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Abstrakt

Bakalatrskéa prace se zabyva obsahem biogennich aminli (BA) v pivech vybranych
minipivovarii z jiznich Cech, kde jsou pro porovnani pouZita i piva z komerénich
pivovaril. Tato prace je rozdélena na dvé Casti. Prvni, teoretickd ¢ast, je zaméfena na
predstaveni pivovarnictvi, postup vyroby piva, rozdilu Vv postupu vyroby
v minipivovarech a jejich charakteristice. Dale je v ni vysvétleno, co jsou BA a jejich
jednotlivé piedstaveni. Druha polovina této prace je zaméfena na experimentalni
¢ast, kde je predstavena metodika prace, Stanoveni a vyhodnoceni obsahu BA
Vv jednotlivych vzorcich piv. Déle je také predstavena metoda vysokoucinné
kapalinové chromatografie (UPLC), kterou byl stanovovan obsah jednotlivych BA
ve vzorcich piv. Nasledné jsou uvedeny vysledky experimentu a diskuse

s porovnanim vysledkt této prace s vysledky jinych studii stejné zamétenych.
Kli¢ova slova:
pivovarnictvi, minipivovar, pivo, fermentované potraviny, biogenni aminy, UPLC,

histamin, tryptamin, 2-fenylethylamin, putrescin, kadaverin, tyramin, spermidin,

spermin.



Abstract

The bachelor thesis deals withbiogenic amines (BA) content in beers of selected
microbreweries from South Bohemia, where beers from commercial breweries are
also used for comparison. This thesis is divided into two parts. The first, theoretical
part, is focused on introducing the brewing industry, the process of beer production,
the difference in the production process in microbreweries and their characteristics. It
also explains what BAs are and their different presentation. The second half of this
thesis is focused on the experimental part, where the methodology of the work,
determination and evaluation of BA content in different beer samples is presented.
The ultraperformance liquid chromatography (UPLC) method by which the content
of individual BAs in beer samples was determined is also presented. Subsequently,
the results of the experiment are presented and a discussion with a comparison of the

results of this work with the results of other studies of the same focus is presented.
Keywords:
brewing, microbrewery, beer, fermented foods, biogenic amines, UPLC, histamine,

tryptamine, 2-phenylethylamine, putrescine, cadaverine, tyramine, spermidine,

spermine.
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Uvod

Biogenni aminy (BA) jsou zasadité dusikaté slouceniny vznikajici pti dekarboxylaci
aminokyselin, nebo aminaci a transaminaci aldehydi a ketont. Formalné jsou
odvozené od amoniaku ndhradou jednoho (primérni aminy), dvou (sekundarni
aminy) nebo tfi (tercidlni aminy) vodika za alkylovou nebo arylovou skupinu. Tyto
aminy maji biologicky vyznam v rostlinach, mikrobidlnich, a i Zivoc¢isnych bunkach.
BA jsou pro lidsky organismus nepostradatelné, jelikoz jsou pro télo zdrojem dusiku,
jsou prekurzory hormont nebo ptisobi v organismu jako samostatné hormony.
Miuzou byt zjiStény v Syrovych, ale 1 zpracovanych potravindch a népojich
rostlinného 1 zivocisného ptivodu. BA v potravinach a napojich vznikaji v disledku
mikrobialni dekarboxylace aminokyselin, jak je jiz zminéno. Dle chemické struktury
je lze rozdélit na alifatické, aromatické, heterocyklické aminy a polyaminy (PA).
Vseobecné mohou byt BA a PA nalezeny v cel¢ fadé¢ druhi potravin a népojich.
Nejvice vsak mohou byt nalezeny ve fermentovanych vyrobcich, jako je pivo, vino,
syry ¢i jiné. Tato prace je vSak zaméfenda na obsah BA v pivech minipivovarQ
z jiznich Cech.

Pivovarnictvi je jeden z nejstarSich obori lidské technologie sahajici hluboko
do historie Zivota u nés. Proces vyroby piva se postupem casu ustélil na jednotnou
formu. Jediny zasadni rozdil je v postupu vyroby piv z minipivovara. Klasicky
postup vyroby piva zahrnuje Srotovani sladu, vystirani, rmutovani, scezovani, vatreni
sladiny s chmelem (chmelovar), zchlazeni mladiny a odstranéni kalt, kvasSeni
mladiny a dokvaSovani piva a zavére¢né upravy piva jako je filtrace a pasterace. Po
dokonceni postupu vyroby se pivo sta¢i a expeduje. Proces vyroby piva
v minipivovarech je v zakladu stejny, pouze na konci nedochazi k zavére¢nym
upravam, ale pivo se rovnou staci a expeduje.

Ke stanoveni obsahu BA v této préci byla pouzita metoda UPLC s pomoci
pfedchozi derivatizace dansylchloridem. Mezi nejCastéji  vyskytované BA
ve fermentovanych potravinach patii TRM, PEA, PUT, CAD, HIS, TYM, SPD
a SPM. Ovsem v naich vzorcich piv z minipivovart jiznich Cech byly stanoveny
pouze PUT, CAD, TYM, SPD a SPM. Obsah TRM, PEA a HIS byl ve vSech
pfipadech pod mezi stanovitelnosti metody. Primérné koncentrace stanovenych BA
se pohybovaly vrozmezi: PUT 2,70-5,05mg/l, CAD 1,01-2,33 mg/l,
TYM 3,67-5,28 mg/l, SPD 0,45-0,95 mg/l a SPM 5,36-7,18 mg/I.




1 Pivovarnictvi

Pivovarnictvi je jeden z nejstarSich oboru lidské technologie sahajici hluboko do
historie zivota u nds. V Mezopotamii, zemi povazované za kolébku pivovarstvi,
se zhruba jiz 7 000 let pfed nasim letopoctem péstovaly razné obiloviny (jeCmen,
pSenice, proso apod.) pro vyrobu chleba, ale ziejm¢ 1 kvaSenych napojt, jakozto
pfedchtdcii dnesniho piva.

Vyroba piva se rozvijela od velice primitivnich postupti, kdy se vyuZzivalo
nejen jako napoj, ale 1 jako ptisada do pokrmt, ptes femesiné vyroby az po dnesni
novodobé technologie, které sladci porad vylepsuji a zkouSeji nové metody a ptisady.

Velky pokrok v poznani slozitych chemickych, fyzikalnich a biochemickych
procestt probihajicich pifi vyrobé piva 1 postupné zdokonalovani znalosti
mikrobidlnich producentech piva (pivovarskych kvasinkach) pfinesly vysledky
védeckého badani narlstajici od konce 18. stoleti. Tyto poznatky také umoznily
ptechod pivovarstvi i pfipravy sladu na primyslovou vyrobu. V té dobé ceské
pivovarstvi vyrazné ovliviiovalo vyvoj tohoto oboru v celém svété, a to jak vybornou
kvalitou surovin, ale piedev§im produkci piva specifickych vlastnosti,
které se v zahrani¢i snaZili napodobit.

V dalSich letech 1 béhem riznych téZkych obdobi se vyroba piva velice
propracovala az ve velmi moderni pramyslovou velkoprodukci. Po ukonéeni
socialistické éry v roce 1989, byly ceské pivovary neuvéfitelné rychle
rekonstruovany a modernizovany na svétovou UrOven, a pfitom si stale udrzely
vyhranéné specifické analytické a organoleptické vlastnosti ¢eského piva (Basafova
etal., 2022).




2 Technologie vyroby piva

Pivo je alkoholicky napoj, ktery se po staleti vyrabi z obilnych sladt, vody, chmele
za Ucasti mikroorganismi (pivovarskych kvasinek) s velmi slozitym procesem
vafeni. Postupii vyroby piva je nékolik a 1i§i se dle technologického vybaveni
pivovaru a typu piva. VSechny vyrobni procesy vychazi ze zakladniho postupu,
ktery se vyuziva pro vyrobu svétlého spodné kvaseného piva. Tim je Srotovani,
vystirani, rmutovani, scezovani, vafeni, odstrafiovani kalli, zchlazovani, kvaseni,

dokvasovani, filtrace, pasterizace, staceni a expedice (Basafova et al., 2022).

2.1 Pivovarské slady

Slad je za specifickych podminek nakli¢end a usuSend obilovina. V davnovéku
se pripravovalo pivo ze sladi z rtznych obilovin, pfevazné z jeCmene setého
(Hordeum wvulgare L.), ktery je dnes zakladni surovinou pro vyrobu sladu
v tradi¢nich pivovarskych zemich, a tudiz je jednou z nejstarSich kulturnich plodin.
Po pravékém obdobi pfipravy sladu z jeCment Sestifadych a Ctyffadych nastoupila
ve stfedovéku éra vyroby sladu z je¢meni dvouradych, které se udrzely az do
novoveéku v Evropé. Pavodné si kazdy pivovar pro svou pottebu vyrabél slad vlastni,
nebo se prodaval a vyvézel surovy jeCmen, ze kterého byl slad nasledné vyroben.
V poloviné 19. stoleti, S nastupem priimyslové vyroby, byl zaznamenan ve strojnich
pivovarech velky moderniza¢ni pokrok. Byly zakladany samostatné obchodni
sladovny, které¢ prodéavaly slad nejen domacim pivovarnikiim, ale byl i vyvazen do
celého svéta. V ramci pivovarského primyslu vzniklo dal$i odvétvi primyslové
vyroby, a to vyroba sladu.

V dnes$ni dobé mame vice druhid sladt. Jednotlivé druhy sladi se ziskavaji
vybérem odrid jeCmene S uritymi sladovnickymi vlastnostmi a Upravami
technologie maceni a kliceni, kterymi lze regulovat biosyntézu a aktivitu sladovych
enzymu pusobicich na ur€ité slozky extraktu. Pfedev§im jsou vybirdny odridy dle
miry degradace vysokomolekularnich latek, redoxniho potencialu a acidity (kyselost)
sladu. Z technologického hlediska vyroby piva i jeho kvality je dilezité pouzivat
partie sladu piipravené z jedné odridy jeCmene nebo pouze ze dvou odrid,
které si jsou geneticky podobné.

Celosvétove se vyrabi piedevsim svétlé slady plzeiiského typu pro svétla piva

lezaického typu a tmavé slady mnichovského typu pro tmava piva. Mizeme
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se ale setkat i s videnskymi a pSeni¢nymi slady a specialnimi slady. Dalsi typy sladi
slouzi pro zvyraznéni uréitych kvalitativnich a specifickych vlastnosti zdkladnich
typt svétlych a tmavych piv ¢i pro vyrobky charakteristicky odlisSnych vlastnosti. Pro
vyrobu piva se pouzivaji pievazné slady z jarnich jeCmeni, jelikoz vlastnosti odrad
znacn€ ovliviiyji kvalitu sladu a nasledné piva z néj vyrobeného. Tim se lisi
jednotlivé znacky piv. Slady z ozimych je¢émeni mohou zpusobovat technologické
problémy, a proto se dnes pouzivaji jen jako alternativa a doplnék pfi nizké sklizni
jarniho je¢mene (Basatova et al., 2022).

Svétlé slady plzenského typu se pouzivaji pro vyrobu svétlych piv lezackého
typu, coz jsou piva spodné kvasend, ktera kvasi pii teploté 10 °C a po procesu
kvaseni lezi déle nez mésic pfi nizkych teplotach. Déle slouzi k vyrobé konzumnich
piv a specialnich piv s riznou koncentraci ptivodni mladiny. Typickymi znaky tohoto
sladu jsou nizka hodnota barvy kongresni sladiny (extrakt sladu ziskany standartnim
zpisobem infuzniho rmutovani s jemné rozemletym sladem), kterd by meéla byt
3,0-4,2 jednotek uréujici barvu piva (EBC) a barvy po povaieni. Velmi dulezitymi
vlastnostmi sladu v moderni velkokapacitni vyrob¢ jsou Cistota a vlastnosti odrady
jeCmene pouzitého pro jeho piipravu, homogenita a stupné modifikace sladu.
V soucasnosti je kladen velky diiraz na kvalitu sladu hlavné z hlediska docileni
ptirozené fyzikalné chemické stability piva.

Vidensky slad méa dvakrat vyS$si hodnoty barvy nez plzeiisky slad a je jakymsi
prechodnym typem mezi svétlymi a tmavymi slady. Pouziva se hlavné pro zvySeni
sytosti barvy svétlého piva. V dneSni dobé€ je jeho spotieba minimalni a pouZziva
se pouze pro vyrobu specialnich piv.

Tmavé slady mnichovského typu jsou pouzivané pro vyrobu tmavych piv,
ale miizeme je dnes vidét i pod ndzvem bavorsky slad. Maji vysoké hodnoty barvy
kongresni sladiny (11,0-17,3 EBC), vyssi obsah bilkovin, vyrazné aroma, nizsi
extraktivnost, nizsi aktivity sladovych enzymi, a pfedevSim SirSi spektrum a vyssi
koncentraci produkttt Maillardovy reakce.

PSeni¢né slady se pouzivaji pro vyrobu pseni¢nych piv, piv typu lambic
a podobné. PSenicné slady se vyrabi podobné jako jeCmenné slady, ale kli¢i kratsi
dobu a susi se pfi nizsich teplotach.

Specialni slady se pouzivaji pro vyrobu tmavych a specialnich piv pfi pouziti
nahrazek sladu a k upravé urcitych kritérii sladiny z béznych sladi. Od béznych
svétlych a tmavych slad se lisi enzymovymi aktivitami nebo redoxni kapacitou,
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kyselosti a barvou. Jejich pfidanim pii vyrobé piva se ovliviiuje barva, chut’ nebo
pénivost, ¢i zvySeni odolnosti k pfedcasné tvorbé koloidnich zakald. Mezi specidlni
slady mizeme zatadit karamelové slady, barvici slady, nakufované slady, diastatické
slady, proteolytické slady (kyselé slady), slady zvysujici redoxni kapacitu piva
a kratké slady.

V dnesni dob¢ se ale mizeme setkat i s ndhrazkami sladu, které se pouzivaji
hlavn¢ z ekonomickych divodu, aby se snizily naklady na sypani jedné davky sladu
na jednu varku vyroby. Nebo se také pouzivaji v dobach a mistech s nedostatkem
sladu pro vyrobu piva. Za Skrobnaté nadhrazky sladu, lze povazovat vsSechny
suroviny s vysokym podilem Skrobu nebo polysacharidii s obdobnymi vlastnostmi
a praktického zpracovani v pivovarském primyslu. RozliSuji se 3 typy nahrazek, a to
nesladové obiloviny, Skrobnaté vyluhy, sirupy a koncentraty a specialni Skrobové
nahrazky. Ve svétové produkci je dnes s pouzitim Skrobu z jinych zdroji, nez
ze sladu vyrabéno 80-90 % piv, to vSak ale neplati o tradi¢nich pivovarskych zemich

Evropy, ve kterych je pouziti nahrazek velmi vyjimeéné (Basarova et al., 2022).

2.2 Chmel

Chmel (Humulus lupulus L.) a ptipravky vyrobené z této suroviny jsou doposud
nezastupitelnou surovinou davajici pivu typickou hotkost a aroma odlisujicich je od
jinych alkoholickych 1 nealkoholickych napojii. Rovnéz ale ovliviiyje 1 technologii
pryskyfice, jakozto nositelé hoikosti, silice a polyfenoly. Ostatni slozky nemaji tak
velky vliv pifi zpracovani. Nejvyraznéji hotkost ovliviiuji produkty izomerace
a-hotkych kyselin. Tyto kyseliny jsou prekurzory iso-a-hoikych kyselin,
které vznikaji béhem procesu vareni a jsou pfitomny ve chmelu. Jejich obsah zavisi
na rostlinném druhu a podminkach péstovani.

Vypéstované odridy chmele se de€li podle zbarveni chmelové révy na
ervenidky (Evropa, Cechy, Némecko, Polsko, Slovinsko) a zelefidky (Anglie, USA
a Australie). Dale se déli dle délky vegetani doby zrani na rané, polorané a pozdni.
Podle obsahu chmelovych pryskyfic a chmelového aromatu se odridy déli na jemné
aromatické chmele a vysokoobsazné hotké chmele. Pfi vyrobé piva se mohou

pouzivat suSené¢ chmelové S§iStice, chmelovy granulat ve formé pelet riznych typi,
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nebo chmelové extrakty vyrobené extrakci hofkych latek z rozemletého chmele

(Basarova et al., 2022).

2.3 Voda
Voda pro vyrobu piva se d€li na tfi druhy, varni vodu, myci a sterilacni vodu
a provozni vodu.

Varni voda je jednou ze zékladnich surovin pro ptfipravu piva. Aby tato voda
mohla byt pouzita, musi spliiovat zdravotni a hygienické pozadavky nezavadnosti
pitné vody. Fyzikaln¢ chemické a mikrobialni vlastnosti, jako jsou tvrdost vody,
alkalita vody, acidobazické Gc¢inky soli a ionty (pf.: vapenaté, hofeénaté, manganaté,
amonné, siranové, ionty zeleza a alkalickych kovii, dusitanové a mnoho dalSich) v ni
obsazené, ovliviuji prubéh piipravy, zékladni kvalitu a specifické vlastnosti znacky
piva. Dle druhti piv je voda obsazena az na 75-80 %.

Myci a sterilacni voda nesmi obsahovat mikroorganismy, chemické
kontaminanty a nesmi zapachat. Voda pro piipravu mycich roztokt a pfi pasteraci by
pfedevsim méla mit nizky obsah anorganickych ionti. Vodu pro vyplachy zafizeni,
transportnich lahvi a sudu a sterilaci je doporuc¢eno chlorovat a musi byt hygienicky
nezavadna.

Provozni voda musi odpovidat standardim stanovenym pro jednotlivé
operace a zafizeni, tudiz musi odpovidat predepsané potravinaiské kvalité. Voda,
ktera se pouZziva na chlazeni je nékdy chemicky a mikrobidlné upravovana.

Mezi nejcastéjs$i normované typy pivovarskych vod patii Plzenska voda,
Mnichovské voda, Dortmundska voda a Videnska voda. Plzenska voda je mekka, ma
nizky obsah iontovych rozpusténych latek a je vhodna pro silné chmelena spodné
kvasena piva. Mnichovska voda je stiedni az tvrdd, obsahuje malo chloridi a siranti
a vice uhli¢itant a vapniku. Dortmundské voda je velmi tvrda a nekarbonatova. Stala
tvrdost prevazuje nad karbonatovou. Videniska voda se pouzivd pro piva
s piechodem ze svétlych na tmava, jelikoz je velmi tvrda s prevladajici karbonatovou
tvrdosti. Samoziejmé kazda voda dle lokace je jind a ma své individualni slozeni,

a proto je kazdé pivo jiné a ma své individualni vlastnosti (Basafova et al., 2022).
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2.4 Mladina a jeji pFiprava

Mladina se pfipravuje ve varné ze sladu, vody a chmele ¢i chmelovych ptipravkai.
Podminky pfipravy se lisi dle druhu vyrdbéného piva. Ptiprava mladiny probiha
témito procesy:

- predcisténi a zvazeni surovin

rozemleti sladu na sladovy Srot

- vystirani, rmutovani, scezovani (rozdé¢leni sladiny a mlata)

- vyslazovani

- vafeni sladiny s chmelem nebo jeho ptipravky z ¢ehoz vznika mladina

- odstraiiovani kalli a nasledné ochlazeni a provzdu$néni uvafené mladiny pro

vznik studené mladiny (Basafova et al., 2022).

2.4.1 Srotovani
Cilem Srotovani je dokonalé rozdrceni endospermu sladovych zrn na vhodné podily
jemnych a hrubych c¢astic pfi zachovani celych obalovych pluch. Mechanické
rozruSeni zrna je potfebné pro zptistupnéni extraktivnich latek sladu a urychleni
jejich rozpousténi béhem procesu rmutovani a dalSich fazi ptipravy mladiny. Je to
v zésadé mechanicky proces, na jehoZ konci nesmi Srot obsahovat Zadna cela zrna.
Pied mletim sladu se vybere surovina pozadované jakosti pro dany vyrobek
nejlépe z jedné odridy jeCmene ¢i smesi nejéastéji dvou odrid podobnych
genetickych vlastnosti. Slad se uklada na pudach nebo v silech a pfed mletim
se fadné¢ procisti v Cistickach s vytfasadlem a sity, aspiratorem prachu
a magnetickym pfiistrojem. Slad je pak svezen na elektronickych vahach, aby byly
zjiStény hodnoty pro vypocet varniho vytézku a nasledné je preveden do davkovacich
zafizeni.
Zakladni postupy mleti jsou:
- mleti za sucha
- mleti za sucha s oddé¢lenim jednotlivych frakci
- mleti kondicionovanim a zvlh¢enim sladu tlakovou vodou nebo parou pied
mletim
- mleti za mokra namocené¢ho sladu a pfiprava velmi jemného mouénatého
Srotu pro specialni vakuové filtry urcené k odd€leni mlata (Basafova et al.,

2022).
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2.4.2 Vystirani

Cilem vystirani je dobie smichat sladovy $rot S ndlevem varni vody. Vybér surovin,
jejich davka, zpiisob vystirani a nasledné rmutovani je velmi dualezitym prvnim
predpokladem Kk docileni spravného sloZeni sladiny pro ur¢ity druh piva.

Jelikoz slad obsahuje velmi nizké mnozstvi ve vod¢ rozpustnych latek, je
velmi tezké prevést tuhé castice Srotu do roztoku pouhym smichanim s vodou.
Rozpustné jsou piedev§im cukry, sachar6za, malé mnozstvi maltozy, glukozy,
fruktozy a gumovité latky a jejich produkty, jakozto neSkrobové polysacharidy.
Mnozstvi rozpusSténych latek zavisi na mnozstvi nasypaného Srotu a objemu vody
Vv hlavnim nélevu.

Pro svétla piva se pouziva vétsi nalev pro ziskani fidSitho rmutu, ve kterém
se pfi rmutovani urychluji enzymové reakce, podporuje Cinnost amylolytickych
enzymu a tim i rychlejsi zcukieni sladiny.

Pro tmava piva se naopak pouzivd mén¢ ndlevu pro ziskéni hustého rmutu,
ktery zachovava delsi dobu ptisobnosti pfedevsim proteolytickych enzymi. Dekok¢éni
postup rmutovani zvySuje pirevod latek z pluch, procesy karamelizace cukrl
a zvySeni barvy, ktera pfispiva K pfiznivé chuti tmavého piva.

V prubéhu vystirdni dochdzi ke smichani rozemletého sladu s hlavnim
nalevem. Pfi studené i teplé vystirce je voda rozdélena na dva dily. Na zacatku
se smicha slad s prvnim dilem, ktery ma teplotu 20 °C pro studenou vystirku nebo
35-38 °C pro teplou vystirku. Nasledné se ptimicha druhy dil vody, coz je horka
voda, kterou se provede zapaika. Finalni nalev je voda potiebna pro vyslazeni mlata
Vv pritbéhu scezovani a pro nafedéni sladiny na poZadovanou koncentraci mladiny.

Podle postupu se doba vystirani pohybuje mezi 10-30 minutami. Pfi mokrém
Srotovani probiha vystirani soucasné s mletim sladu od 30—40 minut a v¢éetné maceni

az 1 hodinu (Basafova et al., 2022).

2.4.3 Rmutovani

Cilem rmutovani je rozstépit a pievést optimalni podil extraktu sladu do roztoku
V potiebném zastoupeni jednotlivych latek dilezitych pro dalsi technologicky postup
a kvalitu piva. Predevsim se to tyka zkvasitelnych cukrt. Pfi tomto procesu pusobi
mechanické, chemické, fyzikdlni, a piedevSim enzymové déje. Rozhodujici je

¢innost amylolytickych, proteolytickych, kyselinotvornych a oxidaéné—redukénich

15




sladovych enzymu. Nejvyznamnéj$im procesem rmutovani je Stépeni Skrobu na
zkvasitelné sacharidy pisobenim amylolytickych enzyml.

Zpusoby rmutovani ovlivituji kvalitu mladiny a dalsi proces vyroby i zakladni
charakteristické a organoleptické vlastnosti. Jednotlivé postupy se lisi teplotami
vystirky, rychlostmi vyhiivani i prodlevami pti urcitych teplotach. V zasad¢ délime
postupy na dekokéni a infuzni rmutovani.

Dekokéni postup se realizuje postupnym vyhiivanim jednoho az tii dilt
rmutu na technologicky dulezité teploty a dale jejich povafenim.

Infuzni postup zajistuje rozpousténi a Sté€peni extraktu sladu dlouhodobym
ucinkem sladovych enzymi bez mechanického a tepelného plisobeni povareni rmutu

(Basarova et al., 2022).

244 Scezovani

Scezovani je fyzikalni proces filtrace, pii kterém dochazi k oddéleni roztoku
obsahujici extraktivni latky sladu od mléata. Nasleduje vyluhovani extraktu
zachyceného v mlat¢ horkou vodou tzv. vyslazovani. Ziskané vodni vyluhy po
spojeni se sladinou davaji pohromadé celkovy objem sladiny. Na rozdil od rmutovani
je tento proces fyzikalné-chemicky a je Casové velmi naroény. Velky vyznam
vtomto procesu hraje kvalita sladu, slozeni sladového Srotu, mira degradace
vysokomolekularnich latek docilend pfi rmutovani, teplotni podminky a procesni

zatizeni (Basatova et al., 2022).

2.4.5 Vareni sladiny s chmelem — chmelovar

Pti tomto procesu dochazi k fadé fyzikalnich, chemickych 1 biochemickych reakci za
spolupiisobeni vlivu mechanického pohybu. Jejich vysledek se ukazuje ve sloZzeni
mladiny a ovliviiuje nasledné procesy a vlastnosti piva. Tento proces je velmi

variabilni.

Cilem chmelovaru je:
- odpareni piebytecné vody
- docileni obsahu extraktu mladiny odpovidajici typu vyrabéného piva
- odpafreni tékavych latek

- inaktivace enzymu, které pietrvaly predchozi procesy
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- determinace slozeni sacharidi a oxida¢né-redukéni kapacity mladiny

- sterilovani mladiny a inhibovani rezidualni mikrofléry z vody, sladu, chmele,
surogatl a zarizeni

- zajisténi koagulace vySemolekularnich dusikatych latek pusobenim tepla

- rozpusténi a izomerace hotrkych latek chmele

- rozpusténi a uprava dalsich slozek chmele a chmelovych produktt, predevsim
polyfenoli, dusikatych latek, lipida a dusi¢nani

- vytvoreni produktd Maillardovych reakci

- vytvofeni redukujicich latek a ustaveni oxida¢né-redukéniho potencialu
mladiny

- zajisténi oxidacnich reakci a zvyseni acidity (Basafova et al., 2022).

2.4.6 Zchlazeni mladiny a odstranéni kald

Vyrobend mladina ve varné pivovaru musi byt pfed zakvaSenim ochlazena na
zakvasnou teplotu. Pti ochlazeni dochazi soucasné K provzdusnéni a vylouceni
horkych neboli hrubych kali a ¢aste¢né i jemnych chladovych kala. Tyto procesy
probihaji pti zméné teploty ze 100 °C az na 5-6 °C pro tradi¢ni studené kvaseni,
nebo na teplotu 10-15 °C pro zrychlené kvasné procesy a na 12-18 °C pro vyrobu
svrchné kvaSenych piv. Chlazeni mladiny musi probéhnout za podminek,
které vylou¢i biologické znec€isténi rozvojem mikrobialni kontaminace.

Pii chlazeni dochazi hlavné k fyzikalnim déjim a chemickym reakcim,
které zaviseji na teploté a principu pouzitého zatizeni. Z mladiny se vylucuji hrubé
a jemné kaly a mladina je nasledné sycena kyslikem. Doprovodnym jevem chlazeni
je zmenSeni objemu a S tim spojené mirné zvySeni extraktu mladiny. Kromé toho

dochazi pii chlazeni ke zmén¢ koncentrace mladiny odparem (Basafova et al., 2022).

2.5 Pivovarské kvasinky
Pivovarské kvasinky se obecné fadi mezi jednobunééné houby. V soucasné dob¢ jsou
pod pojem pivovarské kvasinky zahrnovany dva druhy, svrchni pivovarské kvasinky
a spodni pivovarské kvasinky. Oba druhy se vzijemné li§i svymi vlastnostmi,
coz se pak nasledné odrazi v jejich technologickém pouziti.

Svrchni pivovarské kvasinky se pouZzivaji pro svrchné kvasena piva, kde jsou

kvasinky ze suspenze v kvasici mladin¢ vynaseny k hladiné a vytvati hustou pénu
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tzv. kvasnou deku. Svrchni kvaSeni probiha zpravidla pii vysSich teplotach
15-23 °C.

Spodni pivovarské kvasinky se pouzivaji primarné pro piva spodné kvasena,
jelikoz se kvasinky v pribéhu kvaseni aglutinuji, sedimentuji a na konci kvaSeni
vytvaii sedlinu na dné kvasné nadoby. Spodni kvaseni probiha zpravidla pfi niz$ich
teplotach 6-9 °C.

Rozdily mezi spodnimi a svrchnimi pivovarskymi kvasinkami zobrazuje

nasledujici tabulka s konkrétnimi rozdily (Basatova et al., 2022).

Tabulka 1. rozdily mezi spodnimi a svrchnimi pivovarskymi kvasinkami (Basafova et al., 2022)

Druh aktivity Spodni pivovarské kvasinky | Svrchni pivovarské kvasinky
zkvasovani rafinosy uplné Castecné
enzym melibiasa obsahuji neobsahuji
shromazd’ovani kvasnic v sedimentu v dece
teplota kvaseni 6-8 °C 15-25°C
min. teplota kvaseni 0°C 10 °C
povrchovy naboj zaporny Kladny
reakce s bublinkami CO; nereaguji adsorpce
respiracni aktivita nizsi VyS$§i
optimalni teplota sporulace 25 °C 30-35°C
tvorba spor obtizna snadna
produkce sirovodiku nizsi Vyssi
obsah popela 8-10 % 5-9%

2.6 KvaSeni mladiny a dokvaSovani piva

Tato Cast procesu je rozdélena na hlavni kvaSeni, dokvaSovani a zrani piva. Cilem
hlavniho kvaSeni je zkvaseni hlavniho podilu cukernatych latek za tvorby ethanolu,
oxidu uhli¢itétho a vedlejSich metaboliti. Podle technologického postupu jsou
rozliSovany staciondrni, zrychlené a kontinualni postupy kvaSeni piva. Prib¢h
kvaseni ma ale dulezité faktory. Teplota kvaseni je dulezity regula¢ni prvek. Druh
a davka kvasnic maji rozhodujici vliv na prib&h kvaSeni i1 kvalitu piva. Kmen
kvasnic je volen dle pozadavkt na charakteristické vlastnosti piva. SloZzeni mladiny
ovlivituje rust kvasinek, prab¢h kvaSeni a kvalitu piva. Mladina musi obsahovat
extraktu, snadno kvasinkami

dostatek  zkvasitelného absorbovatelny  dusik
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a pfiméfené mnozstvi mineralnich latek. Nema obsahovat slouceniny, které¢ kvaseni
inhibuji.

Mineralni latky mladiny maji rGznorody vyznam. Sirany jsou zdrojem sirnych
sloucenin, které se uplatituji v biosyntéze bilkovin. Inositol, biotin a kyselina
pantothenovd jsou dulezit¢ vitaminy pro cinnost kvasinek. Dextrin, hotke,
polyfenolové a vySemolekularni dusikaté latky nemaji vliv na pribéh kvasSeni. Kalici
¢astecky v mnozstvi do 12 mg suSiny ve 100 ml mladiny neovliviiuji kvaSeni.
Nasyceni zakvaSované mladiny kyslikem je dualezit¢ piedev§im pro pomnozeni
kvasnic, které zavisi na dostatecné syntéze ergosterolu z glukdzy za ticasti kysliku.

Cilem dokvaSovani a zrani piva je pomalé zkvasovani zbylych sacharidt pfi
nizkych teplotach s docilenim nasyceni a fixaci oxidu uhli¢it¢ho se soucasnym
zajisténim vycefeni a organoleptické zralosti piva. Tento proces probiha v lezackém
sklepé v lezackych nadobach, sudech nebo tancich. Tyto prostory jsou dnes velmi
dobfe izolované a chlazené na teploty 0—4 °C. K docileni optimalni kvality piva pfi
klasickém zptsobu dokvaSovani a zrani je nutné dodrzet urCité podminky, kterymi
jsou pozvolny pokles teploty, pozvolné zkvaSovani zbylého extraktu, Cifeni piva,
zrani chuti a viing piva, oxido-redoxni potencial piva a syceni piva oxidem uhli¢itym

(Basarova et al., 2022).

2.7 Zavérecné upravy piva
Po ukonceni dokvasovani a zrani je pivo povazovano z organoleptického hlediska za
hotové. Zavérecné Gpravy jsou provadény pouze za cilem vyhovét spotiebitelskym
a komer¢nim pozadavkum na vzhled, trvanlivost a obchodovatelnost piva. Pouze
u piv minipivovard K zavére¢nym tpravam nedochazi, jelikoz je staceno Cerstvé pivo
rovnou z lezackych tankd.

Cilem filtrace je odstranit zbytky neusazenych mikroorganismti a koloidnich
Castic tak, aby pivo ziskalo jiskrnou ¢irost. V dnesni dobé se pouzivaji nejmodernéjsi
technologie jako je membranova filtrace, pomoci které 1ze nahradit pasteraci a tim
negativni piisobeni tepla na chut'ovou a koloidni stabilitu piva.

Pasterace je finalni proces pied stacenim piva a jedna se o tepelné osetieni

piva s cilem zvysit jeho biologickou trvanlivost (Kadlec et al., 2009).
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2.8 Staceni a expedice

Staceni a nasledna expedice k zakaznikovi je poslednim krokem hodnototvorného
fetézce souvisejiciho s vyrobou, expedici, prodejem a spotiebou piva probihajiciho
vV samostatném pivovaru. Cilem téchto velice diilezitych technicky narocnych operaci
je dostat hotové pivo do prepravnich ¢i spotiebitelskych obalt tak, aby pivo
neutrpélo ztratu kvality pii std€eni ani pii dal$i manipulaci s nim (pieprava
a skladovani). Zachovani kvality piva spociva predevSim v zajiSténi optimalnich
podminek staéeni odpovidajicich jeho fyzikdlné-chemickym vlastnostem,
aby se zamezilo nezadouci vyméné plynt a Casto tékavych, senzoricky aktivnich
latek utvarejicich charakteristicky chutovy profil piva. V dnes$ni dobé& jsou nejéastéji
pouzivané ke staceni transportni sudy, vycepni tanky, party-soudky, sklenéné lahve
z tmavého (zeleného ¢i hnédého) skla, které nepropousti svétlo, tmavé plastové 1ahve

z kvalitniho plastu ¢i plechovky (Basafova et al., 2022).
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3 Charakteristika minipivovari

Minipivovar je maly pivovar, jehoz celkova ro¢ni produkce piva nesmi presahnout
10 000 hl. Minipivovary vyrabi pfevazné specialni nebo sezoénni piva, ktera jsou
specificka tim, Ze jsou nefiltrovand a nepasterovand. Tato piva se vyznacuji jasnou
chuti, sladovosti a kofenitym chmelem, nebo naopak jedineCnymi chutémi,
které u piva bézné nejsou cekany, jelikoz jsou pii vyrobé dodrzovany tradicni
postupy a je zde velky podil ruéni prace. Nejvétsi rozdil ve vyrobé piva mezi
minipivovary a pivovary je ve vafeni. U minipivovarti se pouziva infuzni vareni, kdy
se cela varka zahteje na cukrotvorné teploty a dal se nepovaiuje a rovnou se zcedi.
Co se tyce skladovani, piva z minipivovari jsou vétsinou, jak jiz bylo zminéno,
nefiltrovand a nepasterizovana, tudiz museji byt skladovéana trochu jinak. Idealni
teplota pro skladovani tohoto typu piv je 5-10 °C Vv mistnostech k tomu
uzpusobenych. Pokud jsou tato piva v sudech, mély by byt skladovany dnem vzhiru
kvili obsahu kvasinek a tvorbé typické usazeniny, diky které jsou tato piva nevsedni.
Pokud jsou tato piva v lahvich, mé¢la byt spotfebovana do data urc¢eného na obalu,
jelikoz je pivo porad ,, zivé™“ (obsahuje kvasinky, jelikoZ nebylo pfefiltrovano)
a tudiz ma mnohem kratsi trvanlivost nez piva z velkopivovart, ktera prosla filtraci
i pasterizaci (Choi et al., 2012, Borowie a Titzlova, 2017) [online; Dostupné z:

www.drink-drink.ru].
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4 Biogenni aminy obecné
Biogenni aminy (BA) jsou zasadité dusikaté slouc¢eniny vznikajici pfi dekarboxylaci
aminokyselin, nebo aminaci a transaminaci aldehydii a ketonli. Formalné¢ jsou
odvozené od amoniaku nahradou jednoho (priméarni aminy), dvou (sekundarni
aminy) nebo tii (tercialni aminy) vodiku za alkylovou nebo arylovou skupinu. Tyto
aminy maji biologicky vyznam v rostlinach, mikrobidlnich, a i Zivoc¢isnych bunkach.
Mizou byt zjistény v sSyrovych, ale i zpracovanych potravinach a napojich
rostlinného 1 Zivoc¢isného ptivodu. BA Vv potravinach a napojich vznikaji v dtsledku
mikrobialni dekarboxylace aminokyselin, jak je jiz zminéno (Ktizek, Kala¢, 1998).

Dle chemické struktury lze biogenni aminy rozdé¢lit do skupin, které jsou
alifatické, aromatické, heterocyklické a polyaminy. Do alifatické skupiny fadime
putrescin a kadaverin. Do aromatické skupiny fadime tyramin a 2-fenyletylamin.
Mezi heterocyklické BA fadime histamin a tryptamin (Ktizek, Kala¢, 1998).

Mezi biogenni polyaminy se fadi agmatin, spermidin a spermin. Polyaminy
Jsou nepostradatelnymi slozkami zivych bunék a jsou dulezité pro regulovani funkce
nukleovych kyselin, syntézy bilkovin a stabilizaci membran (Kiizek, Kalac, 1998).

BA mizou byt nalezeny v celé fadé druhi potravin a napoju, jako jsou rybi,
masné, mlééné a fermentované vyrobky. Proto mohou byt prakticky nalezeny
ve vSech potravinach, které obsahuji bilkoviny nebo volné aminokyseliny a podléhaji
podminkam umoziujici mikrobidlni nebo biochemickou aktivitu. Celkové mnoZzstvi
vznikajicich amint siln€é zavisi na povaze potravin a pfitomnych mikroorganismech

(Santos, 1996).

4.1 Biologické u¢inky BA

BA jsou pro lidsky organismus nepostradatelné, jelikoz jsou pro télo zdrojem dusiku
a jsou prekurzory hormonil nebo samy plisobi jako hormony podilejici se na syntéze
nukleovych kyselin. Ve vysokych koncentracich vS§ak mohou mit negativni vliv na
organismus, a to psychoaktivni nebo vazoaktivni. Psychoaktivni vliv se muze
projevit na pienaSecich v centralni nervové soustavé (CNS) — ovliviiovani emoci
a mysleni. Vazoaktivni vliv se projevuje pisobenim piimo ¢i nepfimo na vaskuldrni
systém — plisobi na cévy, jejich prlsvit a tim i pritok krve v zasazené oblasti. Kazdy
z BA ma jiné ptiznaky, které popiSi v jednotlivych kapitolach jim vénovanych.

U zdravého c¢lovéka nemusi byt projevy tak vyrazné, ale u osob trpici migrénami,
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alergikti, uzivateld psychofarmak a alkoholikii pfedstavuje piijem vysokého
mnozstvi BA riziko (Wéjcik et al., 2021).

Zdravy cloveék se S vysokym mnozstvim BA vyrovnava pomoci u¢inného
detoxika¢niho systému. Ten tvofi systém enzymd aminooxidaz S prostetickou
flavinadenindinukleotidovou (FAD) skupinou. Nejdulezitéjsimi jsou
monoaminooxidazy (MAO) a diaminooxidazy (DAO). Pfi detoxikaci, probihajici
Vv tenkém stfevé a jatrech, jde o dehydrogenace aminu pies imin, ze kterého
se hydrolyzou uvoliluje amoniak a vznika aldehyd, ktery je pak oxidovan na
karboxylovou kyselinu. Detoxika¢ni aktivita je vSak velmi individualni, jelikoz ji
negativné ovliviiuje napt. piijem alkoholu nebo nékterych 1éCiv ze skupiny
psychofarmak, antialergik a mukolytik apod. Toxické ptisobeni BA je tedy ovlivnéno
aktivitou enzymu detoxikacniho systému. Vysoké koncentrace vSak nejsou schopny
enzymy eliminovat, a i neovlivnény detoxika¢ni systém pak selhava [online;
Dostupné z:
https://is.muni.cz/el/1411/podzim2007/BVMI0322p/um/Biogenni_aminy 2007 _MU.

pdf].

4.2 Biogenni aminy a pivo

Pti1 ptipravé fermentovanych potravin a napoju 1ze o¢ekavat pfitomnost mnoha druhti
mikroorganismu, které mohou byt schopny produkovat BA. VétSina produktd,
ve kterych dochézi k ristu bakterii mlééného kvaseni, obsahuji znacné mnozstvi
putrescinu, histaminu, kadaverinu a tyraminu. Béhem alkoholového kvaseni se tvoii
ve veétsim mnozstvi agmatin, kadaverin, etanolamin, histamin, putrescin a tyramin
(Santos, 1996).

Tvorba BA v pivu je pfedevsim ovlivnéna druhy surovin, urovni mikrobialni
kontaminace, podminkami skladovani a surovinami, jako je slad a chmel
(Papageorgiou et al.,2018), (Halasz et al., 1999). Béhem kvaSeni mize byt pivo
znehodnoceno mikroorganismy s dekarboxylazovou aktivitou aminokyselin, jako
jsou bakterie mlécného kvaseni, zastupcu Enterobacteriaceae a Pseudomonas. Tato
aktivita vede k abnormalnimu kvaSeni coz zpusobuje vysoké hladiny biogennich
aminl, které jsou zjistény az pii skladovani. Oproti tomu piva z minipivovard,
jelikoz jsou nefiltrovana a nepasterizovana, mohou obsahovat vyssi hladiny BA,

ktera predstavuji vysSi bezpecnostni a zdravotni rizika nez piva z velkopivovaru.
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Vysoké koncentrace BA mohou pusobit psychoaktivné nebo vazoaktivné. Mezi
typické priznaky konzumace vysokych davek BA jsou zvraceni, dychaci potize,
poceni, buSeni srdce, hypo/hypertenze a migrény [online; Dostupné z:
https://is.muni.cz/el/1411/podzim2007/BVMI0322p/um/Biogenni_aminy_2007_MU.
pdf], (Hayden & Perkins, 2022, Li et al., 2023).

vvvvvv

vyrobcich a mohou zplsobovat zavazné potize, jako jsou bolesti hlavy nebo tézké
formy alergie. Sekundarni BA se mohou podilet také na syntéze nitrosamint
v zaludku. Neéktera specialni piva jako jsou napiiklad kysela¢ a piva vyrabéna
ze smiSenych kultur, se vyznaCuji podstatnou piitomnosti biogennich amint

v disledku metabolismu typicky zaéastnéné mikroflory (Gasarasi et al., 2003).

4.3 Vlastnosti vybranych biogennich amini
Tato kapitola je vénovand popisu vybranych biogennich aminii a polyamini,
které vznikaji mikrobidlni aktivitou.

Ve fermentovanych néapojich vznikaji BA az béhem procesu fermentace,
jelikoz jejich obsah je v surovych slozkdch velmi nizky. V evropskych pivech
se celkovy obsah BA pohybuje v jednotkdch az maximaln€ desitkach mg/l
(Komprda, 2004).

4.3.1 Tryptamin

Tryptamin (TRM), 2-(1H-indol-3yl)ethan-1-amin, se fadi mezi heterocyklické
biogenni aminy. Jedna se o aminoalkylindol tvofeny indolem s 2-aminoethylovou
skupinou v poloze 3. Je to dulezity obecny metabolit (Chen et al., 2022).

Obsah tohoto biogenniho aminu V alkoholickych napojich, jako je pivo,
je dulezitym parametrem jak z toxikologického, tak z technologického hlediska.
V nizké koncentraci je TRM nezbytny pro mnoho fyziologickych funkci ¢lovéka,
které jsou obecné¢ bud psychoaktivni (méni dusSevni procesy) nebo vazoaktivni
(ptisobi na cévy, t]. vliv na jejich prusvit a nasledny prutok krve), zatimco ve vysoké
koncentraci mohou zptsobovat celou fadu chorobnych pfiznaki. Samoziejmé Groven
toxicity zavisi na jeho mnozstvi v konzumovanych potravinach a na piitomnosti

dalsich biogennich amind (Choi et al., 2012).
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Druhy a obsahy biogennich aminti v pivu jsou ovlivnény pfedev§im surovinami,
technikou vafeni a hygienickymi podminkami. Obecné je déno, ze TRM vznika

béhem fermentace (Ramon-Marquez et al., 2016).

HN NH;

Obrazek 1: Tryptamin

4.3.2 2-Fenylethylamin

2-fenylethylamin (PEA), 2-fenylethan-1-amin, je biogenni aromaticky amin, jenz je
jednou z fyziologickych slozek nachazejicich se v mozku savcd. Pusobi v CNS,
kde se muze chovat jako neuromodulator podporujici zvySeni nalady. Tento amin
muze fungovat predevsim jako endogenni amfetamin a zaroven je posilujici latkou,
ktera usnadiiuje uvoliiovani neurotransmiterti Katecholinu a serotoninu. Tyto
neurotransmitery souviseji s regulaci nalady, fyzické energie a pozornosti (Marcobal
etal., 2012).

Tento aromaticky amin vznikd ve fermentovanych potravindch pisobenim
dekarboxylazy fenylalaninu u fermentac¢nich bakteriich, jako jsou bakterie rodu
Lactobacillus a Enterococcus. Mezi nejtypictejsi fermentované potraviny, ve kterych
mize byt nalezen, patii syry, vino, ¢okolada a pivo. Samoziejmé muze byt detekovan
a v jinych tradi¢né fermentovanych potravinach. Ac¢koli se tento amin také podili na
negativnich Gc¢incich pro organismus, jako jsou hypertenze a migréna, tak se odborné
studie shoduji na jeho pozitivnich funkcich jako je ptisobeni na hTAAR (lidské
receptory pro stopové aminy), zejména na receptor hTAAR1 vyskytujici

se v zaludku (Ohta et al., 2017).
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NH,

Obrazek 2: 2-Fenylethylamin

4.3.3 Putrescin

Putrescin (PUT), butan-1,4-diamin, je biogenni polyamin piibuzny kadaverinu.
Vznika dekarboxylaci argininu a ornitinu v Zzivych i mrtvych organismech.
Ve velkych davkach je velmi toxicky a je zodpovédny za nepiijemny zapach
hnijictho masa. V malém mnozstvi je syntetizovdn zdravymi zivymi bunikami
pusobenim ornitindekarboxyldzy. M4 tulohu zékladniho metabolitu a antioxidantu
v organismu  (Wunderlichova et al, 2014; online Dostupné z:
https://ecmdb.ca/compounds/M2MDB000378, online; Dostupné z

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/1 4-Diaminobutane].

PUT a dalsi polyaminy jsou nepostradatelnymi slozkami Zivych bun¢k. Tento
polyamin miizeme nalézt ve fermentovanych, ale také i v nefermentovanych
potravinach. V nefermentovanych potravinach se zvysuje jeho hladina hlavné béhem
kazeni masa a syrovych masnych produktt. Putrescin najdeme primarn€ u vyrobkd,
ve kterych jsou aktivni bakterie mlécného kvaseni. Tim jsou naptiklad syry a mlécné
vyrobky. Dale jej ale miizeme detekovat pti vyrobé fermentované zeleniny, jako je
kysané zeli apod. Jen Vv nizkém mnozstvi jej mizeme nalézt i ve fermentovanych
masnych vyrobcich. Oproti tomu ve vysokém mnozstvi jej nalezneme
v alkoholickych napojich, jelikoz se tvoii béhem alkoholového kvaSeni (Santos,
1996).

H2N/\/\/NH2

Obrazek 3: Putrescin
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4.3.4 Kadaverin

Kadaverin (CAD), pentan-1,5-diamin, je velmi zapachajici biogenni diamin,
ktery vznika bakteridlni dekarboxylaci lysinu. K té dochazi béhem hydrolyzy
bilkovin pfi hnilobnych procesech zivocisné tkané. Tento diamin neni spojovéan
pouze s rozkladnym procesem, ale také je v malém mnozstvi produkovan savci. Déle
se vyskytuje v rostlinach, jako je s6ja. Ve vysokych davkach je CAD velmi toxicky.
Ma roli dilezitého rostlinného a Zivoc¢isného metabolitu (Ma et al., 2017).

Dle Evropského ufadu pro bezpeénost potravin (EFSA) je CAD spole¢né
které se vyskytuji v potravinach. Kadaverin se mtze ve vysokych koncentracich
akumulovat v syrech, rybach, rybich vyrobcich a fermentovanych uzeninach. Ackoli
se farmakologicka aktivita CAD zda byt mén¢ intenzivni ve srovnani s Géinkem
histaminu (HIM) a tyraminu (TYM), konzumace tohoto vazoaktivniho biogenniho
aminu souvisi s akutnimi patologickymi poruchami. Mezi nejtypictéjsi projevy patii
zvySena srdecni aktivita, paréza cCelisti a koncetin, dilatace cévniho systému,
hypotenze a bradykardie (to mize vést k srde¢nimu selhani a krvaceni do mozku).
Nejvétsim toxickym ucinkem je vSak to, ze zvysuje toxicitu jinych biogennich amind

(Del Rio et al., 2019).

HNT """ NH,

Obrazek 4: Kadaverin

435 Histamin

Histamin (HIM), 2-(1H-imidazol-4-yl)ethanl-amin, patii do skupiny biogennich
amint a je syntetizovan z aminokyseliny histidinu prostednictvim enzymu L-histidin
dekarboxylazy. Histamin je jedna ze zakladnich aminokyselin v téle, ktera se podili
na stavbé proteini. Povazuje se za esencialni aminokyselinu, kterou si clovek
nedokaze sam syntetizovat a musi ji pfijimat v potravé. HIM je syntetizovan Zirnymi
buitkami, bazofily, krevnimi destickami, histaminergnimi neurony
a enterochromafinnovymi bunkami. Je uchovavan intracelularné ve vasikolech nebo
granulich a po stimulaci (napt. alergeny) je uvoliiovan ven. Kromé znamého

spousténi degranulace Zirnych bunék je také silnym mediatorem cetnych

27




biologickych reakci. HIM pisobi na ¢tyfi receptory cilovych bunék v riznych
tkanich. Zpisobuje kontrakci bunék hladkého svalstva, vazodilataci, zvySenou cévni
propustnost a sekreci hlenu, tachykardii, zmény krevniho tlaku a arytmii. Dale také
stimuluje sekreci zalude¢nich kyselin a nocicepci nervovych vlaken. Navic HIM
hraje velkou roli v neurotransmisi, imunomodulaci, hematopoéze, hojeni a rovnovaze
mezi dennim a no¢nim rytmem (Maintz a Novak, 2007).

Pii vysokych koncentracich je HIM rizikovym faktorem pii intoXikaci jidlem,
zatimco stiedni hladiny mnozstvi tohoto BA mohou vést pouze K intoleranci daného
jidla. Osoby citlivé na HIM, které maji nedostate¢nou aktivitu diaminooxidazy
(DAO), trpi Cetnymi, jiz zminénymi zdravotnimi problémy po poziti potravin
s vy$§im obsahem popisovaného BA. Zkazené potraviny, hlavné fermentované
potraviny maji tendenci obsahovat vysoké mnozstvi histaminu. Jeho vysoky obsah

Vv potravinach a napojich je zptisoben mikrobialni kontaminaci (Bodmer et al., 1999).

N NH>

TZ N\
T

Obrazek 5: Histamin

4.3.6 Tyramin

Tyramin (TYM), 4-(2-aminoethyl)fenol, je biogenni stopovy amin, ktery vznika
dekarboxylaci aminokyseliny tyrosinu. V piko- az nanomolarnich koncentracich
muze ovlivitovat fadu fyziologickych mechanismi a vykazovat neuromodula¢ni
vlastnosti, jakozto i kardiovaskularni a imunologické ucinky. Mezi nejCast&jsimi
projevy pii konzumaci potravin s vysokym obsahem tyraminu, je vyvolani migrény
nebo hypertenze, proto tento amin zpusobuje silné bolesti hlavy. U lidi je strava
hlavnim zdrojem fyziologicky u¢innych koncentraci tyraminu, které jsou
ovlivilovany velkym poc¢tem vnitinich i vnéjSich faktort. Mezi tyto faktory patii

dostupnost tyrosinu v potravinach, pfitomnost bakterii produkujici tento amin, pH
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prostiedi a obsah soli v potravinach. Také sem patii latky, které ovlivituji aktivitu
enzymu tyrosin-dekarboxylazy. Obzvlasté¢ vydatnym zdrojem tyraminu v lidské

strav¢ jsou fermentované potraviny (Andersen et al., 2019).

NH»

HO

Obrazek 6: Tyramin

4.3.7 Spermidin a spermin

Spermidin  (SPD), N-(3-aminopropyl)butan-1,4-diamin, je biogenni triamin
vytvofeny z putrescinu a zaroven je prekurzorem sperminu (SPM). SPD ma roli
zékladniho metabolitu, geroprotektoru a induktoru autofagie. Vyskytuje se témér
ve vsech tkanich ve spojeni s nukleovymi kyselinami. Dale je také fazen jako
uremicky toxin. Jelikoz je SPD fazen mezi uremické toxiny mize jeho piijem
ve vysoké koncentraci vést k chronickému onemocnéni ledvin a kardiovaskularnimu
onemocnéni (Madeo et al.,2018).

Spermin (SPM), N,N’-bis(3-aminopropyl)butan-1,4-diamin, je endogenni
polyamin. Vyskytuje se v metabolismu viech eukaryotickych bungk. Casto ptisobi
jako zékladni ristovy faktor u nékterych druhii bakterii. Déle je také spojovéan
s nukleovymi kyselinami a ptedpoklada se, ze stabilizuje jejich Sroubovicovou
strukturu, zejména u vira (Yuan, Li, 2017).

Tyto biogenni polyaminy se podili na rtiznych biologickych procesech, zejména
na bunécné proliferaci a diferenciaci a maji také antioxida¢ni ucinky. Antioxidacni
onemocnéni, jako jsou napiiklad kardiovaskularni choroby. Kromé endogenni
syntézy jsou dulezitym zdrojem i potraviny. Lze je nalézt pfirozené V potravinach
zivocisného 1 rostlinného ptivodu ve volné i konjugované formé. Na jednu stranu
pochazi ze syrovych rostlin, ale bylo také zjisténo, ze mohou mit ¢astecné bakterialni
plivod, a to hlavné€ u fermentovanych vyrobki. Proto mohou podminky zpracovani
a skladovani ovlivnit jejich celkové mnozstvi v produktu. Ackoli neexistuji zadna
doporuceni na denni davku pfijmu téchto polyaminut, tak je znamo, ze ve fazich
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rychlého ristu bun¢k jsou pozadavky na jejich mnozstvi vysoké (Munoz-Esparza et
al., 2019).

H
H

Obrazek 7: Spermin

H
H-oN N
2N \/\/\NH2

Obrazek 8: Spermidin
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5 Analytické moZnosti pro stanoveni biogennich aminu v
potravinach

5.1 Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza (CE) patii do skupiny elektroforetickych metod, které slouzi
k separaci latek na zéklad¢ jejich rozdilné pohyblivosti v elektrickém poli. V piipade
CE tato separace probihd v kapilafe naplnéné roztokem zdkladniho elektrolytu,
kterym je zpravidla roztok pufru [online; Dostupné Z

https://www.amedis.cz/laboratorni-technika/kapilarni-elektroforeza/].

CE je hodnocena jako vykonna analyticka separacni technika, ktera piinasi
rychlost, kvantifikaci, reprodukovatelnost a automatizaci do pfirozené¢ vysoce
rozliSujicich, ale pracnych metod elektroforézy. CE byla prosazena jako dileZzita
a Siroce vyuzivana technika pro rutinni analytickou separaci (Grassman, Colburn,
1992).

Hlavnimi divody pro pouzivani CE byly rychlost, pouziti malého mnozstvi
vzorki a ¢inidel, a vSestrannost, jelikoz dokdze oddélit velké 1 malé analyty, ackoli

jsou neutralni nebo nabité (Petersen et al., 2003).

5.2 Kapalinova chromatografie
Kapalinova chromatografie (HPLC) je jednou z technik chromatografie, jenz je jedna
Z nejvyznamnéj§ich analytickych separaénich metod (Kiizek, Sima, 2015).

Jedna se o separacni a soucasné analytickou techniku, ktera slouzi k rozdéleni
jednotlivych slozek vzorku na zakladé jejich povahy a k nasledné identifikaci
a kvantifikaci. HPLC pro separaci vyuziva distribuce latek mezi dvé faze,
mobilni/pohyblivou a  stacionarni/nepohyblivou  [online;  Dostupné  z:

https://hpst.cz/hplc-vysokoucinna-kapalinova-chromatografie-zaklady-principy).

HPLC zahrnuje vSechny chromatografické zptisoby separace, kdy je mobilni
faze kapalna. S ohledem na experimentdlni uspofddani lze hovofit o HPLC
V otevieném a uzavienim systému (K¥izek, Sima, 2015).

V dneSni dobé jiz existuje ucinn¢jSi separacni technika kapalinové
chromatografie, a to ultraac¢inna kapalinova chromatografie (UPLC). UPLC se stala

rozsifenou diky chromatografické ucinnosti, lepSimu rozliSeni a citlivosti, snizeni
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spotieby rozpoustédel a zkraceni doby zpracovani vzorkd. UPLC pracuje pti vys$im
tlaku a umoznuje praci s mensi velikosti castic v kolonach [online; Dostupné z:

https://dyadlabs.com/hplc-vs-uplc/].
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6 Cile prace
- Provedeni literarni reSerSe na téma pivovarnictvi, biogennich amint
a pouzivanych analytickych metod.
- Osvojeni si analytické metody pro zkoumanou matrici, pofizeni souboru
vzorkli (vybranych produkti minipivovari a komercnich pivovari),
provedeni analyz biogennich amind.

- Zpracovani ziskanych dat a diskuse ziskanych vysledku s literarnimi udaji.
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7/ Experimentalni ¢ast

7.1 Pouzité chemikalie, pFistroje a zafizeni
Chemikalie:

- 1,7-heptandiamin, Fluka, Buchs, gvycarsko

- Aceton, Penta, Chrudim, CR

- Acetonitril pro HPLC (gradient grade), Merk, Némecko
- Dansylchlorid, Sigma-Aldrich, Némecko

- Destilovana voda, Premier, Phoenix, AZ, USA

- Dusik (UN 1066), Linde Technoplyn, CR

- Fenylethylamin hydrochlorid, Sigma Aldrich, Némecko
- Histamin dihydrochlorid, Sigma Aldrich, Némecko

- Hydrogenuhli¢itan sodny, Lach-Ner, Neratovice, CR
- Kadaverin dihydrochlorid, Sigma Aldrich, Némecko
- Kyselina chlorista, Acros, Geel, Belgie

- n-Heptan, Fluka, Buchs, gvycarsko

- Prolin, Fluka, Buchs, Svycarsko

- Putrescin dihydrochlorid, Sigma Aldrich, Némecko

- Spermidin trihydrochlorid, Sigma Aldrich, Némecko
- Spermin tetrahydrochlorid, Sigma Aldrich, Némecko
- Tyramin hydrochlorid, Sigma Aldrich, Némecko

- Tryptamin hydrochlorid, Sigma Aldrich, Némecko

- Uhlicitan draselny, Penta, Chrudim, CR

- Uhlicitan sodny, Penta, Chrudim, CR

Ptistroje a zafizeni:

standardni laboratorni vybaveni

- analytické vahy B 204, Kem Némecko

- pH-metr pH 700, Eutech Instruments, Sigapore

- magneticka michacka MR Hei-Mix S, Heidolph, Némecko

- sklenéné vialky (V=5ml) scernym plastovym uzavérem, Fisher Scientific,
Ceska republika

- sklenéné vialky (V =2 ml) smodrym uzavérem se septem, Fisher Scientific,

Ceska republika
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- sklenény filtra&ni papir (typ Z-7, velikost périi 1,7 pm), papirna Pernstejn, Ceska
republika

- injekenti filtraéni zatizeni, Fortuna Optima, Némecko

- piistroj pro odpafovani Termovap, Ecom s.r.o., Ceska republika

- automatické pipety: Transferpette 20-200 ul, Transferpette S 1000 ul, Brand,
Némecko

- trepacka LT 2, Kavalier, Ceska republika

- kapalinovy chromatograf UPLC Agilent 1200 Series Rapid Resolution LC
systém, Agilent Technologies, USA

- chromatograficka kolona Zorbax Eclipse XDB — C18 (50 mm x 4,6 mm ID, 1,8
um velikost ¢astic), Agilent Technologies, USA

7.2 Priprava vzorki k méreni

7.2.1 Vybér a oznaceni vzorki
Pro tento vyzkum bylo pouzito sedm vzorkd piv. Pét piv bylo z jihoCeskych
minipivovaru a dal$i dvé z komerc¢nich pivovart pro porovnani. Jelikoz tyto pivovary

neni mozné€ jmenovat, dale budou nazyvany jako vzorek P1-7.

1. Oznaceni vzorku piva: pivo P1-7. Od kazdého druhu piva byly pfipraveny 3
paralelni vzorky s oznac¢enim P1-1, P1-2, P1-3.
2. Vycefeni piva

a. Do velké odsavaci lahve (1 1) bylo odlito cca 50 ml vzorkd.

b. Odsavaci nadoba byla pfipevnéna na vyvévu a pustila se voda. Usti
nadoby bylo uzavieno pryZovou zatkou, tak aby se v priibéhu cefeni
mohla zatka uvolnovat, jelikoz by vzorek piva mohl pod tlakem
vypénit a pretéct do odpadu.

c. Tento postup byl opakovan tak dlouho, dokud dany vzorek piva
obsahoval oxid uhli¢ity.

d. Vycefené pivo bylo pielito do skladovacich a pfedem oznacenych
nadob (P1-7, datum pfipravy, inicialy laboranta/ky), bylo peclivé
uzavieno a uchovano pii nizké teploté v lednici maximalné 1 az 2

dny.
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7.2.2 Priprava kalibra¢ni Fady:

» Slepy vzorek (blank) a 6 vzorkd kalibraéni fady bylo ptipraveno dle

tabulky 2.

Tabulka 2: Tabulka pro pFipravu kalibraéni Fady

kalibracni vzorek roztok HCIO, [ul] roziok smésného koncentrace ¢ [pug/ml]
standardu [ul]
0 1000 - 0
CAL1 975 25 1
CAL 2 950 50 2
CAL3 875 125 5
CAL 4 750 250 10
CALS5 500 500 20
CAL 6 - 1000 40

Kalibra¢ni fada byla ptipravena zaroven s testovacimi vzorky (ve stejny den) a stejny

je i postup derivatizace pii nasledné pfipravé vzorkl k méteni.

7.2.3 Derivatizace

a. Byl pipetovan 1ml vzorku do plastovych kyvet V =10ml
S uzaverem.

b. Ptidalo se 100 pl wvnitiniho standardu (roztok 1,7-heptandiaminu
v 0,6M HCIOg4, 400 ppm).

€. Kneutralizaci byl pfidan 1,5 ml uhli¢itanového roztoku, ktery byl

pfipraven piedem dle tabulky 3.

» Ptiprava uhli¢itanového roztoku:

= Uhli¢itanovy roztok byl pipetovan dle nasledujici tabulky 3
a celkového poctu 21 vzorkd.

* Pfiprava roztoku AB:
A: Na,COs
B: NaHCOs

2,65 g ad 50 ml
4,2 g ad 100 ml
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pH pufru roztoku B bylo nastaveno pomoci roztoku A na hodnotu 9,2

na pH-metru.

Tabulka 3: MnoZstevni tabulka pro piipravu uhli¢itanového roztoku

pocet vzorkl 1 2 4 5 6 8 10 30

K2COs (0) 0,666 | 1,332 | 1,998 | 2,664 | 3,33 | 4,664 | 5328 | 15,984

AB (ml)

d. Pridaly se 2ml derivatiza¢niho c¢inidla dansylchloridu (Dns-Cl,
0,3020 g/ 60 ml acetonu). Tento roztok musi byt vzdy Cerstvy.

e. Vsechny vzorky byly peclivé uzavieny a ulozeny na tiepacku,
kde se nechaly tfepat ve tmé a pii laboratorni teploté 20 hodin.

f. Pridalo se 200 pl roztoku prolinu (0,1 g/1 ml H20) a jesté hodinu
byly nechany se tfepat ve tmé. Roztok prolinu nemusi byt Cerstvy.
Ptipraven ptedem a ulozen v lednici.

g. Extrakce do heptanu: do vSech vzorkd byly ptidany 3 ml heptanu,
vzorky byly uzavieny a v ruce protiepany prevracenim nahoru a dolu
po dobu 2,5 minuty.

h. Vzorky se ponechaly chvilku ustat, aby se rozdélily polarni
a nepolarni vrstvy (vytvoii se rozhrani mezi nimi).

i. Odebral se 1ml supernatantu (horni bezbarva vrstva) do pfedem
oznaCenych sklenénych vialek (V=5ml) scernym plastovym
uzaveérem.

J.  Tyto pfipravené vialky se vzorky byly postupné umistény do pfistroje
pro odpafovani (max. 12 kust) a vzorky byly pfi teploté¢ 60 °C
odpareny do sucha pod dusikem.

K. Nasledn¢ byly vysusené vzorky rozpustény v 1,5ml 100%
acetonitrilu (Ac-CN) a vialka byla uzaviena.

I. Rozpustény odparek vzorku byl dale prefiltrovan pies sklenény
filtra¢ni papir (typ Z-7, velikost porti 1,7 pm) za pomoci specidlniho

sklenéné¢ho filtratniho =zafizeni s pistem (sklenénd stiikacka)
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a zavitem pro nasroubovani plastové Casti s umistnénym sklenénym
filtrem. Vzorky byly prefiltrovany do pfedem oznacenych sklenénych
vialek (V =2 ml) s modrym uzavérem se septem.
= Takto piipravené vzorky byly uloZzeny do krabi¢ky s nidzvem a datumem
ptipravy, ktera byla ulozena se do lednice a vzorky byly pfipravené k méfeni
na ultraiinném kapalinovém chromatografu UPLC (Ultra Performance

Liquid Chromatography) pro zjisténi obsahu biogennich amini.

7.2.4 Stanoveni a vyhodnoceni obsahu biogennich amini
Obsah biogennich amint ve vzorcich piv byl stanovovan pomoci (UPLC). UPLC
ucinné stanovi PUT, CAD, SPM, SPD, PEA, HIS, TRM a TYM ve vybranych
ve vzorcich potravin, bylo ptfed separaci UPLC derivatizovano dansylchloridem.
Tato analyza je velmi rychla, a proto jsou vSechny BA dobie rozdéleny z roztoku
Vv koloné za mén¢ nez 6 minut (Dadakova et al., 2009).
Smésny standartni roztok BA pro jejich stanoveni byl ptipraven v koncentraci
400 mg/l v 0,6 M HCIO4 a pro experiment byl dale fedén (Dadakova et al., 2009).
Vzorky piv byly pfed stanovenim upraveny odstranénim oxidu uhli¢itého
pomoci odsavaci nadoby pfipevnéné k vyvéveé. Dale byly pouzity k derivatizaci

podle vySe uvedeného postupu bez dalsiho fedéni.

Nasledna chromatograficka separace byla provedena na koloné Agilent
Zorbax Eclipse XDB - C18 (50 x 4,6 mm ID, 1,8 um) vybavené in-line filtrem
(0,2 um; Agilent Technologies, Inc. Santa Clara, CA, USA). Prutokova rychlost byla
udrzovana na 1,0 ml/min, pfi teploté kolony 25 °C, objem nastfiku byl 5ul a odezva
byla odeéitana pti vinové délce 225 nm (Dadakova et al., 2009).

Obrazek 9 ukazuje chromatogram standartniho roztoku dansylamida, ziskany
separaci s gradientovou eluci. Celd metoda tedy trva pouze dvanact minut (Dadakova
et al., 2009).

Obrazek 10 znazornuje piiklad vzorku piva P2. Ve vzorku bylo prokazano
mnozstvi PUT, CAD, TYM, SPD a SPM.

Obrazek 11 znazornuje ptiklad kalibra¢niho grafu pro PUT.
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Vypocet obsahu jednotlivych aminii ve vzorcich byl proveden metodou
vypoctu z kalibraéni zavislosti. Jako analytickd odezva byl pouzit ve vSech ptipadech
pomér odezvy kazdého aminu a odezvy vnitiniho standardu. Mez stanovitelnosti pro

vSechny sledované aminy byla 1 mg/l napoje.

mal

HEP
A4z27- TTM
£70- SPD

100 H

54531 - SFM

S0

G0

2153 - PUT
2.511- CAD
2.755- HIM

1446 - TRM
1.904- FEA

20

Obrazek 9: Separace standartni smési BA jako dansylamidi
Koncentrace BA (zaokrouhleno na tfi platné ¢islice): TRM: 1,45 mgll,

PEA: 1,90 mg/l, PUT: 2,15 mg/l, CAD: 2,51 mg/l, HIM: 2,76 mg/l, HEP (vnitini
standard): 3,70 mg/l, TYM: 4,33 mg/l, SPD: 4,57 mg/l, SPM: 5,53 mg/I
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3.707 - HEP
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5537 - SFM

4342 - Trhd

Obrazek 10: Chromatogram vzorku P2

Obsah BA ve vzorku P2 (zaokrouhleno na tii platné ¢islice): PUT: 2,16 mg/l,
CAD: 2,51 mg/l, HEP: 3,71 mg/l, TYM: 4,34 mg/l, SPD: 4,64 mg/l, SPM: 5,54 mg/|
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Obrazek 11: Graf kalibrace PUT

Nameéfend data byla vyhodnocena pomoci programi ChemStation ver. 3,

Agilent Technologies, USA a Excel Microsoft Office 365.
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8 Vysledky a diskuse

Mezi nejcastéji vyskytované biogenni aminy ve fermentovanych potravinach patii
TRM, PEA, PUT, CAD, HIS, TYM, SPD a SPM. Ovsem v naSich vzorcich piv
z minipivovari jiznich Cech jsme nalezli pouze PUT, CAD, TYM, SPD a SPM.
Aminy TRM, PEA a HIS nebyly ve vzorcich nalezeny, SPD byl detekovan, ale jeho
obsah byl ve vsech piipadech pod mezi stanovitelnosti metody.

V nasledujicich tabulkach jsou zobrazeny kompletni a primérné vysledky
experimentu, vypocitané jako prumérna hodnota tii méfeni (mg/l) se smérodatnou
odchylkou (xSD). Je mozné vidét, Ze nejvice zastoupeny BA, jak mezi minipivovary,
tak komerénimi pivovary, je SPM s hodnotami 5,21-7,21 mg/l a nejméné¢ SPD
s hodnotami 0,45-0,95 mg/I.
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Tabulka 4: Kompletni vysledky velikosti plochy méfieni a koncentrace BA (mg/l) ve vzorcich
piv minipivovari

oznaceni TRM |PEA |PUT |CAD |HIM |HEP (VS) | TYM | SPD | SPM
P1-1 plocha:| 0 0 |295]112| O 399 46,5 [4,89| 73,7
mg/l : 0 0 |2,75]105| O 3,30 [ 0,40 5,38
P1-2 plocha:| O 0 1220875 0 300 37,6 |3,72| 57,6
mg/l : 0 0 [272/109| O 3,55 10,41 5,59
P1-3 plocha:| 0 0 |2,71919| O 309 45,3 15,08 | 68,9
mg/l : 0 0 [262/112| O 4,16 10,54 | 6,51
P2-1 plocha:| 0 0 [345/227| O 365 59,4 19,66 76,0
mg/l : 0 0 [351|234 | 0 4,61 | 0,87 6,06
p2-2 plocha:| 0 0 322|209 O 334 63,6 [8,81| 83,8
mg/l : 0 0 1359|235 0 5,39 10,86 | 7,30
P2-3 plocha:| 0 0 322,202 O 329 67,8 |11,2| 92,4
mg/l : 0 0 [365]231| O 5,84 11,12 8,19
P3-1 plocha:| O 0 [339/137| 0 347 46,7 | 7,34 69,5
mg/l : 0 0 [363/148| 0 3,81 |0,69] 5,83
P3-2 plocha:| 0 0 |438|156| O 370 53,9 (8,23 | 80,0
mg/l : 0 0 |4411158| O 4,13 10,73 | 6,29
P3-3 plocha:| O 0 [418,148| 0 338 56,1 |8,04| 85,9
mg/l : 0 0 |461|164| O 4,71 10,78 | 7,40
P4-2 plocha:| 0 0 [393|108| O 371 47,8 13,99 67,9
mg/l : 0 0 [395/109| O 3,65 |0,35| 5,34
P4-3 plocha:| 0 0 (401,965 O 371 51,4 19,34 | 68,6
mg/l : 0 0 |402]098| 0 3,93 10,83 5,38
P5-1 plocha:| 0 0 |51,2|144 | O 363 53,9 | 7,62 89,7
mg/l : 0 0 [525/149| 0 4,21 10,69 7,20
P5-2 plocha:| 0 0 453|129 0 352 56,8 (6,99 | 89,5
mg/l : 0 0 |480]137| 0 4,58 [0,65| 7,41
P5-3 plocha:| O 0 [533/140| O 390 51,8 |7,29| 82,9
mg/l : 0 0 [509/135| 0 3,77 10,61 6,19
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Tabulka 5: Kompletni vysledky velikosti plochy méFeni a koncentrace BA (mg/l) ve vzorcich piv
komer¢nich pivovari

P6-1 plocha:| 0 0 (393/203| O 354 |53,0|548 | 845
mg/l: | O 0 [414|2,15| O 4251051 | 6,97
P6-2 plocha:| 0O 0 (330/178| O 344 |53,1|557| 783
mg/l: | O 0 [357(194| O 4,38 0,53 | 6,63
P6-3 plocha:| 0 0 [285|159| O 325 |57,5(8,92| 89,7
mg/l: | O 0 [327|185| O 5,0210,90| 8,05
P7-1 plocha:| 0 0 (334|120| O 379 354|332 | 60,5
mg/l: | O 0 [328(1,19| O 2,65|0,29 | 4,65
P7-2 plocha:| 0O 0 (33,0/10,7| O 379 |415|6,33 | 74,6
mg/l: | O 0 [324|1,06| O 3,10 0,55 | 5,74
P7-3 plocha:| 0O 0 (275199 0 339 (425|736 | 61,0
mg/l: | O 0 [3,02|109| O 3,56 | 0,71 | 5,25
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Tabulka 6: Primérné vysledky ploch a koncentrace BA (mg/l) ve vzorcich piv minipivovari

(pramér x SD; n=3)

P1 PUT CAD HEP TYM SPD SPM
Prumérna

plocha 24,4 9,71 335 43,1 4,57 66,8
meéreni

Primérna

koncentrace 2,70+0,1 | 1,01+0,03 3,67+04 | 0,45+0,1 | 5,83+0,6
mg/l

P2 PUT CAD HEP TYM SPD SPM
Primérna

plocha 32,9 21,27 342 63,6 9,90 84,1
meéfeni

Primérna

koncentrace 3,58+0,1 | 2,33+0,02 528+0,6 | 0,95+0,2 | 7,18+ 1,1
mg/I

P3 PUT CAD HEP TYM SPD SPM
Primeérna

plocha 39,8 14,6 351 52,3 7,9 78,4
meéreni

Primeérna 0.73+

koncentrace 4,22+05 | 1,57£0,1 4,22+ 0,5 0 04_ 6,51+ 0,8
mg/l '

P4 PUT CAD HEP TYM SPD SPM
Primeérna

plocha 39,7 10,2 371 49,6 6,67 68,3
meéfeni

Primeérna

koncentrace 3,99+0,1 | 1,03+0,1 3,75+0,2 | 0,59+ 0,3 | 5,36+ 0,03
mg/I

P5 PUT CAD HEP TYM SPD SPM
Primeérna

plocha 33,9 13,8 368 54,2 7,30 87,4
méreni

Prumeérna 0,65+

koncentrace 5,05+0,2 | 1,40+0,1 4,18+ 0,4 0 03_ 6,93+ 0,7
mg/l ’
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Tabulka 7: Pramérné vysledky ploch a koncentrace BA (mg/1) ve vzorcich piv komerénich
pivovard (pramér £ SD; n=3)

P6 PUT CAD HEP TYM SPD SPM

Prumérna
plocha 33,6 18,0 340 54,5 6,65 84,2

meéfeni

Primérna
koncentrace 3,66£0,4 | 1,98+0,2 455+04 | 0,65+0,2 | 7,21+0,7
mg/l

P7 PUT CAD HEP TYM SPD SPM

Prumérna
o 31,3 10,9 365 39,8 5,67 65,4
méfeni

Primérna
plocha

3,18+0,1 | 1,12+0,1 3,10+ 0,5 | 0,52+ 0,2 | 5,21+0,5
koncentrace

mg/I

Dle riznych zaznami jsem zjistila, ze obsah BA v pivech byl stanovovan jiz cca od
roku 1980. V té dob&é nebyly technologie pro piesné stanoveni BA tak citlivé,
a proto bylo mozno stanovit pouze vyssi hodnoty nez dnes.

Obsah PUT se vanalyzovanych druzich piv minipivovard pohyboval
v rozsahu 2,70-5,05 mg/l. K porovnani jsem pouzila dvé studie zaméfujici se na
stanoveni obsahu BA v pivech a jednu ve vinech. Dle studie z roku 2023, kde bylo
zkouméno mnozstvi BA Ve vzorcich némeckych piv z minipivovarti. V tomto
vyzkumu byly BA stanovovany analytickou metodou zalozenou na iontové parové
chromatografii ve spojeni s potenciometrickou detekci. Tato studie ukazala ze obsah
PUT ve vybranych vzorcich piv se pohybuje vrozmezi 0,37-0,51 mg/l, coz je
znaéné niz§i obsah neZ tomto experimentu. (Gil et al., 2023). Cinska studie z roku
2009 zkoumala obsah BA v komer¢né dostupnych mistnich pivech. Obsah BA
Vv téchto vzorcich byl stanovovan metodou predkolonové derivatizace aminii pomoci
4-chlor-3,5-dinitrobenzotrifluoridu a naslednou analyzou pomoci vysokoucinné
kapalinové chromatografie s obracenou fazi (RP—-HLPC) s detekci diodového pole.
Této studie ukazuje, Ze obsah PUT v jimi zkoumanych vzorcich se pohyboval
v rozmezi 5,7-72,0 mg/l. Tato hodnota je oprati vysledkiim tohoto experimentu

zna¢né vyssi (Tang et al., 2009). Pro porovnani obsahu PUT vV jiné fermentované
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potraving, jsem pouzila studii z roku 2022, kde byl stanovovan obsah PUT ve vinech
rizného druhu. Toto stanoveni bylo provedeno pomoci disperzni mikroextrakce
v systému kapalina—kapalina a plynové chromatografic S hmotnostni detekci
(DLLME-GC-MS). V této studii bylo prokazano, ze obsah PUT ve vinech je zna¢né
nizsi nez v pivu, a to v rozmezi 0,18-0,48 mg/| (Stoj et al., 2022).

Obsah CAD se vanalyzovanych druzich piv minipivovari pohyboval
vrozsahu 1,01-2,33mg/l. K porovnani jsou pouzila dvé studie zabyvajici
se stanovenim BA jen v pivech a jednu, ktera se zabyva stanovenim BA v pivech
a vinu. Studie zroku 2012 byla zaméfena stanoveni BA ve 20 vzorcich piv
minipivovard V riznych oblastech Koreje. Stanoveni obsahu BA v této studii
probihalo pomoci derivatizace dansylchloridem a néaslednou analyzou pomoci HPLC.
Pramérny obsah CAD v této studii se pohybuje v rozmezi 1-5,89 mg/l, coz jsou
podobné hodnoty jako v tomto experimentu (Choi et al., 2012). Studie z roku 2015
se zabyvala stanovenim BA V komer¢nich vzorcich piva a vina z Brazilie pomoci
metody kapilarni elektroforézy s tandemovou hmotnostni spektrofotometrii
(CE-MS/MS) pro simultanni stanoveni deviti BA. V tomto vyzkumu bylo zji§téno,
ze koncentrace CAD v pivech se pohybuje v rozmezi 0,16-0,31 mg/l a ve vinech
se pohybuje v rozmezi 0,15-0,17 mg/l. Tyto hodnoty jsou Vv porovnani s vysledky
toho experimentu niz8§i, coz mize poukazovat na mirné odliSny proces vyroby
fermentovanych potravin a odli$nosti pouzitych surovin K jejich vyrobé (Daniel et
al., 2015). Studie z roku 2002 stanovila obsah BA ve vzorcich polskych komerénich
pivech. Pro tuto studii byla pouzita metoda HPLC a spektrofotometricka detekce po
postkolonové derivatizaci dansylchloridem. V této studii se obsah CAD pohyboval
vrozmezi 0,33-1,57 mg/l, coz jsou hodnoty podobné v porovnani s timto
experimentem, avsak zde byly naméteny i1 vyssi hodnoty (Slomkowska, Ambroziak,
2002).

Obsah TYM se v analyzovanych druzich piv minipivovari pohyboval
v rozsahu 3,67-5,28 mg/l. K porovnani zjisténych hodnot TYM jsem vybrala dvé
studie, které se zaméfily na stanoveni obsahu BA v pivech a jednu studii zaméfenou
na stanoveni BA ve viné. Studie z roku 1999 stanovovala obsah BA v brazilskych
pivech metodou iontové parové chromatografie na obracené fazi a fluorimetrickou
detekci po postkolonové derivatizaci o-ftaldialdenydem. Tato studie stanovila obsah
TYM v rozsahu 0,30-0,81 mg/l, coz je oproti hodnotam tohoto experimentu znacné
niz§i obsah (Gloéria et al., 1999). Ve studii z roku 2002 byl zkouman obsah BA
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Vv lahvovych pivech podobu nékolika dni. Do tohoto porovnani jsem pouzila hodnoty
nultého dne, jelikoz vzorky pro tento experiment byly zpracovany ihned po jejich
sehnani. Tato studie pouzila metodu elektrokinetické kapilarni chromatografie.
Vysledné hodnoty obsahu TYM vitéto studii se pohybovaly v rozmezi
10,5-102 mg/1, coz jsou znaén¢ vyssi hodnoty nez ty stanovené v tomto experimentu
(Kalac¢ et al., 2002). Pro porovnani s jinymi fermentovanymi potravinami (vino) jsem
zvolila studii z roku 2012, jejiz cilem bylo stanovit obsah BA v mladych vinech
z oblasti Chile. Pro tento vyzkum byla pouZzita metoda kapalinové chromatografie
ve ving. V této studii byl stanoven obsah TYM v rozsahu 2,03-7,24 mg/l (Pineda et
al., 2012).

Obsah SPD byl v analyzovanych druzich piv minipivovari detekovan,
ale jeho koncentrace se pohybovala v rozsahu 0,45-0,95 mg/l, coZ jsou hodnoty pod
mezi stanovitelnosti analytické metody. Pro srovnani s literarnimi daty jsou vysledky
také uvedeny v tabulkach 4 a 5. Studie z roku 1995 se zabyvala stanovenim obsahu
BA v pivech. K tomuto vyzkumu byla pouzita metoda HPLC. Hodnoty obsahu SPD
V tomto vyzkumu byly stanoveny v rozsahu 0,29-1,39 mg/I. tyto hodnoty se podobaji
naméfenym hodnotam tohoto experimentu (Buiatti et la. 1995). Za poslednich
nékolik let mliZeme narazit na vyzkum z roku 2020, kde byla zkoumana piva
z minipivovarl stfedoevropského regionu. V tomto vyzkumu bylo prokézano, Ze tato
piva obsahuji vyssi hladiny koncentrace SPD, které jsou ovSem niz$i nez 20 mg/I,
tak jako v naSem experimentu. Vys§i hladinu SPD lze vysvétlit jeho ulohou
v metabolismu nukleovych kyselin a jeho pfitomnosti v alkoholickych néapojich
véetné piv. Pfitomnost SPD muze byt odvozena z kvasinek a jejich zbytki, ¢i druhu
sladu (Lorencova et al., 2020). Pro porovnani obsahu SPD ve vin¢ jsem pouzila
studii zroku 2012, kterda se zabyvala stanovenim BA V chilskych rezervnich
odridovych vinech. Pro tento vyzkum byla pouzita metoda HPLC. V této studii bylo
prokazano ze obsah SPD v chilskych vinech se pohybuje v rozsahu 0,27-7, mg/l.
Tato studie tedy ukazuje, Ze maximalni hodnota obsahu SPD je zna¢né€ vyssi nez
v pivech (Henriquez-Aedo et al., 2012).

Obsah SPM se vanalyzovanych druzich piv minipivovari pohyboval
v rozsahu 5,36-7,18 mg/l. Bulharska studie zroku 2003 se zabyva stanovenim
aminokyselin a BA v pivech a viné pomoci HPLC pro simultanni analyzu s vyuzitim

nového postupu piedkolonové derivatizace aminoskupin
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N-(9-fuorenylmethoxykarbonyloxy) sukcinimidu. V této studii bylo prokazano,
ze obsah SPM v mistnich pivech se pohybuje v rozsahu 0,02-0,08 mg/l, coz jsou
zna¢né niz8i hodnoty oproti tomuto experimentu (Lozanov et al.,, 2004). Pro
porovnani hodnot obsahu SPM v pivech jsem vybrala studii z roku 2007, ktera se
zabyva stanovenim obsahu BA Vv feckych vinech. Pro tuto studii byla pouZzita metoda
HPLC a ultrafialové detekce pro ptredkolonovou derivatizaci dansylchloridem.
Vysledky této studie stanovily, ze obsah SPM se ve vzorcich feckych vin pohybuje
v rozsahu 04,85 mg/l, coz dokazuje niz§i obsah SPM ve vin¢ nez v pivu (Soufleros
et al., 2007).

K porovnani mutzeme také nahlédnout vyzkumu zroku 2023, kde byl
stanovovan obsah BA V pivech ¢inskych pivovart. Tento vyzkum prokéazal vyssi
obsah toxickych BA jako je HIS a TYR, které v tomto experimentu nebyly
prokazany, coz je velmi dobte. Tyto BA jsou z toxikologického hlediska hodnoceny

Vv

obsahuji vyssi koncentrace SPM nez v nedavné ¢inské studii (Li et al., 2023).

Zjisténé obsahy BA a PA v pivu jsou pomérné nizké v porovnani s dal$imi
fermentovanymi potravinami. V piipadé masnych vyrobki mohou obsahy
sledovanych amini dosdhnout rtiznych hodnot. Obsah SPM a SPD v ¢erstvém mase
muze dosahnout mnozstvi az 60 mg/kg a béhem skladovani se se miiZze zvySovat
obsah HIS, CAD, PUT a TYM az o 15 mg/kg, coZ je povaZovano za index kazeni
(Schirone et al., 2022). V piipadé hub se hodnoty TRM a TYM pohybuji obvykle do
5mg/kg, PEA se pohybuje v rozmezi od nedetekovatelné hladiny az po 38 mg/kg,
hodnoty PUT mohou piesahovat hodnoty az pfes 150 mg/kg a SPD s SPM
se pohybuji na turovni desitek mg/l (Dadakova et al., 2009). U zrajicich syru
se celkové hodnoty sledovanych aminti pohybuji v rozmezi 100-2400 mg/kg,
pticemz pievazuji toxikologicky vyznamné BA, HIS a TYM. Ptitomnost BA je pro
spotiebitele a vyrobce syru velice dulezita vzhledem k potencionalni hrozbé toxicity
pro ¢lovéka moznym naslednym obchodnim dopadim (Schirone et al., 2012).

Jak je vidét z vysledkl této prace, nejsou obsahy sledovanych BA a PA
v produktech vybranych minipivovari nijak vysoké. Zdalo by se, Ze nemohou
pfedstavovat nijak velké zdravotni riziko, Kdyz se vSak ptihlédne k mnozstvi
konzumovaného piva v Ceské republice, piedstavuje pravidelny piisun téchto

potencionalné rizikovych komponent zcela jist¢ zdravotni zatéz.
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9 Zavér
Bakalafska prace byla zaméfena na stanoveni biogennich aminti ve vzorcich piv
vybranych minipivovari z jiznich Cech a vzorcich piv z komerénich pivovard pro
porovnani. V této praci byla piedstavena technologie pivovarnictvi, co jsou BA
a jejich popis. Dalo byla predstavena metodika prace a stanoveni koncentrace
vybranych BA ve vzorcich piv. Cilem prace bylo stanovit pfesné koncentrace BA
V jednotlivych druzich piv minipivovart metodou UPLC spomoci predchozi
derivatizace dansylchloridem. Ve vSech vzorcich piv byl stanovovan obsah TRM,
PEA, PUT, CAD, HIS, TYM, SPD a SPM. OvSem v naSich vzorcich piv
z minipivovari jiznich Cech jsme nalezli pouze PUT, CAD, TYM, SPD a SPM,
avSak obsah TRM, PEA a HIS byl ve vSech pfipadech pod mezi stanovitelnosti
metody. Celkové mnozstvi vznikajicich BA silné zavisi na povaze potravin a Vv nich
pfitomnych mikroorganismech. Déle se také jejich koncentrace odviji od pouzité
technologie vyroby danych fermentovanych produktt, druhu pouzitych surovin,
a hlavné od hygieny prace a pracovniho prostiedni.

Nejvyssi hladiny koncentrace BA byly naméteny ve vzorku piva P-2
s celkovym primérnych mnozstvim 19,32 mg/l, oproti tomu nejniz$i hladiny
koncentrace BA byly naméfeny ve vzorku piva P-1 scelkovym primérnym
mnozstvim 13,66 mg/l. VSechny druhy piv byly stanovovany ve 3 vzorcich, jejichz
hodnoty byly nasledné zprimérovany a byla k nim vypoctena smérodatna odchylka.
Jak bylo jiz zminéno, tak v tomto stanoveni byly nalezeny jen PUT, CAD, TYM,
SPD a SPM v mezich stanovitelnosti. Nejvyssi koncentrace PUT byly prokazany
ve vzorku piva P-5 shodnotou 5,05 mg/l a nejnizsi koncentrace byla stanovena
ve vzorku P-1 shodnotou 2,70 mg/l. Nejvyssi koncentrace CAD byly prokazany
ve vzorku piva P-3 shodnotou 2,33 mg/l a nejnizsi koncentrace byla stanovena
ve vzorku P-1 shodnotou 1,01 mg/l. Nejvyssi koncentrace TYM byly prokazany
ve vzorku piva P-2 z hodnotou 5,28 mg/l a nejnizsi koncentrace byla stanovena
ve vzorku P-1 shodnotou 3,67 mg/l. Nejvyssi koncentrace SPD byly prokazany
ve vzorku piva P-2 shodnotou 0,95 mg/l a nejnizsi koncentrace byla stanovena
ve vzorku P-1 s hodnotou 0,45 mg/l, a nakonec nejvyssi koncentrace SPM byly

cvwvr

stanovena ve vzorku P-4 s hodnotou 5,36 mg/I.
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Na konci prace byly namétené hodnoty srovnany s hodnotami v jinych studii
a porovnany s hodnotami ve viné (jakozto zastupce jiné fermentované potraviny)
a bylo zjisténo, ze nékteré hodnoty jsou vyssi, nékteré jsou nizsi a nekteré si jsou
dost podobné. To poukazuje, na jiz vySe zminéné rozdily v technologii vyroby

a pouzitych surovinach.
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Seznam pouzitych zkratek

AB — smésny roztok uhli¢itanu sodného a hydrogenuhli¢itanu sodného
Ac-CN — acetonitril

BA- biogenni aminy

CAD — kadaverin

CE — kapilarni elektroforéza

CE-MS/MS — kapilarni elektroforéza s tandemovou hmotnostni spektrofotometrii
CNS — centralni nervova soustava

CO; — oxid uhlicity

DAO — diamonoxidazy

DLLME-GC-MS -  disperzni  mikroextrakce  kapalina—kapalina—plynové
chromatografie s hmotnostni detekci

Dns-CI — dansylchlorid

EBC — jednotka udavajici intenzitu barvy piva a mladiny

EFSA — Evropsky utad pro bezpe¢nost potravin

FAD — flavinadenindinukleotidova skupina

H20 — voda

HCIO4— kyselina chlorista

HEP — 1,7-heptandiamin

HIM — histamin

HPLC — kapalinova chromatografie

hTAAR — lidské receptory pro stopové aminy

hTAARL — typ lidského receptoru pro stopové aminy

K2CO3z — uhli¢itan draselny

MAO — monoaminooxidazy

Na,COs— uhli¢itan sodny

NaHCO3 —hydrogenuhli¢itan sodny

P 1-7 — oznaceni vzorkl (P)iv

PA — polyaminy

PEA - 2-fenylethylamin

PUT — putrescin

RP-HPLC — vysokou¢inna kapalinova chromatografie s obracenou fazi

SPD — spermidin
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SPM — spermin

TRM — tryptamin

TYM — tyramin

UPLC — ultrata¢inna kapalinova chromatografie
V —objem

VS — vnitini standard
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