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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyvala vyvojem obsahu biogennich amint (dale jen BA)
v procesu vyroby piva a faktory, které mohou ovlivnit celkovy obsah BA v kone¢ném pro-
duktu. Stanoveni obsahu BA byly podrobeny jednotlivé tradi¢ni i netradi¢ni suroviny, kte-
ré byly pouzity pii vyrobé testovanych vzorkll a vybrané meziprodukty vyroby 4 druht
piva. Cilem praktické ¢asti diplomové prace bylo zméfit a stanovit vysokouc¢innou kapali-
novou chromatografii (dale jen HPLC) zastoupeni jednotlivych BA a jejich celkovy obsah
v surovinach, ve vzorcich ze 4 druhi piv ze tfi SarZi, a to nejen ve findlnim vyrobku, ale
také ve vybranych mezikrocich a tyto ziskané vysledky porovnat mezi sebou za ucelem
vyhodnoceni piisobeni zminovanych faktorii na konecny produkt.Bylo zjisténo, ze jedno-
znacn¢ obsah putrescinu prevysSoval nad ostatnimi BA v surovinach a dosahoval nejvyssich
hodnot bez rozdilu, zda se jednalo o slady, chmele nebo Rooibos (od 47 do 166 mg/l). U
mezikrokil vyroby piva byl nejcastéji detekovan putrescin. Celkovy obsah BA u hotového
piva se pohyboval od 9 do 25 mg/I.

Klic¢ova slova: biogenni aminy, polyaminy, pivo, suroviny



ABSTRACT

The current master thesis was focused on the development of biogenic amines (BA)
during the production of beer and on the factors which could affect the total content of BA
in the end-product. The determination of BA content was done in traditional and untraditi-
onal beer-making raw materials, which were applied during the production of the tested
samples and selected byproducts.The aim of the practipal part of the master thesis was to
evaluate through high pressure liquid chromatography (HPLC) the presence of individual
BA and their total content in the raw materials, in 4 beer samples (produced in three
batches) and in selected byproducts. It was found that the amount of the detected putresci-
ne was higher (from 47 up to 166 mg/l) in comparison to the other BA which were detec-
ted in the examined raw materials. In case of byproducts the most abudant BA was also

putrescine. The total amount of BA in the end-product was in the range of 9 — 25 mg/1.

Keywords: biogenic amines, polyamines, beer, raw materials
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UvVoD

BA a polyaminy jsou nizkomolekularni dusikaté latky, které se nachdzi piirozené
v kazdé zivé buice, kde jsou nepostradatelnou slozkou. BA maji vysokou biologickou ak-
tivitu. Podileji se na metabolickych a fyziologickych funkcich. Na druhou stranu mohou
byt produkovany i kontaminujici mikroflorou, kterd ma dekarboxyldzovou aktivitu.
V takovém piipadé mohou byt koncentrace naakumulovanych BA v potravin¢€ velice ne-
bezpecnou zélezitosti, zvlasté pro citlivé jedince, a miize dojit az k zavaznym zdravotnim
problémiim, jakymi mohou byt vysoky krevni tlak, srde¢ni arytmie, bolesti hlavy a mnoho

dalsich [1, 2, 3, 4,5, 6,7, 8,9, 10, 11, 17].

Vyznamnym zdrojem BA jsou pfedevsim fermentované potraviny zivocisného pu-
vodu (fermentované masné vyrobky, fermentované rybi vyrobky, syry, fermentované
mlécné napoje, aj.) a rostlinného ptivodu (pivo, vino, fermentovana zelenina, fermentované
napoje, aj.). Avsak existuje fada nefermentovanych potravin, které mohou byt urcitym
zdrojem BA (ryby, maso, vejce, zelenina, ovoce, aj.). Kromé ryb, u kterych je stanoven
legislativni limit koncentrace histaminu, se v téchto surovinach mnohdy jedna o pfirozené

se vyskytujici slozku [10, 11, 13, 14, 15, 24, 25, 33, 39, 40].

Konzumaci potravin je piijem BA zcela kazdodenni zalezitosti. Diky detoxikacni-
mu metabolizmu BA v lidském téle dochazi k jejich odbourdvani a bézny ptijem BA za
normalnich podminek v potravinach nijak neohrozi zdravi jedince. AvsSak schopnost od-
bourdvani BA muze byt u kazdého jedince jind a mize byt ovlivnéna mnoha faktory. Miize
se jednat o aktivitu enzymli monoaminooxidaza, diaminooxid4za nebo polyaminooxidaza,
které maji pfimo na starosti odbouravani BA a polyamint. Dale tento fakt mohou ovlivio-
vat zdravotni stav, v€k a konzumace latek snizujicich schopnost odbouravani BA. Pravé
jednou z takovych latek je i1 alkohol, ktery zasadnim zptisobem ovliviiuje detoxikacni sys-
tém BA u ¢lovéka. Pii konzumaci alkoholu jsou proto navrzeny kritické limity koncentrace
BA, kter¢ jiz mohou ohroZovat jedince na zdravi. Tyto navrzené koncentrace jsou vyrazné
niz$i oproti koncentracim BA pii konzumovani potravin neobsahujicich alkohol [2, 3, §, 9,

11, 13, 14].

Pivo je fermentovany alkoholicky ndpoj, ktery je vyrabén z varni vody, sladu,
chmelu a pivovarskych kvasnic. Ve vyrob¢ piva lze pouzit i netradi¢nich surovin nebo su-
rogatii. VSechny pouzité suroviny mohou obsahovat BA at’ jiz v pifirozeném stavu jako

svoji slozku nebo jako produkt kontaminujici mikroflory. Vyroba piva je velice narocna na
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hygienu provozu. Produktu hrozi vysoké riziko kontaminace dekarboxyldza aktivni mik-
roflorou. Z toho diivodu je zapotiebi dodrzovat velmi piisné vysokou hygienickou uroven
behem vyroby a skladovani piva, aby jiz béhem vyroby nebo v kone¢ném produktu ne-
vznikaly BA, poptipadé jiné nezddouci latky [22, 46, 53, 55, 56, 57, 58, 62, 69, 70, 71, 73,
74,75, 76].
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I. TEORETICKA CAST
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1 BIOGENNI AMINY A JEJICH FYZIOLOGICKA AKTIVITA

BA jsou nizkomolekularni organické dusikaté latky. V potravinach jsou piirozene,
nebo vznikaji z aminokyselin (dale jen AMK) ptisobenim nékterych mikroorganizma (dale
jen MO) s dekarboxylazovou aktivitou. Mohou také vznikat transaminaci aldehydii a keto-
nu za katalyzy enzymu transaminazy [1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9]. Nachazeji se v Sirokém spek-

tru potravin rostlinného a zivoc¢isného pivodu [10].

BA maji vysokou biologickou aktivitu. Podili se na dulezitych metabolickych a fyzi-
ologickych funkcich [2, 3, 5, 9, 11]. Dale slouzi jako prekurzory pro tvorbu hormoni,

AMK, bilkovin a u rostlin pro tvorbu alkaloidii [12]. Diilezitou roli hraji i pfi tvorbé bunék
2]

BA jsou pro ¢lovéka nepostradatelné, nicméné piekroci-li jejich piijem bezpecnou
koncentraci, mohou BA zptisobovat citlivym jedincim znac¢né zdravotni problémy [2, 3, 5,

9, 11].

Stanoveni ptfesné toxické koncentrace BA je velmi obtizné. Rizikové hodnoty se
v riznych studiich odliSuji. Zavisi totiz na detoxika¢nim metabolizmu kazdého ¢loveéka a
to v zavislosti na jeho zdravotnim stavu, véku, konzumaci latek snizujicich detoxikacni
systém BA (alkohol, 1€ky), synergického plisobeni BA, celkové spotieby BA, aj. [2, 3, 5,
9,11, 13, 14].

Naptiklad ve studii Gloria [2005] byly navrzeny limity pro toxicitu BA v potravi-
nach, kdy miiZze nastat zdravotni riziko na nasledujici koncentrace: 10 mg histaminu, 10
mg tyraminu nebo 3 mg fenyletylaminu ve 100 g potravin. U alkoholickych népojl jsou
navrzeny limitni koncentrace BA ohrozujici zdravotni stav konzumenta nizsi (2 — 8 mg
histaminu a 8 mg tyraminu na litr napoje). Alkohol totiz negativné ovlivituje detoxikacni
metabolizmus ¢lovéka. Pti poziti alkoholického napoje jiz s 6 mg/l tyraminu se muze u
jedince projevit migréna. V piipad¢ vyssich koncentraci v rozmezi 10 — 25 mg/l napoje je

pak typickym projevem intoxikace hypertenze [11].

Ve studii Brink et al. [1990] jsou zminény toxické hodnoty pro histamin 8 — 20 mg/I,
25 — 40 mg/I pro tyramin a 2 — 3 mg/l pro fenyletylamin u alkoholického piva [13].
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Tab. 1 Ukazkove koncentrace BA v ovoci, zeleniné a pivu typu lezak [11, 13, 14]

Nazev BA

Vyskyt a mnoZstvi prirozené
v ovoci a zeleniné (w/w)

Vyskyt v pivu typu lezak
(w/v)

Tyramin

Obecné nizky v ovoci a zeleniné
~0,1 mg/ 100 g
Banéanovéa bunic¢ina a maliny
~4,8mg/ 100 g
Svestky, avokado
0,6 —2,3 mg/ 100 g

0,30 - 3,10 mg/ 1

Histamin

Obecné velmi nizké koncentrace
v ovoci a zelening, Cerstva rajcata
a kukufice
0,4 mg/ 100 g
Spenét a lilek, pe¢enim se obsah
snizuje
3—-6mg/100¢g

0-0,90 mg/

Fenyletylamin

V Cerstvé zelenin€ a ovoci, obecné
obsah pod
1 mg/100 g

0- 0,70 mg/ 1

Tryptamin

V Cerstvé zeleniné a ovoci, obecné
mén¢ nez
0,Smg/ 100 g

0 - 0,80 mg/1

Spermidin

Sirsi rozptyl v ovoci a zelening
0,30 - 30 mg/ 100 g
Cizrna Cerstva a nakli¢ena
30,70 mg a 1,84 mg/ 100 g

0-6 mg/l

Spermin

Obecné velmi nizky obsah v ovoci
a zeleniné
0,12 — 2,57 mg/100 g
Fazol
2,28 -2,57 mg/ 100 g

0-1,41 mg/l

Agmatin

Obecné velmi nizky obsah v ovoci
a zelening
0,04 -1,89 mg/ 100 g

2,10 — 46,80 mg/ 1

Kadaverin

Obecné velmi nizky obsah v ovoci
a zeleniné
0,06 —2,87mg/ 100 g

0,15 -2,60 mg/ 1

Putrescin

Obecné velmi nizky obsah v ovoci
a zeleniné
0,3-59mg/ 100 g

0,85 -9,80 mg/ 1

Fermentované potraviny/napoje a potraviny vykazujici kazeni jsou vSeobecné pova-

zovany za nejvetsi zdroje BA v lidské vyziveé. Ve fermentovanych potravinach se mizeme

setkat s takovymi koncentracemi BA, které mohou mit negativni vliv na zdravi ¢lovéka.
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V potravindch mohou navic vznikat BA plisobenim sekundarni kontaminace. Z téchto di-
vodi je potieba dodrzovat ptisnou hygienickou praxi béhem vyroby a spravné podminky

skladovani [9, 11, 15].

Jak jiz bylo zminéno vySe, pfitomnost BA je v pletivech a tkanich piirozend. Vyskyt
BA v rostlinnych a zivoc¢isnych materidlech je ovlivnén mnohymi faktory, jako jsou napft.
stupenl vyvoje, druh, odrtida, druh tkédné/pletiva, podminky skladovani, aj.). Z téchto divo-
da je mozné akceptovat pomérné Siroky rozptyl hodnot (viz. Tab. 1) [11, 13, 14].

Potraviny, které se kazi (hniji), vykazuji vysoké koncentrace BA v zavislosti na
stupni rozkladu. Typickymi BA, které se vyskytuji napt. pfi kazeni masa, jsou kadaverin a
putrescin. Ve studii Bobba et al. [2015] jsou uvedeny orientacni hodnoty koncentraci BA,
kter¢é mohou zpusobovat t€zké zdravotni potize (histamin 50 mg/100 g, putrescin 200
mg/100 g, spermin 60 mg/100 g, spermidin 60 mg/100 g, tyramin 200 mg/100 g, kadaverin
200 mg/100 g v mase) [16]. Konzumace takovych potravin mize vyvolat zdravotni potize,
jako jsou napft. srde¢ni arytmie, bolest hlavy, dychavi¢nost, hypo/hypertenze aj. Tyto pro-
jevy mohou byt Castéji pozorovany u nemocnych ¢i citlivych jedincii v zavislosti na pii-

tomnosti jednotlivych BA [1, 3, 15, 17].
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1.1 Vznik a struktura biogennich aminu

BA jsou derivaty amoniaku, v jejichz struktufe jsou alkylové skupiny nahrazeny
atomy vodiku [9]. Pfi vyméné jednoho, dvou nebo t¥i atoma vodiku vznikaji primarni,
sekundarni nebo tercidlni BA. Pfida-li se jesté jedna alkylova skupina, vznikaji kvartérni

amoniové soli. Schéma vzniku BA je znazornéno na obrazku 1 [11].

H R R1 l?"1
| H ‘ H H R
N— —= N —= N—  —= N— °
7 / rd 5l
H H R, R,
amoniak R primarni amin sekundarni amin tercialni amin
1
S N'l'_,_,_.--'-"'_’ R3
AN
R, R,

kvartérni amoniove soli

Obr. 1 Struktura aminii. Upraveno podle ELUC [18].

BA vznikaji dekarboxylaci z volnych alifatickych, aromatickych nebo heterocyklic-
kych bazickych AMK plisobenim enzyma dekarboxyldz, které se vyskytuji u nékterych
MO [9]. Na zakladé jejich chemické struktury je Ize i takto rozdé€lovat [2, 19].

Podstatou vzniku BA je tedy chemicka reakce, kdy dochéazi k dekarboxylaci volné
AMK a k odstépeni a-karboxylové skupiny za soucasného vzniku daného aminu a vedle;j-
Siho produktu oxidu uhli¢itého. Cely mechanizmus vzniku BA dekarboxylaci je zobrazen

na obrazku 2 [10].

O
dekarboxylaza
NH> OH NH,
aminockyselina biogenni amin

Obr. 2 Mechanizmus vyvoje BA dekarboxylaci. Upraveno podle Gloria et al.
[2005] [11].
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Nézvy BA jsou vétSinou odvozeny od jejich prekurzorové AMK. Nazev histamin je
odvozen od histidinu, tryptamin od tryptofanu, tyramin od tyrozinu. Na druhou stranu exis-
tuji 1 ndzvy jako putrescin (z angl. Putrefaction), coz znamend hniloba. Nazvy spermin a

spermidin byly odvozeny od semennych tekutin, kde se ptirozen¢ vyskytuji [9, 11].

BA miuzeme ¢lenit do dvou kategorii. Prvni kategorie je tvorba BA z prekurzorovych
AMK piisobenim MO. Lze sem zafadit tyramin, fenyletylamin, histamin, tryptamin, kada-
verin, putrescin a agmatin, které pochazeji z dekarboxylace tyrozinu, fenylalaninu, histidi-
nu, tryptofanu, lyzinu, ornitinu a argininu. Pro vznik téchto BA je zapotiebi pfitomnosti
danych MO s dekarboxylazovou aktivitou a ur¢itych podminek, aby se mohly BA induko-
vat v dané potraviné (pH, teplota) [1].

Do druhé kategorie lze zaradit endogenni, neboli pfirozené pfitomné aminy [2, 16].
Tyto BA vznikaji diky intramolekuldrnimu metabolizmu Zivocichti, rostlin a MO. Patii

vvvvvv

kategorii [21].

Podminky pro tvorbu BA v potravinach jsou ovlivnény technologii vyroby potravin,
podminkami skladovani (pH, teplota, vlhkost, ¢as), pfitomnosti volnych AMK a MO, které
maji enzym dekarboxylazu. V neposledni fad¢ ovlivituje tvorbu BA kvalita surovin a cel-

kovy stav potraviny [9, 22, 23, 24, 27].

Typickymi zastupci MO s dekarboxylazovou aktivitou jsou bakterie z ¢eledi Entero-
bacteriaceae (Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, Klebsiella pneumoniae) [28].
Dale to mohou byt bakterie mlééného kvaseni (dale jen BMK) (laktobacily, pediokoky,
enterokoky) [3, 6, 29] nebo nékteré druhy kvasinek (Debaryomyces hansenii, Yarrowia
lipolytica, Pichia jadinii nebo Geotrichum candidum, aj.), které jsou spojovany

cw w7

v dalsich kapitoléach.

1.2 Vybrani zastupci biogennich amint a jejich fyziologicka aktivita

Nasledujici text se blize vénuje vlastnostem konkrétnich BA vyskytujicich se nejcas-
t&ji v potravinach a témi, které maji mnohdy ve vysokych koncentracich fatalni néasledky

na kvalitu potravin a zdravi ¢lovéka [16, 35].
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1.2.1 Histamin

Histamin je heterocyklicky BA, ktery vznik4 dekarboxylaci z histidinu za pomoci
enzymu histidindekarboxyléza. Histamin je imidazolamin a je ho mozné zaradit mezi dia-
miny (déleni podle poctu AMK). Chemicka struktura histaminu je znazornéna na obrazku
3 [5, 15, 23, 32]. Histamin se vyskytuje v Siroké skale fermentovanych potravin. Jeho zdro-

jijsou pivo, vino, salamy, kde vznika pti riznych technologickych operacich [5, 33].
N NH3
T
N
H
Obr. 3 Histamin. Upraveno podle Gloria et al [2005] [11].

Za ptitomnost histaminu v mnohych potravinach jsou zodpovédné jak gramnegativ-
ni, tak grampozitivni bakterie. NejvetSimi producenty histaminu jsou Hafnia alvei, Morga-
nella morganii, Klebsiella pneumoniae, ddle Morganella psychrotolerans a Photobacteri-
um phosphoreum. Ve fermentovanych potravinach to jsou napiiklad BMK (Oenococcus
oeni, Pediococcus parvulus, Pediococcus damnosus, Tetragenococcus spp., Leuconostoc
spp., Lactobacillus saerimneri, Lactobacillus hilgardii, Lactobacillus buchneri a Lactoba-
cillus curvatus. Ve vinafstvi byly zjistény jako kontaminujici bakterie starterovych kultur

Lactobacillus rossiae a Lactobacillus parabuchneri, které produkuji histamin [24, 25].

Za béznych podminek a okolnosti ma histamin fadu dualezitych funkci v téle clovéka
[5, 33]. Konkrétn¢ histamin plni funkci neurotransmiteru. Uplatituje se 1 pfi rtistové regula-
ci. Nachazi se i v cytokinové siti pfi zanétech. Histamin je v lidském téle odbouravan en-
zymem diaminooxiddza. U nékterych jedinct tento enzym chybi a tento jev je nazyvéan
histaminova intolerance. U téchto jedinct je tfeba dbat na antihistaminovou dietu, kdy je
vyloucena konzumace fermentovanych vyrobkt jak rostlinného, tak zivocisSného ptivodu
[S, 34]. Na druhou stranu jeho znesnadnéné odbouravani muze byt také ovlivnéno ptitom-

nosti etanolu ¢i nékterymi léky [1, 35].

Histamin je jediny BA, ktery ma v evropskych legislativnich ptedpisech stanoveno
nejvyssi pripustné mnozstvi, které dosahuje 100 mg/kg v rybach a rybich vyrobcich [36].
Spole¢né s tyraminem se jedna pro clovéka o nejvice toxické BA [3, 37]. Evropsky urad

pro bezpecnost potravin (dale jen EFSA) uvadi, na zaklad¢ dostupnych informaci, koncent-
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raci 25 — 50 mg histaminu na osobu na jedno jidlo, kdy nebyly pozorovany zadné nezadou-
ci t¢inky u zdravych jedinct. Tato hladina koncentrace mtize byt obcasné prekroc¢ena [24].
Pti pfijmu vice nez 500 mg histaminu na kilogram potraviny mize ptisobit projimave, zpu-
sobovat bolesti hlavy, astmatické sipani, problematické dychani nosem, hypotenzi, kopiiv-

ku, arytmii a jiné zdravotni komplikace [16, 35].

1.2.2 Tryptamin

Tryptamin je heterocyklicky BA, ktery je fazen mezi diaminy. Znazornén je na ob-
razku 4 [10]. Jednd se o indolovy derivat, jehoz prekurzorem je tryptofan [23]. Také
tryptamin je nepostradatelnou slozkou pro dilezité fyziologické funkce u lidi i zvifat [38].
Tryptamin slouzi jako prekurzor pro serotonin, coz je neurotransmiter, ktery ma ulohu

v centralni nervové soustave (dale jen CNS) a v gastrointestinalnim traktu [39].

Muze vznikat mikrobialni dekarboxylaci nebo aminaci a transaminaci z aldehyda a
ketonil. Vznikly tryptamin je velice tézko odstranitelny vafenim ¢i pasterizaci, proto je také
jednim z ukazatell kvality surovin. Tryptamin je zndm napfi¢ spektrem potravin (vybrané
ovoce a zelenina, maso, syry, vejce, alkoholické napoje, fermentované napoje, aj.) [39].
V pivu se tvoii béhem fermentace [40]. Jeho obsah v potravinach je dan ptitomnosti speci-
fické AMK (tryptofan) a dekarboxyldza pozitivnich MO, konkrétné BMK a vhodnymi
podminkami pro jeho tvorbu (teplota, dostupnost volnych AMK, aj.) [39].

g ]

| N
M
H
Obr. 4 Tryptamin. Upraveno podle Gloria et al. [2005] [11].

1.2.3 Tyramin

Tyramin je aromaticky monoamin, ktery vznika dekarboxylaci tyrozinu pomoci en-
zymu tyrozindekarboxylazy. Jeho vzorec je znazornén na obrazku 5 [11, 15, 41]. Tyramin
pii vysokych koncentracich (200 mg/100 g) mtze ovliviiovat krevni tlak, zptisobuje bolesti

hlavy, kontrakce hladkého svalstva a dychavicnost [15, 20, 42].
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MHo

HO

Obr. 5 Tyramin. Upraveno podle Gloria et al. [2005] [11].

Podle EFSA je pfipustna koncentrace 600 mg na osobu na jednu porci jidla, kdy ne-
byly pozorovany zadné nezddouci ucinky. Tato koncentrace plati pro lidi, ktefi neuzivaji
léky s inhibitory monoaminooxidazy (déale jen MAOI). Lidé, kteti uzivaji klasické MAOI
léky mohou pfijmout maximalné¢ 6 mg na osobu a porci jidla, avSak tato koncentrace se
muze lehce prekrocit konzumaci fermentovanych potravin. Na druhou stranu lidé uzivajici
léky MAOI tieti generace mohou konzumovat potraviny s pfijmem az 50 mg tyraminu na

osobu a porci jidla [24].

Tyramin spole¢né s putrescinem, kadaverinem a fenyletylaminem patii mezi tzv. va-
zoaktivni aminy [16]. V lidském téle ovliviiuji uvolnovani noradrenalinu, ¢imz nepfimo
zvysuje tlak krve [11]. Tyramin spole¢né s fenyletylaminem jsou endogenni soucasti n¢-
kterych tkéani, véetné mozku. Oba dva mohou ptfechdzet mezi hematoencefalickou barié-
rou. Pfi nadmérném piijmu z potravin se mohou dostat do centralni nervové soustavy (dale
jen CNS) a negativné ovliviiovat psychiku ¢lovéka [16]. Vysoky obsah tyraminu v mozku
je spojovan s depresemi, schizofrenii, Parkinsonovou chorobou ¢i Reyovym syndromem.
Lze tedy tyramin fadit i jako psychoaktivni [30]. Velmi zavaznou intoxikaci zpiisobenou

tyraminem je tzv. cheese reaction. Pfiznaky jsou podobné histaminové intoxikaci [16].

Syry nejsou pouze jedinym zdrojem tyraminu. Dal§imi bohatymi zdroji mohou byt
extrakty z kvasnic, klobasy, fermentované alkoholické ndpoje, nakladané fazole, kuteci

jatra, pivo aj. [11, 15, 23].

Hlavnimi producenty tyraminu v syrech a klobéasach jsou BMK (Enterococcus faeci-
um a Enterococcus faecalis, Lactobacillus curvatus, Lactobacillus brevis, Leuconostoc
spp., Lactococcus spp. a Carnobacterium spp. U fermentovanych napojit mohou byt pro-
ducenti tyraminu Lactobacillus brevis, Lactobacillus hilgardii, Lactobacillus planta-

rum, Leuconostoc spp. a Pediococcus spp. [24, 43].
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1.2.4 Fenyletylamin

Fenyletylamin je aromaticky BA, ktery vznikd dekarboxylaci z fenylalaninu [10, 30,
45]. Spole¢né s tyraminem jsou brany jako vazoaktivni a psychoaktivni latky. Jsou piimo
spojované s bolestmi hlavy, zvySenym krevnim tlakem, pocenim, zavratémi, zvracenim, aj.

[10, 15].

Jak jiz bylo zminéno, fenyletylamin spolecné s tyraminem se nachazi v mnoha tka-
nich a pfi vySSich koncentracich v potravinach spolu mohou negativné ovliviiovat CNS.

Fenyletylamin Ize najit v pivu, syrech nebo také v ¢okolade [11, 15, 44].

Vznik fenyletylaminu je vétSinou spojovan s pfitomnosti BMK (Lactobacillus curva-
tus, Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis, Lactobacillus farciminis, Lactobacillus hilgar-
dii, Lactobacillus brevis, Leuconostoc mesenteroides, Leuconostoc paramesenteroides),
dale s Grampozitivnimi bakteriemi (Staphylococcus carnosus, Staphylococcus epidermi-
dis,Staphylococcus piscifermentans, aj.). Spolu s fenyletylaminem je obvykle produkovan i

tyramin [11, 24, 25].

NH

Obr. 6 Fenyletylamin. Upraveno podle Gloria et al. [2005] [11].

1.2.5 Kadaverin a putrescin

Kadaverin vznika stejn¢ jako putrescin dekarboxylaci lyzinu [7]. Oba dva se fadi
mezi diaminy. Jejich vzorce jsou uvedeny na obrazku 7 [15]. Spole¢né s putrescinem a
histaminem mohou vznikat v postmortalnim stavu. Jsou povazovany za indikatory neza-
douci premény bilkovin [17]. Z toho divodu je ¢asto kadaverin nazyvan tzv. mrtvolnym

jedem [23].

W
NH NH,

2

NHEM NH;

Obr. 7 Kadaverin a putrescin. Upraveno podle Gloria et al. [2005] [11].
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Ptijem vysokych davek kadaverinu mlze zpUsobit hypotenzi, bradykardii, dyspnoe,
zanéty nebo CasteCné ochrnuti koncetin. Oproti ostatnim BA nevykazuje pfili§ vysokou
toxicitu, ale uplatituje se jako podplrny faktor toxicity napiiklad tyraminu a histaminu a

tim zvysuje jejich toxicitu [11].

Produkce putrescinu a kadaverinu je zejména spojovana s gramnegativnimi bakteri-
emi. Jedna se o Celedi Enterobacteriaceae, Pseudomonadaceae a Shewanellaceae. Z Celedi
Enterobacteriaceae to jsou rody Citrobacter, Klebsiella, Escherichia, Proteus, Salmonella
a Shigella, které jsou spojovany s pritomnosti v potravinach. Putrescin je také jednim
znejvice se vyskytujicich BA ve fermentovanych potravinach, protoZze je produkovan i
BMK (pievazné laktobacily) a dale stafylokoky [24]. V pivu je pfitomnost putrescinu dana

1tim, Ze se ptirozen¢ nachazi ve sladu [46].

1.2.6 Spermin a spermidin

Spermin a spermidin jsou alifatické polyaminy. Jejich vzorce jsou uvedeny na obraz-
ku 8. Jejich prekurzorem je arginin. Pfirozené se vyskytuji v rtiznych potravinach [11, 16,
17, 47]. Tyto biogenni polyaminy maji i jiné drahy syntéz, nez je vznik pouhou dekarboxy-
laci. Jedné se o komplexni sled reakci, ktery zahrnuje pocatecni dekarboxylaci s tvorbou
putrescinu a nasledné zabudovani aminoskupin z metioninu za vzniku sperminu a spermi-

dinu [15, 47].

P SN g S

HaN
Spermidin
//\/\ MH NH
HoN NH S IRt R
Spermin

Obr. 8 Spermidin a spermin. Upraveno podle Gloria et al. [2005] [11].
Polyaminy jsou pfitomné ve vSech zivych bunikach. Maji dilezitou fyziologickou roli
zejména pii déleni buné€k, organogenezi, reakci na stres a slouzi jako antioxidant (inhibice
oxidace lipidli). Reguluji a stimuluji syntézu DNA a RNA a bilkovin [15, 47, 48].

Vv oW

Spermin a spermidin lze naptiklad bézné detekovat v Cerstvém mase (veptove, hove-

zi, aj.), samoziejmé koncentrace jsou podstatné nizsi, nez kdyby tyto polyaminy vznikly za
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ptitomnosti MO [10]. Tyto polyaminy Ize detekovat také v pivu, nebot’ se pfirozené vysky-

tuji ve sladu, chmelu ¢i pivovarskych kvasnicich [44].

1.2.7 Agmatin

Agmatin je alifaticky polyamin, ktery vznika dekarboxylaci z argininu. Za katalyzy
enzymu agmatindza vznikd z agmatinu putrescin. V potravinach miize byt pfitomen endo-
genn¢. Také miize vznikat 1 mikrobidlné [10, 15]. Jedna se pfedevsim o potraviny rostlin-
ného ptivodu (ovoce, zelenina), ale zcela bézné je detekovan také ve sladu nebo ve chmelu

[11].

V téle ¢loveka ma dilezité fyziologické ulohy a to predev§im piisobeni jako neuro-

modulator, ktery reguluje nespocet neurotransmiteru a signalizacnich cest v CNS [49].

NH

/WNH‘{NHE

HaM

Obr. 9 Agmatin. Upraveno podle Gloria et al. [2005] [11].

V tabulce 2 jsou uvedeny vybrané informace o zminénych BA. Pfedevsim jsou zde
uvedeny heterocyklické aminy (histamin a tryptofan), aromatické aminy (tyramin a fenyle-
tylamin), alifatick¢ diaminy (kadaverin a putrescin) a alifatické polyaminy (agmatin, sper-

min a spermidin) [10].

Tab. 2 Vybrané informace o BA a polyaminech [5, 12,7, 10, 27, 32, 34, 38, 40, 44, 48]

Biogenni amin Prekurzor Vysk.yt M Fyzwl.oglcka
potravinach aktivita
Neurotransmitér,
regulator rastového
hormonu,

. pii zanétech

Fermentované po- . e

Histamin Histidin traviny, v cytokinové siti

ryby a rybi vyrobky Vysoké
koncentrace:
prijem, bolesti hlavy,
astmatické sipani,
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hypotenze, arytmie,

koptivka
Vybrané ovoce a Prekurzor pro
zelenina, maso, sy- serotonin
Tryptamin Tryptofan ry, vejce, alkoholic- Vysoké
ké napoje, fermen- koncentrace:
tované napoje migréna, vysoky tlak
Uvolnovéani
neurotransmitéra,
Fermentované Vysoke
N koncentrace:
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1.3 Faktory, které ovliviiuji mnoZstvi biogennich amint ve vyrobku

MO s dekarboxylazovou aktivitou jsou hlavni ¢initelé, ktefi produkuji BA v potravi-
nach. Rust téchto MO je ovlivnén piedevSim vnéjSim prostiedim (abiotické faktory) jako
jsou pH, teplota, dostupnost AMK, koncentrace cukru a soli, vodni aktivita, pfistup kysli-
ku, aj. Ovlivnéni produkce BA mohou ovlivnit i biotické faktory (kondice starterovych
kultur, symbiotické ptsobeni rtiznych MO, aj.). Dale muiZze ovliviiovat rast MO
s dekarboxylazovou aktivitou piimo technologie vyroby (doba fermentace, doba zrani,
zafazeni pasteracniho zafizeni do vyroby, hygienicka troven provozu, aj.) [55, 67, 68, 69,

70, 71, 72].

Primarné je zapotiebi omezit rist nezadouci mikroflory ve vyrobku a zabranéni jeji
enzymatické aktivity. Z toho diivodu hraje diilezitou roli hygiena v celém technologickém

procesu vyroby [55, 73, 74].

Jednim z nejhlavnéjsich producentti BA jsou BMK. Na jedné strané ve vyrob¢ piva
BMK piisobi velmi negativné a takova kontaminace mtize znacn¢ ovlivnit kvalitu celkové-
ho vyrobku a nasledné¢ i celkovy obsah BA. Na druhé strané jsou vyuZzivany jako starterové
kultury u vybranych produkti (fermentované salamy, syry, aj.), kdy je zapotiebi pouzit
takové kmeny bakterii, které nemaji nebo maji velmi nizkou dekarboxylazovou aktivitu a
pokud je to mozné, zajistit pro n¢ ptiznivé podminky maximalné v nezbytné potiebné dobe

[3, 6,9, 22, 23, 24, 25, 27, 29].

Koncentrace piekracujici bezpe¢né limity BA v potravinach jsou rizikové pro zdravi
clovéka. Z tohoto ditvodu je aktudlnim tématem zamezeni jejich tvorby, anebo snizeni ob-
sahu. Napiiklad jednou z moZnosti snizovani obsahu histaminu je pouziti MO bez dekar-
boxylazové aktivity, ovlivnéni podminek jejich plisobeni v potraviné ¢i zamezeni kontami-

nace jinymi MO béhem celého procesu vyroby piva [1, 10, 32].

Dalsi metodou snizovani histaminu je aplikace diaminooxidazy degradujici histamin.
Takova aplikace enzymu je slozitd a pomérné finan¢né naro¢né [50]. Obsah histaminu Ize
vSak snizovat i upravou teploty, pH, koncentraci NaCl a celkové dobou ptisobeni téchto

faktord, coz ovliviiuje ¢innost mikroflory produkujici histamin [51].

Aplikaci proteolytickych enzymi trypsin a chymotrypsin lze ovliviiovat obsah kada-

verinu a tyraminu v potraving [52].
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2 ZDROJE BIOGENNICH AMINU V PIVU

BA v pivu se nachazi v riznych koncentracich v zavislosti na pouzitych surovinach,
jejich kvalité a spravné vyrobni a hygienické praxe provozu [22, 53]. Vyskyt BA za nor-
malnich podminek v pivu lze rozdélit do tfi skupin. Prvni z nich jsou pfirozené se vyskytu-
jici BA v surovinach (spermin, spermidin, putrescin a agmatin). Dal§i skupina zahrnuje
BA, které mohou vznikat béhem rmutovani a chmelovaru (tyramin, agmatin a kadaverin).
Tteti skupinou jsou BA, které mohou vznikat béhem fermentace (tyramin a tryptamin)
[S4]. Pozornost v tomto textu bude sméfovana na popsani surovin, technologickych krokt

ve vyrobé piva a jejich vlivu na obsah BA ve vyrobku [22, 53].

2.1 Suroviny

Obsah BA v potravinach je ovlivnén vybérem kvalitnich surovin. Primarné Ize tedy
fici, ze ¢im kvalitn€j$i suroviny, tim nizs$i obsah BA, ale neplati to vzdy. Nékteré BA (na-
ptiklad polyaminy) se nachazi v surovinach ptirozené a plni dalezité fyziologické funkce.
Polyaminy jsou pfitomny ve sladu, chmelu, ale obsahuji je i pivovarské kvasinky. Déle je
dalezité¢ kontrolovat mikrobialni kontaminaci surovin béhem celého procesu vyroby piva.
BA jsou termostabilni, takze je obtizné jiz vzniklé BA béhem bézného technologického
procesu odstranit. Z tohoto divodu je velmi dilezité pouzivat kvalitni suroviny bez pfii-

padnych kontaminaci MO [22, 53, 55, 56].

2.1.1 Varni voda

Varni voda by méla byt prostd BA [22]. Varni voda musi mit charakter pitné vody a
musi splitovat dand kritéria vyhlaskou €. 252/2004 Sb., kterou se stanovi hygienické poza-

davky na pitnou a teplou vodu a ¢etnost a rozsah kontroly pitné vody [57].

2.1.2 Slad

Slad je jednim z moznych zdroji BA v pivu. Agmatin, putrescin, spermin a spermi-
din se nachazi ve sladu pfirozené. Obsah pfirozenych BA v tomto piipadé¢ zalezi na odradé

jeCmene a jinych aspektech. Pokud se nachazi koncentrace téchto BA na piijatelné urovni,
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1ze je do jisté miry brat jako ptirozenou slozku v pivu. Obsah jinych BA (histamin, tyra-
min, kadaverin aj.) miiZze ukazovat mikrobidlni kontaminaci. Naptiklad obsah histaminu ve
sladu je spolehlivym indikatorem kvality jeCmene a hygienickych podminek béhem skla-
dovani jeCmene, procesu sladovani a naslednych manipulaci se sladem [22, 46, 53, 56, 58].

ProtoZe je¢men jako takovy neobsahuje histidin [26].

U sladu mohou ptedstavovat riziko dvé skupiny MO. Prvni skupinou je tzv. ptivodni
mikroflora pti sklizni je€mene, od které se odviji kvalita suroviny pro slad. Z tohoto davo-
du je tfeba dbat na kvalitni vybér suroviny. Lze sem zatadit divoké kvasinky (napt. Erwi-
nia herbicola) [59], bakterie z Celedi Enterobacteriaceae (Enterobacter, Escherichia coli),
Flavobacterium, Pseudomonas nebo BMK rodu Lactobacillus, Leuconostoc, Micrococcus,

Pediococcus, aj. [60].

Druhé skupina je mozna mikrofléra sladu vznikla pti samotném sladovani. Patii sem
naptiklad BMK, bakterie z ¢eledi Enterobacteriaceae, bakterie rodu Pseudomonas, divokeé

kvasinky, aj. [60].

BMK jsou producenti tyraminu a histaminu a ptfedstavuji jedno z nejvétSich rizik
kontaminace u piva. Kadaverin a putrescin produkuji napiiklad Escherichia coli a Entero-
bacter. Spravnou technologii sladovani a spravnou hygienickou praxi 1ze minimalizovat
riziko rozvoje kontaminujici mikroflory s dekarboxyldzovou aktivitou [22, 46, 53, 56, 58].
Jednim z moznych opatieni je pravidelnd vymeéna maceciho roztoku v kroku méceni bé-
hem vzduchové prestavky, kontrola teploty béhem maceni, kdy je vhodné€jsi udrzovat nizsi

teploty [61].

Sladu je pfi vyrobé piva pouzito mnohondsobné vét§i mnozstvi, nez chmelu a pivo-
varskych kvasnic. Z toho diivodu je slad nejvétSim moznym zdrojem BA v pivu, proto je

tteba klast diiraz na jeho kvalitu [62].

2.1.3 Chmel

Chmel je stejné jako slad a pivovarské kvasnice zdrojem pfirozené se vyskytujicich
polyaminti a diamind. Oproti sladu je obsah polyaminti a diamini ve chmelu nizsi. Navic
vzhledem k jeho mnozZstvi aplikované¢ho ve vyrob¢ je obsah BA v celkovém métitku zane-
dbatelny. Chmel obsahuje polyfenolické latky, silice a pryskyfice. Pryskyfice a nckteré

silice pasobi antimikrobidln€. Z tohoto hlediska nehrozi témét zaddné riziko mikrobidlni
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kontaminace a nasledné produkce BA ve chmelu za pomoci MO. Chmelové pryskyfice a
silice jsou velmi nestalé latky, které snadno oxiduji, a proto je zapotiebi skladovat chmel a
chmelové produkty [vlhkost okolo 11 % (v/w)] v suchych, chladnych a temnych mistech
(okolo 0 °C), coz ma sekundarn¢ negativni vliv na rozvoj kontaminujici mikroflory [55,
62]. Diky témto latkdm chmel do jisté miry stabilizuje mikrobidlné pivo. Bylo vSak zjisté-
no, ze nékteré BMK jsou odolné vii¢i hotkym kyselindm obsazenym v chmelu. U Lactoba-
cillus brevis byly identifikovany dva rezistentni geny HorA a HorD [63]. Ve studii M.
Izquierdo-Pulido et al. [1994] bylo zjiSténo, ze chmel obsahoval koncentrace tyraminu a

fenyletylaminu pouze do 20 mg/kg [64].

2.1.4 Pivovarské kvasinky

Pro vyrobu piva jsou pouzivany dva zdkladni druhy kvasinek. Pro piva typu spodné
kvasena Saccharomyces pastorianus a pro svrchné kvasend piva Saccharomyces cerevisiae
[S5, 65]. Ve velmi nizkych koncentracich obsahuji pivovarské kvasinky polyaminy, které
maji riazné dulezité role v buiikach. Takovy obsah je zanedbatelny a nema vliv na celkovy

obsah BA v kone¢ném produktu [22, 66]. Navic tyto kulturni druhy neprodukuji BA [26].

2.2 Vliv technologii

Béhem rmutovani mohou vznikat tyramin a agmatin z jejich prekurzorovych AMK
(tyrozin a arginin) tepelnou dekarboxylaci [64]. Tyramin a tryptamin mohou vznikat b¢-

hem fermentace [54].

Obsah BA v pivu je pfedevSsim chemickym ukazatelem hygienické Cistoty vyrobniho
zafizeni v pivovaru. K pfedchazeni tvorby BA v pivu je dulezité dbat na piisnou hygienic-
kou praxi od ukonceni chmelovaru az po samotné sta¢eni do spotiebitelského obalu. Rizi-
kem je jakdkoliv sebemensi kontaminace MO, kterd by vedla k produkci metabolitii (BA)
v kone¢ném vyrobku [55, 67, 68].
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2.2.1 Vyroba mladiny

Ve studii Halasz et al. [1999] je uvedeno, Ze béhem rmutovani mize dochdzet ke
zméné celkového slozeni obsahu BA. Konkrétné se jednalo o zvySeni obsahu agmatinu a
putrescinu a snizeni sperminu a spermidinu. Tento jev lze vysvétlit postupnou aktivaci
proteolytickych enzymi béhem rmutovani, které¢ vedou ke stépeni bilkovin a tim se pfipra-
vuje substrat pro deamindzy a kyselé dekarboxyldzy. Idedlnimi podminkami pro vznik
AMK hydrolyzou z bilkovin je teplota okolo 45 az 50 °C a uprava pH z béznych 5,5 — 5,6
na 5,2 — 5,3. Tyto podminky se vyuzivaji u Spatné¢ rozlusténych sladii (peptonizacni teplo-
ta) [46, 55]. Cast BA se nevylouhuje do sladiny a ziistane v mlatu, které je pii scezovani

odvedeno pry¢ [62].

2.2.2 Hlavni kvaSeni a dokvaSovani piva

Hlavni kvaSeni je velmi problematickym technologickym krokem, ktery je vhodny
pro tvorbu BA. Hrozi nejvétsi riziko mikrobidlni kontaminace. Kvasinky mohou byt kon-
taminovany divokou formou kvasinek ¢i bakteriemi, které pak mohou nasledné¢ kontami-

novat i samotné mladé pivo [69, 70].

Divoké kvasinky jsou také pficinou tvorby senzoricky aktivnich latek negativné
ovlivityjicich chut’ piva. Nékteré z druhti jsou schopné dekarboxylace a produkce BA
(Candida, Debaryomyces) [69, 70]. Nejvétsi hrozbou v rozsahu produkce BA jsou vSak
jednoznacné¢ BMK (napt. Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus plan-
tarum, Pediococcus claussenii). Nékteré BMK, jako jsou Lactobacillus coryniformis, Lac-
tobacillus plantarum, Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei, jsou velmi malo re-

zistentni vii¢i chmelovym hotkym latkam, a proto kazi vétSinou piva mélo chmelena [71].

Dilezita je také kondice uSlechtilych kvasinek. Kvasinky mohou mutovat a jejich
kondi¢ni stav se tak zhorSuje. Autolyzou béhem fermentace pak zvySuji mnozstvi AMK

dostupnych k dekarboxylacim [55, 72].

Dalsim faktorem, ktery ovlivni obsah BA, mlize byt teplota a doba kvaSeni [67, 68].
Naptiklad u spodné kvasenych piv, kde je optimalni teplota kvaseni 8 — 12 °C, lze zvySe-
nou teplotou kvaSeni zkratit dobu potiebnou pro prokvaseni mladiny. Na druhou stranu

hrozi zvySena produkce BA a jinych vedlejSich metabolitii zhorSujicich kvalitu piva.
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OvSem pokud je nasada kvasinek ve vyborné fyziologické kondici, lze i1 této nezadouci

produkci ¢astecné predejit [72].

Pti dokvasovani (zrani) piva v lezackych tancich dochézi k uceleni chuti piva, Cifeni,
syceni oxidem uhli¢itym a ztrat¢ chuti mladého piva. Piestoze neni toto prostiedi pro bak-
terie idedlni, mize v daném prostfedi dochazet k ristu napt. Pedioccocus damnosus, ktery

snasi i velmi nizké teploty (-2 az 3 °C) S5, 71].

2.2.3 Zajisténi mikrobiologické jakosti piva pri staceni

Poslednim krokem vyroby piva je jeho staceni do spotiebitelského baleni. Tato za-
vérecnd faze je velmi dilezita na hygienu zafizeni v pivovaru a celkovou hygienickou uro-
ven této technologické operace. Jestlize se nachéazeji v pivu na konci zrani BA v nepfijatel-

nych limitech, jedné se vétSinou o nevratny stav [55, 73].

Existuji vSak moznosti, jak snizit BA ve vyrobku (napt. enzymy, upravy podminek
procesu vyroby). Jednou z moznosti snizeni obsahu histaminu je aplikace diaminooxidazy.
Enzymy lze aplikovat 1 na jiné BA. Napiiklad byla provedena studie Sahin-Ercas et al.
[2016] na redukci kadaverinu a tyraminu za vyuZziti novych metod pomoci proteolytickych
enzymu trypsin a chymotrypsin. Kadaverin i tyramin byly v této studii vystaveny za mode-
lovych podminek plsobeni v riznych provedenich t€émto enzymim. Bylo zjisténo, ze ty-
ramin byl redukovan pomoci trypsinu a chymotrypsinu o 57,2 a 52,1 %. Kadaverin byl
redukovan trypsinem a chymotrypsinem o 80,4 a 83,0 % [50, 52].

Ve studii Jiang et al. [2017] byl proveden vyzkum, jaky vliv ma pH, teplota, doba
pusobeni, koncentrace NaCl, pocatecni koncentrace glukozy, pocateéni koncentrace hista-
minu na celkovou redukci histaminu v potraviné. Bylo zjisténo, ze za vhodnych reakénich
podminek snizuje gluk6za/histamin Maillardova reakce jak samotny obsah histaminu, tak 1
jeho cytotoxicitu. Diky této metod¢ bude mozné do budoucna do jisté miry ovliviiovat ob-

sah histaminu v potravinach [51].

Pti vyrobé jakéhokoliv vyrobku se musi ale brat na védomi také ekonomickd stranka
produkce. Tedy zda se vyplati tyto kroky podnikat, nebo radéji vyrobek zlikvidovat. Z toho
divodu musi byt kladen diiraz na hygienickou ¢istotu od zacatku vyroby a na kvalitu suro-

vin. Déle kroky vedouci z lezackych tankt ke spotiebitelskému baleni musi zajistit vyso-
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kou mikrobiologickou jakost piva, ve kterém se jiz dale nebudou vyskytovat MO, které by
mohly produkovat dal§i BA pfi skladovani [50, 73].

Pivo je ve spotiebitelskych obalech vétSinou skladovano pti vyssich teplotach, nez je
teplota lezackych tankl a rozvoj pfipadné kontaminujici mikroflory je o to rychlejsi [S0,

52, 55, 73].

Pred balenim piva do spotiebitelskych oball je podrobeno nékolika krokiim zajist'u-
jicim mikrobiologickou, koloidni, chemickou a chutovou stabilitu. Jednd se o komplexni
zalezitost. Pivo obsahuje jak zbytky kvasinek nebo poptipad¢ bakterie, tak 1 zbytky bilko-
vin a polyfenolickych latek, které mohou negativné ovliviiovat konecny produkt. Tyto
kroky jsou zavislé¢ na filtranim zafizeni a velikosti Castic. Na obrazku 10 je uvedeno
schéma, které ukazuje, jakym zplisobem muze probihat kone¢na tiprava piva pred stacenim

a zajisténi jeho dalsi stabilizace [73, 74].

LeZacky tank/ CKT LeZdckysklep
Odstidivka Predfiltrace
\I;,'rt:)\.rmi\lracitanl;L Vyrovnavaci tank
Kremel i{;ow\ir filtr Filtrace
Stabilizﬁém’ﬁltr Stabilizace PVPP
DeskoJ:q'r filtr Dofiltrace

‘Prﬁtokovﬁ paster‘ ‘ Membranovy filtr ‘ Biologick4 stabilizace

Vyrovnavaci a pretlacné tanky Pretlaénysklep

Lahve, sudy, cisterny, plechovky Staceni

Obr. 10 Schéma upravy piva. Upraveno dle Kosar et al. [2000] |55]

K mikrobiologické stabilizaci a zamezeni moZzného rozvoje kontaminujici mikrofléry

je vyuzivana pasterace, nebo membranova filtrace. Dnesni trend vyroby piva se snazi
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upoustét od pasterace, kviili tepelné zatézi piva (mozné zhorSeni organoleptickych vlast-
nosti — vafiva chut’) a vétSinou je pouzita pravé zminéna membranova filtrace, kterd ma
stejny efekt jako pasterace. VétSinou pasteraci provadéji velké pivovary a membranovou

filtraci mensi pivovary [S5, 73, 74].

Pti membréanové filtraci dochézi k odstranéni vS§ech MO beze zmény teploty piva a
za aseptickych podminek probiha plnéni do spotiebitelskych obalii. Bohuzel i pfi membra-
nov¢ filtraci mize byt pivo zbaveno pozitivnich charakteristik piv (hotkost, barva, pocit
plnosti v ustech, aj.). Pokud ma byt pivo zbaveno MO pomoci membranovych filtra, je
zapotiebi provézt n€kolik predoperacnich kroki a pivo zbavit od nejhrubsich ¢astic az po

ty nejjemné;jsi, aby se nezanaSely jemné filtry [73, 74].

V pivovarech jsou nejcastéji vyuzivany pomocné filtry (kiemelina). Tyto pomocné
filtry jsou aplikovany pfimo do piva a jsou naplavovany na filtra¢ni pfepazku. Kiemeliny
je nekolik velikosti a je pouzivana dle potieby (rizné velikost ¢astic). Tato filtrace prave
pfedchazi samotné membranové filtraci (mikrofiltrace) zajiSt'ujici mikrobidlni stabilitu [73,

74].

Jestlize je tizkostlivé dodrzovana hygiena v celém provozu pivovaru, tak je zapotiebi
klast jeSteé vétsi diiraz na hygienickou Cistotu béhem staceni a na samotné spotiebitelské
baleni, aby v poslednim kroku nedoslo ke kontaminaci vyrobku a k ptipadnému zvySovani

koncentraci BA béhem skladovani vyrobku [73].

Dnesni linky na staceni jsou vétSinou automatické, fizené patficnymi softwary a sta-
eni probiha za aseptickych podminek pii CO, ochranné atmosféfe. Ci§téni vratnych spo-
tiebitelskych oballi je zafazeno do plnici linky a musi byt zajiSténa sterilita téchto oballl

[75, 76].

Naptiklad kontrola spravné Cisténych lahvovych oballi a neposkozenych lahvi a je
provadéna vétsinou vizualni kontrolou, kterd je automaticky fizena vypocetnimi technolo-
giemi. Konkrétn¢ se jedna o rychlé¢ CCD (z angl. Charged-Coupled Device) pramyslové
kamery. Tyto kamery nahrazuji lidské oko a celd kontrola pfechazi do automatického sys-
tému. Pofizené snimky zpracovava ptislusny software, ktery je vyhodnoti a na tomto za-
klad¢ lahve nepusti dale (defekt lahve, cizi predmét v lahvi), vraci zpét do myciho zatfizeni

(zbytkové necistoty) nebo je pousti do dalsi ¢asti stacecti linky [75, 76].

Ve vétSin€ pivovart je kontrola spotiebitelskych oballi oznacena jako kriticky kont-

rolni bod v syst¢ému HACCP (z angl. Hazard Analysis Critical Control Point). Toto opat-
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feni je spiSe z diivodu kontroly, aby se do obéhu nedostala lahev, sud nebo plechovka se
zbytky louhu, popftipadé¢ s defektem hrdla, téla lahve nebo lahev s cizimi pfedméty, aj. [S5,
73, 77].
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3 ZMAPOVANI BIOGENNICH AMINU V RUZNYCH DRUZICH
PIV

Tato kapitola znazoriiuje sortiment piv, ktery je rozdélen dle svého mista piivodu a
procesu vyroby. Cely svét produkuje piva, ktera jsou charakteristicka pro jeho cast nebo-
danou zemi. Pro Ceskou republiku jsou typicka piva spodniho kvaseni, konkrétné lezéky,
piva plzeniského typu). Belgie, Nizozemi a Francie se vyznacuji vyrobou spontdnné kvase-
nych piv a ndzvy Lambic, Geuze, Kriek, Frambozen nebo Faro [78, 79]. Svrchné kvasena
pSeni¢nd piva dominuji v Belgii a v Némecku. Piva typu Stout a Porter vévodi Velké Bri-
tanii [80]. Svrchné kvasena piva typu Ale jsou produkovéna predevsim v zapadni Evrop¢ a
v Americe. Piva typu Ale Ize rozdélit 1 do n€kolika podkategorii. Naptiklad Amber je spe-
cidlni pivo typu Ale pochazejici z Belgie nebo Ameriky. Mild Ale se vyrabi v Anglii. Bel-
gicky Ale, jak jiz ndzev vypovida, pochazi z Belgie. V Belgii se nadale vyrabi i pivo typu

Saison nebo klasterni pivo Trapista [81, 82].

Na jinych kontinentech, jako je americky kontinent, se miZeme setkat i
s kukufi¢nymi pivy, nebo v Africe naptiklad s ¢irokovym pivem. V asijskych zemich mo-

hou byt piva vyrabéna z ryze. Toto je maly vycet riznorodosti piv ve svété [83, 84].
Jedno mayji vSak spolecné a to je kvaseni za pomoci riaznych MO [83, 84].

Z tohoto diivodu je naprosto diametralni rozdil kvantitativniho i1 kvalitativniho podilu
BA v téchto pivech. Prave rozdilné technologické kroky, suroviny, pouzit¢ MO, technické
vybaveni pivovarl jednotlivych zemi a jiné aspekty mohou ovlivnit obsahy BA v pivé

[55].

V Ceské republice se v poslednich letech rozviji novy trend minipivovart, které na-
bizi o0 mnoho $irsi zdkladnu nabizeného sortimentu piv (piedevsim specialy) oproti klasic-
kym konven¢nim velkym pivovarim. I z tohoto divodu je velmi zajimavéjsi pohled na
obsah BA v Ceskych pivech, které nabyvaji na velké rozmanitosti typove 1 kvalitativné

[85].

3.1 Obsah biogennich amin v pivech z Ceské republiky

V Ceské republice maji nejvétsi zastoupeni spodné kvasena piva. V roce 2016 bylo

v Ceské republice vyrobeno nejvice piva v historii (20,5 milionu hektolitrt). Predev§im
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vzrostl export do zahrani¢i o 4,5 %. Zménil se pomér piva ve spotiebitelskych balenich.
Snizila se konzumace sudového piva, kterd v roce 2016 ¢inila 37 % celkového vystavu
pivovartl. Spotieba plechovkového piva se zvysila na 6 % celkového vystavu v CR. Lah-
vové pivo zaujimalo 42 % a pivo tankové zaujimalo 3 % celkového trhu. Celkové piipada-

la 143 litr ro¢ni spotieba na hlavu obyvatele v roce 2016 [86].

Studie Buiika et al. [2012] zkoumala 114 vzorkd tuzemskych lahvovych piv z 28
riznych pivovarid. Devadesat osm vzorkl piv zastupovalo pivo alkoholické a 16 vzorkl
bylo nealkoholickych. Ve vzorcich bylo zastoupeno 94 svétlych piv, 12 tmavych, Sest po-
lotmavych a dvé fezana piva. U alkoholickych piv bylo zastoupeno 31 piv vy¢epnich, 52
lezakt a 15 piv bylo klasifikovano jako pivni specidly. Z kazdého vzorku byly pouZity
Ctyti lahve, pficemz dvé byly zméteny ihned po zakoupeni a dvé na konci minimalni trvan-
livosti, ktera se liSila v zavislosti na typu piva (38 — 173 dna). Cilem této studie bylo zma-
povat obsah BA a polyamind ve vzorcich a dale vyvoj BA a polyaminti pfi zakoupeni
vzorkll a na konci jejich minimalni trvanlivosti. Vzorky byly skladovany pii 8 £ 1 °C. Vy-
sledkem této studie byla zpracovana data, ktera ukazovala vzestupny trend vyvoje obsahu
BA a polyaminti v pivech od zakoupeni vzorkl po konec jejich minimalni trvanlivosti. Za
povsimnuti stoji tyramin, jehoz hladina koncentrace v péti vzorcich piekrocila hodnotu 100
mg/l, kterd mize byt jiz nebezpecna pro zdravi konzumenta. Takto vysoka hodnota tyra-
minu ve vzorcich mohla byt zpsobena ptitomnosti Lactobacillus, Enterococcus a Pedi-

ococcus [11, 87].

Ve studii Kalag et al. [1997] bylo zkoumano 78 lahvovych piv z 32 pivovart v Ceské
republice. Vzorky byly tmava a svétla spodné kvasend piva s obsahem extraktu pivodni
mladiny (dale jen EPM) 10 a 12 %. Piva byla pofizena v tuzemskych supermarketech. Dale
byly podrobeny vyzkumu vzorky tii Sarzi piva z jednoho pivovaru, ktery vyuziva tradic-
nich technologii, za ucelem zjisténi zmény obsahy BA u meziprodukti béhem procesu
vyroby piva. Cilem této prace bylo zjistit obsahy BA ve vSech vzorcich. Primérné hodnoty
BA byly zjistény pro histamin (0,55 + 1,08 mg/l), tryptamin (1,21 + 1,46 mg/l), tyramin
(6,85 = 5,19 mg/l), putrescin (8,84 + 7,06 mg/l) a pro kadaverin (12,9 £ 12,3 mg/l). Vy-
sledkem této prace bylo zjisténi, Ze nebyly pozorovany vyznamné rozdily mezi typy piv
(tmavé a svétlé pivo, EPM 10 a 12 %). Testovani tii Sarzi vzorki zkoumanych za ucelem
zmény obsahu BA ve vyrobé¢ piva ukdzalo, Ze nejvétsi nartist obsahu BA byl zaznamenan

béhem hlavniho kvaSeni [88].
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3.2 Obsah biogennich amint v pivech ve svété

V letech 2013 — 2015 byl proveden vyzkum tymem védct Pradenas et al. [2016],
ktery byl zaméfen na obsah BA v pivech uvadénych pro chilsky trh. Bylo sledovano 101
vzorkl lahvového piva, z nichz 77 vzorkl bylo tuzemské produkce. Ze svéta byl import 24
vzorki. Celkové bylo reprezentovano 50 znacek. Vzorkil z minipivovart bylo 36 (vystav <
3000 litrt za tyden) a 65 vzorkl z velkych pivovarti. Méfeny byly dva typy piv (63 vzorka
lezéky a 38 vzorkt piva typu Ale). Byly porovnavany vzorky z velkych pivovarti a minipi-
vovarl. Zajimavosti bylo, ze byly porovndvany vzorky z velkych a malych pivovart, kde
se diametraln¢ lisily vysledky. U minipivovarti se obsah BA pohyboval v intervalu (19,13
+ 16,92 mg/l) a u velkych pivovarta (9,65 + 4,50 mg/l). Putrescin byl zméfen ve vSech
vzorcich a histamin byl detekovan ve dvou vzorcich, nicméné koncentrace byly na nizkych
hodnotéach, které nijak neohrozuji zdravi spotiebitele a byly niz8i nez hodnoty uvadény

EFSA. Kazdopadné tato piva jsou brana na chilském trhu za bezpecna [24, 44].

Byla provedena studie Deetae et al. [2013] na obsah BA v pivech z asijskych zemi
(Thajsko, Japonsko, Kambodza, Vietnam, Indonézie, Cina, Indie, Jizni Korea a Laos), kte-
rd jsou bézn¢ dostupnd na francouzském trhu. V préci bylo pouzito 51 piv 17 asijskych
pivnich znacek. Obsahy BA se od sebe lisily znackou piva. Koncentrace vSech BA se po-
hybovaly v rozmezi 6,15 az 47,30 mg/l. Fenyletylamin nebyl detekovan v zadném vzorku

[89].

Ve studii Choi et al. [2012] bylo zkoumano z korejskych minipivovart 20 vzorka piv
na obsah BA. Konkrétn¢ se jednalo o regiony (Busan, Daegu, Ulsan, Gumi a Yangsa). By-
lo zjiSténo, ze hodnoty BA ve vétSiné piipadl nepiesahuji doporucené limity pro bezpecné
potraviny [pro histamin (0,13 — 2,65 mg/100 ml), tyramin (0,10 — 4,96 mg/100 ml) a feny-
letylamin (0 — 0,69 mg/100 ml)]. AvsSak i pfesto n¢které ze vzorkl ptesahovaly hodnoty
téchto limitd, které ve své praci uvedl Brink et al. [1990] (pro tyramin 25 — 40 mg/1, hista-
min 8 — 20 mg/l a fenyletylamin 2 — 3 mg/1) [13, 84].

V roce 2009 byl proveden vyzkum Tang et al. [2009] na obsah BA v ¢inskych pi-
vech. Bylo zkoumano 18 vzorki z riznych ¢inskych provincii. Piva méla koncentrace al-
koholu v rozpéti od 0,5 do 4,7 % (v/v). Obsah BA neptesahoval doporucované bezpecné
limity koncentraci BA v pivech. Nizké koncentrace BA ukazovaly celkovou vysokou uro-

vefi hygieny v pivovarech umisténych v Ciné. Nékteré vzorky nesly znacky podléhajici
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nadnarodnim spole¢nostem (Heineken, Carlsberg, Tiger Beer, Corona Extra, aj.), které si

udrzuji sviyj vysoky standard bezpecnosti a kvality [67].

Studie Gloria et al. [1999] byla zaméfena na zkoumani obsahu BA v brazilskych pi-
vech. Bylo pouzito 91 vzorkd péti druhti brazilskych piv (46 spodné kvaSenych piv typu
lezak, 23 piv typu bock, deset svrchné kvasenych piv typu stout, pét piv typu ice (svétly
lezak) a sedm nealkoholickych piv), ktera byla zakoupena v brazilské maloobchodni siti.
Celkové byl zméten primérny celkovy obsah BA v pivech 19,3 mg/l, coz odpovida stan-

dardnim hodnotdm pro evropska piva [90].

Ve studii Loret et al. [2005] byl zkoumén obsah BA v belgickych pivech. Jednalo se
o Ctyfi druhy piva (spodné kvaSené, svrchné kvasené pivo typu Ale, svrchné kvaSené pivo
typu Ale s druhotnym kvaSenim v lahvi a spontann¢é kvasené pivo), celkem 208 vzorkl
[43]. V Zadném vzorku nebyl detekovan spermin a spermidin. Naopak ve vSech vzorcich
byly naméfeny konstantni koncentrace putrescinu a agmatinu (lze uvazovat o pravdépo-
dobné piirodni slozce ptivadéné do piva surovinou). Vysoké hodnoty BA byly naméteny u
spontanné¢ kvasenych piv, kde se pohybovaly primémé hodnoty nad 20 mg/l pro tyramin a
vice nez 10 mg/l pro histamin (konkrétné 11,90 mg/l). Stfedni hodnota koncentrace tyra-
minu se pohybovala 28,7 mg/l u téchto vzorkid. Takova koncentrace je pfevazné vyssi nez

uvadéna bezpecna koncentrace tyraminu 8 mg/l a histaminu 2 — 8 mg/1 [11, 43].

Experimentalné bylo prokazano, Ze neexistuje zadny vztah mezi kvasinkami Saccha-
romyces cerevisiae a produkci tyraminu. Na druhou stranu Ize tvrdit, ze existuje piima
korelace mezi produkei tyraminu v pivu a pritomnosti BMK, zvlasté pediokokd, a proto 1ze

tyramin brat jako indikator mikrobialni kontaminace [24, 43].

Ve studii provedené v roce 2002 polskymi védci Slomkowska a Ambroziak [2002]
bylo hodnoceno 27 vzorkl polskych piv péti druha (lezék, pivo typu plzenského, strong,
stout a nealkoholické pivo) na obsah BA. Primérné hodnoty celkového obsahu BA
v polskych pivech byly 16,15 = 2,89 mg/l. Ve vSech 27 vzorcich vykazoval nejvyssi hod-
noty spermin 8,43 + 3,61 mg/l, v 25 vzorcich byl detekovan spermidin 3,37 + 3,07 mg/I1.
Ostatni BA byly detekovany pod 2,0 mg/I [91].
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I1.

PRAKTICKA CAST
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4 CILPRACE

Cilem této diplomové prace bylo zmapovani vyskytu a obsahu koncentraci BA ve
vSech pouzitych surovinach (tradi¢nich i netradi¢nich) v pivu a ve vybranych meziproduk-

tech vyroby piva.
K dosaZeni vysledki byla prace rozdélena do n¢kolika casti:

— Extrakce pevnych vzorkl do tekuté formy

— Derivatizace tekutych vzorka

— Detekce derivatizovanych vzorki zafizenim HPLC/DAD

— Uprava chromatogramti v programu Clarity Chromatography Station

— Zpracovani dat v programu Microsoft Office Excel

Vysledky experimentdlni prace umoznuji pochopeni problematiky vyskytu BA
v pivu zahrnujici vstupni suroviny, jednotlivé vyrobni kroky a vyskyt BA ve finalnich

vzorcich piv rliznych parametru.
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5 MATERIAL A PRISTROJE

5.1 Vzorky

Vzorky pro ucely kexperimentalni casti této prace byly dodany z lokalni-
ho minipivovaru. Jednalo se o ¢tyii druhy piv (pSeni¢né pivo, pivo typu plzenského, speci-
al a Irsky Ale). Kazdy typ piva byl k dispozici ve tfech Sarzich oznacenych specifickym
kédem (napt. AB, AE, Q, atd.). Vzorky byly umistény ve zkumavkéch (tekutd a pevna
forma), kde byly pfesné¢ odseparovany jednotlivé suroviny (voda, slady, chmely, pivovar-
ské kvasnice a rooibos) a vzorky piva v mezikrocich vyroby (sladina, sladina ptfed chmelo-
varem, mladina po chmelovaru, prokvasena mladina, /2 zrani a hotové pivo). Suroviny na

vyrobu daného typu piva pochézely vzdy z jedné Sarze.

5.1.1 Suroviny

Slady

Plzensky slad (dale jen PLZ) je urCen pro svétla piva, lehka a specialni piva. Charak-
teristicky je svou silnou enzymatickou aktivitou a dobrym extraktem. Slad videnisky (dale
jen VID) tvofi pifechod mezi svétlymi a tmavymi slady. Bavorsky slad (dale jen BAV) je
pouzivan pro tmavsi piva, nebot’ je charakteristicky svou tmavsi barvou a intenzivnim
aroma. Je¢men pro tento slad je lustén (kli¢eni) o 1 — 2 dny déle neZ pro plzenisky pii vySsi
teploté a vyssim piidavkem vody. Dotahovaci teplota pro podporu tvorby melanoidinti je
v tomto piipadé okolo 105 °C [55, 92]. Slad pSeni¢ny (dale jen PSE) je speciélni slad pro
vyrobu pseni¢nych piv a vyrabi se z vybranych odrud jarni pSenice, které jsou pro vyrobu
sladu vhodné (Alondra, Anabel, Astrid, Dafne, Izzy, KWS Akvilon, Quintus, Seance a
mnoho dalSich) [93]. Slad Pale Ale (dale jen ALE) je vyuzivan pro vyrobu svrchné kvase-
nych piv, ale 1ze ho pouzit 1 pro spodné¢ kvaSena. Zatimco piedchozi uvedené slady jsou
enzymaticky aktivni, karamelovy (déale jen KAR) a barvici slady (déle jen BAR) enzyma-
ticky aktivni nejsou. Karamelovy slad je charakteristicky vysokym obsahem aromatickych
a barevnych sloucenin a pfedevsim vysokym obsahem cukrt. Tento slad je vyuzivan pro

polotmavé a tmava piva nebo pivni specidly. Barevny slad je vyuZzivan pro vyrobu tmavych
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piv pro svoji tmavou barvu. Zrno sladu je zuhelnaténo a jeho aroma miiZze pfipominat vini

prazenych kéavovinovych zrn [S5, 92].

Celkové€ kvalitu piva ovliviiuje 1 obsah bilkovin ve sladech [nejlépe okolo 11 %
(w/w)] a jejich rozlusténi z vysokomolekularnich latek na nizkomolekuldrni. Pravé
v zé&vislosti na obsahu volnych AMK béhem rmutovani mize nastat situace, kdy se mtze

meénit pomérové slozeni BA ve sladiné diky prekurzorovym AMK [55, 92].

Chmely

V tabulce 3 jsou uvedeny udaje o chemickém slozeni chmeld. Tato data umoziiuji
celkovy nahled na profil chmelu, jeho vlastnosti a i¢el pouziti. Chmel Zatecky polorany
Servenak (dale jen ZPC) je odrida, ktera se vyznaluje jemnym, typickym, chmelovym
aroma, které¢ho Ize vyuzit pfi 2 a 3 chmeleni nebo také chmeleni za studena. Chmel Premi-
ant (dale jen PRE) je hotké4 odriida vhodna ke druhému chmeleni. Odrida chmelu Sladek
(dale jen SLA) je velice aromatickou odridou, kterd je vhodna pro druhé chmeleni [94].
Chmel Bramling Cross (dale jen BRA), ktery pochazi pivodem z Velké Britanie. Tato
odrtida je velmi aromaticka a jeji vyuziti pfipada na stfedni a zavérec¢ny chmelovar nebo na
pozdni chmeleni. Lze i moZnost tuto odriidu vyuzit pfi studeném chmeleni (pfidavek do
sudt) [95]. Odrida chmelu Citra (dale jen CIT) pochdzi z Ameriky a jedna se o velmi hot-
kou odridu s ovocnym aroma [96]. Chmel Amarillo (dale jen AMA) pochdzi z Ameriky.
Tato odrtida je zajimava pro své intenzivni aroma po citrusovych plodech. Horkost je vel-

mi silna [97].

Tab. 3 Chemickeé slozeni vybranych chmelii [94, 95, 96, 97]

, Pryskyftice % (w/w) Polyfenoly % (w/w) Silice %

Nazev y
Celkové o-hotké k. Celkem Xantohumol (W/w)

ZPC 13-20 2,5-45 55-17,0 0,3-0,5 0,4—0,8

Premiant 19 -25 7,0 —10,0 40-5,0 0,3-0,5 1,0-2,0

Sladek 17 - 24 4,5-8,0 3,5-5,0 0,50 -0,75 1,0-2,0

Bramling - 5,5- 8,0 - - 0,7- 1,0

Cross

Citra - 11-13 - - -

Amarillo - 7-11 - - 1,0-23

* — data nejsou k dispozici




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 43

Kvasnice

Kvasnice s oznacenim WB 06 jsou urceny pro pSenicna piva typu svrchniho kvaseni.
Doporucovana optimalni teplota kvaseni je 12 — 25 °C. Kvasnice, které jsou oznaceny H-
095 jsou urceny pro piva spodniho kvaseni, kdy optimalni rozmezi teplot pro kvaseni je
okolo 10 — 14 °C [98]. Kvasnice Windsor jsou kvasnice pro piva typu Ale typicka pro Vel-

kou Britanii. Optimalni doporucovana teplota je mezi 15 — 22 °C [99].

Rooibos ¢erveny a zeleny

Rooibos je surovina, kterd je pfipraven z listi kefe ¢ajovnikovce kapského (Aspala-
thus linearis). Tento ket pochazi zjizni Afriky. Cerveny rooibos prochazi oxidaci. Diky
tomu ma typickou cervenohnédou barvu. Rooibos zeleny oxidaci neprosel a listy tak zi-

stavaji nadale ,,zelené* [100].

5.1.2 Vzorek A — pivo plzeiiského typu

Vzorek A bylo pivo plzeniského typu. Jednalo se o pivo typu spodniho kvaseni. Doba
kvaSeni na spilce u tohoto piva byla Sest dnli a doba zrani byla 21 dnG. EPM byl 11 %
(W/v). Zptsob vyroby mladiny v tomto ptipadé byl proveden infuznim rmutovanim. Infuz-
ni rmutovani pracuje na jiném principu nez dekokéni a to tak, Ze se celé dilo ohfeje na
odrmutovaci teplotu v jedné nadobé. Odebrani vzorku hotového piva probéhlo 28 dnti od
vyroby tohoto piva. Suroviny na vyrobu tohoto piva byly pouzity: slad plzenisky, slad vi-
denisky, chmel Zatecky polorany &erveniak, chmel Premiant, kvasnice H — 095 a varni vo-

da.

5.1.3 Vzorek B — pSeni¢né pivo

Vzorek B bylo svétlé svrechné kvasené pSeni¢né pivo némeckého typu. Mladina u to-
hoto piva byla pfipravena infuznim rmutovanim. Doba kvaseni na spilce byla tfi dny a do-
ba zrani byla 12 dnti. EPM byla 11 % (w/v). Odebrani vzorku hotového piva probéhlo 16
dnii od vyroby tohoto piva. Suroviny na vyrobu tohoto piva byly pouzity: slad pSeni¢ny,
slad plzefisky, chmel Zatecky polorany ¢ervenidk, chmel Premiant, kvasnice WB 06 a varni

voda.
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5.1.4 Vzorek C — tmavy special

Vzorek C bylo tmavé spodné kvasené pivo s EPM 17,5 % (w/v). Mladina u tohoto
piva byla vyrobena dekok¢énim zplisobem rmutovanim. Princip dekok¢éniho rmutovani spo-
¢iva v postupném ohiivani ¢asti rmutu na dulezité technologické teploty. Doba zrani na
spilce u tohoto typu piva byla 15 dnil a doba zrani byla 80 dni. Odebrani vzorku hotového
piva probéhlo 96 dnti od vyroby tohoto piva. Suroviny na vyrobu tohoto piva byly pouzi-
ty: slad plzenisky, slad bavorsky, slad videfisky, slad karamelovy, slad barevny, chmel Za-

tecky polorany ¢ervenak, chmel Sladek, chmel Premiant, kvasnice H — 095 a varni voda.

5.1.5 Vzorek D- SPIA (Irsky Ale)

Vzorek D byl Irsky Ale. Jednalo se o svétlé pivo svrchniho kvaseni s EPM 13 %
(w/v). Vyroba mladiny byla provedena dekokénim zptisobem. Doba kvaSeni byla ¢tyfi dny
na spilce a celkova doba zrani byla 15 dnli. Vzorek hotového piva byl odebran 20 dnt po
vyrobé&. Suroviny pro vyrobu tohoto piva byly pouzity: slad Pale Ale, slad vidensky, slad
karamelovy, chmel Bramling Cross, chmel Amarillo, chmel Citra, kvasnice Windsor a

varni voda.

5.2 Pouzité chemikalie

— 1,7 — diaminoheptan, Sigma — Aldrich (v koncentraci 500 mg/1)

— Acetonitril, Sigma — Aldrich

— Heptan, Sigma — Aldrich

— Dansylchlorid, Merck (v koncentraci 5 g/l)

— Dusik v tlakové nadobé€, Linde

— Hydrogenuhli¢itan sodny, Merck

— Uhli¢itan sodny, Merck

— Uhli¢itan draselny, Merck

— Kiyselina chlorista (1,2 M), Merck

— Karbonatovy pufr (pH 9,2), (smés hydrogen uhli¢itan sodny + uhli¢itan sodny +
uhlicitan draselny), Merck

— L — prolin, Merck

— Denaturovany etanol, LachNer
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5.3 Pomiicky a pristroje

— Analytické vahy, Sartorius BA 110 S

— Ttepacka

— Automatické pipety, Biohit a Nichyrio

— Spicky na pipety

— Derivatiza¢ni nadobky/vialky

— Zkumavky

— Lihov¢ fixy

— Ependorfkové zkumavky

— Laboratorni tfepacka, LT2

— Drzak na vialky

— Laboratorni desti¢ka na ependorfkové zkumavky

— Laboratorni odstiedivka, , EBA 20, Hettich

— Laboratorni sklo (zkumavky, trychtyte, odmérné valce, kadinky), Simax

— Mrazici zafizeni, Elektrolux

— Filtra¢ni papir

— Drzék na filtraci

— Systém RP — HPLC (binarni pumpa LabAlliance, USA, autosampler LabAlliance,
USA, kolona s termostatem, UV/VIS DAD detektor (A= 254 nm), degaser 1260 In-
finity, Agilent Technologies)

— Vortex, Heidoplh, Reax

— Stiikackovy filtr s porozitou 0,22 pm

— pH metr, Voltcraft PHT — 02 ATC
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6 METODIKA

6.1 Extrakce pevnych vzorki

Pevny vzorek byl navazen na analytickych vahach, rozmélnén a pienesen do 15 ml
zkumavky. Do zkumavky bylo ptiddno 10 ml 0,6 ml kyseliny chloristé. Takto piipravena
smés byla fddn¢ promichéna na vortexu. Poté byla zkumavka ddna na laboratorni tfepacku
po 30 minut. Po tfepani byla zkumavka déna do odstfedivky pti 6 000 ot/min na 20 minut.
Kapalna cast vzorku byla ze zkumavky ptelita do 25 ml baiiky. Pevna ¢ast ve zkumavce
zustala a zkumavka byla doplnéna znovu 7 ml 0,6 M kyselinou chloristou. Tato smés byla
promichana na vortexu a byla dana na ttepacku po dobu 20 minut. Poté byla smés ve zku-
mavce dana na odstiedivku pii 6 000 ot/min po 20 min. Kapalna ¢ast byla prelita k pied-
chozi kapalné ¢asti do 25 ml banky. Znovu bylo pfidano 7 ml 0,6 M kyseliny chloristé
k pevnému zbytku ve zkumavce a cely proces se zopakoval. Jakmile byla i posledni kapal-
na cast pielita do 25 ml barky, barika byla doplnéna po rysku a cely obsah byl zfiltrovan
ptes papirovy filtr. Z takto zfiltrovaného vzorku byl odebran 1 ml do derivatiza¢ni nadobky

(byly provedeny tifi paralelni stanoveni).

6.2 Derivatizace vzorki a stanoveni biogennich amini

Kapalné vzorky byly derivatizovany pro stanoveni BA na RP — HPLC. Tento postup
byl dle Dadakova et al. [2009]. Jednalo se o dvoudenni pracovni postup s pouZzi-
tim vnitiniho standardu 1,7 — diaminoheptan a dansylchloridu. Nejdiive bylo ze zdsobni
zkumavky odpipetovano automatickou pipetou 500 pl tekutého vzorku do derivatizacni
nadobky (vialka) a nasledné bylo piidano 500 pl kyseliny chloristé (1,2 M). Poté bylo dav-
kovéano 100 pl vnitfniho standardu 1,7 — diaminoheptanu. Po aplikaci vnitiniho standardu
bylo zapotiebi pfidat karbonatovy pufr, kviili udrzeni stalého pH, které musi byt 9,2. Tento
pufr bylo potfeba mit Cerstvy. Jeho pfiprava byla ¢astecné sloZzena ze smichdni hydroge-
nuhli¢itanu sodného (NaHCOs3) a uhli¢itanu sodného (Na,COs3). Jakmile byly tyto dvé lat-
ky smichany a pH ustanoveno na 9,2, byl pfidan uhlicitan draselny (K,COs) a celd smés
byla smichana za pomoci magnetického michadla do naprosto ¢irého rozpusténi. Do vialek
bylo ddvkovano 1,5 ml pufru. Na zavér prvni den byly pfidany 2 ml dansylchloridu, ktery

byl rozpustén v acetonu v koncentraci 5 g/l. Vialky byly uzavieny a byly dany na tfepani
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po 20 hodin do temna. Druhy den byly vzorky po 20 hodindch tfepani doplnény 200 pl
prolinu a byly dany na jednu hodinu tfepat do temna. Po hodin¢ tfepani byly vzorky dopl-
nény 3 ml heptanu a tii minuty byly néasledné intenzivné vialky protfepavany. Poté byl 1
ml heptanu odpipetovan do 1,5 ml vialek Z téchto vialek byl za pomoci umé¢lé atmosféry
(dusik) odpaten heptan. Jakmile byl heptan z vialek odpaten, bylo pfidano 1,5 ml acetonit-
rilu. Pfipravené vzorky byly uloZeny do mraziciho zafizeni a byly pfipraveny na filtrovani.
K filtraci bezprostfedné pted analyzou byl pouzit na vzorky stiikackovy filtr s porozitou
0,22 um. Samotna analyza byla provedena na zatizeni RP — HPLC s UV/VIS DAD detek-
torem. Minimalni mez detekce byla vzhledem k citlivosti pfistroje stanovena na min. 2
mg/l [102]. Chromatogramy byly zpracovany v programu Clarity Chromatography Station
a nasledné v programu Microsoft Office Excel. Tato metodika byla pouzita pro stanoveni

obsahu BA ve studii Burika et al. [2012] [87], Pleva et al. [2012] a jini [103].
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

Byl stanoven obsah BA ve c¢tyfech druzich piv (plzenské, pSenicné, tmavy specidl a
Irsky Ale). Byl zkouman obsah jednotlivych BA [ tryptamin (dale jen TRP), fenyletylamin
(dale jen PHE), putrescin (déle jen PUT), kadaverin (dale jen CAD), histamin (dale jen
HIS), tyramin (dale jen TYR), spermidin (dale jen SPD) a spermin (dale jen SPM)]
v surovinach a vybranych mezikrocich vyroby piva. Navzdjem byly srovnavany vysledky
celkového obsahu BA nebo jednotlivych BA mezi vS§emi typy zkoumanych piv a byl po-

rovnavan celkovy dopad obsahu BA u surovin na kone¢ny produkt.

7.1 Suroviny

Obsah jednotlivych BA byl méfen u vSech pouzitych surovin pii vyrobé sledovanych
vzorkl piv. Na obrazku 11 jsou uvedeny vysledky vSech sladi, které byly pouzity ve vyro-

b¢ piv a byly navzdjem porovnavany mezi sebou.
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Obr. 11 Souhrnny graf obsahu vybranych BA (PHE, PUT, CAD, HIS, TYR,
SPD, SPM) ve sledovanych sladech (PLZ, VID, KAR, PSE, BAV, BAR, ALE)
pouczitych pro vyrobu vzorkii piva A — D.
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Z jednotlivych BA dosahoval nejvyssich hodnot mezi ostatnimi BA putrescin, ktery
mél nasledujici hodnoty: slad Pale Ale (144 + 8 mg/kg), slad videnisky (143 + 14 mg/kg),
slad plzensky (142 £ 14 mg/kg), slad pSenicny (133 + 13 mg/kg), slad bavorsky (98 + 8
mg/kg), slad karamelovy (49 + 3 mg/kg) a slad barvici (48 mg/kg). Druhych nejvyssich
hodnot dosahoval spermin: slad Pale Ale (117 mg/kg), slad pSeni¢ny (83 + 7 mg/kg), slad
plzensky (93 + 3 mg/kg), slad videnisky (29 + 4 mg/kg), slad bavorsky (22 + 4 mg/kg), slad
karamelovy (9 = 1 mg/kg) a slad barvici (7 = 1 mg/kg). Z vysledkl bylo patrné, ze slady
karamelovy a barvici vykazovaly podstatné niz§i hodnoty obsahu BA, coz by odpovidalo
vy$$im dotahovacim teplotdm pii hvozdéni, kdy je navic inaktivovana enzymova aktivita
téchto slada [72]. Vysledky celkového obsahu BA jsou uvedeny v ptiloze P V: Celkovy

obsah BA v surovindch vsech typii piv.

Putrescin, spermin, spermidin jsou pfirozenou slozkou sladi [44]. Ostatni BA mohou
indikovat kontaminaci MO (histamin, tyramin, aj.) [11, 23, 24, 25]. Z vysledkl bylo patr-
né, ze hodnoty nevykazovaly pfili§ vysoka Cisla, kterd by mohla pfedstavovat riziko pro
zdravi konzumenta. Takové hodnoty mohou byt uzitecné pro charakterizaci stupné mikro-
biologické kvality pouzitého sladu (zda nedoslo k piilisSné kontaminaci), protoze cast BA je
navic vylouceno spole¢né s mlatem pii scezovani a je tfeba brat zietel i na celkové pouzité
mnozstvi sladu pfi vyrob¢ piva a tim se i zabyvat, do jaké miry miiZe slad ovliviiovat obsah

BA v hotovém pivu [22, 26, 46, 53, 56, 58].
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Na obrazku 12 jsou uvedeny vysledky jednotlivych BA obsazenych ve vsech pouzi-

tych chmelech ve vzorcich.
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Obr. 12 Souhrnny graf obsahu vybranych BA (PHE, PUT, CAD, HIS,
TYR, SPD, SPM) ve sledovanych chmelech (ZPC’, PRE, SLA, BRA, AMA,
CIT) pouzitych pro vyrobu vzorkii piva A — D.

Z vysledkl jednotlivych BA bylo patrné, Ze nejvyssi hodnoty dosahoval putrescin
s tyraminem. Pro putrescin hodnoty byly: chmel Bramling Cross (166 + 5 mg/kg), chmel
Amarillo (88 + 8 mg/kg), chmel Sladek (69 + 6 mg/kg), chmel Citra (66 + 6 mg/kg), chmel
Zatecky polorany erveniak (59 + 5 mg/kg) a chmel Premiant (59 + 5 mg/kg). Pro tyramin
byly hodnoty nasledujici: chmel Sladek (94 + 7 mg/kg), chmel Zatecky polorany ¢erveiak
(89 = 8 mg/kg), chmel Amarillo (64 +£ 6 mg/kg), chmel Citra (64 £ 6 mg/kg), chmel Pre-
miant (61 + 4 mg/kg) a chmel Bramling Cross (44 + 4 mg/kg). Obsah ostatnich BA
v porovnani vSech odrtid chmelu byl vcelku vyrovnany. Pouze BA putrescin s hodnotou
166 = 5 mg/kg u chmelu Bramling Cross pfevySoval ostatni odridy 1 ostatni BA. Celkovy
obsah BA chmell je uveden v ptiloze P V. Z vysledki nelze prokazat piimou zévislost

mezi chemickym slozenim chmelti (Tabulka 3) a celkovym obsahem BA.
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Na obrazku 13 jsou vysledky obsahu jednotlivych BA pouzitych pivovarskych kvas-

nic.
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Obr. 13 Souhrnny graf obsahu vybranych BA (PUT, CAD, TYR, SPD,
SPM) ve sledovanych pivovarskych kvasnicich (H — 095, WB 06 a Wind-
sor) pouzitych pro vyrobu vzorku piva A — D.

Oproti piedchozim surovinam se v pivovarskych kvasnicich neobjevili vSichni za-
stupci BA. Byly detekovany putrescin, kadaverin, tyramin, spermidin a spermin, pfi¢emz
pouze putrescin, spermidin a spermin byly pfitomny ve vSech zkoumanych vzorcich kvas-
nic, coz je dano ptitomnosti téchto polyaminii a putrescinu ve vSech zivych bunkéach.
V pivovarskych kvasnicich H — 095 byl detekovan kadaverin, ktery piedstavoval navic
nejvyssi moznou koncentraci z ostatnich BA (81 + 1 mg/l) obsaZenych ze vSech pouzitych
pivovarskych kvasnic. Tak vysoka koncentrace kadaverinu pouze u pivovarskych kvasnic
H — 095 u dvou typi piv mohla poukazovat napiiklad na Groven vitality nebo viability pi-
vovarskych kvasnic. Jinymi slovy, je mozné, ze v dobé méfeni byla ve vzorku H — 095
vys$$i koncentrace mrtvych kvasinek. Odumfielé bunky byt zdrojem volnych AMK pro
tvorbu kadaverinu. Tuto domnénku vSak nelze prokéazat, nebot’ nebyly provedeny patifi¢né
mikrobiologické rozbory (vitalni testy, napf. barveni methylenovou modii) na potvrzeni
viability pfitomnych kvasinek. Vitalni testy slouzi k pocitani kolik je mrtvych a kolik je
zivych bunék ve vzorku na celkové kondice kultury [101]. Celkovy obsah BA je uveden

v tabulce v ptiloze P V.
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Na obrazku 14 jsou uvedeny hodnoty jednotlivych BA v Rooibos ¢erveném a zele-

ném, které byly pouzity pii vyrobé SPIA (Irsky Ale).
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Obr. 14 Souhrnny graf obsahu vybranych BA (PHE, PUT, CAD, HIS, TYR,
SPD, SPM) ve sledovanych rooibos (zeleny a cerveny) pouzitych pro vyro-

bu vzorku piva D.

Obsah jednotlivych BA byl u rooibos (Cerveny, zeleny) a kromé putrescinu byly ob-
sahy BA vyvazené. Putrescin v obou rooibos m¢l nejvyssi obsah. Obsah putrescinu u Cer-
veného rooibos dosahoval 154 + 13 mg/kg a u zeleného rooibosu 62 + 6 mg/kg. V ptiloze
P V jsou uvedeny celkové obsahy BA. Obsah celkovych BA u ¢erveného rooibos byl 245 +

2 mg/kg a u zeleného rooibos byl obsah celkovych BA 115 + 10 mg/kg. Je velmi pravdépodobné,
ze celkovy obsah BA a jednotlivé zastoupeni BA u vzorki mohly ovlivnit fyziologické pochody

v listech jak ptfed zpracovanim, tak po zpracovani rooibos [100].

Varni voda byla prosta vSech BA a spliiovala kritéria pitné vody [57].
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7.2 Vzorky piv

U vSech vzorkt piv byly stanoveny jednotlivé i celkové BA ve vybranych krocich a
surovinach. Celkové BA naméfené v surovinach jsou uvedeny v pfiloze P V. V ptilohach P
[ — P IV (v zavislosti na typu vzorku) jsou uvedeny i jednotlivé BA, které byly naméfeny

v surovinach. V nasledujicich podkapitolach jsou uvedeny jednotlivé vzorky.

7.2.1 Vzorek A — pivo plzenského typu

V uvedenych obrazcich jsou jednotlivé BA, které byly naméfeny ve vyzkumu. Obra-
zek 15 a 16 znazoriuji jednotlivé BA ve vybranych vyrobnich mezikrocich. Jednotlivé
obsahy BA u surovin jsou uvedeny v piiloze P I a celkové BA surovin jsou uvedeny

v ptiloze P V pouzitych v tomto pivu.
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Obr. 15 Obsah jednotlivpych BA v mezikrocich (sladina, sladina

pred chmelovarem a mladina po chmelovaru) ve vzorku A
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Obr. 16 Obsah jednotlivych BA v mezikrocich (prokvasend mla-

dina, Y zrdani a hotové pivo) ve vzorku A
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Vzorek A byl slozen ze tii Sarzi. Obsah jednotlivych BA u vSech tii Sarzi byl vyrov-
nany. Byly detekovany pouze tfi BA. Jednalo se o putrescin, tyramin a spermin. Tyto BA
se vyskytovaly téméf po vSechny vybrané mezikroky vyroby. Vyjimku tvofil mezikrok
prokvasena mladina, kdy nebyl detekovan tyramin a spermin u jedné Sarze (z divodu meze
detekce zafizeni min. 2 mg/l). Ze stejného divodu nebyl detekovan u dalsi Sarze ani
putrescin v hotovém pivu. Na obrazku 16 je vidét, jakym zplisobem se ménil obsah jednot-
livych BA v zavislosti na postupu vyroby. V mezikroku sladina (zde se nachézelo jesté
mléto) byl obsah BA ponékud vyssi nez ve sladin€ ptfed chmelovarem (jiz po scezovani
bez mlata). Takova zména obsahu jednotlivych BA by mohla poukazovat na BA obsazené
ve sladu a nésledné jejich caste¢né vylouceni spole¢né s mlatem, jak uvadi studie Kalac et
al. [2003] [62]. B€éhem chmelovaru doslo k nepatrnému zvySeni obsahu BA, coz se shoduje
s trvzenim ve studii Halasz et al. [1999], kde je komentovana tato skuteCnost pii vyrobé
mladiny. V této studii je také popisovana zména obsahu BA béhem kvaSeni, kdy drastic-
kym zptsobem klesla koncentrace putrescinu, coz bylo potvrzeno i u vysledkd vzorku A
[46]. V hotovém pivu byly hodnoty BA vyrovnané. Hodnoty jednotlivych BA u Sarzi toho-
to piva byly: putrescin (nedetekovano a 7 mg/l pro zbylé dvé¢ Sarze), tyramin (od 3 do 5
mg/l) a spermin (od 4 do 9 mg/l). Koncentrace tyraminu v tomto piipadé neptedstavuje
riziko pro spotiebitele, protoze dle studie Gloria et al. [2005] je uvedena koncentrace 6
mg/l, kdy mtze dojit napiiklad k projeviim migrény. Celkem koncentrace v tomto vzorku
neptedstavovaly pro spottebitele riziko [11]. Trend vyvoje celkovych BA u tohoto typu
piva mél klesajici charakter v jednotlivych vybranych mezikrocich vyroby piva, coz doka-

zuje obrazek 17.
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Obr. 17 Celkovy obsah BA ve vybranych mezikrocich vyroby piva
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7.2.2 Vzorek B- pSenicné pivo

Na obrazcich 18 a 19 jsou uvedeny vysledky jednotlivych BA ve vybranych mezi-
krocich vyroby piva. Jednotlivé BA jsou uvedeny v ptiloze P II a celkovy obsah BA v po-

uzitych surovinach v tomto pivu jsou uvedeny v ptiloze P V.
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Obr. 18 Obsah jednotlivych BA v mezikrocich (sladina, sladina pred

chmelovarem, mladina po chmelovaru) ve vzorku B
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Obr. 19 Obsah jednotlivych BA v mezikrocich (prokvasena mladina,

zrani a hotové pivo) ve vzorku B
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Ve vzorku B byly naméfeny jednotlivé BA stejné jako u vzorku A (putrescin, tyra-
min a spermin) ve slading, sladiné pied chmelovarem a mladiné¢ po chmelovaru. Oproti
predeslému vzorku byly naméfeny BA pouze dva BA (putrescin a kadaverin) u prokvaSené
mladiny, 72 zrani piva a v hotovém pivu. Obsah téchto BA byl u jednotlivych Sarzi: pro
putrescin (od 6 do 7 mg/l) a kadaverin (od 3 do 4 mg/l). Celkovy obsah BA byl 10 mg/l.

Takové koncentrace nejsou rizikové pro konzumenta.

Zatimco na obrazku 19 vzorek B vykazoval podobny trend jako u vzorku A (pouze
zvyseni obsahu BA u sladiny pfed chmelovarem oproti vzorku A), tak na obrazku 20 bylo
sloZzeni BA odlisné. Zde byl pfitomen pouze putrescin a kadaverin. Obsah BA v tomto pfi-
pad¢é vykazoval klesajici trend. Takovd zména zastoupeni jednotlivych BA muze byt zpt-
sobena naptiklad kmenem kvasinek WB 06 a jejich kondici nebo staiim, protoze béhem
autolyzy muze byt zaznamenan nartst kadaverinu, jak je popsano ve studii Halasz et al.
[1999] [46]. Na obrazku 20 je znazornén celkovy obsah BA, ktery vykazoval rostouci
trend v mezikrocich sladina, sladina ptfed chmelovarem a mladina po chmelovaru, naopak

prokvasend mladina, 2 zrani a hotové pivo vykazovaly trend klesajici.
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Obr. 20 Celkovy obsah BA ve vybranych mezikrocich vyroby piva

vzorku B
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7.2.3 Vzorek C- tmavy special

Na obrazcich 21 a 22 jsou uvedeny vysledky jednotlivych BA ve vybranych mezi-
krocich vyroby piva vzorku C (tmavy special). Jednotlivé BA jsou uvedeny v ptiloze P 111

a celkovy obsah BA v pouzitych surovindch v tomto pivu jsou uvedeny v ptiloze P V.
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Obr. 21 Obsah jednotlivych BA v mezikrocich (sladina, sladina pred

chmelovarem, mladina po chmelovaru) ve vzorku C
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Obr. 22 Obsah jednotlivych BA v mezikrocich (prokvasena mladina, > zra-

ni, hotové pivo) ve vzorku C
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Obsah jednotlivych BA vzorku C byl zméten a znazornén na obrazku 21. Byly zde
detekovany putrescin, tyramin a spermin, jako u pfedeslych dvou vzorki. Na druhou stranu
na obrazku 22 jsou uvedeny vysledky jednotlivych BA u mezikroka (prokvasend mladina,
", zrani piva a hotové pivo), kde byly detekovany putrescin, kadaverin, tyramin a spermin.
Obsah BA byl v jednotlivych Sarzich pro: putrescin (od 6 do 10 mg/1), kadaverin (od 3 do 5
mg/l), tyramin (od 4 do 6 mg/l) a spermin (od 7 do 9 mg/l). Celkovy obsah BA v hotovém
pivu byl 25 mg/l. Obsah tyraminu v tomto ptipad¢ se pohyboval na hrani¢ni hodnoté 6
mg/l, kterd byla uvedena ve studii Gloéria et al. [2005] a mohou se pti konzumaci alkoho-
lického népoje jiz projevovat pfiznaky migrény. Avsak ve studii Brink et al. [1990] je uve-
dena toxické koncentrace pro tyramin 25 — 40 mg/1 [11, 13]. Aby se projevila toxicita ty-
raminu v této koncentraci, zavisi to predevsim na detoxikacnim metabolizmu daného je-
dince. V ptitomnosti tyraminu mohl jako podptirny faktor pusobit kadaverin a zvysit tak

celkovou toxicitu tyraminu [2, 11, 13].

Na obrazku 23 je uveden celkovy obsah BA a jejich vyvoj v prubéhu vyroby piva. U
vzorku C byl trend vyvoje BA podobny jako ve vzorku A.

30 1

25
20
15
10
0 . . . . .
1 2 3 4 5 6

1 — sladina, 2 — sladina ptfed chmelovarem, 3 — mladina po chmelo-

Koncentrace BA [mg/1]

()]
1

varu, 4 — prokvasena mladina, 5 — 2 zrani piva, 6 — hotové pivo

Obr. 23 Celkovy obsah BA ve vybranych mezikrocich vyroby piva u

vzorku C
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7.2.4 Vzorek D- SPIA ( Irsky Ale)

Vzorek D je odlisny vzorek od ostatnich vzorka predevSim v pouZiti surovin, které
nejsou v ¢eskych pivech obvyklé. Na obrazcich 24 a 25 jsou uvedeny vysledky obsahu BA

ve vyrobé tohoto piva.
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Obr. 24 Obsah jednotlivych BA v mezikrocich (sladina, sladina pred chme-

lovarem, mladina po chmelovaru) ve vzorku D
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Obr. 25 Obsah jednotlivych BA v mezikrocich (sladina, sladina pred

chmelovarem, mladina po chmelovaru) ve vzorku D

Na obrazku 24 jsou uvedeny vysledky obsahu jednotlivych BA. Zde byly detekovany

putrescin, tyramin a spermin, jako v ptedeslych vzorcich. Vysledny obsah jednotlivych BA

byl vyrovnany a rozdil vysledki u tohoto piva byl nevyrazny oproti ptedchozim vzorkiim.
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Na obrazku 25 jsou uvedeny mezikroky po zakvaSeni (prokvasena mladina, %2 zrani
piva, hotové pivo), kde byl zjiStén stejny trend, jako u ptedeslych vzorki. Zde byl deteko-
van putrescin a kadaverin. Obrazek 26 znazornuje celkovy obsah BA ve vybranych mezi-
krocich vyroby piva vzorku D. Ve vybranych mezikrocich vyroby piva byl zjevny klesajici
trend v obsahu BA stejné jako u pfedchozich vzorkd. V hotovém pivu byly zastoupeny
putrescin a kadaverin, kde v jednotlivych Sarzich piva tohoto typu byly koncentrace vyrov-
nané: kadaverin (od 5 do 7 mg/l) a putrescin (od 7 do 9 mg/l). Celkovy obsah BA v jednot-
livych Sarzich byl od 13 do 15 mg/l. Takovy obsah BA, dle dostupnych informaci, neohro-
zuje konzumenta na zdravi. Dle studie Bobba et al. [2015] je nebezpe¢nd koncentrace ka-
daverinu a putrescinu 2 000 mg/l pro bézna jidla. Pokud je konzumovéan alkohol, obecné
jsou uvadény bezpecné hranicni koncentrace nizsi, ale které jsou zvlasté dulezité pro his-
tamin, fenyletylamin a tyramin [13, 16]. Navic, putrescin obsahuje slad a jeho pfitomnost
ve vzorku je pfirozend. Kadaverin mize vznikat nezddouci pfeménou bilkovin, ale jeho
toxicita neni pfili§ vysokd [17]. V pfitomnosti histaminu nebo tyraminu plisobi kadaverin
jako podplrny faktor a zesiluje jejich toxicitu, proto v tomto piipadé jeho nizky obsah ve

vzorcich nepfinasi zadné nebezpeci [11].
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1 — sladina, 2 — sladina ptfed chmelovarem, 3 — mladina po chmelovaru, 4 —
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(9]
1

prokvasend mladina, 5 — '4 zrani, 6 — hotové pivo

Obr. 26 Celkovy obsah BA ve vybranych mezikrocich vyroby piva u vzorku
D
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V priloze P IV umistény vysledky jednotlivych BA, které byly zméfeny u pouzitych

surovin pro dany typ piva. V ptiloze P V je uveden celkovy obsah BA v surovinach.

7.2.5 VSechny vzorky

Na obrazku 27 jsou uvedeny hodnoty vSech vzorkli hotového piva. Celkovy obsah
BA byl zméfen pro: vzorek A (15 £ 1 mg/l), vzorek B (9 £ 1 mg/l), vzorek C (25 = 1 mg/l)
a vzorek D (14 £ 1 mg/l). Obsah BA v hotovém pivu byl vyrovnany u vSech vzorki az na
vzorek C, kde obsah BA mohl byt ovlivnén mnoZstvim sypani [17,5 % (w/v) EPM] a cel-

kové€ pouzitymi surovinami.
30 ~
25 A
20 A

15 -

Koncentrace BA [mg/l]

Obr. 27 Celkovy obsah BA ve vSech vzorcich hotového piva

Vysledky této prace byly porovnany s jinymi pracemi. Podobny obsah BA byl za-
znamenan spolecné s vysledky BA polskych piv, kde primérny celkovy obsah BA ¢inil
16,15 + 2,89 mg/l [91]. Ve studii Kalac et al. [1997] byl pozorovan obsah jednotlivych BA.
V této studii byl uveden naptiklad obsah histaminu (0,55 mg/l), ktery se ve findlnich vzor-
cich piv A, B, C a D viibec nevyskytoval. Ve studii Kala¢ et al. [1997] byl uveden obsah
tyraminu (6,85 mg/l), ktery byl vyssi nez nejvyssi hodnota u vzorku C (6 mg/l). Kadaverin
se sice vyskytoval ve vzorcich B, C a D, ale dosahoval pon¢kud nizsich hodnot (od 4 do 7
mg/l) oproti obsahu ve studii Kala¢ et al. [1997], kde byly uvedeny hodnoty 12,3 mg/l.

Naopak ve studii Kalac et. al. [1997] nebyl zminén obsah sperminu, ktery byl zaznamenan
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v této praci u vzorkli A a C. Ve studii Kalac et al. [1997] bylo zminéno, ze namétené hod-
noty celkového obsahu BA by nemély zplisobovat zadné problémy konzumentim [89].
Hodnoty v této praci celkového obsahu BA nepiekracovaly zminéné hodnoty ve studii Ka-
la¢ et al. [1997], a proto lze tvrdit, Ze 1 tyto zkoumané vzorky byly pro spotiebitele bezpec-

né a nepredstavovaly zdravotni riziko.
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ZAVER

Tato prace byla zaméfena na vyvoj BA v procesu vyroby piva vcetné pouzitych su-

rovin. Nejcastéji se vyskytujici BA v hotovém pivu byly putrescin a kadaverin.

Na zéklad¢ vysledkl experimentalni ¢asti této diplomové prace Ize konstatovat na-

sledujici zjisténi:

Zakladni surovinou, ktera ptedstavovala nejvétsi zdroj BA vzhledem
k pouzitému mnozstvi, byl dle vysledka experimentu slad.

Voda, kvasinky a chmel nebyly vyhodnoceny jako vyznamné zdroje BA.

Specialni surovinou byl Rooibos, ktery v rdmci pouzitého mnozstvi nepted-
stavoval vyznamny zdroj BA.

Pti zpracovani surovin dochazelo k vyraznym zménam obsahu £ BA, kdy
jednotlivé vyrobni kroky pfimo ovliviiovaly tuto hodnotu.

Z namétenych dat byla patrna zavislost obsahu BA na délce kvaseni a zrani
piva, kdy s rostouci délkou téchto krokd, rostl i obsah sumy BA. Naopak
rmutovani a chmelovar obecné vedly ke snizeni obsahu BA.

Diky riiznym vychozim surovindm a technologickym postuptim bylo mozné
sledovat odlisné zastoupeni BA ve finalnich vzorcich.

o Ve vzorku A byl detekovan obsah BA pro jednotlivé Sarze: putrescin
(jedna Sarze nedetekovano, zbylé dvé Sarze 7 mg/1), tyramin (od 3 do
5 mg/l) a spermin (od 4 do 9 mg/1).

o Ve vzorku B byl detekovan obsah BA v jednotlivych Sarzich pro:
putrescin (od 6 do 7 mg/l) a kadaverin (od 3 do 4 mg/l).

o Ve vzorku C byl detekovan obsah BA pro jednotlivé Sarze: putrescin
(od 6 do 10 mg/l), kadaverin (od 3 do 5 mg/l), tyramin (od 4 do 6
mg/l) a spermin (od 7 do 9 mg/1).

o Ve vzorku D byl detekovan obsah BA v jednotlivych Sarzich pro:
putrescin (od 7 do 9 mg/l) a kadaverin (od 5 do 7 mg/l).

Celkova mnozstvi BA v testovanych vzorcich piv nepfedstavovala riziko
pro zdravotni stav konzumentii. Celkovy obsah BA byl u vzorku A byl 15
mg/l, u vzorku B 9 mg/l, u vzorku C 25 mg/l a u vzorku D 14 mg/1.

Zavérem lze tvrdit, ze tato zkoumana piva neptredstavuji pro konecného spotiebitele

riziko kvli vysokym koncentracim BA v hotovém pivu.
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Chmel Amarillo

Aminokyselina

Biogenni amin

Slad barvici

Slad bavorsky

Bakterie mlé¢ného kvaseni
Chmel Bramling Cross

Kadaverin
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Centralni nervova soustava

Detektor v diodovém poli
Evropsky ufad pro bezpecnost potravin
Extrakt ptivodni mladiny
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Vysokoucinna kapalinova chromatografie
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Putrescin
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PRILOHA PI: OBSAH JEDNOTLIVYCH BA VE VZORKU A
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Obr. 28 Obsah jednotlivych BA u surovin vzorku A



PRILOHA PII: OBSAH JEDNOTLIVYCH BA VE VZORKU B
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Obr. 29 Obsah jednotlivych BA u surovin vzorku B



PRILOHA P III: OBSAH JEDNOTLIVYCH BA VE VZORKU C

180 -
160 - Slad plzenisky
140 -
120 -
100 -
80 -
60 -
40 A

ol
0 - milm
CAD

Koncentrace BA [mg/kg]|

PHE PUT

TYR SPD

|
HIS SPM

180 ~
160 - Slad bavorsky
140 -
120 A

100 -

60 -

Koncentrace BA [mg/kg]

40 -

1M _-,-,'L

PHE PUT CAD HIS TYR SPD SPM

180 1 Slad vidensky
160 -

140
120 -
100
80 -

TN ' B
. - a A B B
CAD HIS TYR SPD

PHE PUT SPM

Koncentrace BA [mg/kg]|




Koncentrace BA [mg/kg]| Koncentrace BA [mg/kg]|

Koncentrace BA [mg/kg]

180
160
140
120
100
80
60
40
20

180
160
140
120
100
80
60
40
20

180
160
140
120
100
80
60
40
20

Slad karamelovy

Slad barvici

_j,'--,-,...
PHE PUT CAD HIS TYR

SPD

e

SPM

i

PHE PUT CAD

HIS TY

R

Chmel Zatecky polorany ¢erveniak

SPD

SPM

PHE PUT CAD HIS TY

R

T T

SPD

I

SPM



180
160
140
120
100

80

Koncentrace BA [mg/kg]

40
20

180
160
140
120
100

80

60

Koncentrace BA [mg/kg]|

40
20

180
160
140
120
100
80
60
40
20

Koncentrace BA [mg/1]

60 -

|

Chmel Premiant

T T

o W

PHE PUT CAD HIS TYR SPD SPM
| Chmel Sladek

PHE PUT CAD HIS TYR SPD SPM
il Kwvasnice H — 095

- s = B
PUT CAD TYR SPD SPM

Obr. 30 Obsah jednotlivych BA obsazenych v surovinach vzorku C



PRILOHA P IV: OBSAH JEDNOTLIVYCH BA VE VZORKU D
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Obr. 31 Obsah jednotlivych BA obsazenych v surovindach vzorku D



PRILOHA PV: CELKOVY OBSAH BA V SUROVINACH VSECH

TYPU PIV

Tab. 4 Celkovy obsah BA v surovindach vsech typii piv

Vzorky [mg/kg] nebo [mg/1]

Nazev suroviny A B C D
Slad plzeinisky 388 + 36 475+ 42 250 £24 -
Slad videnisky 354 £ 30 - 293 +28 299 + 28
Slad pSeni¢ny - 382 + 37 - -
Slad bavorsky - - 211 +20 -
Slad karamelovy - - 11511 122 +11
Slad barvici - - 165 £15 -
Slad Pale Ale - - - 399 +37
Chmel Zatecky polorany erveiidk 203+ 19 257+24 266 + 25 -
Chmel Premiant 275+ 21 237 +£22 195+ 18 -
Chmel Sladek - - 259+ 24 -
Chmel Bramling Cross - - - 318 +£30
Chmel Amarillo - - - 260 £+ 25
Chmel Citra - - - 255+£22
Kvasnice H — 095 [mg/1 143 £ 13 - 143 £ 12 -
Kvasnice WB 06 [mg/1] - 62+5 - -
Kvasnice Windsor [mg/1] - - - 46+ 4
Rooibos Cerveny - - - 246 +£23
Rooibos zeleny - - - 115+11

* vysledky vyjadieny jako celkovy primér hodnot + smérodatna odchylka, n=9

A — pivo typu plzenského; B — pseni¢né pivo; C — special, tmavy; D — SPIA (Irsky Ale)




