, Radoslav. Stability comparison of lager with dark and non-alcoholic beers using
EPR spin trapping technique. Monatsschrift fiir Brauwissenschaft, vol. 58, pp. 35-44, 2005.
POLOVKA, Martin. Radikdlové medziprodukty v procese starnutia piva. Diplomova préce,
CHTF STU, Bratislava, 2001.

CEPICKA, Jaroslav. Obecnd potravindrskd technologie. 1. vyd. Praha: VSCHT, 1995, 246 s.
ISBN 80-708-0239-1

KOSAR, Karel. Technologie vyroby sladu a piva. 1. vyd. Praha: Vyzkumny tstav pivovarsky a
sladafsky, 2000, 398 s. ISBN 80-902-6586-3

DVORAKOVA, Markéta., DOSTALEK, Pavel., HULIN, Petr. Analytické metody stanoveni
polyfenola ve sladinich, mladinach a pivech. Kvasny primysl. 2006, roc. 52, ¢. 4, 111 -114
SCHONBERGER, C., KOSTELECKY, T. 125th Anniversary Review: The Role of Hops in
Brewing. Journal of the Institute of Brewing. 2011, ro¢. 117, €. 3, s. 259-267. ISSN 00469750.
DOI: 10.1002/j.2050-0416.2011.tb00471.x. Dostupné z: http://doi.wiley.com/10.1002/j.2050-
0416.2011.tb00471.x

BASAROVA, Gabriela. Pivovarstvi: teorie a praxe vyroby piva. Vyd. 1. Praha: Vydavatelstvi
VSCHT, 2010, 863 s. ISBN 978-80-7080-734-7

BOULTON, Chris, QUAIN, David. Brewing Yeast and Fermentation. 1. vyd. UK: Blackwell
Scienc, 2001. ISBN 9780470999400

EBLINGER, Hrsg. Hans M. Handbook of brewing: processes, technology, markets. 1. Aufl.
Weinheim, Bergstr: WILEY-VCH, 2009. ISBN 978-352-7316-748

SUZUKI, Koji. 125th Anniversary Review: Microbiological Instability of Beer Caused by
Spoilage Bacteria. Journal of the Institute of Brewing. 2011, ro¢. 117, ¢. 2, s. 131-155. ISSN
00469750. DOL 10.1002/5.2050-0416.2011.tb00454.x. Dostupné z:
http://doi.wiley.com/10.1002/.2050-0416.2011.tb004 54 .x

VRIESEKOOP, Frank, KRAHL, Moritz, HUCKER, Barry, MENZ, Garry. 125 th Anniversary
Review: Bacteria in brewing. Journal of the Institute of Brewing. 2012, ro¢. 118, ¢. 4, s. 335-
345. ISSN 00469750. DOI: 10.1002/jib.49. Dostupné z: http://doi.wiley.com/10.1002/jib.49
STEWART, Graham. The Chemistry of Beer Instability. Journal of Chemical Education. 2004,
ro¢. 81, ¢ 7, s. 963-. ISSN 0021-9584. DOIL 10.1021/ed081p963. Dostupné z:
http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/ed081p963

BAMFORTH, Charles. 125th Anniversary Review: The Non-Biological Instability of Beer.
Journal of the Institute of Brewing. 2011, ro¢. 117, €. 4, s. 488-497. ISSN 00469750. DOL:
10.1002/5.2050-0416.2011.tb00496.x.  Dostupné  z:  http://doi.wiley.com/10.1002/1.2050-
0416.2011.tb00496.x

DECKER, Eric. Oxidation in Foods and Beverages and Antioxidant Applications, Volume 2 -
Management in Different Industry Sectors. S.1.: Woodhead Publishing, 2010. ISBN

PELIKAN, Peter. Fyzikdlni chemie: struktura hmoty. 1. vyd. Brno: VUTIUM, 2000, 238 s.
ISBN 80-214-1583-5

ATKINS, Peter William. Fyzikdlna chémia. 2b cast. 1. vyd. Bratislava: Vydavatel'stvo STU,
1999, 321 s. ISBN 80-227-1238-8

CUTA, FrantiSek, HEITTMANEK, Milo§, KARLIK, Milan, KSANDR, Zbynék, KUCERA,
Zdengk, POLEJ, Bohumil, VOLKA, Karel. Instrumentdlni analyza. Praha: SNTL, 1986


http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S138614250100717X
http://doi.wiley.com/10.1002/j.2050-
http://doi.wiley.eom/10.1002/j.2050-0416.2011.tb00454.x
http://doi.wiley.com/10.1002/jib.49
http://pubs
http://doi.wiley.com/10.1002/j.2050-

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]
[27]

[28]

[29]

[30]

KLOUDA, Pavel. Moderni analytické metody. 2., upr. a dopl. vyd. Ostrava: Pavel Klouda,
2003, 132 s. ISBN 80-863-6907-2

SANNA, Daniele, DELOGU, Giovanna, MULAS, Maurizio, SCHIRRA, Mario, FADDA,
Angela. Determination of Free Radical Scavenging Activity of Plant Extracts Through DPPH
Assay: An EPR and UV/Vis Study. Food Analytical Methods. 2012, ro€. 5, ¢. 4, s. 759-766.
ISSN 1936-9751. DOL 10.1007/s12161-011-9306-1. Dostupné z
http://link.springer.com/10.1007/s12161-011-9306-1

ONATE-JAEN, A., BELLIDO-MILLA, D., HERNANDEZ-ARTIGA, P. Spectrophotometric
methods to differentiate beers and evaluate beer ageing. Food Chemistry. 2006, ro¢. 97, €. 2, s.
361-369. ISSN  03088146. DOI:  10.1016/j.foodchem.2005.05.010.  Dostupné  z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0308814605003638

SOMMER, Lumir. Zdklady analytické chemie. Vyd. 1. Brno: VUTIUM, 1998, 199 s. ISBN 80-
214-1300-X

STUART, Barbara. Modern infrared spectroscopy. Chichester: John Willey, 1996, 180 s. ISBN
04-719-5917-0

COOPER, Paul, MOORE, Marla, HUDSON, Reggie. Infrared Detection of HO, and HO;
Radicals in Water Ice. The Journal of Physical Chemistry A. 2006, ro€. 110, ¢. 26, s. 7985-7988.

ISSN 1089-5639. DOL 10.1021/jp062765k. Dostupné Z:
http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/jp062765k

POLOVKA, Martin. EPR spektroskopia. Dostupné Z:
http://www.chtf.stuba.sk/~polovka/epr.pdf

Bruker Almanac 2001

WEIL, John, BOLTON, James. Electron paramagnetic resonance: elementary theory and
practical applications. 2nd ed. Hoboken: John Wiley, 2007, 664 s. ISBN 978-0-471-75496-1.
STASKO, Andrej, LIPTAKOVA, Miria, MALIK, Fedor, MISIK, Vladimir. Stabilita piva
charakterizovand pomocou lapacov radikdlov. Kvasny priimysl: odborny casopis pro vyrobu
ndpojit a biochemické technologie. Praha: Vyzkumny udstav pivovarsky a sladarsky, Praha ve
spolupr. se Sahm, s. r. 0, 1999, ro€. 42, ¢. 12. ISSN 0023-5830.

Spin Trap database. National Institute Of Enviromental Health Sciences. [online]. [cit. 2013-05-
08]. Dostupné z: http://tools.niehs.nih.gov/stdb/index.cfm/spintrap/st_details/Refld/75
POLOVKA, Martin, TOBOLKOVA, Blanka. Vplyv aditiv na termooxidaéni stabilitu piva.
Vyskumnd sprdva v rdmci projektu Sessler. Nepublikované. VUP Bratislava 2009, 20 str

35


http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0308814605003638
http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/jp062765k
http://www.chtf.stuba.sk/~polovka/epr.pdf
http://tools.niehs.nih.gov/stdb/index.cfm/spintrap/st_details/RefId/75

8

EPR
PBN
DPPH
USJ
UV-VIS
IR

36

SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

Elektronovd paramagnetickd rezonance
o-phenyl-N-t-butyl-nitron spinovy lapac
1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl spinovy lapaé
Ukazatel sladovnické jakosti

Ultrafialov4 a viditelnd oblast (spektroskopie)
Infracervend oblast (spektroskopie)



