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UvoD

Aromatické latky patfi k zakladnim sloZzkam potravin, které se musi pravidelné kontrolovat
v technologickych procesech. Zajistuji totiz celkové organoleptické vlastnosti vysledného
produktu, coZz vyrazné ovliviiuje konecného spotrebitele. Tyto latky se daji stanovit rlznymi
instrumentalnimi technikami jako jsou separacni analytické, optické a spektralni a
elektroanalytické metody. V téchto metodach pro stanoveni tékavych sloucenin je zahrnuta
vysokoucinnd kapalinova chromatografie, spektrofotometrie, ampérometrickd detekce,
chemiluminiscence ¢i elektronicky nos. Avsak jedna z nejucinnéjsich technik se ukdzala
separacni metoda plynové chromatografie s hmotnostni detekci. Tato metoda je rychl3,
jednoduchd a dostupna, proto je vhodna pro potravinarské laboratofe. Hmotnostni detekce
je vyuzivana ve sledovani kvality v mnoha rliznych odvétvich, napfiklad ve farmaceutickém
pramyslu, potravinarstvi a zemédélstvi. Poskytuje informace o elementdrnim sloZeni vzorku,
strukture sloucenin, kvalitativnim a kvantitativnim sloZeni, izotopickych pomérech atomil a o
molekulové hmotnosti. Vyhodné spojeni plynové chromatografie s hmotnostnim detektorem

s oznacenim GC/MS je jedinec¢né pro svou pfesnost a reprodukovatelnost.

Pivo je nejoblibené&jsi a nadmiru konzumovany alkoholicky népoj v Ceské Republice. Tento
mirné alkoholicky mok obsahuje Sirokou skalu tékavych sloudenin, které zajistuji celkovy
aromaticky profil piva. Koncentrace téchto Ilatek je zavisla na jednotlivych krocich
technologického procesu vyroby piva. Hlavnimi senzoricky aktivnimi latkami nachdzejicimi se
v pivu jsou estery, vyssi alkoholy, mastné kyseliny s kratkym fetézcem, terpenoidy a iso-a-
horké kyseliny zodpovédné za charakteristické chmelové aroma a hofkou pfichut. DaleZitou
aromatickou slozkou je také maltol. Jeho pfitomnost je pfi¢inou karamelového aroma
v zavislosti na jeho koncentraci. Vznikd pfedevsim jako produkt Maillardovy reakce, kde se
tvori zejména zdisacharidli. Maltol je potfeba monitorovat, protoze pti vysSich
koncentracich mize mit toxické vlastnosti nebo mliZze zvySovat biologickou dostupnost a

toxicitu hliniku.



TEORETICKA CAST

1. PIVO

Pivo je jednim z nejrozsifenéjSich alkoholickych ndpoji na svété, jehoz celkova vyroba Cini
zhruba 1,7 miliardy litrd ro¢né. Tento alkoholicky ndpoj je konzumovan jiz vice jak 8000 let
po celém svété. [22] Jedna se o komplexni smés obsahujici velké mnoZstvi chutové aktivnich
latek lisicich se svou koncentraci a charakterem. Chut a viné piva je dana rovnovahou vsech
téchto aromatickych latek. Dnes jiz mame kdispozici Sirokou S$kdlu druh( piv od

alkoholickych piv, piv s nizkym obsahem alkoholu po nealkoholicka piva rizného charakteru.

[5116] [7]

1.1. Druhy piv

Piva mlzZeme délit na spontanné, svrchné a spodné kvasend. Spontdnné kvasena piva jsou
typicka pro belgicka piva typu Lambic (Gueze), kterd jsou produkovana spontannim kvasenim
s pomoci smési mlé¢nych bakterii a kvasinek. PSeni€na piva, piva typu Ale, Stout a Porter se
fadi mezi svrchné zkvasena piva. Piva typu Ale, Stout a Porter jsou velmi oblibena v Anglii a
Irsku. Zatimco Porter a Stout jsou vyrazna tmava piva, Ale mize mit tmavé i svétlé zbarveni.
Poslednim druhem jsou spodné kvasena piva, do kterych se radi lezaky. Velky podil lezaku je
zalozen na plzenském typu piv, kterd se vyznacuji svétlou barvou a plnosti s obsahem
alkoholu 3-6%. Charakteristickym typem svétlého lezaku je Pilsner Urquell, ktera se primarné

vyznacuje svym chmelovym aroma. [23] [39]



svrchné kvasena piva

pSeni¢na piva

Cisté belgické jihonémecké kvasnicové pSeniény
kvasnice bilé bilé (pSenicné) pSeni¢né bock
mlééné berlinské
kvaseni bilé

sladky
stout

ovesny
stout

suchy (Dry)
stout

Imperial
stout

spontanni kvasenij{ Lambic | Gueuze J{ Faro || Kriek |}-|{Framboise
iva

irské
zrzavé ale

silné
skotskeé ale

belgické tmavo-
zlaté ,Cervené”

jihoanglické | [severoanglick

tmavozlaté alef |tmavozlaté ale Old Al
svétlé a tmavé
svétlé tmavé " . fim 22 i »
: (Pale) Mild (Dark) Mild Bitter LJlepsi“ Bitter || silny Bitter je¢né pivo
v8echny typy
americké smetanové [ |
ale ale lehké svétlé India belgicka Altbi
(Light) ale (Pale) ale Pale Ale ale o
i Saisons
americky
sladovy likér |
trapisticka
piva

»Lager” Pilsener Dortm silné lezaky
9 ‘_L H under/Export I-Iinapi. Carlsberg Elephant nebo Special)

bfeznak
(mérzen/Oktoberfest)

spodné kvasend piva viderisky
(tzv. lezaky) typ

mnichovské svétlé I—@ichovské tmavé H tmavy bock I

svétly bock |

tmavy/sveétly
doppelbock

Obr. 1: Pfehled druh piv [23]
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1.2. Aromatickeé latky vyskytujici se v pivu

Aromaticky profil piva je slozen z mnoha tékavych organickych latek, které jsou zodpovédné
za jedinecnou chut a vlni. [10] Aromatické latky obsazené v pivu jsou velmi dulezité,
protoze pfrispivaji ke kvalité vysledného produktu a také jejich stabilita hraje v jakosti svou
roli. Dllezité jsou také z toho dlvodu, Ze jsou jednim z rozhodujicich parametr( ovliviiujicich
spotrebitele. [6] [9] Tékavé aromatické latky byly identifikovany u rliznych druh( piv a jejich
celkovy obsah je velmi rozmanity, udava se dokonce vice nez 1000 senzoricky aktivnich
sloucenin [5] [6] [12] Tyto latky mohou ovliviiovat chut a vini piva bud samostatné nebo
mohou pUsobit spole¢né jako komplex. [6] Celkovy aromaticky profil zavisi na typu piva a
zmén béhem skladovani, pfi kterém hlavné dochazi k tvorbé karamelového a chlebového
aroma a muZe také dochdzet ke znacnému zhorSeni kvality. [12] [4] Pfi vyrobé
nealkoholickych piv vétSina senzoricky aktivnich latek zanikne béhem tepelnych procesq,

tudiz je poskozen aromaticky profil a mohou se objevit jiné nepfijemné zdpachy. [10]




Aroma piva se déli do 8 skupin podle urcité skupiny aromatickych tékavych latek
nachdzejicich se v pivu [13]:
1. Aromatické, vonné, ovocné a kvétinové
Pryskyticové, ofiskové a travnaté

Obilné

2

3

4. Karamelové a prazené
5. Fenolické

6. Sirné

7

Oxidacni, zatuchlé a plesnivé

Vyvazena chut piva je vysledkem harmonizace mezi tékavymi a netékavymi slou¢eninami,
které pochazeji bud ze surového materidlu jako je chmel nebo jsou produkovany béhem
zpracovani a to zejména v prlbéhu procesu kvaseni. [6] [8] [15] V pivu se nachazeji
rdznorodé aromatické tékavé slozky patfici do rady chemickych skupin zajistujici celkové
organoleptické vlastnosti piva. Jsou to zejména alkoholy, estery, organické kyseliny,
aldehydy, ketony, terpenoidy, slouéeniny siry a fenoly. [6] [8] Tyto latky maji odliSnou
tékavost i polaritu a v pivu je miZeme nalézt ve variabilnim intervalu koncentraci radové od
ng/l az po mg/l. [8] Mezi nimi estery a alkoholy jsou hlavni sloZzky aromatickych latek.
Zatimco sladké a ovocné aroma vykazuji estery, alkoholy pridéluji pivu alkoholovou, ovocnou

a nezralou prichut. [10]

Do dalsi skaly tékavych latek v pivu patfi ethylestery a acetaty. Dullezité ethylestery
(odvozené od ethanolu) a acetaty (odvozené od kyseliny octové) se tvofi z dvouuhlikatého
ethanolu jako hlavniho alkoholu a dvouuhlikaté kyseliny octové, kterd je od ethanolu
odvozena a pres acetyl-CoA ma mimoradny biochemicky vyznam. Estery vyvolavaji ovocnou
a kvétinovou charakteristickou vi0ni piva. Mezi nejvyznamnéjsi patfi ethyldekanoat
s kvétinovou, ethylacetdt a ethyloktanodt s ovocnou, isoamylacetdt s bananovou a 2-

fenylethylacetat s medovou, ovocnou a kvétinovou vini kvasenych napoju. [14]

Dalsimi latkami podilejicimi se na senzorickych vlastnostech piva jsou smési vyssich alkohold,

které pfrispivaji k zakladni chuti a viini kvasenych napoju i potravin. Zahrnuji zejména tyrosol,

10



isoamylalkohol, amylalkohol, isobutanol a 2-fenylethylalkohol. Mohou mit pozitivni i
negativni efekt na aromaticky profil piva. Jejich idealni koncentrace je do 300 mg/l, kde se
projevuje prevazné ovocné aroma, nicméné prekroceni této hodnoty mize mit za nasledek
silny Stiplavy zdpach. Ale i mald koncentrace nebo Uplna nepfitomnost zakladnich senzoricky
aktivnich latek ma na svédomi jisty nedostatek v chuti ¢i vini. Tyto slouceniny jsou

nejzastoupenéjsi tékavé slozky vyprodukované béhem procesu kvaseni. [4] [8] [14]

Negativni dopad na pivni aroma mohou mit mastné kyseliny s kratkym fetézcem, které jsou
produktem kvaseni, jako jsou kyselina octovd (ocet), butanovd (zkazené maslo) nebo

propanova (kozi). [8]

Diacetyl je charakterizovan karamelovym a ofechovym aroma, ale pfi vysokych
koncentracich ma zdpach Zluklého madsla. MulzZe byt syntetizovdn béhem fermentace

burikami kvasinek, avSak prevaziné je produkovan bakterii mlééného kvaseni. [14]

Velmi nizky prah smyslové detekce maiji slouceniny obsahuijici siru, jejich zdpach pfipomina
zkazenad vejce Ci cibulové aroma. Je zde 5 zaladnich kategorii sirnych slouéenin a ty zahrnuji
heterocyklické slouceniny, sulfidy, polysulfidy, thioly a thioestery. Thioly maji ptijemné
aroma pripominajici grapefruit, mucéenku ¢i ¢erny rybiz na rozdil od jinych sirnych sloucenin.
Tyto latky pochazeji z fungicidi obsahuijicich siru ¢i z degradace sirnych aminokyselin béhem

procesu kvaseni. [14]

Dalsi skupinou aromatickych slozek piva jsou latky patfici do tfidy terpenoidl. Predstavuji
hlavni senzorické slozky u mnoha komeréné dostupnych produkt(l, jako jsou pivo, vino,
kosmetika parfémy a také aditivni potravinarské latky. Terpenoidy maji kvétinové aroma,

nejcastéji oznacované jako viné rlze. [14]
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1.3. Maltol

Maltol je dalsi slozka zajistujici organoleptické vlastnosti piva. 3-hydroxy-2-methyl-4H-pyran-
4-on téZz znamy jako maltol je prirozené se vyskytujici organickd sloucenina patfici do skupiny

pyrand, jedna se tedy o latku heterocyklické povahy obsahujici ketonovou skupinu. [17]

O
OH

O

Obr. 2: Strukturni vzorec maltolu

Je to bily krystalicky prasek rozpustny v horké vodé, chloroformu nebo v dalSich organickych
rozpoustédlech steplotou tani 161°C. [16] Maltol se pfirozené vyskytuje v nékterych
jehliénanech, kavé, cekance, sdjovych bobech, prazeném sladu, kakau, uzeném veprovém
mase, prazenych araSidech a ofiscich, pecenych ceredliich, chlebové kirce a
v karamelizovanych a pecenych potravinach. Pro pfedstavu se maltol nachazi napfiklad ve
sladové kavé v koncentraci zhruba 300 mg/kg, v ¢okoladé 3 mg/kg a v tmavych pivech 0-3
mg/kg. [20] Poprvé byl extrahovan z klry modfinu. Maltol se béiné vyuzZivd jako latka
zvyraznujici chut a vlni a je zodpovédna za karamelové a sladké aroma napojl a potravin
pod oznafenim E636. Dochucovadla jsou dllezZitd z pohledu smyslového vnimani. Ve
velmi malych koncentracich nema maltol Zadnou pfichut, ale pfidava se k potravinam
k doslazeni ¢i k maskovani senzorickych tont umélych sladidel. Maltol vSéak mGze mit i Spatny
dopad na senzorickou kvalitu vyrobk(. Dle evropského zakona nesmi presahovat hodnotu
200 mg/kg, protoze pfi vyssich hodnotdch muze zplsobovat bolesti hlavy, nevolnost,

zvraceni a u déti je podezrely na potencialni nepfiznivé nasledky jako jsou poskozeni funkce
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mozku, jater, ledvin a sleziny. Z tohoto dlivodu je u nas zakdzdano maltol pouZivat jako
aditivum v potravinach. Jinde se maltol do potravin a ndpojl pfidava v nepatrném mnozstvi
od 50 do 200 mg/kg. Dle zakona pridavek maltolu nesmi prekrocit hodnotu 200 mg/kg. Ke
stejnym ucelllm malzZe byt také pouZit ethylmaltol, ktery ma tu vyhodu, Ze vykazuje zlepSeni
chutovych vlastnosti pfi daleko nizsich koncentracich v rozmezi 1-50 mg/kg. Kromé téchto
skutecnosti mlzZe maltol vazat hlinik za vzniku stabilniho a neutrdlniho komplexu, ktery
vyznamné zvysuje biologickou dostupnost a tedy i toxicitu hliniku. Neurotoxicita komplexu
hlinik-maltol je 20x vyssi nez komplexu hlinik-laktat. Z tohoto divodu je limitni pfijatelné
mnozZstvi maltolu pro ¢lovéka 2 mg/kg télesné hmotnosti za den. Tudiz by mél byt maltol
pravidelné monitorovan v potravinarskych produktech za ucelem ochrany zdravi verejnosti.

[1][2] [3] [17] [18] [19]

1.3.1. Vznik maltolu

Maltol vznikd nejcastéji z 4-O-substituovanych derivatl glukosy, naptiklad zlaktosy a
maltosy. Ve velké mife se tvori také z hexos, napriklad z fruktosy, jak miZzeme vidét na
obrazku 6. Prekurzor maltolu véetné spousty podstatnych pyranon( a furanond vznikajicich
prevainé v neutrdlnim ¢i slabé kyselém prostfedi je 1-Deoxy-D-erythro-hexo-2,3-diulosa.
Maltol i isomaltol maze vznikat z disacharid( degradaci 1-deoxyglykodiulos nebo odliSnym
mechanismem degradace 1-deoxyglykodiulos, které se tvofi z monosacharidd. Z cyklické
formy diulosy eliminaci hydroxylové skupiny vznikd pyran-3-on, ktery je dulezitym
meziproduktem mechanismu degradace disacharid(. Charakter glykosidové vdazaného
sacharidu ftidi dalSi reakéni mechanismy tohoto meziproduktu. Tento sacharid je bud
glukosa, s jehoZ pritomnosti se tvofi maltol a glukosylisomaltol je mozné nalézt pouze ve
stopovych koncentracich. V pripadé, kdy je tento sacharid B-galaktosa, tak je hlavnim
produktem galaktosylisomaltol. [20] Maltol ve spojeni s pivem vznika prevazné Maillardovou

reakci.
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1.4. Maillardova reakce

Procesy zodpovédné za zmény v pribéhu tepelného zpracovani potravin jsou znamy jako
Maillardovy reakce. [21] Schéma Maillardovy reakce, které poprvé popsal J. E. Hodge v roce
1953, je i po tolika letech nejpresnéjsim popisem téchto reakci. Doplnéni tohoto popisu
provedl| R. Tressl az po 40 letech. Jsou to nejrozsifenéjsi a nejdulezitéjsi chemické reakce,
které se odehravaji v prabéhu zpracovani a skladovani potravin. Pfi tomto déji dochazi
k interakci mezi aminokyselinou a redukujicim cukrem jako je napfiklad glukosa. Oznacuje se
jako reakce neenzymového hnédnuti, protoZe v pribéhu reakci vznikaji charakteristické

Zlutohnédé pigmenty nazyvané melanoidiny. Nastavaji zde i jiné reakce jako je karamelizace

sacharidu ¢i reakce proteinu s lipidy. [20]

Je to fada po sobé jdoucich reakci rozdélenych do tfi fazi:

Pocatecni faze: V prvnim kroku se tvofi glykosylaminy. Tyto nestabilni derivaty se preskupi

v pfipadé aldéz Amadoriho presmykem na 1-amino-1-deoxy-ketézy a v pfipadé ketdz

Heynsovym presmykem na 2-amino-2-deoxy-alddzy, jak je zfejmé z obrdzku 3. [20] [21]

NH—R NH—R NH—R
I .
CH,OH e ﬁ H i
O t H—C—OH y - C=0
\v H | -H ([ OH | s
OH NH-R ~——‘HO—C"—-H - H()—C"—H = H()—(I‘—H i_HO
B H—C—OH H—C—OH H—C—OH
OH | I I
ll—Cl-—()l'l H—C—OH H—C—OH
|
CH,OH CH,OH CH,OH
p-glukosylamin kation Schiffovy baze enolforma oxoforma  cyklicka forma
p-fruktosamin (1-amino-1-deoxy-n-fruktosa)
CH,OH CH—OH CH=0
|4 Il I CH,OH
C=NH-R C—NH—-R H—C—NH-R
= | | O
O NH-R | [ S ! !
e H HO—C—H -H H()—(I—H . llO—%—lI = 7o Ol
| e gg— ~——
" an E H—C—OH H—C—OH H—C—OH  HO
|
OH CH,OH H—C—OH H—(l‘—()H H—cl‘—on NH-R
| Y
CH>OH CH,OH CH,OH
o-fruktosylamin kation Schiffovy baze enolforma oxoforma cyklicka forma

p-glukosamin (2-amino-2-deoxy-n-glukosa)

Obr. 3: Schéma Amadoriho a Heynsova presmyku
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Stfedni faze: V tomto pokrocilém stadiu Amadoriho a Heynsovy produkty degraduji. Vznikaji
a-dikarbonylové slouceniny, furany, furanony a pyranony. Probihd zde Streckerova

degradace aminokyselin i dehydratace a fragmentace sacharid(. [20] [21]

Koneéna faze: V této fazi se tvori heterocyklické slouceniny, které predstavuji klicové latky
pro vysledny senzoricky profil. Je to zplsobeno reakcemi meziproduktl vzniklych
v predchozich fazich Maillardovy reakce. Zaroven se zde jesté tvori vysokomolekuldrni slozky

odpovédné za hnédé zbarveni kone¢ného produktu nazyvané melanoidiny. [20] [21] [37]

aminosloucenina, -H,O

aldosa = N-substituovany glykosylamin
A

Amadoriho pfesmyk
1-amino-1-deoxy-2-ketosa D

T BN

Schiffovy baze derivati degradac¢ni produkty

furan-2-karbaldehydu reduktony
/ A
E
M -2H F E
cukry
dehydroreduktony » Streckerovy aldehydy
F /
‘//F
F aldoly a polymery
derivaty » neobsahujici dusik G
furan-2-karbaldehydu . \E ¢ G G
\ melanoidiny v

(hnédé dusikaté polymery)

schéma podle Hodge

Obr. 4: Schéma Maillardovy reakce podle J. E. Hodge [20]
Reakce A, B spadaji do pocatécni faze
Reakce C, D, E spadaji do stfedni faze

Reakce F, G spadaji do konecné faze
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protemny polysacharidy lipidy

l hydrolyza i hydrolyza ihydrol}’rza
peptidy oligosacharidy mastné kyseliny
i hydrolyza l hydrolyza lperoxidace
volné aminokyseliny  mono- a disacharidy hydroperoxidy

| | oxo- a hydroxykyseliny, ketoly

i pocateéni faze Maillardovy reakee l degradace

glykosylaminy, Amadoriho alk-2-enaly, alka-2,4-dienaly,
a Heynsovy produkty ketony, laktony, aj.

i stfedni fize Maillardovy reakce

a-dikarbonylové sloudeniny,
furany, furanony, pyranony
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Maillardovy reakee S AETEEEE
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kondenzace, pfesnyky aj.)

| | '
produkty produkty produkty
odvozené od aminokyselin  odvozené od sacharidi  odvozené od lipidi

schéma podle Tressla

Obr. 5: Schéma Maillardovy reakce podle R. Tressla [20]
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Obr. 6: Dehydratace sacharid(l — vznik maltolu a isomaltolu [20]

1.4.1. Faktory plisobici na prtibéh reakce

Potfebné projevy reakce musi byt zdUraznény a ty nezadouci potlaceny, proto musime
kontrolovat faktory, které ji ovliviiuji v prilbéhu zpracovani potravin. Jsou to zejména pH,
teplota, typ a koncentrace reaktantd, ¢as reakce a aktivita vody. Maillardovy reakce jsou
velmi slozZité, a proto optimalizace béhem tohoto procesu je nadmiru komplikovanda. To
ztéZuje i skutecnost, Ze jednotlivé faktory se navzajem ovliviiuji a neucinkuji tedy oddélené.
Na produkci hnédého zbarveni ma vyznamny vliv aktivita vody. Kdyz je jeji hodnota pfilis
nizka, maze dojit az k zastaveni reakce. Na aktivité vody je velmi zavislad aktivacni energie,
jejiz hodnoty se pohybuji v rozsahlém intervalu od 10 do 160 kJ/mol u Maillardovy reakce.

Tato aktivaéni energie je podfizena i hodnoté pH prostredi a to predevSim pfi tvorbé
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hnédych pigmentl. Teplota ma vliv na rychlost reakce i na reakéni mechanismy, které
pfispivaji k vyslednému produktu. ZvySena teplota vSeobecné pfispiva k SirSi fragmentaci
reaktantd a tedy k hojnému poctu produktl. A zména teploty pfi Maillardové reakci je
odpovédnd za zisk rliznych aromatickych latek rozdilného senzorického vjemu z identické
reakéni suroviny. | vliv pH prostiedi je jednim z kritérii pribéhu Maillardovy reakce, jejiz
rychlost vzrista se zvySovanim hodnoty pH. Pfi nizSich hodnotach pH se tvofi rliznorodé

karboxylové kyseliny. [20] [38]

2. VYROBA PIVA

Vareni piva je nékolikastupriovy proces obsahujici nékolik dil¢ich postupt. [7] [26] Pivo
obsahuje Sirokou $kalu chemickych sloucenin, které budou vzdjemné reagovat ve vSech
fazich vareni piva. [6] Proto kazdy druh tohoto mirné alkoholického napoje ma jiné chemické

slozeni. [5]

2.1. Ingredience pouzivané pri vyrobé piva

Pivo se vyrabi ze ¢tyf hlavnich surovin a to jsou voda, obilny slad, chmel a pivovarské

kvasinky. [6] [11]

2.1.1. Slad

Slad je jednou z vychozich a zakladnich surovin pro vyrobu piva. | z hlediska aromatického
profilu piva je tato surovina velmi vyznamna. [9] Pocéatecni surovina pro produkci sladu je
obilovina, u nas je to predevsim jeCmen sety. [23] [24] Naptiklad pti vareni bezlepkového

piva se pouziva kukufice, ryze, ¢irok ¢i proso. [22]

Dva druhy sladu, které se produkuji po celém svété, jsou svétlé slady plzeriského typu
pouZivané pro svétla piva a tmavé slady mnichovského typu pouzivané pro tmava piva.
Existuji i jiné druhy specifickych sladi, vyuzivajici se jen na zvyraznéni urcité charakteristiky
piva jako napfriklad karamelové, barvici ¢i nakufované slady. [23] Nahrazenim je¢ného sladu
alespon 50% psenicnym sladem se vyrabi psSeni¢né pivo a tyto slady z pSenice seté

napomahaji stabilizovat pénu piva. [23] [26]
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Slad obsahuje fadu sacharid(, které se skladaji z nerozpustné celulézy a hemicelulézy a také
z rozpustného dextrinu, $krobu a jednoduchych cukrd. Skrob se skldadd zamylézy a
amylopektinu a predstavuje 50-60% celkové hmotnosti sladu. [7] Ve sladu se dale vyskytuji
dusikaté latky, kromé samotnych bilkovin to jsou fragmentacni ¢asti proteinl jako jsou
aminokyseliny, polypeptidy, makropeptidy a nizsi peptidy produkujici se ve zrné v pribéhu

kliceni jeémene. [23]

Dalsi podstatnou slozkou sladu jsou lipidy, z nichZ nejvyznamnéjsi vzhledem k jakosti piva
jsou mastné kyseliny a to predevsim kyselina linolova. Do téchto latek dale patfi
acylglyceroly, lipoproteiny, fosfolipidy a lipopolysacharidy. Zrno sladu je tvofeno az 4,5%

lipidy. [24] [28] [29]

Dalsimi slouceninami jsou fenoly nachazejici se v prvni fadé v obalu zrna. Rozdéluji se na dvé
zakladni kategorie a to flavonoidy a fenolové kyseliny. Patfi sem bezbarvé a barevné
flavonoidy, fenolové kyseliny a jednoduché fenoly, chinony, kumariny a kondenzované a dasi

polymerni polyfenoly. [24] [28] [29]

Slad by nemél ve velké mife obsahovat latky, jako jsou dimethylsulfid a jeho prekurzory, N,N-
dialkylnitrosaminy, mykotoxiny, tézké kovy i polycyklické aromatické uhlovodiky. Tyto
slou¢eniny mohou mit nepfijemny dopad na senzoricky charakter piva nebo mohou byt
toxické, karcinogenni ¢i mutagenni a tudiz by mohly mit Spatny vliv na zdravi ¢lovéka. [24]

[28] [29]
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Obr. 7: JeCmen sety

(https://cs.wikipedia.org/wiki/Je%C4%8Dmen_set%C3%BD)

2.1.1.1. Vyroba sladu

Vyroba sladu se déli do 3 procest [29]:
e Madaceni
e Kliceni

e Hvozdéni

2.1.1.1.1. Maceni

Cilem maceni je zvysit obsah vody v je¢ném zrnu asi na 40 — 47%. ZvySeni obsahu vody vede

k aktivaci enzym, které zajistuji kliceni semena. [24] [28] [29]

2.1.1.1.2. Kliceni

Pti procesu kliceni je ukolem aktivovanych enzymi rozstépit vysokomolekularni latky na

nizkomolekularni slouceniny. Probihd zde také syntéza ostatnich enzyma i rdstovych
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hormonl. VSechny tyto latky se podileji na organoleptickych vlastnostech koneéného

produktu. [24] [28] [29]

2.1.1.1.3. Hvozdéni

Pfri tomto kroku vznikd zeleny slad a je to konecny proces pfi vyrobé sladu. Zde se nakliceny
je€men vysusi nejprve pfi teploté 60° C a poté se dosusi pii teploté 80 - 105° C. Ucelem je
zajistit, aby se vlhkost zrna sniZila pod 4% a tim padem aby se zastavilo kli¢eni je¢mene.
JelikoZ se pfi hvozdéni uplatiuji rGzné chemické i fyzikalni premény latek, dochazi zde
k tvorbé velkého mnozstvi senzoricky aktivnich ¢i barevnych slouéenin typickych pro uréity

typ piva. [24] [28] [29]

2.1.2. Chmel

Na tuto velmi vyznamnou surovinu pro vyrobu piva se pouzivaji samici rostliny rodu Humulus
lupulus, jinak chmel otacivy.[27] Na rozdil od jinych alkoholickych napoji dodava chmel pivu
charakteristickou horkost a aroma. Hlavnim zdrojem této horkosti a aroma jsou chmelové
pryskyfice nachdzejici se uvnitf zlaz samicich kvétl chmele.[11] Dalsi vyznamné soucasti
chmele jsou polyfenoly, silice i nékteré jiné slouceniny podstatné pro technologicky proces.
Odrady chmele mizZzeme délit bud na zelenaky a cervenaky dle barvy chmelu nebo na rané,
polorané a pozdni dle doby zrani chmele. Chmel se také muze délit z hlediska obsahu
chmelovych pryskyfic a to bud na jemné aromatické chmele, kde je obsah a-hofkych kyselin
v rozmezi 3 — 7% hmotnosti nebo na vysokoobsazné horké chmele s obsahem az 15% a-

horkych kyselin. [23]

2.1.2.1. Chemické slozeni chmele

Obsah vody v chmelu po vysuseni je dulezity, protoze ma vliv predevsim na horké latky a
jejich vlastnosti v prabéhu skladovani chmelu. Z toho divodu by mél byt idealni obsah vody
v rozmezi vlhkosti 10 — 11%. Nejvyznamnéjsi slozky chmelovych pryskyfic jsou a-horké
kyseliny zodpovédné za intenzitu a charakter horkosti vysledného produktu.[23] Pti procesu
varu piva dochazi k tepelné izomeraci a-horkych kyselin na iso-a-horké kyseliny, cozZ jsou

nejvyznamné&jéi produkty, které obstardvaji a7 85% hotkosti piva. [11] [23] Cim wys3Si je
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hodnota iso-a-horkych kyselin, tim intenzivnéji je vnimana hotkost produktu. Zdrojem
pfiznivého chmelového aroma jsou tékavé aromatické slozky obsazené v chmelovych silicich
a obvykle jsou vnimany jako kvétinové, ovocné Ci dievnaté viné. [11] V chmelu se objevuiji i
B-horké kyseliny a mnoiZstvi zdleZi na odriddé chmele. Obvykle to byva kolem 3-5%
hmotnosti chmele. Dale se vchmelu vyskytuji polyfenolové latky jako jsou flavonoly a
glykosidy flavonol(, katechiny, fenolové kyseliny a jejich derivaty a kumariny, které mohou
mit pozitivni i negativni Ucinky stejné jako u polyfenoll ve sladu. V suseném chmelu mGzeme
nalézt také sacharidy, nejcastéji jednoduché cukry, které mohou reagovat
s aminoslouceninami v prlibéhu Maillardovy reakce, ale jinak nemaji technologické vyuziti pfi
vareni piva. Chmel obsahuje rovnéz dusikaté latky, prenylované flavonoidy a v malém
mnozstvi i lipidy. Z biologického pohledu jsou dualezité minerdlni latky, zejména draslik,
vapnik, hot¢ik, zelezo, méd, zinek a mangan. V chmelu se vyskytuji i nékterd barviva jako je

chlorofyl. [23]

Obr. 8: Chmel otacivy

(http://www.priroda.cz/lexikon.php?detail=2641)

2.1.3. Voda

Pramyslové odvétvi jako je pivovarstvi se fadi mezi nejvétsi odbératele vody s mnozstvim 10
— 15 hl vody na 100 kg sladu. Pivo je tvofeno z 85-95% svého objemu vodou. [29] Zdroje

prirodnich vod vyuzivané v pivovarstvi se déli na spodni a povrchové vody. Ve spodnich
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vodach je nizsi koncentrace organickych latek, zatimco povrchova voda byva vyznamnéji

znecisténa. [23] [29]

Velmi dulezité jsou ionty obsazené ve vodach pouZivanych pfi vyrobé piva. Ty nejdllezitéjsi
jsou [30]:

Kationty: H", Na*, K*, NH,", Ca®*, Mg®*, Mn**, Fe**, Fe*', AI*".

Anionty: OH’, CI', HCO5', CO5*, NO5, NO5, SO,%, PO,”, SiO5”.

Vyznamnym kritériem pro vyhodnoceni kvality vody je jeji tvrdost. Tvrdost vody je obsah
rozpusténych soli a to prevainé vapenatych a horecnatych. Soli hof¢iku a vapniku, prevazné
sirany, chloridy a kfemicitany tvofi stalou tvrdost vody neboli tvrdost nekarbonatovou.
Kdezto tvrdost prechodna neboli karbondtovd, ktera se pfi varu z ¢asti ¢i Uplné rozklad3, je

tvorena hydrogenuhli¢itany vapniku a hotciku. [23, 31]

Rozdéleni tvrdosti (koncentrace Ca** a Mg?* ve vodé)[23]:

e Mékka-1,4 mmol/l
e Stfedné tvrdd — 2,1 mmol/l
e Tvrdad-5,3 mmol/l

e Velmitvrda - vice nez 5,3 mmol/I

2.1.3.1. Druhy pivovarskych vod

Plzeniska voda je mékka, ma nizky obsah anorganickych Iatek a pro vyrobu piva je vhodna pro

silné chmelena spodné kvasena piva. [32]

Mnichovska voda je stfedni az tvrda, ma nizkou koncentraci sirant a chlorid(l, zato ale vétsi

koncentraci vapniku a uhli¢itant. [32]

Dortmundska voda je velmi tvrda a prevazuje neuhli¢itanova tvrdost. [32]

Videnska voda je velmi tvrda a prevazuje uhli¢itanovd tvrdost, je vhodna pro produkci

polotmavych piv. [32]
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Dale se v pfirodnich vodach vyskytuji rozpusténé plyny a to hlavné sulfan, kyslik, oxid uhlicity
a chlor. Pfirodni vody obsahuji také organické latky, z nichZ se nejvice vyskytuji huminové
latky ¢i chlorované uhlovodiky jako napfiklad bromoform, trichlorethylen, trichlormethan
nebo bromodichlormethan. Diky pfitomnosti nezadoucich latek je potfeba vodu predistit a to

pomoci chemickych, fyzikalnich, mechanickych ¢i biologickych postup. [23]

2.1.4. Pivovarské kvasinky

Tyto jednobunécné organismy jsou jednou z kli¢ovych ingredienci pro vyrobu kvalitniho piva.
V pivovarstvi, ale i vjiném odvétvi potravinarské technologie, jsou nejvyuzivanéjsi druhy
kvasinek rodu Saccharomyces cerevisiae. [34] Prvni, kdo zpozoroval, Ze kvasinky se chovaji
jako Zivé organismy, byl Antonie van Leeuwenhoek. [23] Tyto kvasinky hraji hlavni roli
v procesu kvaseni a to tak, Ze preménuji zkvasitelné sacharidy na ethanol a oxid uhlidity.
Mimo to také syntetizuji vedlejsi produkty, které jsou klicové pro aromatické slozky findlniho

piva. [35]

2.1.4.1. Druhy pivovarskych kvasinek

Pivovarské kvasinky patii do fiSe hub a rozdélujeme je na spodni a svrchni pivovarské
kvasinky. Spodni pivovarské kvasinky Saccharomyces cerevisiae se vyuZzivaji v teplotnim
intervalu od 7 do 15° C. Dochazi k sedimentaci kvasnic na dno kvasné nadoby a tento typ
kvasinek se pouziva pro piva typu lezaku. Svrchni pivovarské kvasinky Saccharomyces
cerevisiae se vyuZivaji vintervalu teplot od 18 do 22° C a kvasnice jsou vynaseny do

kvasni¢né deky. VyuZivaji se na vareni piva typu Ale ¢i dalSich druh(. [23]
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Obr. 9: Snimek z elektronového mikroskopu kvasinek Saccharomyces cerevisiae

2.1.4.2. Tvorba metaboliti béhem kvaseni

Kvaseni se déje za anaerobnich podminek, tedy bez pfitomnosti kysliku. KdyZz sacharidy
oxiduji v bezkyslikatém prostiedi, dodavaji tak burikam kvasinek energii, kterou burka
potfebuje ke stavbé svych elementarnich soucasti. Hlavni metabolity kvaseni jsou ethanol a
oxid uhli¢ity. Napriklad z jedné molekuly hexosy vzniknou dvé molekuly ethanolu, dvé
molekuly oxidu uhli¢itého, néjaké vedlejsi produkty a teplo. [23] Pfi vyrobé piva béhem
kvaseni se uvolni 140 milionG tun CO, roc¢né a jeho Cistota je 99%. [36] Dale se zde tvofi
vSechny aromatické latky jako jsou vyssi alkoholy, estery, karbonylové slouceniny, sirné

produkty a organické kyseliny jak jiz bylo zminéno dfive. [23]

2.2. Priprava mladiny

Mladinu Ize pfipravit ve 4 nasledujicih zakladnich krocich:
1. Srotovani sladu
2. Rmutovani
3. Zcezovani
4

Chmelovar
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2.2.1. Srotovani

Vyrobeny slad je tfeba rozdrtit a to nejcastéji mechanickym procesem zajistujicim
dostupnost endospermu, ktery je potfebny pro pozdéjsi enzymové a fyzikalné-chemické
reakce. Endosperm je zdroj polysacharidu skrobu, ktery musi byt preveden do roztoku a
vyuZit pfi procesu kvaseni. VSechna zrna musi byt precizné rozdrcena, pficemz se musi
zachovat celistvé slupky zrna zvané pluchy, protoze ty jsou pozdéji potifebné jako filtracni
materidl sladiny a jsou z velké ¢asti tvoreny nerozpustnou celulosou. Pro extrakt sladiny
nemaji pluchy zadny podstatny vyznam. Slad se muize mlit bud’ za sucha a nebo se navlhdi,
aby nedoslo k poskozeni pluch. Timto procesem vznikd sladovy Srot. Tento Srot se musi
dobre promichat s teplo vodou, aby se dosahlo pfedpokladaného slozeni sladiny. Vysledkem
tohoto vystirani je vznik kaSovité konzistence sladového Srotu a vody, kterou oznacujeme
jako rmut. Je potreba, aby se co nejvice latek prevedlo ze sladu do vodného roztoku. Ovsem
ve vodé rozpustnych latek neni mnoho a tak se do vody prevedou hlavné sacharidy,

nizkomolekularni [atky a v podstaté vSechny anorganické slozky. [23] [27] [40]

2.2.2. Rmutovani

Hlavnim udkolem rmutovaciho postupu je rozstépit Skrob na jednodussi zkvasitelné cukry za
pritomnosti amylolytickych enzym(. Tyto enzymy mohou Stépit Skrob pfimo na maltosu
nebo pres a-glukany (dextriny) spolu s nimi vznikd i Sirokd Skala monosacharid(i jako jsou

glukosa a fruktosa, di a trisacharid( ¢i oligosacharid(.

Skrob je $tépen ve tifech krocich — bobtndni, zmazovaténi a ztekuceni. Bobtnani a
zmazovaténi Skrobu je fyzikalné-chemicky déj, zavisejici zejména na rychlosti a teploté
zahfivani a na tom, jaky druh jeémene byl pouZit na vyrobu sladu. Skrob sladu mazovati pfi
teplotach od 50 do 57° C, zavisi na misté vegetace a druhu jeCmene. KdyZ se v roztoku
vyskytuji jen fragmentacéni produkty Skrobu, dochdzi ke zcukfeni. Je to faze postupného
zkracovani retézci molekul amylosy a amylopektinu plsobenim enzym( nazyvajici se
ztekuceni. Tento proces je nejidedlnéjsi pokud se teplota zvySuje pomalu a vareni rmutu je

intenzivni. Tak dochazi k idedInimu prechazeni skrobu ze sladového zrna do roztoku.
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Obr. 10: Schéma stépeni skrobu [23]

Dalsim cilem rmutovani je Stépeni protein( a polypeptidld na produkty s nizsi molekulovou
hmotnosti. Za timto Stépenim stoji proteolytické enzymy aminopeptidasy, endopeptidasy,

karboxypeptidasa a dipeptidasa. Pfi tomto déji stoupa procento rozpusténého dusiku.

Pfi rmutovani také probihd Stépeni neskrobovych polysacharid(i a lipidl. Zmény lipidQ
béhem rmutovani provadi enzymy lipasy a lipoxygenasy. Obsah lipidli ve sladu je az 4,5% a
z toho nejvétsi cast tvofri kyselina linolova. Méni se také pH pfi rmutovani a to do kyselejsi

oblasti az o hodnotu 0,15 - 0,30. Timto procesem vznika sladina. [23]
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2.2.3. Scezovani

Nasleduje scezeni vzniklé sladiny ve scezovaci kadi. Ztohoto pracného fyzikalné —
chemického procesu dostaneme Ciry extrakt sladiny obsahujici vSechny potfebné latky.
Cirost sladiny se odviji od podilu lipidd. PF¥i tomto filtraénim dé&ji dojde nejprve k oddé&leni
extrakéniho roztoku sladu zvaného predek. V kadi zGstane pevny podil nazyvajici se mlato.
Ten se promyje horkou vodou a ziskaji se vystrelky, které se pridaji k extrakénimu roztoku
sladu. Scezovani je ovlivnéno kvalitou a slozenim sladového Srotu, stupném Stépeni

vySemolekularnich slozek, teplotou a typem zafizeni pro scezovani. [23] [41]

Obr. 11: Scezovaci kad’

(http://pivni.info/galerie/371-exkurze-ve-vyskovskem-pivovaru.html)

2.2.4. Chmelovar

Timto procesem oznacujeme smichani a vareni vzniklé sladiny s chmelem po dobu 60 az 90
minut pri teploté 100° C. PGsobi zde mechanické pohyby ve spolupréci se skdlou reakci
fyzikalnich, chemickych i biochemickych. Vyslednym produktem je mladina, jejiz vysledné

slozeni bude mit vliv na nasledujici technologicky proces. [40] [42]

Ucel chmelovaru Ipi [23]:
e Vodpareni prebytku vody, aby se dosahlo vyhovujici koncentrace extraktu mladiny
pro dany druh piva. Pti varu dojde k odparu tékavych sloucenin jako jsou chmelové
silice, oxidaéni produkty ¢i dimethylsulfid, ale jiné tékavé latky zase vzniknou. Jaké

mnozstvi latek se odpari zalezi hlavné na teploté, tlaku a na ¢ase chmelového varu.
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[23] Intenzivnéjsi a delSi chmelovar ma za nasledek lepsi odparovani karbonylovych
slozek, pricemz se smés zbavi veSkerého (2E)-non-2-enalu se sou¢asnym vyloucenim

kalG a vytvorenim novych karbonylovych sloucenin. [43] [44]

V inaktivaci enzymd, které byly zachovany z procesu p¥ipravy sladiny. Cinnost téchto
enzymU se zastavuje uz pfi zaCatku ohfevu mladiny. Tyto enzymy jsou obvykle
bakteridlniho nebo plisnového pulvodu a jejich kompletni aktivita je zastavena

v teplotach kolem 95° C.

Ve sterilizaci mladiny a inhibici rezidudlni mikrofldry, kterd probiha béhem varu za
snizeného pH v doprovodu horkych slozek chmele. Ty zabiji plisné, kvasinky a
bakterie pochazejici z ingredienci pouZivanych pfi pfedchozich technologickych

postupech.

V koagulaci proteint, ke které dochazi vizoelektrickém bodé. Tento fyzikdlné —

chemicky déj ovliviiuje teplota, doba varu, pH, tlak, slozeni mladiny a pohyb. [23]

V rozpustnosti a izomeraci chmelovych horkych ldtek, které zaviseji na hodnoté pH
mladiny. Nejpodstatnéjsi slozky jsou a-horké kyseliny neboli humulony, které se pfi
chmelovaru izomeruji na iso-a-hotké kyseliny cili isohumulony. Tyto latky jsou
nejvyznamnéjsi pro typickou horkost vysledného piva. Na izomeraci ma vliv zejména
mnoZstvi a rozpustnost a-horkych kyselin, kterd klesa se snizujici se hodnotou pH,
ddle stari chmele, sloZzeni mladiny a doba chmelovaru s idealni délkou 90 az 120
minut. Z plvodniho poctu a-humulond se izomeruje pri chmelovaru 40 az 60 % a 5

az 15 % je ponechano v prvotni podobé.

V rozpusténi a upraveni dalsich sloZzek chmele a jeho produkti a to hlavné polyfenold,

dusi¢nan(, dusikatych sloucenin a lipidd.

Ve tvorbé produkti Maillardovy reakce
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Obr. 12: Tvorba melanoidint pfi Maillardové reakci [23]

Ve tvorbé reduktont a v ustaveni redoxniho potencidlu mladiny
V zajisténi oxidacni reakce a to hlavné polyfenolovych sloucenin.

Ve zvyseni acidity pfi chmelovaru, tedy snizeni hodnoty pH asi 0 0,1 az 0,2.

V posledni fazi pfipravy mladiny se musi vyrobend mladina zchladit z teploty asi 100° C na

zakvasnou teplotu 5 az 6° C. Z mladiny se musi také vyradit jemné a hrubé kaly a nasyti se

kyslikem. [23]

2.3. Kvaseni

Kvaseni rozdélujeme na 2 stupné fermentace a to na hlavni kvaseni a na dokvasovani a zrani

piva. [40]
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2.3.1. Hlavni kvaseni

Kvaseni je nezbytna operace pti vyrobé piva. Do kvasnych kadi se pridava 10 az 20 miliond
kvasinkovych bunék na 1 ml vychlazené mladiny. [45] NejdulezitéjSi reakci je pfeména
zkvasitelnych jednoduchych cukrd na oxid uhli¢ity a ethanol. V hlavnim kvaseni vznika
zejména velké mnoistvi ethanolu a oxid uhli¢ity unikd. [40] Dochazi i ktvorbé jinych
tékavych sloucenin, jejichz koncentrace a povaha bude na zavér uréovat organoleptické

atributy celého komplexu. [47]

Faktory, které ovliviiuji proces hlavniho kvaseni [23]:

e SloZeni a mnoZstvi mladiny, ktera musi obsahovat dost zkvasitelnych cukrd a dusikaté
slouc¢eniny, jez kvasinky lehce vstiebaji. [46] Dextriny, polyfenolové, horké a
vysokomolekuldrni dusikaté slouceniny neovliviiuji toto kvaseni. Sirné slouceniny,
jako prirozeny antioxidant oxid sifiCity, se pfi vareni mladiny odstrani. Rlstové
hormony a vitaminy jsou pivodem z mladiny, zejména ze sladu, kde je jich dostatek

pro proces kvaseni.

e Teplota a regulace kvaseni

e Charakter kvasinek

e Doba kvaseni

e Stuperi provzdusnéni mladiny a kvasnic

e MnoZstvi kvasnic a zpusob zakvasovdni

e Stddium homogenizace smési mladiny a kvasnic
e Typ a geometrie fermentoru

e Zplsob a intenzita cirkulace

e Tlakové podminky — kvaseni za atmosférického tlaku ¢i s mirnym pretlakem
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Zmény odehravajici se béhem kvaseni [23] :

e SniZi se obsah extraktu mladiny

e Zkvasovdni sacharidu. V pribéhu kvaseni ubyva sacharidl a s nejvétsi rychlosti kvasi
glukosa a sachardza, kterd vstupuje do kvasnic v podobé glukosy a fruktosy. Kdyz se
snizi uroven glukosy ve smési asi o 60 %, tak je na radé zkvaSeni maltosy, zakladniho
pivovarského sacharidu. [48] Fruktosa kvasi pomaleji, tim padem miZe mit pivo
nasladlou chut.

e Tvorba ethanolu a oxidu uhli¢itého, tedy hlavnich produktd kvaseni. Cast tohoto
oxidu uhlicitého je rozpusténa v kvasici smési dle Henryho zakona.

e Zména kyselosti

e Zména barvy

e Vyvijeni redoxni kapacity

e SniZeni obsahu dusikatych sloucenin. Latky s nizkou molekulovou hmotnosti jsou
vstfebany do kvasinek, kdezto latky s vysokou molekulovou hmotnosti se Ucéinkem
klesani pH odstranuji z roztoku.

e Zmény horkych chmelovych Idtek. Se snizenim hodnoty pH na 5 dojde prakticky
k vysrazeni zejména a-horkych kyselin, ponévadz se snizi jejich rozpustnost.

e Zmény polyfenoli. V pribéhu hlavniho kvaseni dochdzi k odstranéni asi 20 az 30%
obsahu polyfenolovych latek, zejména kondenzovanych. [46] [49]

e Tvorba vedlejsSich produkti kvaseni. Produkuji se predevsim vyssi alkoholy jako jsou
v prvni fadé isobutanol a isoamylalkohol. Dale karbonylové slouceniny, tedy aldehydy
a ketony, které maji velky vyznam pro senzorické vlastosti finalniho produktu.
Napftiklad acetaldehyd v hodnotach vyssich jak 20 mg/l pfidéluje pivu sklepni ¢i
zeleninovou chut a nepfijemné aroma. Jako dalsi vedlejsi produkty vznikajici pfi
kvaseni mlZeme oznacit Volné mastné kyseliny, organické tékavé, hlife tékavé a

netékavé kyseliny, glycerol, oxid sificity, dimethylsulfid a methional.
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2.3.2. Dokvasovani a zrani piva

Pti dokvaSovani dochdazi k mirnému a pomalému zkvasovani cukrd, tudiz dochazi k syceni
oxidem uhlic¢itym a zdroven k Cifeni piva. Pivo zraje v lezackych nadobdach ¢i moderné ve
velkoobjemovych izolovanych nddobach, kde méni koncentraci svych aromatickych tékavych

latek a pivo dostava svou charakteristickou chut a vini.

Obr. 13: Cylindrokonické tanky [23]

2.4. Filtrace, pasterizace a staceni piva

Pivo se musi zfiltrovat kvali odstranéni kalli, dosazeni pozadované Cirosti a stability
vysledného produktu. Neobsahuje potom mikroorganismy a zdkalotvorné castice, které by
mohly ménit jeho sloZeni. Filtry mohou byt vlaknité, pérovié nebo zrnité a praskovité.
Mohou se pouzit filtry o rGznych rozmérech pér(i, aby mohlo dojit k separaci odlisné velkych

¢astic. [23]

Ukolem pasterizace je zabrdnit aktivité mikroorganismd tepelnou Upravou, aby se pivo

nemohlo zkazit a aby byla zarucena jeho stabilita neboli trvanlivost. [23]

33



Poté se musi pivo stocit do obalovych materidll, coZ jsou nejcastéji sklenéné a plastové
lahve, plechovky, sudy ¢i tanky. Nesmi pfitom dochdzet k Unikim oxidu uhli¢itého nebo
dalSich charakteristickych tékavych sloucenin a také zde nesmi byt pfitomen kyslik, ktery ma

negativni vliv na organoleptické vlastnosti a na trvanlivost piva. [23]
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Obr. 14: Schéma vyroby piva Budvar
(http://ceskepivo-ceskezlato.cz/piva.php?on=opivu&pg=opivul8)
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EXPERIMENTALNI CAST

3. METODY A VYBAVENI

3.1. Chemikalie

Na pripravu standardu maltolu se pouzil maltol (p.a., Sigma-Aldrich) rozpustény v methanolu
o koncentraci 1 g/l (p.a., Lach-Ner). Pfi volbé rozpoustédla pro extrakci byl pouzit ethylacetat
(p.a., Lach-Ner), diethylether (p.a., Lach-Ner), hexan (p.a., Lach-Ner), tetrahydrofuran (p.a.,
Sigma-Aldrich), dichlormethan (p.a., Lach-Ner), chloroform (p.a., Lach-Ner),
tetrachlormethan (p.a., Lach-Ner). tetrachlorethylen (p.a., Lach-Ner), terc-butyl-methyl-
ether (p.a., Sigma-Aldrich), toluen (p.a., Lach-Ner). Na vysoleni roztoku se vyuzil chlorid
sodny (p.a., Lach-Ner) a naslednd derivatizace se provedla s pomoci hexamethyldisilazanu
(p.a., Lach-Ner). Jako vnitini standard se vyuzil m-nitrofenol (p.a., Loba — chemie, Wien —
Fischamend), a-naftol (p.a., Penta), 3-bromfenol (p.a., Sigma — Aldrich) a 3,5-dibromfenol

(p.a., Sigma — Aldrich)

3.2. Pristroje a zarizeni

Plynovy chromatograf Aglient 7890A (Aglient Technologies, Palo Alto, USA) s hmotnostnim
spektrometrem 5975C inert (Aglient Technologies, Palo Alto, USA) a kapilarni kolonou 30 m x
0,25 mm x 0,25 um (Aglient Technologies, Palo Alto, USA), nosny plyn Helium 4,8 (SIAD,
Bergamo, Italie), blokovy termostat SBH130 (Stuart), Centrifuga 5702 (Eppendorf).

3.3. Volba rozpoustédia

Do kazdé z 10 zkumavek se pridalo 9 ml odplynéného piva obsahujiciho 90 ul standardu
maltolu (c =1 g/l) a 2 ml rozpoustédla. Extrakéni smés se dikladné protrepala a vloZila se do
centrifugacniho zafizeni dvakrat po jedné minuté a nasledné jednou na 4 minuty, mezi
jednotlivymi stacenimi se smés vzdy dikladné protrepala. Po poslednim stoceni se odebral
extrakt do Cistych vialek. Vialky se vloZily do blokového termostatu vytemperovaného na

60°C a rozpoustédlo se odpafilo mirnym proudem dusiku. Vyjimku tvorfila zkumavka
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obsahujici tetrahydrofuran, jelikoZ rozpoustédlo s pivem netvofilo fazové rozhrani. Do této
zkumavky se ptidal 1 g siranu hofe¢natého, ktery vaze vodu a tak vyplavi na povrch THF
s kterym se ddle pracuje jako s ostatnimi extrakty. Po vysuSeni se do kazdé vialky ptida
nejdrive 60 pl piridinu a nasledné 60 ul derivatizac¢niho Cinidla hexamethyldisilazanu (HMDS).
Vialky se zavickuji a vloZi se do termostatu vytemperovaného na 80°C, kde se maltol po dobu
30 minut derivatizuje. Poté se vialky vyjmou, nechaji se ochladit a pfida se 880 pl hexanu.

Vznikly roztok se nastfikuje do plynového chromatografu.

3.4. Opakovana extrakce

Postupovalo se obdobné jako pfi volbé rozpoustédla: Do 25 ml odmérné barnky se
napipetovalo 250 pl standardu maltolu (c = 1 g/l) a doplnila se po rysku odplynénym pivem.
Do dvou zkumavek se pfidalo 10 ml vzorku piva se stadardem a 2 ml rozpoustédla (EtAc,
TBME). Zkumavky se protfepaly, vlozily do centrifugaéniho zatizeni 2x na 1 minutu a poté 1x
na 4 minuty. Po stoceni se extrakt odebral do cistych vialek a nechal se opét odpafit a
profoukat dusikem v termostatu. Do zkumavek se opét pridaly 2 ml Cistého rozpoustédla a
ddle se postupovalo stejné. Kazidy extrakt byl odebran do cisté vialky. Tento postup se
opakoval jesté 2x, celkem se tedy provedly 4 extrakce. K odparku opét pfiddme 60 pl
pyridinu a 60 pul HMDS, ponecha se temperovat 30 minut pfi 80°C. Po ochlazeni se prida 880

ul hexanu a roztok se nastrikuje do GC/MS.

3.5. Opakovana extrakce s pridavkem soli

Postup je stejny jako v predchozim experimentu (5.4). Jedinou vyjimku tvofi pridavek 1 g
chloridu sodného (kuchyriské soli) do jedné zkumavky, druha zkumavka zlstava bez vysoleni

pro porovnani vysledku experimentu.

3.6. Volba pH piva

Do Sesti zkumavek se napipetovalo 10 ml piva o rizném pH = 1,6; 3; 5; 7; 9 a 11. pH piva se
upravovalo do alkalické oblasti hydroxidem sodnym a do kyselé oblasti kyselinou

chlorovodikovou. A dalsi postup byl opét identicky s predesSlym postupem (5.4).
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3.7. Pridavek vnitiniho standardu a standardu maltolu

Nejprve byly pfipraveny roztoky vnitfnich standardi m-nitrofenolu (NF), a-naftolu (NAF) , 3-
bromfenolu (Br) a 3,5-dibromfenolu (DiBr) o koncentraci 1 g/l. Poté se do Sesti jednotlivych
zkumavek michaly nasledujici smési:
1) 10 ml odplynéného piva + 100 pl standardu maltolu + 100ul roztoku NF + 100 pl
roztoku NAF
2) 10 ml odplynéného piva + 100 pl roztoku NF + 100 pl roztoku NAF
3) 10 ml odplynéného piva + 100 ul standardu maltolu + 100 pl roztoku Br + 100 pl
roztoku DiBr
4) 10 ml odplynéného piva + 100 pl roztoku Br + 100 ul roztoku DiBr
5) 10 ml Britton-Robinsonova pufru (pH = 4,8) + 100 pl standardu maltolu + 100 pl
roztoku Br + 100 pl roztoku DiBr
6) 10 ml Britton-Robinsonova pufru (pH = 4,8) + 100 pl standardu maltolu + 100 pl
roztoku NF + 100 pl roztoku NAF
Poté se do vSech zkumavek ptidaly 2 ml ethylacetdtu a opét se postupovalo podle

predchoziho postupu (5.4).

3.8. Kalibrace

Pro uréeni prfesného obsahu maltolu byla pouZita metoda kalibraéni zavislosti. Koncentrace
standardu maltolu v Britton-Robinsonové pufru (pH = 4,8) Cinila: 0; 0,001; 0,005; 0,01; 0,05;
0,1;0,2;0,5; 1; 2; 5 a 10 pg/ml. Koncentrace standardu maltolu v pivu ¢inila: 0; 0,2; 0,4 a 0,6
ug/ml.

Poté se do vSech zkumavek pridaly 2 ml ethylacetatu a 10 ul standardniho roztoku m-

nitrofenolu (c = 1 g/I) a opét se postupovalo podle predchoziho postupu (5.4).

Metoda kalibraéni zavislosti: Z rovnice kalibraéni zavislosti se vypocital obsah maltolu v pivu.

Metoda vnitfniho standardu: K 10 ml odplynéného piva ve zkumavce se pridalo 10 pl roztoku

nitrofenolu (c = 1 g/I) a dale se postupovalo podle postupu 5.4.
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3.9. Vzorky

Vzorky piva byly pofizeny predevsim v lokalnim Roznovském pivovaru. Z pivovaru pochazela
piva polotmavy special Rothschild 13°, svétly lezak Radhost 11° , svétly special Roznov 13°,
tmavy lezdk Cert 12° a svétly special Baron Armin Popper 16°. V supermarketu byl koupen

Zlatopramen Nealko NA, Klasik svétlé vycepni 10° a Bertold svétlé vycepni 10°.

Vzorky byly analyzovany metodou kalibracni zavislosti a metodou vnitfniho standardu.

4. VYSLEDKY A DISKUZE

4.1. Volba rozpoustédla

Pro optimalizacni postupy bylo pouzito pivo Klasik svétlé vycepni 10°, béZzné dostupné

v supermarketech.

Pro analyzu maltolu bylo nejdfive potreba zjistit, jaké rozpoustédlo je pro extrakci kapalina-
kapalina vhodné. Proto byla vybrdna pro experiment nasledujici rozpoustédla: ethylacetat
(EtAc), diethylether (DE), hexan, tetrahydrofuran (THF), dichlormethan (CH,Cl,), chloroform
(CHCI3), tetrachlorethylen (TCIEt), terc-butylmethylether (TBME), toluen, tetrachlormethan
(CCly).

Na obrazku 15 jsou uvedeny relativni plochy piku maltolu ziskané pfi jednoduché extrakci
zvolenymi rozpoustédly. Nejvétsich vytézkG maltolu bylo dosazeno pfi extrakci
ethylacetdtem, dobrou ucinnost extrakce vykazoval i terc-butyl-methylether. Vyrazné méné
ucinna byla extrakce chlorovanymi rozpoustédly a tetrahydrofuranem, jako zcela nevhodna
se ukdzala uhlovodikova rozpoustédla. Prekvapivé nizka extrakéni Gcinnost byla pozorovéna
v pfipadé diethyletheru. Pfi extrakci piva ethylacetatem dochazelo k dobrému oddélovani
fazi, po odstfedéni bylo fazové rozhrani ostré a extrakéni fazi bylo mozné dobfe oddélit.
Obtizna separace fazi byla zaznamendana u chlorovanych rozpoustédel a u toluenu. Vzhledem
k vysokému extrakénimu vytézku a dobrému oddéleni fazi byl pro dalsi experimenty zvolen

ethylacetat.
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Obr. 15: Graf Gcinnosti rozpoustédel pti jednoduché extrakci

4.2. Opakovana extrakce

Dalsim krokem bylo pouziti vicenasobné extrakce pro zajisténi vyssi vytéznosti extrakce. Na
obrazku 16 je znazornéna posloupnost ¢tyrnasobné extrakce s pouzitim ethylacetatu jako
extrakéniho cinidla. PFfi prvnim extrakénim kroku bylo dosazeno vytézku 58,2%. Pfi druhé
extrakci byla vytéznost 21,3%, tedy celkova kumulativni ndvratnost dvojnasobné extrakce
Cinila 79,6%. Treti extrakci byla ziskana 8,7%ni navratnost, celkovy vytéZzek pfi trojndsobné

extrakci tedy byl 88%.
Pro dalSi experimenty a pro analyzu redlnych vzorkd bylo rozhodnuto, Ze se pouiije

dvojnasobna extrakce. Vétsi pocet extrakci by byl ekonomicky naroény a dvojndsobna

extrakce je pro tento Ucel postacujici.

Vytézek extrakce byl pocitan podle vztahu: k=1— —=

kde A1, A, jsou plochy piku odpovidajici prvni a druhé extrakci.
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Obr. 16: Graf Gcinnosti ethylacetatu pri opakované extrakci

4.3. Opakovana extrakce s pridavkem soli

Nasledujici pokus byl proveden s pfidavkem soli do extrakéni smési. VytéZzek dvojnasobné
opakované extrakce s vysolenim Cinil 85%. Rozdil v dosazené vytéznosti pfi vysoleni a bez
vysoleni ¢ini asi 5%, zdlvodu rizika kontaminace roztoku nasyceného soli nebyla tato
metoda pro redlné vzorky potrebnd. Citlivost extrakce pro analyzu maltolu v pivu je

dostatecnad, ale vysoleni by mohlo byt potfebné pro jiné typy vzorku.

4.4 Volba pH

Poté se sledovalo idedlni pH piva vhodné pro extrakci. Z grafu na obrazku 17 lze vycist, Ze
maltol v pivu je Iépe extrahovan v kyselejsi oblasti pH. CoZz znamena v pfirozeném pH piva.
Naopak v neutralnim a bazickém prostredi uc¢innost extrakce maltolu prudce klesa. Z tohoto

dlvodu se pH nijak neupravovalo a pracovalo se s ptirozenymi vzorky piva.

40




1,2 4

Volba pH piva

@)

o
©
|

Uginnost extrakce maltolu
o o
IN o
L L

0,2

pH

Obr. 17: Graf vytéZnosti extrakce maltolu v rliznych hodnotach pH piva

4.5. Metody kvantifikace

Dalsi experiment se vztahuje ke stanoveni obsahu maltolu v pivu pomoci metody vnitfniho
standardu, metody kalibraéni zavislosti a metody standardniho pfidavku. Tyto metody byly

vybrany pro srovnani vysledka.

Jako vnitini standard byl ze ¢tyr sledovanych latek vybran nitrofenol, protoze se od nami
hledané latky dobfe délil. Obsahuje ve své struktufe hydroxylovou skupinu stejné jako
maltol, tudiz se také silanizoval. Navic je to vnitini standard, ktery se v pivu pfirozené
nevyskytuje. Piky nitrofenolu a maltolu mély stejné velkou odezvu, proto je nitrofenol idedlni

latka vyuzita jako vnitfni standard pro analyzu maltolu v pivu.

Metodou pfidavku vnitfniho standardu nitrofenolu byl zjistén obsah maltolu v pivu 0,144

pug/ml. Druhou metodou pro srovnani byl standardni pridavek maltolu a touto cestou byl
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nalezen obsah 0,168 pg/ml. Posledni srovnavaci postup byla metoda kalibrac¢ni zavislosti, ze
které byl vypocten obsah maltolu v daném pivu 0,160 pg/ml. Vysledky vsech tfi metod byly

témér srovnatelné.
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4.6. Realné vzorky

Pro kvantifikaci redlnych vzorkd byla pouzZita metoda vnitiniho standardu se srovnavaci
metodou kalibracéni zavislosti, protoZe tyto metody byly méné pracné. Metoda standardniho

pridavku byla vyzkouSena pro ovéreni a srovnani metod, ale pro redlné vzorky uz nebyla

pouzita.
Kalibrace Vnitrni standard
maltol isoMaltol Maltol isoMaltol
Bertold 0,0636 0,0181 0,0654 0,0284
Rothshild 1,2930 0,0113 1,9136 0,0101
Radhost 0,0528 0,0194 0,1367 0,0334
Cert 3,0470 0,0415 3,8278 0,0498
RoZnov 0,2091 0,0276 0,3864 0,0367
Popper 0,1233 0,0437 0,1770 0,0542
Zlatopramen nealko NA 0,0350 0,0137 0,0402 0,0078

Tabulka 1: Hodnoty koncentraci maltolu v jednotlivych druzich piv v ug/ml

Z tabulky je zfejmé, Ze nejvy3si koncentraci maltolu obsahovalo &erné pivo Cert v rozmezi od
3,05 do 3,83 pg/ml. Druhy nejvyssi obsah maltolu vykazovalo polotmavé pivo Rothshild
u nealkoholického piva Zlatopramen nealko NA, u kterého se obsah maltolu pohybuje
v rozmezi od 0,035 do 0,04 pg/ml. U ostatnich svétlych piv byla nalezena koncentrace

maltolu od 0,05 do 0,39 pg/ml.
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5. ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo navrhnout vhodné podminky pro analyzu maltolu v pivu a

jeho nasledné stanoveni. Vzorky piva byly potizeny zejména v lokdlnim RoZnovském pivovaru.

V prvni fadé bylo voleno rozpoustédlo pro extrakci kapalina-kapalina. Z deseti testovanych
rozpoustédel vykazoval ethylacetat nejvyssi vytéznost a nejlepsi fazové rozhrani. Pro lepsi
navratnost byla vyuZita metoda opakované extrakce, kde na zdkladé dvou extrakcnich kroku
se stanovil vytézek 79,6%. Testovala se také extrakce s vysolenim pomoci chloridu sodného.
Navratnost byla 85%, tedy asi o 5% vice neZ bez poutziti soli. Vysoleni pfi extrakci realnych
vzorkd nebylo pouZito, protoZze zde hrozi riziko kontaminace a pfi ohledu na tuto skute¢nost
mulzeme diferenci povaZzovat za zanedbatelnou. DulleZitou roli hraje také pH. Bylo zjisténo, Ze
je maltol dobfe extrahovan v kyselejsi oblasti pH. Tedy v oblasti pfirozeného pH piva a proto

se nijak neupravovalo.

Zpusob kvantifikace maltolu v pivu byl pro srovnani proveden tfemi metodami. Metodou
kalibra¢ni zdavislosti, metodou vnitfniho standardu a metodou standardniho pridavku.
Koncentrace maltolu stanovena vSemi tfemi metodami byla srovnatelnd. Pro analyzu redlnych

vzork( byla vybrana metoda kalibracni zavislosti a metoda vnitfniho standardu.

Jak bylo predpokladano, nejvyssi koncentrace maltolu byla nalezena u tmavych piv. Na druhou

evvs
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