Sledovani obsahu biogennich aminui béhem vyroby
piva

Lucia BlSakova

Diplomova prace i Univerzita Tomase Bati ve Zliné
2020 Fakulta technologicka



Univerzita Tomase Bati ve Zliné
Fakulta technologicka
Ustav technologie potravin

Akademicky rok: 2019/2020

ZADANI DIPLOMOVE PRACE

(projektu, uméleckého dila, uméleckého vykonu)

Jménoapfijmeni:  Bc. Lucia BlSakova

Osobni ¢islo: T17230

Studijni program: ~ N2901 Chemie a technologie potravin

Studijni obor: Technologie potravin

Forma studia: Prezencni

Téma prace: Sledovani obsahu biogennich aminii béhem vyroby piva
Zasady pro vypracovani

|. Teoreticka cast

1. Biogenni aminy — charakterizace, vlastnosti a vjznam
2. Vyskyt biogennich aminii v surovinach pro vyrobu piva a béhem technologie vyroby piva
II. Praktické cast
1. HPLCstanoveni obsahu biogennich amind v surovinach pro vyrobu piva a béhem procesu vyroby piva
2. Viyhodnoceni vysledki a formulace zavérli prace



Forma zpracovani diplomové préce: Tisténd/elektronicka

Seznam doporucené literatury:

[1] RUIZ-CAPILLAS, Claudia a Ana HERRERO. Impact of Biogenic Amines on Food Quality and Safety. Foods. 2019, 8(2). DOI:
10.3390/fo0ds8020062. ISSN 2304-8158.
[2] Védecké zdoje uvedené v databazich Web of Science, SCOPUS.

Vedouci diplomové préce: Ing. Pavel Pleva, PhD.
Ustav inZenyrstvi ochrany Zivotniho prostredi

Datum zadani diplomové prace: 17.1nora 2020
Termin odevzdani diplomové prace: 15. kvétna 2020

LS.

prof. Ing. Roman Cermak, Ph.D. doc. RNDr. Iva Buresova, Ph.D.

dékan feditel dstavu

Ve Zliné dne 17. dnora 2020



PROHLAéENi, AUTORA
DIPLOMOVE PRACE

Beru na védomi, Ze:

e diplomova prace bude ulozena V elektronické podobé v univerzitnim informacnim
systému a dostupna k nahlédnuti;

e na moji diplomovou préci se plné vztahuje zdkon ¢. 121/2000 Sb. o pravu autorském, o
pravech souvisejicich s prdvem autorskym a o zméné nékterych zakont (autorsky
zakon) ve znéni pozd¢jsich pravnich predpist, zejm. § 35 odst. 3;

e podle § 60 odst. 1 autorského zdkona mé Univerzita Tomase Bati ve Zlin€ pravo na
uzavieni licencni smlouvy o uziti Skolniho dila v rozsahu § 12 odst. 4 autorského
zakona;

e podle § 60 odst. 2 a 3 autorského zakona mohu uzit své dilo — diplomovou praci nebo
poskytnout licenci K jejimu vyuziti jen s pfedchozim pisemnym souhlasem Univerzity
TomaSe Bati ve Zling, ktera je opravnéna v takovém piipadé ode mne pozadovat
pfiméteny piispévek na thradu nakladd, které byly Univerzitou Tomase Bati ve Zling
na vytvoreni dila vynalozeny (az do jejich skute¢né vyse);

e pokud bylo k vypracovani diplomové prace vyuzito softwaru poskytnutého Univerzitou
Tomase Bati ve Zlin¢ nebo jinymi subjekty pouze ke studijnim a vyzkumnym ucelim
(tj. k nekomerénimu vyuziti), nelze vysledky diplomové prace vyuzit ke komerénim
ucelum;

e pokud je vystupem diplomové prace jakykoliv softwarovy produkt, povazuji se za
soucast prace rovnéz i zdrojové koédy, popt. soubory, ze kterych se projekt sklada.
Neodevzdani této soucasti mize byt divodem k neobhéjeni prace.

Prohlasuji,
e 7e jsem diplomové praci pracoval samostatné a pouzitou literaturu jsem citoval.
V ptipadé publikace vysledkti budu uveden jako spoluautor.

e 7e odevzdana verze diplomové prace a verze elektronicka nahrand do IS/STAG jsou
obsahov¢ totozné

Ve Zliné dne:

Jméno a pfijmeni studenta:

podpis studenta



ABSTRAKT

Biogenni aminy jsou pfitomny v rtiznych potravinach. Nejcastéji se vyskytuji ve fermento-
vanych produktech, mezi které patii i pivo. Vysoka hladina téchto latek miize byt pro urcitou
skupinu lidi nebezpe¢na. Teoreticka ¢ast prace zacina popisem piva jako potraviny, popisem
mikroorganismil vyskytujicich se v ném a kratkym postupem vyroby. Nasledn¢ se zamétuje
na vznik a pfitomnost biogennich aminil v suroviné a béhem celé technologické vyroby piva.
Na pfitomnost biogennich amint bylo vybrano 10 piv, u kterych byly béhem celého procesu
odebirany vzorky, které byly pozdé&ji analyzovany pomoci metody HPLC. Ve vSech vzorcich
byla zaznamenana aktivita biogennich amint v riznych koncentracich. Nejvyssi hladiny
byly detekovany u spermidinu a putrescinu. Vysledky prace zaznamenaly 1 piva s vySSimi
hladinami tyramimu a histaminu, které mohou u citlivych jedincti zpiisobovat zdravotni

problémy.

Kli¢ova slova: biogenni aminy; pivo; HPLC; suroviny; vyrobni postup

ABSTRACT

Biogenic amines are present in various foods most often found in fermented products, inc-
luding beer. High levels of these substances can be dangerous for a certain group of people.
The theoretical part of the thesis begins with a description of a beer as a food, microorga-
nisms occurring in it and a short production process. Subsequently, it focuses on the forma-
tion and presence of biogenic amines in the raw material and throughout the technological
production of beer. For the presence of biogenic amines, 10 beers were selected and sampled
throughout the process, which were later analyzed by HPLC. The activity of biogenic amines
at various concentrations was recorded in all samples. The highest levels were detected for
spermidine and putrescine. The results of the work also recorded beers with higher levels of

tyramine and histamine which can cause health problems in sensitive individuals.

Keywords: biogenic amines; beer; HPLC; raw materials; technological process
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UvVOD

Pivovarnictvo je jednou z najstarSich a najkomplexnejSich technoldgii pri spracovani potra-
vin a napojov. Pivo je zname uz po tisicky rokov (Novotny, 2019). Je to napoj S nizkym
obsahom alkoholu znamy svojou zlatistou farbou a horkou chut'ou. Mok, ktory spajal a spaja

kazdu zabavu, ukoncuje pracu, zahana smutok ¢i prispieva k lepSej chuti do jedla.

V poslednej dobe sa zvysila popularita piva a trh sa postupne presuva z masovo vyrabanych
leZiakovych znaciek na bohatSiu chut’, nepredvidate'né ingrediencie a vyraznu estetiku re-
meselnych piv, ktoré sa vyznacuju jedine¢nou aromou a chut’ou. Pivo pravidelne konzumuje
vel'a 'udi po celom svete. Stal sa jednym z najviac konzumovanych napojov v Eurdpske;j

unii, kde priemerna spotreba v roku 2016 bola 71 litrov na obyvatel’a (Bertuzzi et al., 2020).

Zlozenie piva je urcené zlozkami pritomnymi v surovinach pouzitych na jeho vyrobu. Ob-
sahuje mnoho prospesnych latok pre naSe zdravie. Patria medzi ne vitaminy, mineraly, anti-
oxidanty (fenolové zliceniny a melanoiny) ale aj dusikaté zli¢eniny, uhl'ohydraty ¢i vldk-

nina (Bertuzzi et al., 2020).

Okrem svojich pozitivnych bioaktivnych vlastnosti moze pivo obsahovat’ aj latky, ktoré
mozu negativne ovplyvnit’ zdravie spotrebitel’a a ohrozit’ bezpecnost’ potravin pritomnost'ou
neziaducich mikroorganizmov alebo produktov ich metabolizmu. Medzi takéto metabolity
sa radia aj biogénne aminy. Vyskytuju sa v mnohych potravinach, ktoré obsahuju urcité
mnozstvo volnych aminokyselin alebo proteinov podliehajucich mikrobidlnemu rozkladu.
V niektorych potravinach sa biogénne aminy vyskytuja prirodzene, v inych dochadza k ich
vzniku v procese vyroby pomocou mikroorganizmov, ktoré disponuju enzymom s dekarbo-

xylazovou aktivitou (Aymerich, et al., 2006).

Hoci biogénne aminy st zlaceninami s fyziologickymi aktivitami, ich konzumacia vo vyso-
kych koncentraciach moze ohrozit’ l'udské zdravie. Riziko negativneho Uc¢inku sa zvysuje
konzumaciou alkoholickych népojov, pretoze etanol inhibuje aktivitu enzymov zodpoved-
nych za metabolizmus biogénnych aminov. Z tohto dovodu sa problematika tykajuca bio-
génnych aminov stala celosvetovym problémom a vynaklada sa usilie znizit" ich vyskyt vo
fermentovanych vyrobkoch, predovsetkym vo vine a pive, ktoré patria medzi obl'ibené na-
poje po celom svete a zvysit’ kvalitu a bezpecnost’ tychto produktov (Angulo et al., 2020).

Avsak v ramci EU nie sl V ndpojoch stanovené pre tieto latky legislativne limity.
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1 PIVO

Prvé pisomné zmienky o vyrobe piva siahaju uz 4000 rokov pred n.l., kedy Sumeri vyrabali
kvasené napoje z obilia, ktoré uskladiiovali v hlinenych nadobach. Je teda pravdepodobné,
ze vznik piva bola nahoda, pretoZe do niektorych nadob natiekla voda a o zbytok sa postarali
pritomné kvasinky. Vyroba piva sa pre staroveké civilizacie stala moznostou ako vyrobit’
napoj z vody, ktory je zdravotne nezavadny a s netradi¢nou chut'ou. Pivo vyrabané v minu-
losti bolo veI'mi vzdialené pivu, ktoré konzumujeme dnes. Medzi jeden z dovodov rozdiel-
nosti, patri aj absencia chmel'u, a teda je zrejmé, Ze pivo bolo sladkastej chuti. Rozmach
pridavku chmel'u do piva sa datuje od 13. storocia n.l., kedy sa zacal ¢oraz viac pridavat
Kk zvyrazneniu horkosti piva. Az koncom 20. storo¢ia bolo mozné zaznamenat’ boom ame-
rickych remeselnych pivovarov, ktory odstartoval celosvetovy trend v rozmachu a znovuob-
javovania rozmanitosti pivnych $tylov. Na tento trend nadvédzuju aj ¢eské minipivovary

a rozvoj pivovarnictva nad’alej pokracuje a pozitivne sa rozvija (Novotny, 2019).

Pivo ako aj iné napoje boli a su zaznamenané v zakonoch, ktoré chrania ich vyrobny proces
¢i spotrebitel’a. Najstar$i dochovany zakonnik na svete, Chamurapiho, obsahuje mnoho pa-
sazi, tykajtcich sa piva, medzi ktoré patri aj Cast’, kedy mohol byt ¢lovek za primieSanie
vody do piva postihnuty az trestom smrti. V roku 1516 vznikol Reinheisgebot-nemecky za-
kon o ¢istote piva, podl'a ktorého sa pivo mdze vyrabat’ len z vody, sladu a chmel'u. V tomto
obdobi este nebola pisomna zmienka o kvasinkach. T4 nastala az v roku 1876, kedy Louis
Pasteur vo svojej publikacii Etudes sur la Biére tvrdil, Ze kvasinky su zodpovedné za kvasny
proces v pive (Novotny, 2019).

V Ceskej republike je pivo definované podl'a vyhlasky &. 248/2018 Sb., o poziadavkach na
napoje, kvasny ocot a drozdie, ktorou sa prevadza zakon €. 110/1997 Sb., o potravinach a ta-
bakovych vyrobkoch ako penivy napoj vyrobeny skvasenim mladiny pripravenej zo sladu,
vody, neupravené¢ho chmel'u alebo chmelového vyrobku, ktory vedl'a kvasného procesu
vzniknutého etanolu a oxidu uhli¢it¢ho obsahuje aj ur€it¢ mnozstvo neprekvaseného ex-
traktu; slad je mozné do vysky jednej tretiny hmotnosti celkového extraktu pdvodnej mla-
diny nahradit’ extraktom predovsetkym cukru, obilného Skrobu, nesladovych obilnin alebo
ryze; u piv ochutenych moze byt obsah alkoholu zvyseny pridavkom liehovin alebo ostat-
nych alkoholickych népojov (Vyhlaska ¢. 248/2018 Sb., o pozadavcich na napoje, kvasny

ocet a drozdi).
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1.1 Mikroorganizmy vyskytujuce sa v pive

Pivo je vysledkom tradicnej fermentéacie potravin. Mikrobidlna aktivita sa zac¢astiuje v kaz-
dom kroku jeho vyroby a definuje mnohé senzorické vlastnosti, ktoré prispievaju ku kvalite.
Okrem kvasenia cerealnych extraktov je dolezité sledovat’ aj iné mikroorganizmy, ktoré
mozu predstavovat’ riziko poSkodenia mikrobialnej stability kone¢ného produktu (prepemo-
vanie, tvorba mykotoxinov, nitrosaminov a pod.). Je délezité ich pravidelne kontrolovat’ pro-
strednictvom prepracovaného riadenia ¢i pri pravidelnej praci v sladovni a pivovare (Boku-
lich a Barmhof, 2013).

Medzi najznamejsie mikroorganizmy vyskytujtice sa v pive patria plesne, kvasinky a bakté-
rie. Zvycajne sa uvadza, ze jedno pozbierané zrno obsahuje priblizne 10®az 10° mikroorga-
nizmov. Zmeny mnozstva mikrobov nastavaju pri macani, kli¢eni, suseni sladu a pri sklado-
vani zrna. PoCet mikroorganizmov vyrazne narasta pri macani jacmena, a to na dvojnasobne
az dvestondsobne. VysusSenie jacmena na 12% celkovej hmotnosti zabraiiuje pomnoZovaniu

mikroorganizmov, zalezi vSak na jeho druhu a teplote. (Basatova et al., 2010).

Baktérie , 1 Kvasinky
I 1 Candida Penicillium
Bacillus  Enterobacteriaceae L VyStIeranle ) Debaryomyces  Aspergillus
Flavobacterium Actinomycetales \], Hansenula Alternaria
Alcaligenes Lactobacillus ( - ) Hanseniaspora  Fusarium
Pseudomonas  Acetobacteriaceae Rmutovanie Rhodotorula Epicoccum
- / Sporobolomyces Cladosporum
‘]! Trichosporon Botrytis
{ 3 PrY)
. Aureobasidium
Varenie Absidia
\ X
4 ¢ D N
Enterobacteri .
nterobacteriaceae { Mladina
Obesumbacterium ‘L Saccharomyces
Rhanella aquatilis { Inokulacia kvasniniek -
Lactobacillus B [ e ]
Pediococcus Fermentacia
= \ J <
r \L - B Saccharomyces
Selenomonas Lactobacillus Zretie ggz;anula
Micrococcus Pediococcus \L L. Hle(:n;n'as e
Zymomonas Pectinatus - Toru /op;is P
Acetobacter ~ Megasphaera H A
Gliiconcbaatar Zymophilus t Balenie | i Schizosaccharomyces
(¥ Brettanomyces
Candida

Obrdzok 1. Prehlad najcastejsi mikroorganizmov pivovarnictve (prepracované podla Boku-
lich a Bamforth, 2013).
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1.1.1 Kvasinky

Kvasinky st jednou z najdolezitejSich zloziek pri vyrobe piva, ktoré su zodpovedné za me-
tabolické procesy, pri ktorych vzniké etanol, oxid uhli¢ity a cela rada vedl’ajSich produktov,
ktoré prispievaji k chuti a kvalite piva. Dnes je mozné najst’ na trhu stovky druhov kvasi-
niek.V praxi su kmene kvasiniek zarad’ované do kategoérii typu Ale a leziak (Goldammer,
2008).

»Ale“ kvasinky, si kmefimi Saccharomyces cerevisiae, ktoré boli izolované v roznych Cas-
tiach sveta. Takéto kvasinky st Casto ozna¢ované aj ako kvasinky pouzivané na vrchné kva-
senie, pretoze V tradiénych fermentoroch stipaju na povrch nadoby a tvoria husta vrstvu, ¢o
ulahéuje ich zber (Bokulich a Bamforth, 2013). St geneticky odlisné od kvasiniek leziac-
kého typu tym, ze su tvorené len druhom Saccharomyces cerevisiae, kym kvasinky leZiac-
kého typu vznikli krizenim dvoch blizkych druhov rodu Saccharomyces. Teplota fermenta-
cie Ale kvasiniek sa pohybuje v teplotach od 18 °C do 24 °C. Pri tychto teplotach dochadza
Kk produkcii esterovych tonov, ktoré vedi k ovocnej, sladovnickej az komplexnej chuti
a arome. Na trhu je mozné ngjst’ velké mnozstvo kvasiniek s rdznymi aromatickymi pro-
filmi. St pouzivané pri vyrobe piva typu Brew pale, tmavy Ale, pSeniénych piv, Belgickych
piv a mnoho d’alsich (Dunn, 2013).

P6vod vzniku typu piva Ale siaha do 16. storocia, v Anglicku, kedy sa povodne tieto piva
vyrabali vyhradne len z vody, sladu a kvasiniek a bez pouzitia chmelu. Pomenovanie Ale
piva pre vrchne kvasené piva sa ale zacalo az v roku 1980 v Nemecku. Dnes je tento $tyl
najviac rozsireny predovietkym vo Velkej Britanii, Irsku, Belgicku a Nemecku. V USA
a v Kanade doslo k velkému rozmachu tzv. craftovych pivovarov ¢i minipivovarov, ktorych
myslienkou je vyroba piv so $pecifickou farbou, vonou, chutou ¢i technoldgiou. Tento trend

sa postupne rozsiruje do celého sveta (Jones, 2013).

Bokulich a Bamforth (2013) tvrdia, Ze pre pivo leZiackeho typu st typické kvasinky typu
Saccharomyces pastorianus, ktoré sa vyznacuju ,,spodnym kvasenim® (kvasinky pred ukon-
¢enim fermentacie klesaju na dno nadoby a nestipajii na povrch za ziadnych podmienok).
Vznikli hybridizaciou dvoch druhov kvasiniek Saccharomyces cerevisiae a Saccharomyce
bayanus, ktoré spolu tzko suvisia. Kvasinky leziackeho typu su zlozitej$im organizmom nez
kvasinky typu Ale, a nie su tak l'ahko izolovateI'né z prirody. Saccharomyces bayanus sa

zaroven vyznacuje vys$Sou odolnostou voci nizkym teplotam, nez Saccharomyces cerevi-
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siae. Predpoklada sa, Ze vznikli ako reakcia selektivného napétia sposobeného nizkymi tep-
lotami pri vareni. Pritomnost’ tychto dvoch genémov v Saccharomyces pastorianus mohla
viest k jeho schopnosti vykonavat’ fermentaciu lepsie pri niz§ich teplotach nez samotny Sac-
charomyces cerevisiae. Je mozné sa domnievat, ze tato hybridizacia vyplyva z bavorského
zékona zo 16. storocia, ktory zakazoval varenie piva pocas letnych mesiacov z dovodu nizsej
kvality letnych piv. Posledné Studie preukazali, ze vSetky dnes pouzivané kvasinky leZiac-
keho typu pochadzajt z hybridizacie medzi Saccharomyces cerevisiae a Saccharomyces ba-

yanus (Taylor, 2013).

Matoulkové a Savel (2007) uvadzajt, Ze su¢asny platny nazov pre spodné pivovarské kva-
sinky je Saccharomyces pastorianus. Ako neplatné nazvy sa uvadzaji Saccharomyces car-
Ibergensis a Saccharomyces monacensis. Ked’ze problematika nomenklatiry nie je stale
jasne dorieSena, je mozné, ze pomenovanie Saccharomyces pastorianus, je stale nahradeny
pomenovanim zauc¢eného a tradicného pomenovania Saccharomyces carlsbergensis, ktoré
je zrozumitelné pre vSetkych pivovarnikov a potravinarskych technolégov. Oznacenie by sa
mohlo pouzivat’ v odbornej literatire do doby zmeny legislativy dosial’ platného oznacenia
pivovarskych kvasiniek, ktoré sa uvadza v zakone ¢, 110/1997 Sb., o potravinach a tabako-
vych vyrobkoch a o zmene a doplneni niektorych stuvisiacich zdkonov. Teplota fermentécie
typicka pre kvasinky leziackeho typu sa pohybuje v rozmedzi od 7 °C do 1 °C. St schopné
skvasit’ viac cukru nez kvasinky typu Ale ¢o vedie ku vzniku ostrej chuti (,,crisper taste®).

Produkuju vyssie mnozstvo sirovodika a d’al$ie sirne zlu¢eniny (Goldammer, 2008).

1.1.2 Divoké kvasinky

Divoké kvasinky st vSetky kvasinky, ktoré nie st pouzivané ako zdkvasova kultira. Je
mozné ich izolovat’ vo vsetkych fazach varenia piva zo suroviny, sladiny, fermentujuceho
piva az po davkovaci systém ¢i balenie (Preedy a Watson, 2005). M6ze dochadzat’ ku tzv.
kvasni¢nej kontamindcii, ktora je spdsobena kvasni¢nymi bunkami a Vytvara negativne pre-
javy v roznych miestach vyroby (fermentacia—spomalenie alebo zastavenie kvasenia, hlbsie
prekvasenie hotového piva, zla filtrovatelnost’ piva, zakal). Kmene kultirnych kvasiniek
sposobujui neziadlice technologické vlastnosti, zaroven dochadza aj k vzniku respiraénych
deficitnych mutantov, sposobujucich vysoku sedimenta¢nu rychlost’ ¢i tvorbou biacetylu
(Basatova et al., 2010; Matoulkova, Kopecka a Kubizniakova, 2013). Zaroven produkuja
nechcené prichute a aromatické latky, z dovodu rozdielnosti produkcie sirovodikov, esterov,

kyselin, mastnych kyselin, fenolickych zluceniny (Preedy a Watson, 2005). Basaiova et



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 13

al.,(2010) tvrdia, ze niektoré kmene kvasiniek mézu produkovat’ toxiny (tzv. killer—-kmene)
usmrcujuce senzitivne kmene kvasiniek. Gény pre produkciu tychto latok je mozné preniest’
do kultarnych kvasiniek, ktoré potom prirodzene potlacuju rast cudzich baktérii. Vyskumy
prevedené Bendovou a Kahlerom et al., (1981) ale ukazali, ze v praxi nedoslo k zabraneniu
pomnozenia d’alSich kontaminujucich mikroorganizmov a to ani kvasiniek, ani baktérii.
Kvasinky sa v pivovarnictve Casto zaradzuji do tried Ascomycetes, Basidiomycetes a Deu-
teromycetes. Medzi rod Zygomycetes patria hlavne plesne (Basatfova et al., 2010).

Divoké kvasinky sa rozdel'uju do dvoch skupin: Kvasinky rodu Saccharomyces ( S. logos,
S. uvarum, S. pastorianus, S. diastaticus, S. willianus, S. ellipsoideus, S. turbidans) a kva-
sinky non-Saccharomyces (Brettanomyces, Candida, Debaryomyces, Dekkera, Filo-
basidium, Hanseniaspora, Kloeckera, Kluyveromyces, Pichia, Rhodotorula, Torulaspora,
Zygosaccharomyces). Divoké kvasinky rodu Saccharomyces su schopné rast’ v anaerébnych
podmienkach a tvorit’ konkurenciu kultirnym kvasinkam pri fermentacii cukrov obsiahnu-
tych v mladine a tvorit' neziadice aromatické latky. Spolu s amylolitickymi kvasinkami
(schopné stiepit’ dextriny) st schopné tvorit’ fenolické latky dekarboxylaciou fenolickych
kyselin mladiny. Obsahuju funkény gén POF (phenolic off—flavor; fenolické chutové vady,
pachute) a st niekedy ozna¢ované ako POF" (POF—pozitivne). (Matoulkova, Kopecka a Ku-
bizniakova, 2013). POF je sposobena dekarboxylaciou kyseliny p—kumarovej a kyseliny
ferulovej (Skoricovej) na 4—vinylfenol a 4-vinylguaiacol. Tieto zlu¢eniny dodavaja pivu ne-
zvyc€ajné aromatické vnemy ako napriklad pikantnti vonu klin¢ekov, ktorou sa vyznacuju

predovsetkym nemecké pSeni¢né piva a niektoré belgické (Bokulich a Bamforth, 2013).

Non-saccharomycetné kvasinky nie je mozné z piva odstranit’ ziadnym tepelnym zahrevom
(pasteracia, sterilna filtracia), ale ich pritomnost’ pivo neposkodzuje. Obsah v pive je ¢asto

ukazovatel'om nizkej hygienickej Grovne prevadzky (Matoulkova, Kopecka a Kubizniakova,
2013).

V pivovarskej praxi sa najcastejSie vyskytuju divoké kmene kvasiniek rodu Candida a Pit-
chia, ktoré st povazované za menej rizikové nez Saccharomyces, pokial sa jedna o kazenie
piva z dovodu nizkej schopnosti rozmnozZovat’ sa v anacrobnych podmienkach a fermento-

vat’ sacharidy (Matoulkova, Kopecka a Kubizniakova, 2013).

Medzi vel'mi vyznamny rod divokych kvasiniek patri Brettanomyces (Brettanomyces
bruxellensis, Brettanomyces custersii a Brettanomyces anomalus). Su skodlivymi kontami-

nantnmi vacsiny piv a inych alkoholickych napojov. Vyznacuju sa vyraznou vénou pripo-
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minajucu konsku stajiiu, seno, obvéz, pot a podobne. Tieto kvasinky kazia pivo tvorbou pr-
chavych fenolovych zlt¢enin 4—etylguaiacol a 4—etylfenol ¢i acetatu v pritomnosti kyslika
alebo vytvaraju ardbmy a chute pre ne typické. Napriek svojim negativnym vlastnostiam su
Vv niektorych krajinach ¢i v typoch piva ziadané a vytvaraju ich jedinecnost’. NajCastejSie sa
vyskytujui v pivnych Styloch typu Lamber, ktory je typicky pre Belgicko ¢i v ovocnych pi-
vach, v ktorych B—glykozidazova aktivita zvySuje ovocnti aromu. V minulosti sa kvasinky

Brettanomyces povazovali za dolezity prvok anglickych piv (Bokulich a Bamforth, 2013).

Tabulka 1. Divoké kvasinky, popisané v pivovarnictve (prepracované podla Savel, 1980).

Rod Druh

Brettanomyces | anomalus, bruxellensis, claussenii

Candida krusei, intermedia, vini, valida, guilliermondii, silvae, lambica,
infens, utilis, sake, mesenterica, parapsilosis, humicola, melinii,

catenulata, solani

Cryptococcus infirmo—miniatus, albidus var. diffluens, laurentii

Debaromyces hansenii

Dekkera intermedia

Endomycopsis burtonii

Hansenula anomala, subpelliculosa, califormica
Kloeckera apiculata

Pichia mebranaefaciens, fermentans, farinosa,
Rhodotorula rubra, minuta

Saccharomyces | cerevisiae, bayanus, exiguus, rouxii, delbrueckii, uvarum, italicus,

rosei, heterogenicus, inusitatus, microellipsoides, diastaticus

Torulopsis candida, norvegica, glabrata, dattila, pinus, versatilis, stellata,

inconspicua, gropengiesseri, colliculosa, holmii

Trichosporon cutaneum, capitanum

1.1.3 Baktérie

Baktérie su klasifikované podl'a tvaru, bic¢ika, farbenia podl'a Grama a d’al$ich morfologic-
kych, fyziologickych znakov a biochemickych vlastnosti ¢i analyzy genomu (Hough et al.,
1982).
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Tabulka 2. Baktérie vyskytujuce sa najcastejsie v pivovarnictve (Basarova et al., 2010).

Skupina Rod /druh
octové baktérie Acetobacter, Gluconobacter
mlie¢ne baktérie Lactobacillus

(L. brevis, L. lindneri, L. curvatus, L. caseli,
L. buchneri, L. coryneformis, L. plantarum,
L. brevisimilis, L. malefermentans a L. pa-

rabuchneri)

Pediococcus
(P. damnosus, P. inopinatus a P. dextrini-

cus)

,,mladinové* baktérie Domace piva: Enterobacter, Escherichia,
Serratia, Klebsiella, Citrobacter, Hafnia,
Obesumbacterium, Rahnella aquatilis

Zahrani¢né piva: Pectinatus, Megasphaera,
Bacillus, Micrococcus, Acinetobacter, Pse-

udomonas a Zymomonas

Iné Kocuria kristinae

Medzi najvyznamnejsie baktérie vyskytujice sa v pive a spdsobujice neziaduce reakcie pat-
ria grampozitivne baktérie mlie¢neho kvasenia rodu Lactobacillus a Pediococcus. Zodpove-
daju za priblizne 70% mikrobialnych vad v pive a st povazované za jedny z najnebezpec-
nejsich baktérii pre pivo. DalSou skupinou, ktord negativne ovplyviiuje pivo patria gram-
negativne baktérie rodu Pectinatus a Megasphaera. Vplyv tychto anaerobnych baktérii na-
stal zmenou technologickych procesov, ktora viedla k zamedzeniu kysliku vo finalnych vy-
robkoch (Sakamoto a Konings, 2003). Vdaka zlepSeniu vyrobnych postupov spracovania
piva sa vyznam aerobnych baktérii znizil. Tento fakt plati aj pre gramnegativne baktérie
Hafnia protea a Enterobacter Cloacae, ktoré su schopné prezit fermentacné procesy
(Jespersen a Jakobsen, 1996). Basafova et al. (2010) tvrdia, ze termofilné baktérie rodu Ba-
cillus produkujt dusitany, ktoré uz v priebehu rmutovania zvysuju obsah netekavych nit-
rosaminov. Obsah tekavych nitrosaminov sa zniZuje pri hvozdeni sladu sirenim (Basatfova

et al., 2010).
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1.1.4 Plesne

Pri pestovani ja¢mena je mozné zaznamenat’ plesne v zrne, kde tvoria jeho prirodzenu su-
cast’. Na rozmnoZovanie plesni, ale aj baktérii mé vyrazny vplyv teplota a vlhkost’ sklado-

vania, popripade neziadtici hmyz a Skodcovia (Basatfova et al., 2010).

Medzi najznadmejsie mykotoxiny vyskytujice sa v pive zarad'ujeme fusariové toxiny, predo-
vSetkym trichoteceny (deoxynivalenon, nivalenon, fusarenon X, a pod.). Za najvyznamnej-
Sie ochorenie jaémena sposobené plesiiou Fusarium sa povazuje fusariové vadnutie klasu.
Naopak najcastejsie sa vyskytujica zavada spdsobena tymto toxinom je gushing (burlivé
prepenovanie). Okrem pritomnosti plesne Fusiarium, sa uvadzaju aj iné druhy, ktoré sa po-
diel’aji na prepeniovani piva ako napriklad Alternaria, Nigrospora, Stemphylium, Asper-
gillus, Rhizopus a Penicillium. Vznik gushingu stvisi nielen od pritomnosti plesiiovych to-
xinov a mykotoxinov ale aj od druhu a kmefiu plesni, teploty a vodnej aktivity ¢i stupna kon-

taminacie (Basafova et al., 2010).

Pre znizenie obsahu mykotoxinov je ddlezita pravidelna kontrola sladu a jeho chemické
oSetrenie (0zon, chlor, chlornan sodny, peroxid vodika pri macani jaémena) v obdobiach,
kedy ich obsah vyrazne narasta v zavislosti od poc¢asia. Cinnost plesni je mozné zamedzit’

aj pridavkom mlie¢nych baktérii zamerne pouzitych pri vyrobe sladu (Basatova et al., 2010).

Obsah mykotoxinov v jaCmeni, slade ¢i pive sa vyrazne lisi. Zistené hodnoty zavisia aj od
metody stanovenia. Rozsah sa pohybuje v rozmedzi od jednotiek az stoviek pug/kg jaémena
a sladu. Pre stanovenie a dokaz plesni a kvasiniek sa pouzivaju r6zne média. Na obmedzenie
obsahu plesni, ¢i baktérii sa pridavaju antibiotikd (chloramfenikol, chlortetracyklin, genta-
mycin, oxytetracyklin, streptomycin). Pre potlacenie rychlo rastucich plazivych plesni sa

naopak dava bengalska ¢erven a dichloran (Basarova et al.,2010).

1.2 Rozdelenie piva (pivné Styly)

Na svete existuje mnozstvo pivnych stylov, ktoré sa od seba odliSuji chutovymi charakte-
ristikami, technologickymi postupmi vyroby, spésobom kvasenia mladiny, obsahom alko-
holu ¢i farbou piva ale aj typom pouzitej suroviny ¢i krajiny. Prisposobenie sa $tylu znamena,
ze skiimané pivo ma vlastnosti, ktoré sa zhoduju s charakteristikami ocakavanymi pre dany
Styl. Je znama Siroka $kala pivnych $tylov, ktoré sa vyskytuju na trhu (Mosher a Trantham,
2017).
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Zakladné rozdelenie piv sa odvija od sposobu kvasenia mladiny a to na vrchné kvasené piva
typu Ale a spodne kvasené piva typu leziak. Pre vrchne kvasené piva su typické pSenicné,
tmavé piva typu porter, piva s ovocnou arémou ¢i silné kvasinkové. Naopak piva s typickym
spodnym kvasenim st leziaky svetlého, polotmavého ¢i tmavého odtienu, horké i sladké
piva s mensim ¢i vy$§im podielom alkoholu. Na trhu sa vyskytuju tiez druhy, ktoré kombi-
nuja spodné kvasinky k vyrobe vrchne kvasenych piv a naopak (Basatova et al., 2010).
Popisom rdznych druhov piv sa zaoberal Beer Judge Certification Program’s 2015, ktory je
pravidelne aktualizovany, aby zohl'adnoval nové klasifikacie $tylov ¢i zdruzenie americkych
sladkov, ktori v roku 2006 vydali sprievodcu piv sveta a kazdoro¢ne ho obnovuju, aby sa
odrazali zmeny v podrobnostiach klasifikacie (Mosher a Trantham, 2017; Basafova et al.,
2010).

SPODNE KVASENE PIVA
(TZV. LEZIAKY)

"Lager" viedenisky typ mnichovské svetle

Pilsenerr

brezidk (mérzen/

Oktoberfest) mnichovské tmavé

Dortmunder/ | 1
Export

Rauchbier tmavy bock

silné leziaky (napr.
Carlsberg Elephant :
alebo $pecial svetly bock

L tmavy/svetly
LAmerick}'/ sldovy likér praiiritend

doppelbock

Obrdzok 2. Prehlad druhov spodne kvasenych piv (prepacované podla Basarova et al.,
2011)
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VRCHNE KVASENE PIVA
pSenicné piva
1
I T 1
oz . (mlie¢ne spontanne
(Gisté kvasnice) kvasenie) kvasenie
belgické biele I— berlinske biele Lambic
juhonemecné
biele (pSeni¢né) Gueuze
kvasnicové Faro
pSeni¢né
|— pSeni¢ny bock Kriek
Framboise
|_ iné ovocné
piva
I T 1
sladky stout porter (vetky typy)
ovseny stout svetll\?l i(lgale) americké ale
suchy (Dry) tmavé (Dark) |_ B}
stout Mild smotanové ale
I
|— | 1
Imperial stout juhoanglické bitter
tmavozlaty ale

I I_I_I

severoanglické I Pahky (light)
tmavozlaté pivo lepsi" Bitter ale

I_I_I [ : 1

irske rySavé P svetlé (Pale)
Ale Old Ale silny Bitter ale
|_ silné Skotske svetlé a tmave |_ svetlé a tmavé India Pale Ale
ale jaémenné pivo jaémenné pivo
belgické s
tmavozlaté/"¢ervené" belgick ale
Albier Saisons
trapistické J
pivo

Obrazok 3. Prehlad druhov vrchne kvasenych piv (prepracované podla Basarova et al., 2010)
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1.3 Suroviny pouZzité na vyrobu piva

Pivo a pivné napoje moézu byt’ vyrabané zo surovych obilnych zin, sladovych obilnych zfn,
alternativnych nahrad (raz, ovos a pod.), z chleba, ktory sa pouzival v minulosti ( Briggs et
al., 2004). V obdobiach hospodarskych kriz, vojny ¢i po nej boli ¢asto pouzivané cukornaté
a Skrobnaté nahrady sladu, ktoré sa pouzivaju dodnes, predovsetkym kvoli nizkym vyrob-
nym nakladom. Medzi zakladné suroviny pouzivané pri vyrobe piva patri voda, obilny slad

a chmel za Gcasti mikroorganizmov—pivovarskych kvasiniek (Basafova et al., 2010).

1.3.1 Voda

Voda je v pivovarnictve povazovana za jednu z surovin, ktora dodava pivu Specificka chut
(Verhoef, 1999). Tvori viac ako 90 % produktu. M6ze byt vhodna na pitie, no nevhodna na
vyrobu piva, preto je dolezité osetrit’ vodu tak aby spiiala standardné poziadavky na tvrdost
vody u vybranych pivnych $tylov. Dostupnost’ vody sa stava ¢oraz CastejSie vel'mi dolezitym
kritériom pre umiestnenie pivovaru (Eumann, 2006). Zdroje pitnej vody sa ziskavaja bud’
z povrchovych tokov z jazier, riek, umelych nadrzi a prichrad alebo z podzemnych tokov
cez studne alebo vrty. Voda preto nie je konstantna, pokial’ ide o kvalitu a mnozstvo, pretoze

sezénne zmeny a vyskyt dazd’a budt mat’ vplyv na teplotu a zloZenie (Taylor et al., 2017)

Tabulka 3. Parametre vody vhodnej k vareniu piva (prepracované podla Eumann 2006)

Rozsah Smerné ¢islo
Min. Max.
pH 5 9,5
Ca mg/l 70 90 80
Mg mg/I| 0 10
Na mg/l 0 20
HCO; mg/l CaCOs3 10 50 25
Cl mg/Il 30 80 50
SO4 mg/I 30 150 100
NO3 mg/I 0 25
SiO, mg/l 0 25
Z’Sﬁjfovta mg/l CaCOs 20 <0
THM mg/I 0 10
Fe mg/l 0 0,1
Mn mg/l 0 0,05
NH.4 mg/l 0 0,5
NO> mg/I 0 0,1
BrOs; mg/l 0 0,01
H,S ng/l 0 5
Turbidita NTU 0 0,5
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V porovnani s podzemnou vodou povrchova voda obvykle obsahuje iba malé¢ mnozstvo mi-
neralov a je nachylna na organické zat'azenie, ako aj na mikrobiologickt kontaminaciu (Tay-

lor et al., 2017). Vyskytuje sa v roznej tvrdosti ¢i s roznymi primesami (mineraly, soli).

Zlozenie vody mdze ovplyvnit’ proces vyroby piva a spdsobit’, Ze pivo mdze byt jemnejsie,
tvrdsie ¢i naopak sladsie (Verhoef, 1999). Voda méze obsahovat’ chlor, chléraminy, rozpus-
tené plyny ¢i organické zluceniny, ktoré mozu nepriaznivo ovplyvnit’ chut’ piva (Palmer a

Kaminski, 2013).

1.3.2 Slad

Slad je prirodny potravinovy produkt vyrobeny naklicenim a vysusenim zfn. Medzi najzna-
mejsiu a najviac pouzivanu surovinu patri ja¢men, nie len kvoli jeho vysokému obsahu
Skrobu ale aj enzymov, ktoré sa podiel’ajii na jeho odburani (Verhoef, 1999). Ja¢menné slady
sa pouzivaju nielen na vyrobu piva, ale ich vyuzitie naslo uplatnenie aj v lichovarnictve,
octarstve, v pekarenskom odveti ¢i pri vyrobe ranajkovych ceredlii. V niektorych castiach
sveta sa na vyrobu piva pouzivaju aj iné alternativne nahrady, ktorymi st napriklad raz, ovos,
pSenica ¢i tritikale (Edney a Izydorczyk, 2003). Sladovy ja¢men dodava pivu $krob, resp.
cukry, ktoré st premienané na alkohol a oxid uhli€ity a dodavaji pivu jemnu sladkasta chut’.
(Verhoef, 1999). Mal by poskytovat’ vysoké vynosy a vysoku aktivitu enzymov, akymi su
a—amylaza, f—amylaza, proteazy a f—glukandza. Z toho dévodu sa dlhodobym $lachtenim
ja¢mena vyvinuli kultivary, ktoré pomerme dobre spliiaji dané poziadavky (Linko et al.,
1998). Okrem pristupu mnohych enzymov je jaémen dobrym zdrojom aj pre neziadtice or-
ganizmy akymi st napriklad Fusarium. Linko et al. (1998) vo svojej praci uvadzaju, ze $tar-
tovacie kultury kyseliny mlie¢nej pontkaju pri sladovani nové moznosti na kontrolu mik-
roflory tym, Ze bréania rastu Skodlivych mikroorganizmov a uprednostiiujl tie prospesné.
Jednotlivé druhy sa ziskavaju Upravou technoldgie macania a klicenia, ktorymi je mozné
regulovat’ biosyntézu a aktivitu sladovych enzymov posobiacich na urcité zlozky extraktu,
predovsetkym hlavne na mieru degradacie vysokomolekuldrnych latok, redoxného poten-
cidlu ¢i acidity sladu. Mieru tvorby farebnych aromatickych zli¢enin je mozné regulovat’
d’al$imi upravami pri technologickom postupe hvozdenia sladu pripraveného z jednej od-
rody ja¢mena alebo len z dvoch odrod, ale geneticky podobnych.

Vo svete sa najCastejSie vyrabaju svetl¢ slady plzeniského typu pre svetlé piva a tmavé slady

mnichovského typu (pSenic¢né, Specialne slady) pre tmavé piva . Basatova et al. (2010) tvr-
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dia, ze d’alsie typy Speciadlnych sladov sluzia pre zvyraznenie urcitych kvalitativnych a Spe-
cifickych vlastnosti zakladnych typov svetlych a tmavych piv ¢i pre vyrobu charakteristicky
odliSnych vlastnosti.

Pre vyrobu piva sa pouZzivaju najcastejSie slady z jarnych odrdd, pretoze ozimné slady moézu
sposobovat technologické problémy. Ozimné slady je mozné pouzit’ v kombindcii alebo jed-
notlivo v pripade, kedy je produkcia jarného sladu nedostato¢na. Na zist'ovanie kvality jac-
mena sa pouziva kongresnd metdda, ktora porovnava jednotlivé slady a je zaloZena na in-

faznom rmutovani (Basarova et al., 2010).

1.3.3 Chmel

Chmel” (Humulus lupulus L.) patri do ¢el'ade konopovitych (Cannabinacea). Stavba chmel'u
pozostava z koretiovej sustavy (zéklad babka), révy, postrannych pazochov a chmelovych
hlav. Podl'a genetickych znakov je chmel’ deleny do troch skupin, a to na chmel’ otacavy,
chmel japonsky a chmel opletavy. Pre vyrobu piva sa pouzivaju ususené chmelové hlavky
samicich rastlin chmel'u eurépskeho (Htivna, 2015). Samcie chmele su pouzivané na §l'ach-
tenie. Chmel’ bol povodne pridavany do piv po¢as vyroby kvéli zlepseniu arémy, predizeniu
trvanlivosti piva ¢i kvoli ovplyvneniu technologie a kvalitativnych parametrov piva. Moze
byt pouzivany vo forme hldvkového chmelu, chmel'ovych peliet, chmel'ovych extraktov,
isoextraktov ¢i isopeliet (Mezerova, 2017). Najdolezitejsimi zlozkami s polyfenoly, silice
a predovsetkym zivice a d’alSie zluceniny, ktoré sa podiel’aju na horkosti chmel'u a vyrazne
ovplyviiuju horkost’ produktmi izomeracie a a—horkych kyselin (humulon, adhumulon, ko-

humulon) a B—horké kyseliny (lupulon, kolupulon, andlupulon) (Basatova et al., 2010).

1.3.4 Kvasinky

Kvasinky patria medzi jeden z najddlezitejSich ukazatel'ov piva, pretoze urujt priebeh fer-
mentacie a organoleptické vlastnosti (Iserentant, 2003). Ako pivovarské kvasinky pouzivané
V pivovarnictve ¢i pri domacom vareni piva sa vyuzivajua kultirne kvasinky rodu Saccharo-
myces, ktoré sa pouzivaju k produkcii vrchne aj spodne kvasenych piv. Rozdiel medzi spod-
nymi kvasinkami (Saccharomyces pastorianus) a vrchnymi kvasinkami (Saccharomyces ce-
revisiae) spociva v ich flokula¢nych vlastnostiach, v genetickej informécii, chemickom roz-
diely, zlozeni bunkovej steny, vysSej maximalne teplote rastu, produkcie senzoricky aktiv-
nych latok a pod. (Kopecka, Matoulkova a Némec, 2014). Kvasinky sa ziskavaji od zna-

mych dodavatel'ov z celého sveta vo forme susenych a tekutych kvasnic. Zdrojom ¢istych
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produkénych kultar kvasiniek pre ¢eské a zahrani¢né pivovary je Zbierka pivovarskych kva-
siniek VUPS, kde zaklad tvoria kvasinky spodného kvasenia pochadzajuce z existujucich aj
uz zaniklych prevazne eurodpskych pivovarskych podnikov, ale aj vrchné a divoké kvasinky

izolované ako kontaminanty pivovarskej vyroby (Matoulkova a Savel, 2007).

1.4 Technolégia vyroby piva

Existuje mnozstvo technologickych procesov ako uvarit’ pivo so Specifickou chutou, ar6-

mou, vzhl'adom a celkovym charakterom piva (Priest a Stewart, 2006).

Proces vyroby piva za¢ina zbavenim sladu prachu a necistot. Po oCisteni zrna nasleduje $ro-
tovanie, kde pomocou mechanickych sil dochadza k desintegracii sladového zrna s cielom
dokonalého vymletia endospermu za suc¢asného zachovania celistvosti pluch (Barth, 2013).
Pomer jednotlivych frakcii Srotu ovplyviiuje rychlost’ nasledujtcich procesov (rmutovanie,

scedzovanie), ktoré neskor tvoria scedzovaciu vrstvu (Kadlec et al., 2009).

Po zosrotovani dochadza k vystieraniu. Slad, popripade sladové nahrady sa zmiesaju s ur-
¢itym objemom Vvody, kedy dochadza k premiesaniu tuhych ¢astic s vodou bez tvorby zhlu-
kov (Barth, 2013). Hranica medzi vystieranim a rmutovanim z hl'adiska enzymatickych re-
akcii nie je presne Specifikovana, pretoZze prvé enzymatické procesy nastavaji uz v priebehu
vystierania (Kadlec et al., 2009).

Nasleduje proces rmutovania, ktorého cielom je predovsetkym degradacia skrobu, ktory sa
nachéadza v slade, na skvasitel'né cukry (glukdza, maltdéza, maltotridza) a dextriny (nezkva-
siteI'né) pomocou sladovych enzymov (amylolitické, proteolitické, cytolitické, kyselino-
tvorné). Boli vyvinuté tri hlavné metody rmutovania: infizna, dekok¢na a dvojité rmutova-
nie. Pri infiznom sposobe rmutovania prechadza celé dielo vSetkymi technologickymi tep-
lotami spolu. Dekokény spdsob rmutovania pozostava z postupného zahrievania jednotli-
vych rmutov (jedno, dvoch alebo troch rmutov). Dvojité rmutovanie sa pouziva v pripade
obilnim ako napriklad kukurica, ryza ¢i pSenica, kde je dolezité predvarenie pred pridanim
do hlavného rmutovania (Taylor et al., 2017). Prva ddlezita teplota je kyselinotvorna (3 az
38 °C), ktora podporuje rozpustenie latok v extrakte a ich spristupnenie enzymom. Nasledne
dochadza k bobtnaniu a mazovateniu Skrobu (50 az 57 °C). Pri tychto teplotach nastava po-
sobenim enzymov Stiepenie molekuly amylozy a amylopektinu a teda k ztekuteniu Skrobu.
Dalsia technologicky vyznamna teplota je 60 az 65 °C, kedy sa v roztoku zvysuje podiel

redukujucich cukrov. Posledna teplota v procese rmutovania je cukrotvorna (70 az 75 °C).
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Pokial’ sa v roztoku nachadzaju len Stiepne produkty Skrobu, ktoré uz nedévaju farebnu re-
akciu a s jodovym roztokom, doslo k scukreniu (Basatova et al., 2010; Htivna, 2015; Barth,
2013).

Dal§im technologickym procesom pri vyrobe piva je scedzovanie, kde dochadza k oddele-
niu sladiny od mlata. Je to dej, kedy sa pomocou pluch zo sladu nachadzajucich sa v pivo-
varskom mlate vytvara filtratna vrstva, ktora napomaha separacii Castic (Basafova et al.,
2010). Scedzovanie prebieha v dvoch krokoch. Prvym je oddelenie tzv. predku (roztok ex-
traktu sladu, ktory sa vytvori v priebehu rmutovania). Po ste¢eni dochadza k vysladzovaniu
mlata. Do mlata je doptstana tzv. vysladzovacia voda, ktora pojme zbytky extraktu zachy-
teného v mlate. Vysladzovacia voda sa pridava ku sladine zvycajne dva az trikrat. Do sladiny
sa pridava chmel a nasleduje chmePovar (Kadlec et al., 2009).

Chmerovar prebieha v rozmedzi 90 az 120 min. V priebehu neho dochadza k prevedeniu
horkych a aromatickych latok z chmel'u do mladiny. Mnozstvo chmel’u pridavaného do sla-
diny sa vypocitava podl'a obsahu a—horkych kyselin. Chmel sa postupne pridava niekol'ko-
krat, najCastejSie trikrat v zavislosti od Stylu, ktory chce pivovarnik dosiahnut. Cielom
chmelovaru je odparit’ nadbyto¢nti vodu a prchavé latky, inaktivovat’ enzymy, sterilovat’
mladinu, inhibovat’ rezidudlnu mikrofloru, vyzrazat’ dusikaté latky (lom mladiny). Na konci
chmelovaru dochadza k oddeleniu chmelového mlata (Basafova et al., 2010).

Dal§im krokom pri vyrobe piva je schladenie a prevzdusnenie mladiny a nasledné zakvase-
nie kultirnymi kvasinkami, a to bud’ spodnymi alebo vrchnymi pivovarskymi kvasinkami.
Pri procese fermentacie (kvasenia), dochadza k premene skvasiteI'nych cukrov na oxid uh-
li¢ity, etanol a vedlajSie produkty a netiplné skvasenie cukornych latok. Doba kvasenia za-
lezi od typu piva, vitality kvasiniek a pod. a pohybuje sa v rozmedzi okolo jedného tyzdna.
Po hlavnom kvaseni sa pivo precerpava do leziackeho tanku, kde prebieha dokvasanie
a zretie piva. V priebehu dozrievania sa pivo syti oxidom uhli¢itym a ¢iri sa. Pri dozrievani

dochadza k d’alsiemu skvasovaniu cukrov a dozrieva chut’ a vona piva (Basafova et al.,
2010; Olsovska et al., 2017)
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Obrazok 4. Schéma vyroby piva (prepracované podla Wunderlich, Ziircher a Back, 2005)
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2 BIOGENNE AMINY

Biogénne aminy st biologicky aktivne latky s nizkou molekularnou hmotnostou vyskytu-
juce sa vo vsetkych organizmoch. Tieto organické neprchavé dusikaté zluceniny st odvo-
dené od aminokyselin (Simpson et al., 2012). Vznikaju fermentaciou niektorych alkoholic-
kych napojov, rozkladom proteinov ¢i pri rozklade alebo zreti niektorych produktov zivo-
¢isneho povodu (Campbell—Platt, 2009). Perpetuini et al. uvadzaja, Ze najviac rozsireny BA
V pive je agmatin, ktory spolu s putrescinom moze prispiet’ k celkovému obsahu aminov
v alkoholickych napojoch. Zriedka je mozné v tychto produktoch zaznamenat kadaverin,

spermidin a spermin (Perpetuini et al., 2019).

Podl'a chemickej Struktury sa biogénne aminy klasifikuj na (Biji et al., 2016):
e heterocyklické (tryptamin, histamin),
o alifatické (kadaverin, pustrescin, spermidin, spermin),

e aromatické (tyramin, fenylalanin).

Na zaklade ich aminovej skupiny sa rozdel'uja na (Erdag, Merhan a Yildiz, 2019):
e monoaminy (fenyletylamin, tyramin, metylamin, etylamin, isopentylamin, a etha-
nolamin),
e diaminy (histamin, tryptamin, serotonin, putrescin, kadaverin),

e polyaminy (spermin spermidin, agmatin)).

Erdag, Merhan a Yildiz (2019) rozdel'uju tiez biogénne aminy na zaklade chemickej $truk-
tury na aromatické a heterolytické (histamin, tyramin, tryptamin, tyramin, fenyletylamin,
serotonin), alifatické di —, tri — a polyaminy (putrescin, kadaverin, spermin, spermidin, ag-

matin) a alifatické volatilné aminy (etylamin, metylamin, isopentylamin, etanolamin).

2.1 Vznik

Biogénne aminy nesu svoj nazov kvoli ich tvorbe z0 zivych organizmov. Tvoria sa a degra-
duju pocas normalnych metabolickych procesov v zivych bunkach, a preto su vSadepritomné u
zvierat, rastlin a mikroorganizmov (Halasz et al., 1994). Su to zluceniny, v ktorych je jeden,
dva alebo tri atdmy vodika amoniaku nahradené alkylovymi alebo arylovymi skupinami
(Shalaby, 1996). Vicsina biogénnych aminov vznika z vol'nych aminokyselin pésobenim enzy-
mov, kde obsahujt ako kofarktor pyridoxalfosfat, ale moézu vznikat’ aj aminaciou a transamina-

ciou aldehydov a keténov (Santos, 1996). Dekarboxylacia je chemicky dej, pri ktorom dochadza
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k odstiepeniu oxidu uhli¢itého z karboxylovej skupiny aminokyseliny posobenim enzymov de-
karboxylaz. Odstranenie a—karboxylovej skupiny z aminokyseliny vedie k tvorbe odpoveda-

jucich biogénnych aminov (Kohajdova, Karovicova a Greif, 2008).

K dekarboxylacii méze ddjst’ pomocou dekaroxylaz, ktoré sa nachadzaju v potravine alebo

dekarboxylazami, ktoré produkuji mikroorganizmy (Feddern et al., 2019).

Doélezité faktory pre vznik biogénnych aminov V potravinach je dostupnost’ substratu ako
prekurzorov volnych aminokyselin, pritomnost’ dekarboxylaza pozitivnych mikroorganiz-
mov a podmienky prostredia umoznujucich bakterialny rast (napr. skladovanie a fermenta-

cia) a syntézu dekarboxylaz (Feddern et al., 2019).

Medzi dalsie faktory, ktoré ovplyviuji tvorbu biogénnych aminov patri teplota, kyslost’
prostredia (pH), aktivita vody (aw), teplota skladovania a jej dizka, pouzité $tartovacie kul-
tary, pritomnostou kyslika, vyrobné postupy, kvalita surovin &i obsah soli (Cubori et al.,
2019). Vplyvom vysokej teploty ¢i dlhodobym skladovanim reaguju BA s triacylglycerolmi
za vzniku amidov mastnych kyselin. Vstupuji rovnako ako d’alSie aminozla¢eniny do reak-
cii neenzymového hnednutia, kde vznikaju primarne reakéné produkty—prislusné iminy (Ve-

lisek a Hajslova, 2009).

NajdolezitejSie BA nachadzajlce sa v potravinach st histamin, tyramin, putrescin, kadaverin
a fenylethylamin, ktoré sa tvoria dekarboxylaciou histidinu, tyrozinu, ornitinu, lyzinu a fe-
nylalaninu. Putrescin sa méze tvorit’ tiez enzmatickou premenou agmatinu (Alvarez a Mo-

reno—Arribas, 2014).

2.2 VIastnosti

Biogénne aminy st prirodné zluc¢eniny, ktoré sa mézu produkovat’ po¢as normalneho meta-
bolizmu Zivych buniek. Podiel’aju sa na dolezitych biologickych funkciach v 'udskom ner-
vovom a kardiovaskularnom systéme a zohravaju tiez vyznamnu tlohu v regulacii telesne;j
teploty a travenia (Ozogul a Ozogul, 2019). Niektoré biogénne aminy (BA) st stavebnymi
latkami pri biosyntéze fytohorménov zo skupiny auxinov, alkaloidov a d’alSich sekundar-
nych metabolitov rastlin ¢i patria medzi protoalkaloidy rastlin (hordein, gramin). V zivocis-
nych tkanivach maju funkciu tkaninovych horménov a st prekurzormi hormoénov nadobli-

¢iek (Velisek a Hajslova, 2009).

V eukaryotickych bunkach su zdrojom dusika a vytvaraj prekurzory pre syntézu hormonov,

alkaloidov, nukleovych kyselin, proteinov a pravdepodobne tiez aj v stabilizacii membran
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(Ozogul a Ozogul, 2019). Niektoré BA maju déleziti ilohu ako neurotransmitery, zatial’ o
iné, napriklad putrescin a spermidin, st potrebné pre kritické biologické funkcie. V prokary-
otickych bunkach suvisi fyziologicka tloha syntézy BA hlavne s obrannymi mechanizmami
pouzivanymi baktériami na odolavanie kyslému prostrediu. Dekarboxylacia zvysuje prezitie
v podmienkach kyslého stresu prostrednictvom spotreby protéonov a vylu¢ovanim aminov a
CO2, ¢o pomaha obnovit’ vnutorné pH. Produkcia biogénnych aminov mdze tiez ponukat’
spOsob ziskavania energie: elektrolyticka aminokyselina ¢i aminovy antiport mozu viest’ k
vzniku protonovej hnacej sily. Tato funkcia moze byt zvlast dolezitd pre mikroorganizmy,
ktoré nemajui dychaci retazec na vytvaranie vysokych vytazkov adenozintrifosfatu (ATP)

(Spano et al., 2010).

2.3 Toxikologické ucinky biogénnych aminov

Biogénne aminy hraja tiez délezitt ulohu ako ukazovatele kvality ¢i prijatel'nosti potravin.
Z tohto dovodu je potrebné kontrola ich obsahu v potravinach pre zabezpeCenie vysokej
kvality a zdravotnej nezavadnosti (Ruiz—Capillas a Herrero, 2019). Predpoklada sa, ze pri-
blizne 1000 mg/l. vyvolava toxicitu. Z pohl'adu spravnej vyrobnej praxe sa za prijatelné
hodnoty povazuju hladiny 5-100 mg/1 histaminu, 100—800 mg/I tyraminu, a 30 mg/l fenye-
tylaminu ¢i celkova hodnota biogénych aminov v rozsahu 100-200 mg/l (Nout, 1994). Na-
lazek—Rudnicka a Wasik (2017) tvrdia, Ze hladiny biogénnych aminov do 50 mg/ kg v po-
trave nie su pre ¢loveka toxické, no nad tito hodnotu moézu spdsobovat’ vazne zdravotné

problémy.

Konzumadcia vysokého obsahu biogénnych aminov v potrave a napojoch, mdze sposobit’ in-
toxikaciu mikroorganizmu, ktora sposobuje symptomy podobajice sa alergii a ¢asto sa vy-
skytujiice u l'udi v strednom veku akymi st bolest” hlavy, navaly tepla, bisenie srdca, zvy-
Seny alebo znizeny krvny tlak, traviace t'azkosti a pod. (Alvarez a Moreno—-Arribas, 2014).

NajcastejSie sa tieto priznaky prejavuju u l'udi trpiacich tzv. histaminovou intoleranciou
(HIT), pri ktorej v dosledku nepomeru medzi prijmom histaminu a schopnostou organizmu
ho eliminovat’, nastdva nadmernd akumuldcia histaminu a vznik priznakov spdsobenych ne-
dostato¢nou ¢i inhibovanou aktivitou enzymov diamin oxidaza (DAO) a histamin—N-me-
tyltransferaza (HNMT), ktoré v prirodzenych podmienkach chrania pred resorpciou hista-
minu z prijimanej potravy do krvného systému. U pacientov, trpiacich HIT sa doporucuje
obmedzit’ potraviny obsahujiice vysoké mnozstva histaminu a obmedzit’ latky, ktoré mézu

priamo spdsobovat’ alebo stimulovat’ uvolfiovanie histaminu a inhibovat’ aktivitu DAO a
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HNMT (alkohol, fajéenie a pod.) (Kovacova—Hanuskova et al., 2015). ZhorSena aktivita
DAO moze byt genetického alebo ziskaného povodu, s niekolkymi pri¢inami, ktoré su
schopné trvalo alebo v¢as ohrozit” expresiu alebo aktivitu DAO (Comas—basté et al., 2020).
Na trhu st dostupné lieky— antihistaminika, ktoré znizuji ¢i odstranuju ucinky vyvolané
histaminom (Kovacova—Hanuskova et al., 2015). V minulosti bolo uvazované o pouziti prie-
myselne spracovanych aminooxidaz z Aspergillus niger na zniZzenie BA v potravinach, no
v skuto¢nych podmienkach vyroby potravin nebol tento jav preukazany (Alvarez a Moreno—
Arribas, 2014). Pre pacientov trpiacich HIT sa neodporuca kombinovat” alkoholické napoje
a potraviny obsahujtice biogénne aminy (zrejlice syry, ryby), pretoze alkohol v organizme

blokuje degradaciu histaminu (Jarisch, 2015).

V pive sa koncentracia biogénnych aminov pohybuje v rozmedzi od 2,8 mg/l do 13 mg/I
(Kohajdova a Karovi¢ova, 2005). Tieto hodnoty sa pohybujt v rozmedzi do 20 mg/kg , kedy
nesposobuju vyrazné toxikologické ucinky pokial’ je pivo konzumované v primeranej miere.
Stidie tiez preukazali, Ze pritomnost’ vytvoreného alkoholu v pive a biogénnych aminov
v iom sa zdéa byt synergicka, pretoze spotreba velkého mnozstva alkoholu, moze znizit
mnoZstvo monoamin oxidaz (MAOQ), diamin oxidaza DAO, ¢im dochadza o obmedzeniu dis-

tribucie v organizme (Stojanovi¢ a Kos, 2020; Nalazek—Rudnicka a Wasik, 2017).

2.4 Legislativne limity biogénnych aminov

Rozsah toxicity biogénnych aminov a ich pripustné mnozstvo v potravinach je vel'mi tazko
stanovitelné. V dosledku toho sa vynaklada usilie pre kontrolu biogénnych aminov v potra-
vinarskych vyrobkoch a snaha o prijatie pravnych predpisov pre limity biogénnych aminov

vo vSetkych krajinach (Ruiz—Capillas, 2019).

Do roku 2004 bola v Ceskej republike platna vyhlaska ¢. 298/1997— Vyhlaska ministerstva
zdravotnictva, ktorou sa stanovuju chemické poziadavky na zdavotnu nezavadnost’ jednot-
livych druhov potravin a potravinnovych surovin, podmienky jeho pouZitia, ich oznaCovanie
na obaloch, poziadavky na ¢istotu a identitu pridavnych latok a potravinovych doplnkov
a mikrobiologické poziadavky na potraviné doplnky a latky pridatné, ktord udavala legisla-
tivne limity vybranych biogénnych aminov v syroch, rybach, pive a vine na pripustné mnoz-

stvo histaminu 20 mg/kg.
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Vplyvom vstupu Ceskej republiky do Eurépskej tnie doslo K zruseniu a naslednému nahra-
deniu tejto vyhlasky, platnou vyhlaskou MZ €. 305/2004 Sb., ktora stanovovala druhy kon-
taminujtcich a toxikologicky vyznamnych latok a ich pristupné mnozstva v potravinach do
roku 2012. Tato vyhlaska, ale poukazovala uz len na pristupné mnozstvo histaminu v rybach

a produktoch rybolovu na 100 mg/kg.

V sucasnosti v Ceskej republike zostalo v platnosti len nariadenie komisie (ES) &.
2073/2005, zvySujuce hladiny histaminu v rybach a ich produktoch na 200 mg/kg a limitné
hodnoty pre biogénne aminy v pive a vine stanovené pravnymi predpismi boli zrusené a

neboli znova zavedené.

V USA stanovil Urad pre kontrolu potravin a lieéiv limit histaminu v potravinich na 50
mg/kg. Tieto pravne predpisy su prepracovanejsie ako v EU, pretoZe sa uplatiiuju na vietky
potravinarske vyrobky (Ruiz—Capillas, 2019). EFSA v roku 2011 vykonala kvalitativne hod-
notenie rizika tykajice sa biogénnych aminov vo fermentovanych potravinach s pouzitim
udajov z vedeckej literatury, prieskumov, sprav, udajov o spotrebe v ramci Eurdpskej tnie,

kde uviedli koncentracie, ktoré by mohli ohrozit’ zdravie spotrebitela (EFSA,2011).

2.5 Producenti biogénnych aminov v pive

Pivo predstavuje fermentovany produkt, kde v dosledku interakcie alkoholu s detoxikacnym
systémom prislusnych aminooxiddz dochadza k zniZeniu tc¢innosti danych enzymov. Bio-
génne aminy sa tvoria predovsetkym v dosledku dekarboxylazovej aktivity kontaminujacich
mikroorganizmov (Lorencova et al., 2012). Najlepsia teplota na produkciu biogénnych ami-
nov mikroorganizmami je medzi 20 a 37°C, zatial’ ¢o pri teplotach pod 5°C alebo nad 40 °C
dochédza k ich znizeniu. Medzi d’alsi dolezity faktor ovplyvinujici aktivitu aminokyselino-
vej dekarboxyldzy patri pH. Pri znizenom pH s mikroorganizmy viac indukované, aby tvo-
rili dekarboxylazu ako sucast’ svojho ochranného mechanizmu proti kyslosti. Je vSak zname,
ze rychle, ostré a okamzité znizenie pH minimalizuje rast mikroorganizmov pozitivnych na
aminy (Ekici et al., 2020). Produkcia BA v potravinach je charakteristicka pre niekol'’ko sku-
pin mikroorganizmov, ktoré¢ su schopné dekarboxylovat’ aminokyseliny, ako st baktérie En-
terobacteriaceae, Pseudomonasspp., Micrococcaceae, Enterococci a kyselina mlie¢na (Lo-

ret, Deloyer a Dandrifosse, 2005).
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Z dovodu nizkych hodnét pH, obsahu etanolu, CO2, Oz, nizkeho obsahu cukru je pivo slaby
substrat pre kontaminujucu mikrofloru. Niektoré mikroorganizmy mézu prezivat’ aj v ta-
kychto podmienkach, ako napriklad Lactobacillus, Pediococcus. Tieto baktérie vytvaraju
nevratné zmeny V pive (gushing, tvorbu biogénnych aminov, kysla chut, zékal, turbidita,
mykotoxiny a pod.) (Gupta et al., 2016). Stadie preukazali, Ze baktérie mlieéneho kvasenia
sa najcastejSie podiel'aju na tvorbe BA, ale tlohu mozu hrat’ aj enterobaktérie a niektoré

kmene Saccharomyces (Bokulich a Bamforth, 2013).

Vyskumy, ktoré previedli Lorencova et al. (2012) dokazali, ze niektoré kmene Lactobacillus
brevis produkovali tyramin (37-3084 mg.I™!) a v mensej miere tiez kadaverin (okolo 10
mg/l). Dalsie testované mikroorganizmy izolované z piva (Lactobacillus casei/para-
casei, Lactobacillus plantarum, Pediococcus sp. a Tetragenococcus halophilus) nepreuka-
zali koncentraciu kadaverinu a koncentracia tyraminu bola preukazana v malych mnoz-
stvach len pri Pediococcus sp. Naopak najvyssie koncentracie tyraminu boli po Lactoba-
cillus brevis zaznamenané pri Lactobacillus casei, Lactobacillus paracase a Lactobacillus
plantarum. Na tvorbe biogénnych aminov sa tiez podiel'aju LAB akymi st lactobacillus fri-

gidus, lactobacillus brevissimilis a lactobacillus brevis (Kala¢ a Ktizek, 2003).

VysSie mnozstva tyraminu ¢i dalSich BA mézu byt sposobené povodom kmena baktérii ¢i
abotickym stresom, ktory moze ovplyvnit’ expresiu génu. Tento gén je indukovany vo faze
oneskoreného rastu etanolom a nizkym pH. Dal§im doleZitym producentom su baktérie rodu
Enterococcus, ktoré sa povazujui za hlavnych producentov BA, najcastejSie tyraminu a his-
taminu. Halasz et al. (1994) uvadzaju, Ze baktéric mlie¢neho kvasenia (LAB) nedisponuju
ziadnou lyzin dekarboxyldzou, ktord moze katalyzovat premenu lyzinu na kadaverin, a preto
mnozstvo kadaverinu, ktoré bolo zistené vo vyskume Lorencova et al., (2012), je mozné

pripisovat’ existencii génov pre arginiinovej, lyzinovej a ornitinovej dekarboxylazy.

Experimentalne postupy preukazali, ze kvasinky rodu Saccharomyces cerevisiae var.
uvarum neprispievaji k narastu histaminu ani tyraminu (Gustaw a Wasko, 2018). Existuje
korelacia medzi produkciou tohto vazoaktivneho aminu (tyramin) a pritomnost'ou baktérii
mlieéneho kvasenia (Pediococcus spp.) pocas fermentacie piva, takze hladiny tyraminu v
pive by sa mohli povazovat’ za spolahlivy ukazovatel’ stupiia kontaminacie Pediococcus spp.
pocas fermentacie piva (Loret et al., 2005). Stidie uvadzaj, Ze na zniZenie stuptia kontami-
nacie kmenov kvasiniek Pediococcus spp. a tiez divokych kvasiniek sa odporaca pouzitie

kyseliny fosfore¢nej na obmedzenie tvorby tyraminu v pive.
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Roos et al. (2018) skumali postupny rast Specifickych druhov baktérii a kvasiniek. Vo svojej
studii tvrdia, Ze manualne okyslenie mladiny pomocou kyseliny mlie¢nej skratilo enterobak-
terialnu fazu a tak udrziavalo tvorbu biogénneho aminu enterobaktériami pritomnymi v po-
CiatoCnych fazach fermentacie na minime. V priebehu alholovej fermentacie doslo k pre-
chodu nesaccharomycetnych rodov kvasiniek Hanseniaspora a Kazachstania na Saccharo-
myces cerevisiae a neskor na Saccharomyces kudriavzevii v dosledku meniacich sa environ-
mentalnych parametrov. Okrem toho sa objavili niektoré nové fermentacné charakteristiky
pocas vyroby piva Lambic, ako napriklad vyskyt malolaktickej fermentacie pocas acidifika-
cie, kde hlavnym producentom tvorby LAB bol Pediococcus damnosus, spotreba acetoinu
druhmi Dekkera, suc¢asné odburavanie maltooligosacharidov pravdepodobne kvasinkami a
vyskyt kratkej enterobakterialnej faze napriek manualnemu okysleniu mladiny kyselinou
mlie¢nou. Tento postup sa pouziva na zvysSenie mikrobialnej stability sladiny a na kontrolu
produkcie biogénnych aminov enterobaktériami. Udaje z tejto $tidie viak ukazali, Ze aj ked’
sa touto aplikaciou enterobakteridlna faza skratila, biogénne aminy sa stale vyrabali pocas
noc¢ného chladenia mladiny a pociato¢nych faz fermentacie, aj ked’ vo vel'mi nizkych kon-

centraciach, ktoré nemaj vyrazny vplyv.

Navyse k celkovému obsahu biogénnych aminov prispeli aj d’alSie mikrobidlne skupiny, ako
LAB. Okyslenie mladiny preto Giplne nezabrani produkcii biogénneho aminu, hoci prispieva
ku kontrolovateI'nosti vyroby biogénneho aminu a predovsetkym k procesu vyroby lambic-
kého piva vo vSeobecnosti zvySenim mikrobialnej stability bez toho, aby obmedzoval proces

fermentacie a dozrievania (De Roos, Vandamme a De Vuyst, 2018).

Niekol’ko studii a patentov preukédzalo ucinnost’ aminoxidaz izolovanych z laktobacilov a
hub na odstranenie biogénnych aminov v pive, vine a potravin zivo¢isneho pdvodu. Nie-
ktoré tiez tvrdia, Zze je mozné dosiahnut’ kontrolu produkcie BA pomocou kvasiniek a to
napriek ich vyznamu ako Startérov pri fermenticii piva, vina ¢i mlie€nych vyrobkoch

(Baumlisberger et al., 2015).

2.6 Dekarboxylazova aktivita po¢as vyroby piva

Biogénne aminy vznikaju v pive hlavne pocas fermentécie, ale mézu byt tieZ produkované
mikroorganizmami v ja¢meni, slade, mladine a chmeli a r6znych inych faktoroch akymi st
napr. starnutie piva, doba kvasenia, kvalita surovin, mikrobidlna kontaminacia pocas kvase-

nia (hygiena), technoldgia vyroby ¢i podmienok skladovania. Tieto podmienky mézu kvali-
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tativne ¢i kvantitativne ovplyvnit obsah biogénnych aminov v pive. Tyramin, histamin a ka-
daverin, ktoré vznikaju posobenim dekarboxylaz sa povazuju za ukazovatele mikrobialnej
kontaminacie pocas varenia piva (Daniel et al., 2015; Perpetuini et al., 2019). Rovnako sa

za najcastejsie vyskytujici biogénny amin povazuje aj fenyletylamin (Tang et al., 2009).

Suroviny

Niektoré z nich st pritomné v surovinach (histamin, tyramin, kadaverin, agmatin, spermin a
spermidin), a preto tieto BA mdzu byt povazované za ,,prirodné* zlozky piva (Perpetuini et
al., 2019). Putrescin, spermidin, spermin a agmatin sa nachadzaju v jaémeni, slade a kvasin-
kach nez v chmeli. Ostatné biogénne aminy sa nachadzaju v surovinach v niz$ej miere. Bolo
zistené, ze hladiny histaminu, tyraminu, fenyletylaminu, tyraminu a kadaverinu sa zvySuji
pomaly pocas patdenného kliCenia jaCmena a pri putrescine, spermidine, spermine a agma-
tine sa dosiahlo zvySenie o 3 az 5,5 mg /kg/ deni. Podmienky sladovania, odroda ja¢mena,
teplota a pod. m6zu mat’ vplyv na kone¢nu koncentraciu BA v slade. Naopak BA neboli
zaznamenané v ryzi, ktora bola pouzita ako doplnkova obilnina (Kalac¢ a Krizek, 2003). Vo
vode ako d’alSej surovine sa biogénne aminy kvoli jej zlozeniu nenachadzaju. Polyamin ag-
matin derivovany z argininu je okrem piva pritomny vo vyssich mnozstvach v alkoholickych
napojoch akymi st napriklad vino ¢i saké (Suzzi a Torriani, 2015). Su to prirodné zlozky
piva nachadzajtce sa vo vyssich koncentraciach v slade a kvasinkach ako v chmeli (Galgano
etal., 2012).

Vystieranie a zaparovanie

Z dovodu narastu teploty pocas procesu vystierania a zaparovania dochadza vplyvom tepla
k aktivacii exopeptidaz a tym K narastu koncentracie volnych aminokyselin a neviazaného
dusika, ktory st kvasinky schopné metabolizovat. Z toho dévodu dochadza k vzniku pre-
kurzovor biogénnych aminov, ktoré mozu byt neskor vyuzité mikroorganizmami so schop-

nost'ou tvorby biogénnych amminov (Haldsz, Barath a Holzapfel, 1999).
Rmutovanie a chmelovar

Biogénne aminy sa mozu tvorit’ pofas rmutovania a varenia mladiny. Dochadza k tvorbe
prekurzovor, rovnako ako pri procese vysterania. Vyskumy preukézali, ze pri procese rmu-
tovania doslo k poklesu sperminu, spermidinu, putrescinu a agmatinu (Kalac a K#izek, 2003;
Romero et al., 2003). Halasz, Barath a Holzapfel (1999), tieZ preukazali zniZenie histaminu,

¢o mdze mat’ za nasledok narast teploty a slabu termostabilita zlG¢enin. Preto je obmedzenie
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mikrobialnej aktivity pocas sladovania, vyroby sladiny najlepSou stratégiou na minimaliza-

ciu tvorby biogénnych aminov (Perpetuini et al., 2019).
Fermentacia

Kvasenie patri medzi jeden z najdolezitejSich technologickych procesov pri vyrobe piva,
ktoré ovplyviuji tvorbu biogénnych aminov pocas primarne a sekundarnej fermentécie
z dovodu pritomnosti kvasiniek ¢i inym mikroorganizmov. V zmieSanych kultarach a ,,spon-
tannych® fermentaciach je vela z tychto organizmov rozhodujicim faktorom fermentacie a
z toho dovodu tieto piva Casto obsahuju vyssie hladiny BA ako iné (Bokulich a Bamforth,
2013). Vyssie hladiny biogénnych aminov mézu byt ovplyvnené aj kmenom kvasiniek,
ktory je pouzivany pri vyrobe vrchne ¢i spodne kvasenych piv. Bolo zistené, ze vrchne kva-
sené piva zaoCkované divokymi druhmi kvasiniek obsahovali vysSie koncentracie biogén-
nych aminov nez v pripade spodne kvasenych piv (Pradenas et al., 2016).

Priamy vztah nebol pozorovany medzi vol'nymi hladinami tyrozinu v mladine a tyraminu
pocas fermentacie. Obsah tejto aminokyseliny neovplyvituje hodnotu tyraminu ako kritic-
kého faktoru pri tvorbe tyraminu (Kala¢ a Kiizek, 2003). Navyse pocas fermentacie, konta-
mindcia mladiny baktériami aminokyselin dekarboxylazy, ako napriklad LAB, mo6ze dojst’

k vzniku BA (Perpetuini et al., 2019).

Stabilizacia a skladovanie

BA sa mozu tvorit’ pocas skladovania piva vo fl'aSkach, plechovkéch ¢i sudoch pouzivanych
na priamu konzumaciu. Sekundarne kvasenie vo flasi spdsobuje narast BA, resp. tyraminu
a histaminu, avSak vacSina $tadii sa zameriavala na piva, pri ktorych prebehlo tepelné oset-
renie (pasteracia). Tieto BA su tvorené hlavne lactobacilmi, ktoré prezivaji pri nedostatoc-
nej pasterizacii. Zna¢né zvysenie BA (tyramin, histamin) bolo pozorované pri pivach, ktoré
boli po pasterizaciii naockované kmenmi Lactobacillus spp. alebo Pediococcus spp. izolo-

vané z kmetiov z pokazenych piv a ulozené pri teplote 28 °C (Kala¢ a Kiizek, 2003).

Ro6zne kmene baktérii mlieéneho kvasenia mézu produkovat’ biogénne aminy v rozdielnej
miere tvorit’ biogénne aminy. Tento fakt, méze vysvetlovat’ rozdiely medzi koncentraciou
tyraminu a histaminu medzi jednotlivymi vyrobcami piva, ale aj medzi jednotlivymi Sarzami

(Kalag a Kiizek, 2003).
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2.7 Rozdielnost’ obsahu BA pri jednotlivych pivnych Styloch

Pivo sa rozdel'uje na dve zakladné skupiny, a to spodne kvasené pivé a vrchne kvasené. Da-
lej sa rozdel'uju podla toho ¢i fermentécia prebehla spontannou cestou, kde fermentécia pre-
behla réznymi mikroorganizmami (Lambic, Kriek) alebo za pomoci kvasiniek (Saccaromy-
ces cerevisiae, Brettanomyces bruxelensis) ¢i nealkoholické piva (Izquierdo—Pulido et al.,
1996).

Vysoka koncentracia BA v tychto pivach stvisi s faktom, ze vo vSetkych pripadoch docha-
dza k mliecnej fermentécii, a preto by sa mohla podiel’at’ na tvorbe aminov. Rozne §tidie
tvrdia, Ze piva fermentované spodnym kvasenim vykazuji podobné hladiny aminov ako piva

fermentované vrchnou cestou.

Vysoky obsah BA sa d& o¢akavat’ u niektorych pSeni¢nych piv, kde LAB st dominantnymi
zlozkami mikrobiotov (,,Weissbier®). Tieto piva vykazuju vysokt hladinu tyraminu a kada-
verinu. Spanielske pivé ,,Penedés“ vykazuju vysoké hladiny tyraminu a piva ,,Gueze* vy-
soké hladiny kadaverinu a histaminu. Piva ,,Kriek* a piva kvasené spontannou cestou vyka-
zuju najvyssie priemerné hodnoty kadaverinu. Je mozné sa domnievat’, ze vysoka koncen-
tracia BA v ,,Kriek™ a pivach fermentovanych spontannou cestou méze byt sposobena vy-
sokym podielom nesladovej pSenice a nesladového jacmena (I1zquierdo—Pulido et al., 1996).
Naopak piva ,lager a,,pils* obsahuju nizsie koncentracie tyraminu, histaminu a kadaverinu,
no napriklad belgické piva vykazuju obsah zmienenych BA vo vysSej miere. Pri nemeckych
pivach boli zaznamenané biogénne aminy ako tyramin a kadaverin (Perpetuinl et al., 2019).
Pri jednotlivych pivach neboli pozorované vysoké rozdiely v hladinach putrescinu (lzqu-

ierdo—Pulido et al., 1996, Perpetuini et al., 2019)

Z toho vyplyva, Ze rdzne pivné Styly mozu obsahovat’ rozdielne koncentracie biogénnych
aminov. Tento fakt, méze byt sposobeny nielen technologiou vyroby ¢i faktormi (pH, tvr-
dost’ vody a pod.), ale aj prevedenim nespravnej hygienickej praxe poc¢as varenia a celkovej
hygieny v pivovare (Perpetuini et al., 2019). Bolo dokazané, Ze obsah alkoholu nema vplyv
na vznik BA, pretoze nealkoholické piva nemali podstatne niz§ie mnozstvo biogénnych ami-

nov ako ostatné piva (Buiatti et al., 1995). Rovnako bolo dokazané, ze substitticia sladu

vvvvv
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II. PRAKTICKA CAST
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3 CIEL PRACE

Ciel'om teoretickej casti bolo opisat’ suroviny a technologicky postup vyroby piva. Nasledne
charakterizovat’ vznik, vlastnosti a mikroorganizmy podielajice sa na tvorbe dekarbo-
xylazovej aktivity a zamerat’ sa na vznik biogénnych aminov v surovinach a v zavislosti na

priebehu technologického procesu.

V praktickej Casti bolo cielom porovnat’ vzorky odobrané zo surovin a z jednotlivych stup-
flov vyroby a sledovat’ vznik dekarboxyldzovej aktivity pri jednotlivych §tyloch piva vply-
vom rozdielnych surovin, technologického postupu a pouzitia mikroorganizmov. Analyza
biogénnych aminov bola merana pomocou vysokouc¢innej kvapalinovej chromatografie. Zis-

kané vysledky boli spracované a vyhodnotené.
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4 MATERIAL A METODIKA PRACE

4.1 Pouzité vzorky

Vzorky piva pouzité Vv praci boli dodané pivovarom s obchodnym nazvom 1. selsky pivo-
svetlé, 2 polotmavé a 2 tmavé. Pri kazdom bolo odobranych 12 vzoriek zo surovin (slad,
chmel’) a pocas celého technologického procesu (sladina, mladina, prekvasené¢ho piva po

hlavnom kvaseni, v priebehu dokvasania a zretia, po dokvasani a zreti). Pocas celého expe-

rimentu boli vzorky uchované pri teplote 8 + 2 °C.

Tabulka 4. Zdkladny popis skumanych piv.

Oznacenie vzorky Zaclenenie podla EPM Stupnovitost’
1 svetlé 11°
2 svetlé 11°
3 svetlé 11°
4 svetlé 11°
5} svetlé 12°
6 svetlé 12°
7 polotmavé 12°
8 polotmavé 12°
9 tmaveé 11°

10 tmaveé 11°
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Tabulka 5. Podrobny popis skumanych piv.

OZE?\fgme \2?2:;; Pouzity slad Pouzity chmel \?:t?esr?i:l Typ kvasenia | Dizka zretia Pocet dglél;’el:Jomente
plzetisky zatecky cCervenak
. 06.05.2015 viedensky zatecky premiant
plzenisky zatecky cCervenak
2 02.06.2015 viedensky zatecky premiant
1 race zatecky cervenak (90%)
3 |26.01.2015 PeiY O3 (/5)/) satecky premiant (8%) infizia |  spodné 21 dni 28 dn
Y chmelovy extrakt (2%)
1 race zatecky cervenak (90%)
4 |05.05.2015 ﬂif?ﬁgsfys (/5)/) satecky premiant (8%) infizia |  spodné 21 dni 28 dn
chmelovy extrakt (2%)
plzenisky Y oy v
5 07.05.2015 | mnichovsky %ateck},/ cerven ak 25 dni
viedefisky zatecky premiant
plzenisky . o« “ s
6 |18.06.2015 |mnichovsky zatecky Cervetiak 25 dni
viedefisky zatecky premiant
plzenisky (83%) zatecky cervenak (79%)
7 05.02.2015 | mnichovsky (4%) zatecky premiant (20%) dekokcia spodné 25 dni 33 dni
karamelovy (13%) chmelovy extrakt (1%)
plzetisky (83%) zatecky cervenak (79%)
8 06.05.2015 | mnichovsky (4%) zatecky premiant (20%) dekokcia spodné 25 dni 33 dni
karamelovy (13%) chmelovy extrakt (1%)
plzensky (60%) . .y " o
9 27.01.2015 | mnichovsky/karamelovy(15%) ;Zt:gtg ;:g;;ili ((163 (yA) )) dekokcia spodné 21 dni 28 dni
viedetisky (25%) °
plzeinisky (60%) . ;o " o
10 02.02.2015 | mnichovsky/karamelovy (15%) ;ztzgg]/ ;i;vrrfir;?ll: ((16g (yA) )) dekokcia spodné 21 dni 28 dni
viedetisky (25%) °




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 39

4.2 Postup analyzy biogénnych aminov

Na tipravu zozbieranych vzoriek bolo pouZité vybavenie a laboratéria Ustavu inZinierstva
ochrany zivotného prostredia / technoldgie potravin Univerzity TomaSe Bati Fakulty tech-

nologickej so sidlom v Zline.

Zo vzorky piva bolo odobranych 5 ml a obsah bol zriedeny s 1,2 M kyselinou chloristou
(Sigma— Aldrich, Missouri, USA) v pomere 1:1 a obsah dokladne premiesany v eppendorf
skimavke. Vzorky boli uloZzené do chladnicky pri teplote do 5 °C a pripravené na d’alSie

spracovanie.
Derivatizacia

Biogénne aminy nejde priamo detekovat’ v UV/VIS oblasti a ani fluorometricky, preto je
potrebné vzorky pred detekcou derivatizovat’. Derivatizacia biogénnych aminov v diplomo-

vej praci bola prevedena modifikaciou metody podl'a Sméla et al., 2004 a Dadakova et al.,
2009.

Zriedené vzorky boli odobrané z chladnic¢ky a ponechané kratky ¢as pri izbove;j teplote. Do
derivatizacnej nadobky (16 ml) sa pomocou automatickej pipety odobral 1 ml zriedeného
vzorku. Prevadzalo sa 5 paralelnych stanoveni z dovodu presnosti vysledku. Nasledne bolo
pridanych k 1 ml vzorky pomocou ruéného davkovaca 100 pl vntitorného standardu (1,7—
diaminoheptan ¢ = 500 mg/1 (Sigma—Aldrich, Missouri, USA) v kyseline chloristej HCIO4
¢ = 0,4 mol/l), 1,5 ml karbonatového pufru (42,001g NaHCOz ¢ = 0,5 mol/l; Merck,
Damstadt, Nemecko), v 1000 ml dest.vody; 26,498 mg Na.COsz (Merck, Damstadt, Ne-
mecko; ¢ = 0,5 mol/l v 500 ml dest. vody), ktory bolo potrebné pred kazdou derivatizaciou
nanovo pripravit’ a upravit’ na pH metri (EUTECH INSTRUMENTS pH 510 — Thermofis-
her, Waltham, Massachusetts, USA), na pH = 11,1-11,2 pomocou uhli¢itanu draselného
K.COj3 (Merck, Damstadt, Nemecko).Dalej bolo do derivatizaénej nadobky pridanych 1,6 g
Cerstvo pripraveného dansylchloridu s ¢ = 5g/1 (Sigma—Aldrich, Missouri, USA) ako deriva-
tiza¢né Cinidlo, ktoré bolo rozpustené v 320 ml >99,8% acetonu pre HPLC (Sigma—Aldrich,
Missouri, USA), pretoze vo vode ho nemozno rozpustit'. Uzavreté nadobky boli trepané 20
hodin a z dévodu fotolability dansylchloridu ulozené pocas celej doby v tme. Po uplynuti
¢asu bolo ku vzorkam pomocou ru¢né¢ho davkovaca pridanych 200 ul roztoku prolinu v ¢ =
0,19/100 ml dest.vody (Merck, Damstadt, Nemecko), kvoli neutralizacii prebyto¢ného deri-

vatiza¢ného cCinidla (Stroka et al., 2014). Nasledne bola kazda vzorka uzavreta rovnakym
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uzaverom a ponechana hodinu na trepacke v tme. Potom nasledovala extrakcia pridavkom 3
ml heptanu CHROMASOLYV pre HPLC >99% (Sigma—Aldrich, Missouri, USA). Vzorky
boli znova dokladne uzavreté a pomocou mechanickych pohybov (ru¢né pretrepavanie) pre-
mieSavané po dobu 5 minut. Po skonéeni bol pomocou automatickej pipety odpipetovany 1
ml extrahovanej frakcie — heptanovej vrstvy do vialiek.

Ich obsah bol odpareny pri teplote 65 °C dosucha pod pradom dusika a suchy odparok bol
zriedeny 1,5 ml acetonitrilu pre HPLC >99,9 % (Sigma—Aldrich, Missouri, USA), ktory bol
vybrany ako vhodné elu¢né ¢inidlo z dovodu lepSicho oddelenia analytov a stability vSet-
kych biogénnych aminov. Tuto funkciu je mozné pripisat’ vysokej pevnosti rozpustadla
a nizkej viskozite (Han et al., 2019). Po naplneni boli vialky zmrazené na —18 °C a usklad-

nené do doby chromatografickej analyzy.

4.3 Chromatografické stanovenie biogénnych aminov

Chromatografiu je mozZné vSeobecne definovat’ ako fyzikalne—chemicku separacni metodu,
ktora je zalozena na rozdielnej distribucii delenych latok v zmesi medzi dve rozne nemiesi-
telné fazy: stacionarnu (nepohyblivil) a mobilntl (pohyblivil). Stacionarna faza je tuhd latka
alebo kvapalina, ukotvend na tuhom nosi¢i a umiestnend v chromatografickej kolone vo
forme sorbentu, zatial’ ¢o mobilna faza je vyhradne tvorena tekutinou a preteka tymto sor-
bentom (chromatografické 16zko) (Novakova et al., 2013). Pri systéme vysokotcinnej kva-
palinovej chromatografii je mobilné faza privadzana do systému pomocou Cerpadla za vy-
sokého tlaku. Na fazovom rozhrani medzi SF a MF dochadza k opakovanému ustaleniu rov-
novahy delenych latok medzi mobilna a stacionarnu fazu. Distribuciu zloziek medzi dve

fazy je mozné popisat’ tzv. distribu¢nou konstantou (Novakova et al., 2013).

V praci bola na identifikaciu biogénnych aminov v pive vybrana vysokou¢inna kvapalinova
chromatografia (HPLC), ktora vyuziva stacionarne fazy pozostavajlice z malych castic, ¢im
sa dosahuje u¢innejsie oddelenie ako v konvenénej kvapalinovej chromatografiii (Moreno—
Arribas et al., 2003). Pri merani boli pouZité chromatografické systémy s reveznymi fazami.
Pri tejto metdde ma stacionarna faza nepolarny charakter a mobilnd faza polarny. Zvycajne
je mobilna faza tvorend vodou a organickou zlozkou (metanol,acetonitril), pretoZze samotna
voda ma nizku elu¢nt silu. Stacionarna faza mé nepolarny charakter, kedy sa najcastejSie

jedna o naviazanie uhlikatého ret'azca na povrchu nosica (oktadecyl C18 alebo oktyl C8).
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Obrazok 5. Separacia zmesi dvoch latok v chromatografickom systéme (prepracované z No-
vakova et al., 2013).

Vlastné chromatografické stanovenie

Bezprostredne pred analyzou HPLC boli zderivatizované vzorky spracovavané V praci pre-
filtrované cez striekackovy filter. Nasledovala separacia prevedend gradientovou eliciou
(voda/acetonitril) na kolone C18 pri teplote 30 °C. Prietok kolénou bol nastaveny na 0,453
ml/min. Chromatograficky systém bol tvoreny odplynovacou jednotkou (degasérom), binar-
nou pumpou, autosamplérom, termostatom koloén a UV/VIS detektor. Detekcia prebiehala
pri vinovej dizke 254 nm. Vzniknuté chromatogramy boli zaznamenané vo vyhodnocova-

com systéme (PC) a d’alej spracované softwarom (Dadakova et al., 2009).

Blokova schéma HPLC
1. Mobilna faza

'

2. Odplynovaé

3. Pumpa

4. Nastrekovy port

EJI

5. Koléna

6. Detektor

7. Odpad

Obrazok 6. Blokova schéma HPLC (prepracované podla Komprda, 2007).
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5 VYSLEDKY A DISKUSIA

Na zaklade stanovenych ciel'ov prace a pouzitych metodickych postupov, bolo analyzova-
nych 100 vzoriek v 10 druhoch piva (zo surovin a Vv priebehu jednotlivych technologickych
faz). Kazda vzorka bola stanovena v piatich paralelnych stanoveniach a teda v prepocte bolo
celkovo analyzovanych 615 vzoriek. Vysledné vzorky boli Statisticky a graficky spracované
a rozdelené do dvoch skupin: a) na obsah biogénnych aminov v surovinach, b)v jednotlivych
technologickych fazach. Vysledné koncentracie biogénnych aminov v skimanych vzorkach

piva st popisané v nasledujtcich kapitolach.

5.1 Obsah biogénnych aminov v surovinach

Meranie koncentracie siedmych biogénnych aminov (fenyletylamin, putrescin, kadaverin,
histamin, tyramin, spermidin, spermin) Vv surovinach bolo vykonané v slade (plzeiisky, mni-
chovsky, viedensky, karamelovy), chmeli (zatecky Cervenak, zatecky premiant, chmel6vy
extrakt) a kvasniciach. V kazdom pive bol detekovany obsah jednotlivych biogénnych ami-
nov. Vysledky koncentracie BA Vv jednotlivych surovinach boli spisané do tabuliek podla
druhu biogénneho aminu a nasledne bolo poukazané na vyznamné hodnoty, ktoré boli po-
rovnavané s vedeckou literatirou a vyskumami zaoberajicimi sa rovnakou problematikou.

Na zéklade ziskanych informacii z literatary bola tiez stanovena hypotéza, ¢i existuje rozdiel
Vv obsahu biogénnych aminov medzi jednotlivymi sladmi. Nasledne bola tato tivaha Statis-
ticky vyhodnotena metodou ANOVA a post—hoc Tukey HSD testom a vysledky okomento-

vane.

Obsah fenyletylaminu

Obsah fenyetylaminu (PHE) bol zaznamenany vo vSetkych skimanych vzorkach v konkrét-
nych surovinach. Koncentracie fenyetylaminu st uvedené v tabul’ke 4., v ktorej s znazor-
nené suhrnné hodnoty vo vsetkych surovinach. Najvyssia koncentracia fenyetylaminu pri
porovnani jednotlivych sladov bola zaznamenana vo viedenskom slade vo vzorke piva ¢.5
a to v koncentracii 43,7 + 1,2 mg/l. Izquierdo — Pulidoe et al. (1994), uvadzaja obsah feny-
letylaminu v maximalnej koncentracii 4,5 mg/kg. Tato hodnota sa zhoduje s hodnotami
vzorky ¢.9 v karamelovom a vo vzorke ¢.2 vo viedenskom slade. Zvysné hodnoty boli vy-
razne vysSie. Naopak Romero et al. (2003), vo svojich vzorkach fenyetylamin nenamerali.
Galarce et al. (2016) zistili obsah fenyletylaminu v slade v koncentracii 214,56 mg/kg. Na

zéklade zistenych vysledkov z vyskumov a hodnét nameranych v naSej praci sa mozeme
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domnievat’, Ze slady pouZité pri vyrobe tychto piv maji nizSiu schopnost’ tvorit’ biogénne
aminy a tak isto kombinacia pouzitych sladov v jednotlivych pivach sa pouziva na vyrobu

spodne kvasenych piv, nez vrchne ako je to v pripade vyskumu Galarce et al. (2016).

Najvyssi obsah fenyetylaminu bol pozorovany v zateckom chmele premiant v pive ¢.4 a to
v koncentracii 47,7 £ 6,5 mg/l. Pri porovnani medzi chmel'mi bola najniz$ia hodnota dete-
kovana pri Zateckom chmeli premiant v pive ¢. 1 v koncentracii 3,7 £1,2 mg/l. lzquierdo —
Pulidoe et al., (1994) namerali vo svojom vyskume hodnotu fenyetylaminu v chmeli max 20
mg/kg. Koncentracia tohto biogénneho aminu Vv praci bola dvakrat vyssia ako vysledok,
ktory uvadzaju v praci Izquierdo—Pulidoe a kolektiv. Tato skuto¢nost’ mohla byt’ spésobena
rozdielnym typom chmelu, ¢i jeho mnozstvom pouzitom pri vyrobe piva. Naopak Galarce
et al. (2016) namerali obsah fenyetylaminu v rozmedzi 150 — 170 mg/l. Tato hodnota je
vyrazne vysSia nez hodnoty fenyetylaminu v chmeli namerané v tejto stadii. Vysoky narast
koncentracie fenyetylaminu v praci Galarce et al., je mozné prisudzovat’ $tylu piva, pri kto-
rom boli vyuzité aromatickejSie chmele pouzivané pre piva kvasené vrchnou cestou a teda
je mozné usudzovat’, Ze nizSie hodnoty namerané v nasej praci si spdsobené typom chmel’u,

ktory je vyuzivany na vyrobu spodne kvasenych piv.

Galarce et al. (2016) uvadzaju koncentraciu fenyetylaminu v kvasinkach ako nedetegova-
tel'na. Toto tvrdenie sa nezhoduje s nameranymi hodnotami nasej prace, ked’ze obsah feny-

etylaminu v kvasinkach vysiel v rozmedzi 1,4 — 28,2 mg/I.

Tabulka 6. Koncentrdcia fenyetylaminu (mg/l).

Oznaéenie piva 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Slad _ R
. ) NA NA 64 £01|270+£26(103+50(20,7+£29(253+21|01+0,1]|94+43 |148=+31
muichovsky
Slad viededisky | 6,1 1,0 | 2.1+20 NA NA 4371214317 NA NA 214+£20|126+4.1
Slad

NA NA NA NA NA NA 1632513424 4830 | 6412

karamelovy

Slad plzetisky |10,7+1.7|173+64| 7.7+04 |128+62(305+23|358+24|41.8+£0.7(35.0x1.1|16.8+0,5| 7305

Chumel zatecky
Y 1 213+ 1,1(266+41|11.6216[209=33[274= 24|57+ 08|200+38(342+15| 68+18 |106+24
Cerveniak

Chmel Zatecky
melzalecky | 37212 |2452139] 71206 |477+65(315218(34.1227(217227(229+49|189+3,0| 18472
premiant
Chmelovy NA NA NA [317+42] Na NA [363:16|262=24| NaA NA
extrakt
Kvasnice NA |187+32| 5115 |105+49|11.0+06[26.1+22] 2.6+1.7 |282=5.7| 1406 | 5.2+25

Legenda: NA— neanalyzované vzorky.
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Obsah putrescinu

Obsah putrescinu (PUT) bol detegovany vo vSetkych skimanych vzorkach v konkrétnych
surovinach. Obsah putrescinu je uvedeny v tabulke 5., v ktorej st zndzornené suhrnné hod-
noty vo vSetkych surovinach. Koncentracia putrescinu sa v sladoch pohybovala v rozmedzi
0d 6,1 mg/l do 122,6 mg/I. 1zquierdo—Pulidoe et al., (1994) namerali koncentraciu putrescinu
v slade v rozmedzi 16,7 mg/l — 49,2 mg/1. Tento rozsah hodn6t spada do rozsahu koncentra-
cii, ktoré boli namerané v diplomovej praci v mnichovskom slade vo vzorkach ¢. 5,8,10 vo
viedenskom slade vo vzorkach ¢. 1, vo vzorke ¢. 7 v karamelovom slade a v plzeniskom slade
vo vzorke ¢. 8.Vysledky obsahu putrescinu v slade pouzivanom na vrchne kvasené piva
v praci Galarce et al. (2016) sa pohybovali v rozmedzi 70,66 mg/kg — 90,62 mg/kg. Tieto
hodnoty s zhodné so vzorkami €. 3,6,7,9 pri mnichovskom slade, vo vzorke ¢.6 pri vieden-
skom slade, vo vzorke ¢. 6 v karamelovom slade a v plzefiskom slade vo vzorkach €. 1,3,6.
Halasz, Barath a Holzapfel (1999) zase skimali obsah putrescinu v plzefiskom a mnichov-
skom slade a jeho vysledné koncentracie V plzeniskom slade sa pohybovali v rozsahu 7,63
mg/l — 23,04 mg/l a v mnichovskom v koncentracii 14,69 mg/l. Hodnoty namerané v pl-
zeniskom slade (47,2 mg/l — 110,6 mg/l) a v mnichovskom slade (13,4 mg/l — 122,6 mg/l)
v diplomovej praci sa markante odlisuju od vysledkov nameranych Halasz, Barath a Hol-
zapfel. Tato odlisnost’ mdze byt’ spésobena pestovanim jacmena na podach s nizkym obsa-
hom drasliku ¢i sodiku, alebo vysokym obsahom amoniaku, ¢o sposobuje narast koncentra-
cie putrescinu v slade (Izquierdo — Pulidoe et al., 1994). Naopak vysoké hodnoty namerané
v Galarce et al. (2016) su zna¢ne blizsie hodnotam nameranych v tejto $tadii. Z toho je
mozné usudit’, ze na pripravu piv pouzivanych Galarce et al., (2016) a piv meranych v praci

bol pouzity vel'mi podobny pomer sladov.

Hodnota putrescinu v chmeli sa pri tomto vyskume pohybovala v rozsahu 5,1 mg/1 az 90,4
mg/l. Galarce et al. (2016) namerali obsah koncentracie PUT v chmeli 17,58 mg/kg — 26,26
mg/kg, naopak lzquierdo—Pulidoe et al. (1994) namerali putrescin v maximalnom mnozstve
20 mg/kg. Koncentracia putrescinu v diplomovej praci sa zhoduje s hodnotami, ktoré boli
namerané zmienovanymi autormi V zateckom chmeli ¢ervenaku vo vzorkach 1,2,3,6,9,10.
Rovnako sa zhodujt vzorky €. 1,3,7 v zateckom chmeli premiant a vzorka ¢. 8 v chmelovom
extrakte. Vzorky ¢. 4,5,7,8 v zateckom chmeli Cervenidku a vo vzorkach ¢. 2,4,5,6,8,9,10
v zateckom chmeli premiant a vo vzorke ¢.4 v chmelovom extrakte vykazovali vyrazny na-

rast putrescinu, ktory nekoreluje s hodnotami spominanych autorov.
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Koncentracia putrescinu v kvasinkach vysla v tejto praci 39,2 mg/1-100,8 mg/l. Do tohto
rozsahu nespadaju koncentracie PUT (250 mg/kg, 550 mg/kg ), ktoré boli namerané Halasz,
Barath a Holzapfel (1999) a hodnoty Kala¢, Hlavata a Ktizek (1997), ktoré sa pohybovali
Vv nizsich koncentraciach (2,14-69,30 mg/kg).

Tabulka 7. Koncentracia putrescinu (mg/l).

Oznacenie piva 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Slad
. 2 ) NA NA 894 £6.7|1226£57/459x26(|91,9£20(749=0,1(134x04|872+£63 (47867
mnichovsky
Slad viedenisky | 47.1 6.4 |103,6 £+ 5.8 NA NA 103,7+£02| 758 +6.8 NA NA 1171+6.8/923+75
Slad _ R _ _ _ R
) NA NA NA NA NA NA 249+33] 6,104 |142£13(109+0,6
karamelovy

Slad plzeiisky |72.2+19|940=1.5|556x21(1106=6.8 964=7.6|82.1x41|959x55|472=x20(512+53(674=x05

Chmel zatecky
e ey 1200+62(224+72]175+18|514+16(599+ 06[15.0+ 08]682+23[483+53(149+32|179+17

cervenak
Chmel iatecky
. 2502059715 |281+40|858+£61|404+53|904+£45|1212+52(386+£21|358+x29(898x0.7
premiant
Chmelovy
metovy NA NA NA |638=29] Na NA [234=+35|51+45| Na NA
extrakt
K~asnice NA 743+£27(498+23|1008+33|445+341929+54|526+49|663+61|392+05|404+63

Legenda: NA— neanalyzované vzorky.

Obsah kadaverinu

Koncentracia obsahu kadaverinu (CAD) bola zaznamenana vo vsetkych skiimanych vzor-
kach v jednotlivych surovinach. Obsah kadaverinu je uvedeny v tabulke 6., v ktorej s zna-
zornené suhrnné hodnoty vo vsetkych surovinach. Koncetracia kadaverinu v slade bola v
porovnani medzi sladmi navzajom v rozmedzi 0,4 —25,6 mg/l. namerali v slade hodnoty 6,4
mg/kg a 8,43 mg/kg. Tieto hodnoty st blizke hodnotam nameranych vo vzorke €.6,9 vo vie-
deniskom a vo vzorke ¢.8,9 v plzeniskom slade. Halasz, Barath a Holzapfel (1999) zistili ob-
sah kadaverinu v plzeniskom slade v rozsahu 0,5-1,6 mg/1. Vsetky hodnoty plzeniského sladu
u Galarce et al. (2016) su vyrazne vyssie. Naopak obsah kadaverinu, ktory uvadzaju v mni-
chovskom slade (1,76 mg/1) sa zhoduje so vzorkou ¢. 8. Vyskum Kalaca, Hlavatej a Ktizka
(1997) udavajia hodnoty kadaverinu v slade 5,18 mg/ kg , 9,39 mg/kg a 24,2 mg/kg ¢o st
hodnoty zhodné vo vzorke ¢.3,4,5,6 v mnichovskom slade, ¢. 1,6,9 vo viedenskom slade

a blizke hodnoty €. 3,4 v plzeniskom slade.

Celkovy obsah kadaverinu v chmeli bol 1,8— 42,0 mg/l. Kala¢ Hlavata a Kiizek (1997) uda-
vaju koncentraciu v chmeli od 0,66-7,81 mg/kg, Romero et al.,(2013) v rozmedzi 3,13—

14,89 mg/l. Tieto hodnoty st zhodné s hodnotami vacsiny vzoriek, ktoré boli namerané
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V tejto praci. Rovnako Kala¢ a Kiizek (2003), tvrdia, Ze koncentracie kadaverinu v chmeli

su vel'mi nizke, o sa v praci vo vacsine vzoriek potvrdilo.

Obsah kadaverinu v kvasinkach bol 2,7-427,8 mg/l. Vo vyskume Kalaca Hlavatej a Ktizka
(1997) namerali koncentraciu CAD v rozmedzi 12,5-38,4 mg/kg a Halasz, Barath a Hol-
zapfel (1999) koncentraciu 13,3—28 mg/kg. Tieto hodnoty sa zhoduja so vzorkami ¢. 2,3,4,8.
Vysoké koncentracie biogénnych aminov v kvasinkach a teda aj kadaverinu namerané
V tejto praci sa mozu pouzit’ iba ako aproximacia, z dovodu rézneho poctu buniek, vitality

kvasiniek, ¢i ich druhu (Kala¢, Hlavatéa a Ktizek (1997).

Tabulka 8. Koncentracia kadaverinu (mg/l).

Oznacenie piva 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Slad
, ? . NA NA 48 £16(256+23| 49+£10 (236+39|120+£08| 1701 (3,112 |29=+1.1
mnichovsky
Slad viedeiisky | 5309 | 3,705 NA NA 11.1+0,5]| 93+27 NA NA 50+£21| 28+09
Slad R _ R R R R
. NA NA NA NA NA NA 218+16( 13£05(26+08 | 0402
karamelovy

Slad plzetisky | 1401217021 4405 | 4403 |11.2+16|143+62|160+43| 7008 | 6309 | 3502

Chmel Zatecky | ¢ 3, 40| 44212 | 36204 [13739]44=09|30= 07 |174+27(309+42| 34221 | 1.808

cervenik
Chmel fatecky
melzatecy | 30409 | 4207 | 24406 [217+43| 8124 |420+47| 76412 | 69+16 | 21205 |202+23
premiant
Chmelovy NA NA NA |166+ 18] NA NA [152+25|30+21| NA NA
extrakt
Kvasuice NA [382+35|273+1.1(1082+46/182+15|668+63[427.8+43152=+08|27+03 | 3.1+07

Legenda: NA- neanalyzované vzorky
Obsah histaminu

Koncentracia histaminu bola detegovana vo vsetkych nameranych vzorkach surovin v pive
a st uvedené v tabul’ke 7. Obsah tohoto biogénneho aminu v slade sa pohyboval v rozmedzi
0,8-24,6 mg/l. Tieto hodnoty sa zhoduju s vysledkami nameranymi Kalaca Hlavatej a
Kiizka (1997) v rozsahu 6,75-17,3 mg/kg, Izquierdo—Pulidoe et al., (1996) v maximalnom
rozmedzi 4,5 mg/kg a Romero et al. (2013) 3,18-14,17 mg/l. Tieto hodnoty s vel'mi po-
dobné ako vsetky namerané hodnoty a s zaznamenateI'né v rozmedzi, ktoré uvadzaju zmie-

neni autori.

Pri obsahu histaminu v chmeli je jeho obsah v rozsahu 1,2-26,4 mg/l. Kala¢, Hlavata a Kii-
7ek (1997) boli v rozmedzi 3,53-8,15 mg/kg, ¢o je zhodné s viac¢sinou vzoriek. Vyrazny roz-
diel nastal len pri vzorkach ¢. 4,5 v chmeli zateckom cervendku a v €. 4,6 v zateckom pre-
miante. Zmieneni autori skumali aj obsah chmelového extraktu. Ich koncentracia extraktu

bola 53,1 mg/kg €o je vyrazne niz$ia ako koncentracia v tejto praci. Je mozné to pripisovat’
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druhu extraktu, ktory bol pouzity v tejto praci oproti druhu vo vyskume prevedenom uvede-
nymi autormi. lzquierdo—Pulidoe et al., (1994) koncentraciu histaminu v chmeli nezazna-
menali.Galarce et al. (2016) obsah histaminu v slade ani chmeli nedetegovali, ¢o je mozné
tym, ze ich vyskum bol zamerany na piva kvasené vrchnou cestou a teda pouzili slady

a chmele ur¢ené pre vyrobu tychto piv.

Pri obsahu histaminu v kvasinkach bola koncentracia 0,8—177,8 mg/l. Halasz, Barath a Hol-
zapfel (1999) obsah histaminu nedetegovali a Kala¢, Hlavata a K¥izek (1997) namerali HIS
len vo vel'mi nizkej koncentrécii (2,06—-11,8 mg/kg). Tieto vysledky su blizke hodnotam
vzoriek ¢. 3,5,8. Ako uz bolo uvedené pri koncentracii kadaverinu, koncentracia biogénnych
aminov v kvasinkach sa moze pouzit’ iba pre pribliznost’ z dovodu rézneho poctu buniek

alebo druhu kvasiniek (Kala¢, Hlavata a Kiizek (1997).

Tabulka 9. Koncentracia histaminu (mg/l).

Oznacenie piva 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Slad
. 2 ) NA NA 18 £05(173+08| 15207 | 62=+14 [133+22| 08+01| 1310 19+0.7
mnichovsky
Slad viededisky | 1.9+03 | 14+04 NA NA 2604 | 40=+23 NA NA 4006 | 04+04
Slad - _ _ R R _
NA NA NA NA NA NA 200+34| 26+08|21+04 | 04+03

karamelovy

Slad plzetisky | 9.7=09 (20959 1.9+11 | 2308 | 9413 |149+60|246+22| 4016 | 4518 | 1.7£04

Chmel #atecky

el zate 3025 | 58=17 | 2102 [190+38|109+24|51+ 06| 59+13 | 58+22 | 32209 | 25=06
cervenak
Chmel zatecky
melzatecky | 35400 | 45208 | 3.0207 [232=39] 84210 26423999209 | 70220 | 12210 | 63205
premant
Chmelovy - B N N - - -
NA NA NA 160+ 46| NA NA |216+09]27+01| Na NA
extrakt
Kvasnice NA |263+30|95+04 | 08+05 | 24203 [222+43| 1816 | 2.8+05 [1483+08/177.8+6.0

Legenda: NA— neanalyzované vzorky.

Obsah tyraminu

Koncentracie tyraminu (TYM) je mozné vidiet' v tabulke ¢. 11. Vo v§etkych meranych vzor-
kach bol obsah TYM zaznamenany. Celkovy obsah tyraminu v sladoch sa pohyboval v roz-
medzi 5,4— 83,2 mg/l. 1zquierdo—Pulidoe et al. (1994) zaznamenali hodnoty tyraminu vo
vel'mi nizkych koncentraciach (max 4,5 mg/kg), nez je uvedeny rozsah TYM z tabul’ky. Ha-
lasz, Barath a Holzapfel (1999) namerali obsah tyraminu 15,35 mg/1 v plzeiiskom slade ¢o
je vyrazne nizSia koncentracia ako pri merani v tejto praci. V mnichovskom slade bol ich
obsah 14,97 mg/l, ¢o nasved¢uje podobnym hodnotam ako pri vzorkach ¢. 3,5,8 v mnichov-

skom slade, ¢.1,2 vo viedenskom. Kala¢, Hlavata a Kiizek (1997) detegovali koncentraciu
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TYM 20,1-28,5 mg/kg ¢o je prijatel'ny rozsah pre hodnoty vzoriek €. 3,5 v mnichovskom
slade, ¢.2,5 vo viedenskom, ¢. 8 v karamelovom a ¢.3 v plzeniskom slade. Galarce et al.,
(2016) namerali hodnoty TYM (6,95-9,68 mg/kg), ktoré st zhodné s koncentraciou tyra-

minu vzorke &. 10 v karamelovom slade.

Obsah tyraminu v chmeli sa pohyboval v rozsahu 16,5 —79,6 mg/l. Kala¢, Hlavata a Ktizek
(1997) uvadzaji hodnoty chmel'u 9,55— 15,6 mg/kg a chmelového extraktu 228,0 mg/kg,
Izquierdo—Pulidoe et al., (1994) do 15 mg/kg, ¢o je vyrazny rozdiel oproti zmienenému roz-
sahu v tomto vyskume. Galarce et al. (2016) naopak namerali hodnoty TY v priemere 19,78—
86,24 mg/kg. Tieto hodnoty sa zhoduji ¢i minimalne odchyluji od koncentracii v tejto
praci.

Pri porovnani koncentracie tyraminu v kvasinkach je mozné si vSimnut' vyrazny rozsah
Vv koncentracii TYR pri jednotlivych vzorkach a to 11,8-157,9 mg/l. Kala¢, Hlavata a Kiizek
(1997) namerali obsah tyraminu v kvasinkach v rozmedzi 17,40 —24,10 mg/kg. Tieto hod-

noty st nizsie nez vysledky uvadzané autorom v tejto praci.

Tabulka 10. Koncentracia tyraminu (mg/l).

Oznaéenie piva 1 2 3 4 5 (] 7 8 9 10
Slad
] 2 ) NA NA 189 £5,0|173,1£49|183+£47|63,0£42|538=+48|148+03|314+£06(|22,7+£24
mnichovsky
Slad viedesisky | 16,0+1.1|196=+16 NA NA 271+ 21|521+£66 NA NA 428+67(43,5+£42
Slad _ - _ _ _ R
NA NA NA NA NA NA 832+25(284+29(123+0,7| 54+1.0

karamelovy

Slad plzeiisky |425+47(312+05|212+08(339+28|348+54|666+41|678x85|378+39|365+58(314+13

Chmel zatecky
Y 1273+66(403£638|496+30|722+89(368= 69(212=06(483=07(595+41(3433.1|306+28

cerveniak
Chmel iatecky
; 293+16|528+45(332+08|796+52(67.6+47|75.1£32(420=1.0|461+28[490+29(377209
premiant
Chmelovy
fmelovy NA NA NA [387+ 56| NA NA [420+10[165+27| NA NA
extrakt
Kvasnice NA  [157.9+20{ 11820533223 |38.642|79.0+4.1|593=63|412+33[31.8£32|1331.1

Legenda: NA— neanalyzované vzorky

Obsah spermidinu

Koncentracia spermidinu (SPD) bola zaznamenana v slade a chmeli a je uvedena v ta-
bulkel2. Rozsah spermidinu vo vsetkych meranych sladoch sa pohyboval v rozmedzi 1,0—
44,1 mg/l. Hodnoty vzoriek ¢.3,4,5,6,7,8,9,10 v mnichovskom slade, ¢.1,2,5,6,9 vo vieden-
skom a vo vsetkych vzorkach v plzeniskom slade sa zhodujt s koncentraciami, ktoré nameral

Izquierdo—Pulidoe et al. (1993), kde uvadza maximalnu koncentraciu 16,70 — 49,10 mg/kg.
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Galarce et al. (2016) zaznamenal obsah SPD 55,58 — 82,09 mg/kg, Romero et al.(2013)
42,57 — 98,81 mg/l. Zistena vysoka koncentracia SPD moéze byt’ spdsobena inym pomerom,

rozdielnost'ou ¢i zdravotnym stavom sladov, ktoré boli stanovované v spominanych pracach.

Tabulka 12. poukazuje na koncentraciu SPD v chmeli s maximalnou hodnotou 29,4 mg/1.
Izquierdo—Pulidoe et al. (1994) uvadzaju maximalnu koncentraciu 20 mg/kg, ktora je zhodna
¢i mierne nizsia s koncentraciami spermidinu v chmeli, ktoré si uvedené v tejto praci. Avsak
hodnoty ziskané vo vyskume Galarce et al. (2016) boli vyrazne vyssie a to 57,65-86,24

mg/kg ¢o moze byt pripisované rozdienosti skimaného chmel'u.

Koncentracia SPD v kvasinkach sa pohybovala v rozsahu 7,8-314,1 mg/l. Vysledky uve-
dené v praci Galarce et al. (2016) boli markantne vyssie (553,21 — 750 mg/kg) ako vysledky
V tejto praci. V porovnani s vysledkami prace Halasz, Barath a Holzapfel (1999), ktori uva-
dzajt obsah spermidinu v rozmedzi 79 —189 mg/100g sa zhodovali s tymto tvrdenim vzorky
¢.2,7.

Tabulka 11. Koncentracia spermidinu (mg/l).

Oznacenie piva 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Slad
, 2 . NA NA 408 £13|262+10|203+16|23.8+1.1|289+47(30,5+04(247+£33|37.0+£0.7
mnichovsky
Slad viedeiisky [ 19.9+33(441+21 NA NA 16.9+£0.7|256+14 NA NA 314+£15(552+24
Slad R R _ _ R R
. NA NA NA NA NA NA 2403|1005 2401|1905
karamelovy

Slad plzefisky [37.0+9.1|40,1+£57|262+19(385+09|354+3.0(329+02|4

[

A4+£221431+£06(273+05(30,7=x1.8

Chmel Zatecky | ) L 32]107+02] 255204 19.142.0|212208|17.6+ 03] 258+22(24940.7| 17422223654
tervenak
Chmel Fatecky
melzatecky | 2904+16(222+13[25121.1]|192+20|180=09]154+18|243216(218+09|195=2.1|225+08
premiant
Chmelovy B B N N N _ _
NA NA NA |00x00| NA NA | 03+£02]00+00| NA NA
extrakt
Kvasnice NA |1834+40314.1+79153=01|48.6+52|844+22(1657+65| 78202 [2273+27[2479+45

Legenda: NA— neanalyzované vzorky

Obsah sperminu

V tabulke €. 13 je vidiet’ obsah sperminu (SPM), ktory bol namerany vo vSetkych pouzitych
vzorkach. Koncentracia sperminu v slade sa v diplomovej praci pohybovala rozmedzi 38,2
—249,4 mg/l. Romero et al.(2013) namerali vo svojom vyskume hodnoty sladu 14,23 mg/kg
— 44,53 mg/kg. Rovnako podobné vysledky zaznamenali aj Galarce et al. (2016) ato 22,4
mg/kg — 27,68 mg/kg. Rozsah tychto koncentracii sa zhoduje so vzorkami ¢. 8,9,10, ktoré
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st uvedené pri karamelovom slade. Halasz, Barath a Holzapfel (1999) namerali obsah sper-
minu (6,29 —19,58 mg/l) v slade v nizsich koncentraciach, nez st uvedené v tejto praci. Ako
uz bolo zmiefiované pri koncentracii putrescinu je mozné usudit’, Ze vysoké koncentracie
polyaminov a teda vyrazny rozdiel medzi §tidiam spominanymi V tejto Casti a vysledkami
diplmovej prace, mozu byt spdsobené pestovanim jaémena na podach s nizkym obsahom
draslika ¢i sodika alebo vysokym obsahom amoniaka, ¢o sposobuje narast koncentracie

tychto biogénnych aminov v slade (Izquierdo—Pulidoe et al. 1994).

Obsah sperminu sa v chmeli pohyboval 34,3 — 159,6 mg/I. 1zquierdo—Pulidoe et al. (1994)
zaznamenali koncentraciu sperminu do max < 20 mg/kg, Galarce et al. (2016) zase namerali
hodnoty 22,44 — 27,68 mg/kg ¢o predstavuje vyrazne nizsie hodnoty ako koncentracie v tejto
praci. Informacie o obsahu aminov v chmeli st obmedzené. Jasne nehovoria o tom, ¢i vy-
soké koncentracia polyaminov sa da povazovat’ za normalnu. Tieto latky st povazované za
rastlinné metabolity alebo by mohli byt désledkom chybnej vyroby a skladovania chmel'u

(Izquierdo—Pulidoe et al., 1994).

Galarce et al. (2016) namerali obsah sperminu v kvasinkach v koncentracii 182,28 — 366,54
mg/kg v kvasinkach. Hodnoty sperminu (153,2 — 848,5 mg/l) v diplomovej praci st podobné
koncentraciam, ktoré namerali uvedeni autori. Oproti inym, Kala¢, Hlavata a Ktizek (1997),
ktori uvadzaju obsah spermidinu v rozmedzi 79 — 189 mg/100g a sperminu (56 mg/100g) je

tento obsah markantne vyssi.

Tabulka 12. Koncentrdcia sperminu (mg/l).

Ozmacenie piva 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Slad
. 2 ) NA NA 1142 £2.41434+£0.1{1298 £7.5|184 4731757 £1,5(123.0 £ 1.2{161 8 £4,1|1466+33
mmnichovsky
Slad viedensky [122.6 £29/1389+55 NA NA 834+39(2270+58 NA NA 160,6 £4.9|2794+25
Slad - R _ _ _ R
) NA NA NA NA NA NA 512+03[382+21(416+£55|485+34
karamelovy

Slad plzeiisky (1569 +4.4{2132+23|116.8 £3.8190.2 £ 0.5(133.2£8,9|1218.7 £ 4.5\1247.7+ 7.2{184.1 £2.2/1169.2 £ 0.§|1202.4 £ 4.6

Chmel 7atecky
e ey 11164 +3,1/1108+2.1|614+23 | 647+6.7|81.0+34 934+ 2.7|159.6+64{120,5+ 151206 = 1.0[1313+33

cervenak
Chmel iatecky
MY 1 755+30(928+30(111.5+35[1268+3.0[840+16[93.0+60|85.0+52|1314+42786+2.0(1448=10
premmant
Chmelovy
metovy NA NA NA [343+ 16 NA NA |163+07|17.1+26| NA NA
extrakt
Kvasnice NA  [1685+83| 3573 +7 [239.2+3.0[174.1 £ 021523 + 33848 5 + 4.1{206.6 + 6.5378.6 + 743751 = 6.4

Legenda: NA— neanalyzované vzorky




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 51

Rozdiel koncentracie biogénnych aminov medzi jednotlivymi sladmi

Na hladine vyznamnosti (p <0,05) bolo zistované, ¢i existuje rozdiel medzi jednotlivymi
sladmi v zavislosti na tvorbe biogénnych aminov. Na zaklade Statistického vyhodnotenia
analyzy rozptylu ANOVA boli zistené vel'mi vysoko priekazné Statistické rozdiely v pozo-
rovanych sladoch v koncentracii fenyletylaminu, putrescinu, histaminu, spermidinu a sper-

minu, ktoré st uvedené v prilohe I.

Pomocou post—hoc Tukey HSD testu bolo zistené, Ze Statisticky rozdiel medzi jednotlivymi
sladmi bol preukazany pri karamelovom slade v koncentracii putrescinu, spermidinu a sper-
minu. Pri plzeiiskom slade bol zaznamenany priekazny rozdiel vo fenyletylamine a hista-
mine. Pri koncentracii tyraminu a kadaverinu voci jednotlivym sladom nebol preukézany

rozdiel.

5.2 Obsah biogénnych aminov v technologickych procesoch

Stanovenie obsahu biogénnych aminov (fenyletylamin, putrescin, kadaverin, histamin, tyra-
min, spermidin, spermin) V jednotlivych technologicky postupoch bolo prevedené v sladine,
mladine, prekvasenej mladine a v hotovom pive. V kazdej vzorke piva bola zaznamenana
koncentracia biogénnych aminov. Nasledne boli vysledky spracované do prehl'adnych tabu-
liek na zéklade druhu biogénneho aminu. Vyznamné hodnoty boli zvyraznené a porovna-
vané s vysledkami vedeckych prac a vyskumov, ktoré spracovavali rovnaku ¢i podobnu
problematiku.

Pre preukazanie rozdielu tvorby biogénnych aminov v jednotlivych vzorkach bola vykonana

Statisticka metdda ANOVA a post—hoc Tukey test.
Obsah fenyletylaminu

V tabul’ke 15. je mozné vidiet namerané hodnoty fenyletylaminu (PHE) v jednotlivych tech-
nologickych krokoch. Najvyssia koncentracia PHE v sladine bola statisticky preukazana na
hladine vyznamnosti (p < 0,05) a rovnako aj zaznamenany priekazny rozdiel vo vzorke ¢.5
(61,3 = 2,8 mg/l). Naopak najnizsia bola vo vzorke ¢. 7 (3,5 + 3,0 mg/l). V mladine sa hla-
diny fenyletylaminu pohybovali v rozsahu 2,4-28,7 mg/l. V prekvasenej mladine nastal po-
kles koncentracii PHE, no v pripade vzorky ¢. 4 a 7 doslo k miernemu narastu. Najvyssia
hodnota v prekvasenej mladine bola detegovana a statisticky preukazana vo vzorke ¢.4 (20,9
+ 4,9 mg/l). Pri porovnani hodnot prekvasenej mladiny a hotového piva, nastal naopak narast

koncentracie fenyletylaminu, s vynimkou vzoriek ¢. 1,2,3 a 4. Romero et al. (2003) namerali
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v jednom zo svojich skimanych piv koncentracie tohto biogénneho aminu az v procese fer-
mentacie mladiny a zretia piva, no pri hotovom pive bol obsah nedetegovatel'ny. Najvyssie
hladiny PHE vV tejto praci boli Statisticky preukazané vo vzorke ¢.5 (66,1 + 2,3 mg/l) pri
hotovom pive. Rovnako Izquierdo—Pulidoe et al. (1994), zaznamenali vyssie hladiny feny-
letylaminu v mladine oproti koncentracii PHE v sladine a rovnako aj vyssie hladiny oproti

hodnotam v surovine.

Tabulka 13. Koncentrdacia fenyletylaminu (mg/l).

Oznacenie piva 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Sladina 4709 [159+47| 7204 |243£34|613+28(427+ 08| 3530 (456+24|149£37|10,1x17

Miadina 30+£26 (19636 8209 (6641 (2870428004 2402|3409 (1875914825

Prekvasend | | .00 |174+50| 41202 |209=44[117205|126+1.7] 26208 | 0805 | 38219 | 66=27

mladina

Hotovépive | 0.1+00|169+19| 12+£0.7 [135+£35|661+23[154+35|33+£09 | 44+29|98+34|89=+22

Obsah putrescinu

Koncentracie potrescinu (PUT) st znazornené v tabul’ke 16. Obsah sladiny sa v jednotlivych
pivach pohyboval od 39,9 mg/l vo vzorke ¢.3 do 130,7 mg/l vo vzorke ¢. 6. Najvyssia kon-
centracia v mladine bola Statiticky preukazana vo vzorke ¢.4 (150,8 + 6,0 mg/l). Rozsah
koncentracii v sladine postupne rastol, ¢o je mozné vidiet' v mladine vo vécsine vzoriek,
okrem ¢. 2,5,6,9. Tento fakt mohol byt’ spésobeny pomerom a obsahom chmel'ov, ktoré boli
pouzité pri pivach s vy$Sou koncentraciou a teda obsahovali viac chmel'u nez zvys$né vzorky
(Izquierdo — Pulidoe et al., 1994). Naopak po fermentacii nastal pokles putrescinu vo vacsine
vzoriek, no pri styroch z nich (3,7,9,10) koncentracia narastala. Najvyssia koncentracia
v prekvasenej mladine bola S$tatisticky detekovana vo vzorke ¢.4 (134,8 = 1,0 mg/l) avo
vyslednom pive vo vzorke ¢.3 (120,2 + 6,1 mg/l). V hotovom pive nastal pokles koncentracie
len pri vo vzorkach ¢. 4,7,8 a 9. Podobné trendy vyvoja putrescinu zaznamenali Galarce et
al., (2016), ktori v jednej zo vzoriek zaznamenali markantny narast putrescinu uz pri rmuto-
vani a tento trend pokracoval az do procesu fl'aSkovania. Naopak pri ostatnych, bol priebeh
podobny ako pri niektorych vzorkach v tejto studii. V procese chmel'ovaru doslo k poklesu,
no pri faze fermentacie obsah putrescinu opat’ narastol a v hotovom pive znova klesol. Vy-
znamnou odliSnostou vysledkov Galarce et al., (2016) je podstatne nizsia koncentracia cel-
kového obsahu potrescinu v technologickych tisekoch oproti tym, ktoré boli namerané
V tejto praci. Ich hodnoty sa pohybovali v rozmedzi 8,4 mg/l az 38,8 mg/l. Rovnako nizke

koncentracie vysli Halasz, Barath a Holzapfel (1999), ktori v mladine namerali koncentracie
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PUT v priemere 19,9 mg/l a v prekvasenej mladine priblizne 10,0 mg/l. Kala¢ a Ktizek
(2003) uvadzaju, ze obsah potrescinu sa zniZuje uz pri procese rmutovania, co dokazuji

vzorky ¢. 5 a 8.

Tabulka 14. Koncentrdcia putrescinu (mg/l).

Oznaéenie piva 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Sladina 3773880527 |39.91.7(115.8+£7.6/109.7+6.9|130.7 3.3 565£1.5|609+£2.6(50,7+34 (55634

Mladina 779+43|804+79(623+1.1|1508=+6.0{101,8+1.0|/842+54|87.1+78|656+32|43.07+04/604=18

Prekvasena
r:lagi‘;:“a 758+49|64342(834+26(1348+1.0[620+4.1[459+10|1067+42|557=09(54.0+52(63.9+32

Hotové pive | 85.8+1.1 |118,0+4.4{120.2+6.1{582+14|96.8+32(81.7+x64|956=x1.1| 6,8+3,9 | 5294201027

Obsah kadaverinu

Koncentracia kadaverinu (CAD) bola zaznamenana vo vsetkych vzorkach pri technologic-
kych postupoch. Najvyssia koncentracia CAD bola detekovana a Statisticky preukazana pri
v prekvasenej mladine (1,8 = 0,4 mg/1). Obdobné hodnoty udavaju vo svojej praci aj Galarce
et al., (2016), ktori namerali najvys$siu koncentraciu kadaverinu v mladine (130,84 mg/l)
Sine vzoriek po chmelovare (0,64—-19,27 mg/l) klesala az do obdobia fl'aSkovania (0,63—
20,44 mg/l), kedy bol zaznamenany ndrast, ¢o koreluje aj so vzorkami €. 1,3,5,6,7,10. Nao-
pak vyskytol sa aj pripad, kedy dochadzalo k postupnému poklesu koncentracie po chmelo-
vare ako je to aj pri vzorkach €. 4,8,9. Tento jav nastal v pripade koncentracie kadaverinu aj
v stadii Izquierdo—Pulido et al., (1994), ked’ po fermentacii dochadzalo k narastu CAD az
do konecnej taze zretia. Naopak pokles koncentracie CAD po fermentécii potvrdzuje aj Ro-
mero et al., (2003). Najvyssia koncentracia CAD vo faze po fermentacii bola Statisticky de-
tegovana vo vzorke ¢.8 (80,1 + 4,9 mg/l). Vysledky zaznamenané Halasz, Barath a Holzapfel
(1999) v mladine a po fermentacii stihlasia s tvrdenim, ze po chmel'ovare dochadzalo k na-
rastu koncentracie kadaverinu, no pri niektorych vzorkach zase k poklesu. V porovnani s 0s-
tatnymi autormi st ale koncentracie namerané v tejto praci vyrazne vysSie. Kym Halasz,
Barath a Holzapfel (1999) namerali priemerné koncentraciu kadaverinu v mladine 2,6 mg/1

a v prekvasenej mladine (3,6 mg/l), Kala¢, Hlavata a Ktizek (1997) max. 28 mg/I.

vve

+ 0,7 mg/l) a najvyssia Statisticky preukazana vo vzorke ¢.6 (18,6 + 3,8 mg/l). Kala¢, Hlavata
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a K#izek (1997) namerali priemerni hodnotu piva 25,1 mg/l, Galarce et al., (2016) prie-
merne 7,5 mg/l, Gloria a Izquierdo—Pulido (1999), koncentraciu 16,9 mg/l v pive $tylu le-

ziak. Tieto hodnoty sa vyrazne neliSia od tych €o boli namerané v tejto praci.

Tabulka 15. Koncentrdcia kadaverinu (mg/l).

Oznaéenie piva 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Sladina 6605 6607|3902 |218+44|148+£56|357+ 23| 2608 |162+05| 50163907

Mladina S8£05 15031 5604 |42.0+43|148+1.2|19.7+6.8| 2.0+0,5 |1383+20] 4320 ] 59=14

Prekvasena
r:la:;:"a 35+00 |212+17| 21201 |345+27| 4214 | 19202 | 18404 |801+49| 37+05 | 2.1+09

Hotovépive | 44+16 | 98+21 | 3.0+08 | 7.7+3.1 |16,6=£3.0(186=+38| 4307 | 2.6+03 | 24+07| 5903

Obsah histaminu

Koncentracie histaminu (HIS) boli zaznamenané vo vSetkych stanovovanych vzorkach a st
uvedené v tabul’ke 18. Najvyssie hladiny HIS v priebehu technologického procesu boli Sta-
tisticky preukazané v prekvasenej mladine (38,4 + 0,8 mg/1) a najnizsie v sladine (0,2 + 0,1
mg/l). Celkovy priebeh histaminu vo vzorkach je nejednotny. Najvyssia Statisticka hodnota
v mladine bola zaznamenana vo vzorke ¢.4 (27,8 + 6,2 mg/l). Z tabul’ky je mozné vidiet’ vo
vzorkach €. 4,5,6 narast koncentracie az do doby prekvasenia mladiny a v hotovom pive je
vidiet’ pokles hladiny HIS. Izquierdo—Pulido et al., (1994) zaznamenali mierny narast kon-
centracie po procese rmutovania. Galarce et al., (2016) namerali najvyssiu hodnotu hista-
minu 4,41 mg/l, ktord nasledne mierne klesala az do obdobia fl'askovania (4,21 mg/I). Ha-
lasz, Barath a Holzapfel (1999) uviedli priemerné hodnoty mladiny (0,5 mg/1) a prekvasenej
mladiny (0,4 mg/l). Celkové hodnoty mladiny a prekvasenej mladiny, ktoré udavaju autori
sa zhoduju so vzorkami €. 1,3,7,8,9,10. Zvysné vzorky zaznamenali podstatne vys$si narast
koncentrécii, nez je uvedené v literatdre. Pri koncentracii histaminu v hotovych pivéach bol
zaznamenany najvyssi Staticky preukazany nérast 20,6 + 5,7 mg/l vo vzorke €.9 oproti os-
tatnym pivam, ale aj markantny vyvin histaminu v priebehu technologickych faz tohto piva.
Halasz, Barath a Holzapfel (1999) a Slomkowska a Ambroziak (2002) zaznamenali koncen-
traciu v hotovych pivach v rozsahu 0,18 —0,80 mg/l. Angulo et al., ( 2020) naopak obsah
histaminu nedetekovali. Vy$§ie mnozstva histaminu (2—10 mg/1) boli zaznamenané v jednej
tretine vzoriek leZiakového piva vo fl'asiach monitorované Tang et al., (2016). Véa¢sina vzo-

riek v tejto praci mala maximalne koncentracie do 12,0 mg/l okrem spominanej vzorky €. 9.
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Na zéklade dosiahnutych vysledkov a poznatkov je mozné usudit, Ze pri vyrobe piv, v kto-
rych bola vyssia koncentracia histaminu doslo k nedostatoénému dodrzaniu hygienickych

podmienok pocas skladovania jacmena, sladovnictva a v priebehu vyroby piva.

Tabulka 16. Koncentrdcia histaminu (mg/l)

Oznaéenie piva 1 2 3 4 5 ] 7 8 9 10

Sladina 1.5+£02 | 25+£10]02+£02 |209+78|116+56|375+26|02+£01|26+05|21+£03 | 1307

Miladina 1.5+£1.1 |129+34| 0.8+0,1 |27.8+6.2|11.0£18| 9.7+£52 | 1510 | 03+02 | 3.1+£21 | 29=+1.0

Prekvasena

. 03+04 23311 2905 (384083117 | 14+x05|24+12|33+12| 1906 | 21=+035
mladina

Hotovépive | 0.5+04 | 69+09 | 3608 | 15+11 |120=x1.0| 6610 | 2109 | 48+£21 |206=x57| 5105

Obsah tyraminu

Hladiny tyraminu (TYM) boli detekované vo vsetkych bodoch zadaného technologického
procesu a je znazorneny v tabul’ke 19, kde je vidiet’ postupny vyvoj tohto biogénneho aminu.
Obsah tyraminu v skimanych vzorkach sa pohyboval v rozmedzi 7,0 — 81,6 mg/l. Priebeh
hladin TYM priamo nepreukdzali jednozna¢né trendy vo vyvoji tohto aminu pocas techno-
1,6 mg/l. Naopak po chmel'ovare nastal pokles v koncentracii tyraminu od 18,46 mg/l do
Statisticky preukazanej najvyssej koncentracie v mladine (63,8 + 6,0 mg/l). Po fermentacii
mladiny boli najvyssie hladiny TYM Statisticky preukazané vo vzorke ¢.2 (64,5 + 1,9 mg/l).
Oproti priemernym koncentracidam nameranym pri predchadzajicich technologickych po-
stupoch, hodnoty TYM zaznamenali vyrazny pokles (7,0 — 50,4 mg/l). Galarce et al., (2016)
namerali priemerné koncentracie vo vSetkych fazach do 12 mg/l. Vo vyskume Romero et al.
(2003) nastal markantny narast tyraminu (max 35 mg/l) vo faze fermenticie a nasledne
mierny pokles hladiny az do fazy hotového piva. Pri porovnani hladiny hotového piva bola
najvyssia koncentracia Statisticky preukazana vzorke ¢. 5 (50,4 £ 5,9 mg/l) a najnizsia vo
vzorke €.8 (7,0 + 2,1 mg/l). Autori zaoberajuci sa touto problematikou (Galarce et al., 2016;
Slomkowska a Ambroziak, 2002) uviedli obsah TYM max 2,5 mg/l. Romero et al., (2003)
naopak zaznamenali vysoky ndrast v leziakoch (20,39 mg/l) a Specialnych pivach (20,47
mg/1). Tieto hodnoty sa vyrazne liSia od koncentracii nameranych v tejto prace. Tento fakt,
moze byt spdsobeny rozdielnym pomerom sladov, aktivitou kontaminujucej mikroflory
Vv priebehu fermentacie ako uvadza Kala¢ a Ktizek (2003), ¢i vysokou koncentraciou tyra-

minu uz v surovindch. Tak isto sa domnievaju, Ze vysoka hladina tyraminu je sposobena
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baktériami mlie¢neho kvasenia, respektive rodmi Lactobacillus, Enterococcus a Pediococ-

cus, ktori st hlavnymi producentmi tyraminu v pive.

Tabulka 17. Koncentracia tyraminu (mg/l).

Oznaéenie piva 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Sladina 259+£1,6|454£36(169+086/522+30|570+£0.7 (816 49(123+14527+23|31.8+32|357x24

Miadina 233+£0,6(63,0£6,2)210+13|184+05|63.8+£80(350£36|195x14|257£39|43.0+64|51.1+41

Pr:l:':i’;:"" 8511 |645+19|153+20(27.0+24(252+33|155+24|17.5=17|366=34|128=26[132+29

Hotovépivo |124=08|406=+36|127+13|183+£42(504+£59(358=+41|415+17|7.0+£21 |182+£26|263+3.7

Obsah spermidinu

Tabulka 20. znazornuje koncentraciu spermidinu (SPD) zaznamenant vo vSetkych techno-
logickych postupoch. Najvyssia koncentracia v priebehu vyroby piva bola Statisticky preu-
Trend postupného poklesu koncentracie spermidinu bol zaznamenany pro vzorkach c¢.
3,4,9,10, kde bola hladina SPD v hotovom pive v priemere 0,4 — 2,7 mg/l. Tento zostup bol
badatel'ny aj pri vysledkoch Galarce et al., (2016), kedy doslo k poklesu koncentracii z 3,26
mg/l v sladine na 0,85 mg/1 ¢i az na stav detegovatelnosti. Halasz, Barath a Holzapfel (1999)
zaznamenali v dvoch tretinach vzoriek narast hladiny SPD v prekvasenej mladine (max.2,8
mg/1), o predstavuje rovnaku zmenu aka nastala pri vzorkach ¢.1 a 5. Izquierdo—Pulidoe et
al., (1994) naopak detegovali vyrazny pokles spermidinu v mladine, po rmutovani, ¢o sth-
lasi s vyslednym trendom spermidinu v mladine v tejto praci. Najvyssia hodnota zazname-
nana v mladine bola $tatisticky preukazana vo vzorke ¢. 2 (10,5 + 0,2 mg/l). V hotovych
pivach sa vysledna koncentracia vo vacsine vzoriek pohybovala v rozsahu 0,1 — 3,6 mg/I.
Vynimku tvorila iba vzorka €.6, ktord zaroven vykazovala aj najvyssiu hladinu spermidinu
Vv celej vyrobe piva. Slomkowska a Ambroziak (2002), zaznamenali rovnaké hodnoty
(max.3,64 mg/l) ako boli vyhodnotené v tejto praci. Naopak Romero et al., (2003) obsah

spermidinu urc¢ili ako nedetegovatelny.
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Tabulka 18. Koncentracia spermidinu (mg/l).

Oznaéenie piva 1 2 3 4 5 o 7 8 9 10

Sladina 1101413007 7304 | 9703 | 8910 |64+ 16| 3904|6304 | 7807 |114=%06

Mladina §3+06 (10502 53£0.7 | 7.2+14 | 5407 | 65+£03 | 1,102 | 7.7£05 | 4606 | 7.2+1.0

Prekvasena

117£10) 3.1+10 | 3005 | 3.1+£06 | 72=x12

[ ]
Ln
H
=
2

. 09+04 | 2115|2702 | 1.8+£0.2
mladina

Hotovépive | 3603 | 3603 | 2.7+06 | 04+00 | 3.0+06 |186+06| 1.0+04 | 01£0.1|09+04 | 0.8+02

Obsah sperminu

Biogénny amin spermin (SPM) bol zaznamenany vo vSetkych nameranych vzorkach a jeho
priebeh je uvedeny v tabul’ke 21. Koncentracia SPM v bola v jednotlivych fazach detego-
vana v rozsahu 16,8 mg/l — 272 mg/1. Vyvoj trendu jednotlivych vzoriek pri SPM je mozné
rozdelit’ do dvoch skupin. Do prvej, kde dochadzalo k postupnému poklesu az do fazy hoto-
vého piva (¢.4,5,7,10) a do druhej, kde pri postupnom poklese vo fazach sladiny, mladiny
a prekvasenej mladiny nastal vo faze hotového piva markantny nérast (¢.1,2,6,9). Pri vzor-
kach ¢. 3,8. bol vyvoj trendu nejasny. Galarce et al., (2016) uvadza obsah sperminu pocas
rmutovania v koncentracii max. 0,65 mg/l, ¢o pri diplomovej praci bol Statisticky preuka-
zany najvyssi obsah 292,5 + 4,5 mg/l. Pri procese chmel'ovaru, fermentacie a zretia uz hla-
diny SPM uvadza ako nedetegovatel'né. Izquierdo—Pulidoe et al. (1994) zaznamenali pokles
sperminu v procese rmutovania, kedy doslo k poklesu, ktory pokracoval az do procesu fer-
mentacie (2 mg/l). Hodnota zaznamenana po fermentacii je vyrazne vyssia ako bolo Statis-
ticky zaznamenané V tejto praci (172,4 £ 2,4 mg/l). Autori, ktori sa danou problematikou
zaoberali detegovali obsah sperminu v koncentraciach maximalne 10 mg/1, ¢i dokonca jeho
obsah nebolo mozné detegovat’ (Angulo et al., 2020; Kala¢ a Ktizek, 2003; Halasz, Barath
a Holzapfel 1999). Slomkowska a Ambroziak (2002) zaznamenali vo svojom vyskume v ho-
tovych pivach najvyssi obsah sperminu oproti inym biogénnym aminom (8,43 mg/l). Nao-
pak Burnka et al., (2012) uviedli, Ze viac ako 75% vzoriek obsahovali spermidin a sperminu
Vv koncentracii, ktora nepresahovala hodnotu 30 mg/l. V tejto praci bola Statisticky preuka-
zana najvyssia hladina SPM vo vyslednych pivach v koncentracii 121,6 = 5,7 mg/l. Vysoké
hodnoty sperminu mézu stvisiet’ s ich pritomnost'ou v slade a metabolizmom kvasiniek a

ich prirodzenym prechodom do piva (Kala¢ a Ktizek, 2003).
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Tabulka 19. Koncentracia sperminu (mg/l).

Oznaéenie piva 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Sladina 1658 £ 44253 7+£50[945+1.0(276,5+1,0(2925+£4.5 195+ 7.0(109.2+1.1{153,8+5.5/199.8+£3,6/199.8 3.6

Miladina 1610+ 1,7|1179.9 £ 3 §[113.0 £ 221539+ 6,0(272.2 £ 741207 £42( 969+ 2.6 (1057 £ 53|1544 £83|1271.9£ 5.0

Prekvaseni
r:la;izzna 95238 (7751081724 (1477+£1.2]1724+ 2§536+29(934+16|1155+£34/886+29(1073+£23

Hotové pive (121.0=+1.0{121.6+5.7/674=44|943+26|294+45(852+36|868=18|168=1.8(101.1+2.0{949=0.7

Najvyssi obsah biogénnych aminov v jednotlivych fazach

Na hladine vyznamosti (p <0,05) bolo Statisticky preukazané, Ze najvyssia hladina biogén-
nych aminov v mladine bola zaznamenana pri vzorke €.5 v produkcii fenyletylaminu (28,7
+ 0,4 mg/1), tyraminu (63,8 = 6,8 mg/l) a sperminu (292,5 + 4,5 mg/l) a vzorke ¢.4 v tvorbe
putrescinu (150,8 + 6,0 mg/l) a histaminu (27,8 + 6,2 mg/l).

V prekvasenej mladine boli najvyssSie koncentracie Statisticky vyznamné vo vzorke ¢.4
v produkcii fenyetylaminu (20,9 + 4,4 mg/l), putrescinu (134,8 + 1,0 mg/1), histaminu (38,4
+ 0,8 mg/l).

Pri vzorkach v hotovom pive sa najvyssie hladiny prejavili vo vzorkach ¢.5 v tvorbe fenye-
tylaminu (66,1 + 2,3 mg/l) a tyraminu (50,4 + 5,9 mg/l).

Vyznamné hodnoty boli vyhodnotené aj pri vzorke ¢.2, ktora mala najvyssie hladiny v mla-
dine pri spermidine (10,5 + 0,2 mg/l), v prekvasenej mladine pri tyramine (64,5 + 1,9 mg/l)

a pri vyslednej vzorke hotového piva v produkcii spermidinu (121,6 + 5,7 mg/l).
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ZAVER

Diplomova praca bola zamerana na monitoring biogénnych aminov v 10 vzorkach piva,
V surovinach, ktoré st pouzivané pri vyrobe piva a pocas jednotlivych technologickych faz
vyroby piva. Teoreticka Cast’ sa zaoberala popisom vyroby piva a mikroorganizmami, ktoré
sa vV iom nachadzaja. Dalej sa v tejto Gasti uvadza vznik a vlastnosti biogénnych aminov v

pive a ich vyvoj pocas celého vyrobného procesu.

Experimentalna Cast’ sa zaoberala stanovenim siedmych biogénnych aminov (fenyletylamin,
putrescin, kadaverin, histamin, tyramin, spermidin, spermin) v surovine a Vv stanovenych
technologickych fazach, pomocou vysokoucinnej kvapalinovej chromatografii s UV detek-
ciou. Vysledky boli interpretované, Statisticky spracované a rozdelené do dvoch skupin

podl'a biogénnych aminov v surovine a pocas vyroby.

Z vysledkov analyzy prevedenej v diplomovej praci bol zaznamenany obsah biogénnych
aminov vo vSetkych skimanych vzorkach. Najvyssie hladiny boli detegované v spermine
(292,5 + 4,5 mg/l) a putrescine (150,8 + 6,0 mg/l). Z vysledkov vyplyva, Ze ich obsah nebol
ovplyvneny druhom sladu, pretoze vyssie hladiny boli stanovené v svetlych aj tmavych pi-
vach. Tento fakt, moZe byt pripisovany metabolizmu mikroorganizmov, teplote, dizke zre-
tia, ¢i prirodzenému obsahu biogénnych aminov v surovine, z dévodu pritomnosti potravi-
novych polyaminov putrescinu, spermidinu a sperminu. Pri porovnavani celkového obsahu
biogénnych aminov boli najvyssie koncentracie zaznamenané v svetlom pive vzorka ¢.5
v produkcii fenyletylaminu, tyraminu a spermidinu. Vysoké hodnoty boli detegované aj v
pive ¢.4 v tvorbe fenyetylaminu, putrescinu a histaminu. Obsah tyraminu a toxického hista-
minu bol vo vSetkych vzorkach zaznamenany v maximalne miere 50,4 mg/l, o predstavuje

mozné riziko pre 'udi s vyvinutou intoleranciou na tieto biogénne aminy.

Na zaklade zistenych informacii a spracovanych vysledkov je mozné usudit’, ze pivovarska
technologia a suroviny pouzité pri jej vyrobe maju vplyv na tvorbu biogénnych aminov. Pre
zniZenie koncentracie biogénnych aminov sa doporucuje znizit' dobu skladovatelnosti sla-
dov, pouzit chmele s nizkou schopnost'ou tvorby biogénnych aminov a zamedzit' kvaseniu
v otvorenych tankoch, ktoré mozu mat’ za nasledok narast tvorby mikroorganizmov. Rov-

nako dolezité je aj brat’ déraz na spravnu hygienicku prax a kvalitu surovin.
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Kedze v Ceskej republike nie st legislativne stanovené limitné hodnoty biogénnych aminov
vo fermentovanych népojoch, bolo by vhodnou alternativou znovu zaviest’ kontrolu biogén-
nych aminov v tychto napojoch, pretoze pritomnost’ alkoholu znizuje aktivitu monoamin

oxidazy a diamin oxidazy, ktoré inhibuji biogénne aminy v potrave.

Pre buduci vyskum by bolo zaujimavé pouzit’ pocas celej doby experimentu rovnaky pomer
a druh sladu z jednej marze vo vietkych druhoch piva a sledovat’, ¢i dizka skladovatelnosti

sladu ovplyvinuje produkciu biogénnych aminov.
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PRILOHA P I: ANOVA a post-hoc TUKEY test — SLAD

Analyza rozptylu SLADY
Oznac. efekty jsou vyzn. na hlad. p <0 ,05
sC Y pPC sC Y pC F p
Proménna (efekt) | (efekt) | (efekt) | (chyba) | (chyba) | (chyba)
Fenyletylamin [mg/]] 2008,8 4] 502,20 99887 79[ 126,440 3,97185| 0,005472
putrescin [mg/l] 463323 4] 1158308 493620 79] 624,836 18,53780] 0,000000
kadaverin [mg/1] 2359 4 58,97| 41435 79 52449| 1,12442] 0,351042
histamin [mg/I] 584,0 4 14600] 38099 79| 48226 302746] 0022353
tyramin [mg/]] 864,7 4] 216,18| 329494 79 417,081 051831] 0,722486
spermidin [mg/1] 10176,9 4| 254423 58235 79| 73,716| 34,51407| 0,000000
spermin [mg/[] 1739739 4| 4349348 134864,1 79| 1707,141| 25,47738] 0,000000
Tukeytv HSD test -SLADY'; promén.:fenyletylamin [mg/1]
Oznac. rozdily jsou vyznamné na hlad. p < 0,05
{13 {23 {3} 4 {5}
Slad (M=20,966) | (M=21,568) | (M=8,2165) | (M=14,263) | (M=10,204)
viedensky {1} 0,999877 0,166524 0,448509 0,142100
plzensky {2} 0,999877 0,070283 0,133936 0,032379
vidensky {3} 0,166524 0,070283 0,763805 0,996659
mnichovsky {4} 0,448509 0,133936 0,763805 0,845037
karamelovy {5} 0,142100 0,032379 0,996659 0,845037
Tukeytv HSD test-SLADY' ; promén.:putrescin [mg/1]
Oznac. rozdily jsou vyznamné na hlad. p < 0,05
{13 {23 {3} 0! {5}
Slad (M=90,062) | (M=77,259) | (M=89,714) | (M=71,643) | (M=14,052)
viedensky {1} 0,565935 1,000000 0,237318 0,000121
plzensky {2} 0,565935 0,798659 0,923691 0,000121
vidensky {3} 1,000000 0,798659 0,512129 0,000122
mnichovsky {4} 0,237318 0,923691 0,512129 0,000121
karamelovy {5} 0,000121 0,000121 0,000122 0,000121
Tukeytv HSD test-SLADY; promén. kadaverin [mg/]]
Oznac. rozdily jsou vyznamné na hlad. p < 0,05
{1} {Z} {3} {4} {5}
Slad (M=6,0703) | (M=9,8302) | (M=6,4921) | (M=9,8105) | (M=6,5199)
viedensky {1} 0,552837 0,999962 0,590791 0,999891
plzensky {2} 0,552837 0,840485 1,000000 0,668432
vidensky {3} 0,999962 0,840485 0,852910 1,000000
mnichovsky {4} 0,590791 1,000000 0,852910 0,701089
karamelovy {5} 0,999891 0,668432 1,000000 0,701089




Tukeytiv HSD test- SLADY; promén. histamin [mg/]]
Oznac. rozdily jsou vyznamné na hlad. p < 0,05

{1} {Z {3} {4 {5}
Slad (M=2,2495) | (M=9,4030) | (M=2,7132) | (M=5,3631) | (M=6,2654)
viedensky {1} 0,027738 0,999935] 0,711389] 0,619052
plzensky {2} 0,027738 0,208236] 0,220297| 0,678030
videnisky {3} 0,999935 0,208236 0,918658| 0,844078
mnichovsky {4} 0,711389 0,220297 0,918658 0,996100
karamelovy {5} 0,619052 0,678030 0,844078| 0,996100
TukeyGv HSD test- SLADY; promén.:tyramin [mg/I]
Oznac. rozdily jsou vyznamné na hlad. p < 0,05

{1} {2 {3} {43 {5}
Slad (M=32,365) | (M=40,369) | (M=35,861) | (M=36,981) | (M=32,323)
viedensky {1} 0,780863 0,997052| 0,968157|  1,000000
plzenisky {2} 0,780863 0,987814| 0,973875| 0,777543
vidensky {3} 0,997052 0,987814 0,999957]  0,996912
mnichovsky {4} 0,968157 0,973875 0,999957 0,967093
karamelovy {5} 1,000000 0,777543 0,996912]  0,967093
Tukeytiv HSD test-SLADY; promén.:spermidin [mg/I]
Oznac. rozdily jsou vyznamné na hlad. p < 0,05

{1} {Z {3} {4 {5}
Slad (M=30,832) | (M=35,340) | (M=34,867) | (M=29,029) | (M=1,9285)
viedensky {1} 0,541867 0,880505| 0,975677| 0,000121
plzensky {2} 0,541867 0,999953| 0,065534| 0,000121
videnisky {3} 0,880505 0,999953 0,572290( 0,000121
mnichovsky {4} 0,975677 0,065534 0,572290 0,000121
karamelovy {5} 0,000121 0,000121 0,000121|  0,000121
Tukeytv HSD test- SLADY; promén.:spermin [mg/1]
Oznac. rozdily jsou vyznamné na hlad. p < 0,05

{1} {2} {3} {4} {5}

Slad (M=161,50) | (M=183,23) | (M=182,94) | (M=147,37) | (M=44,886)
viedensky {1} 0,540280 0,837092 0,868958 0,000121
plzensky {2} 0,540280 1,000000 0,018090 0,000121
vidensky {3} 0,837092 1,000000 0,333288 0,000121
mnichovsky {4} 0,868958 0,018090 0,333288 0,000121
karamelovy {5} 0,000121 0,000121 0,000121 0,000121




PRILOHA P II: ANOVA A POST-HOC TUKEY TEST- MLADINA

Analyza rozptylu - MLADINA
Oznad. efekty jsou vyzn. na hlad. p < 0,05

sC sV PC sC sV PC F p
Biogénne aminy (efekt) | (efekt) | (efekt) | (chyba) | (chyba) | (chyba)
Fenyletylamin [mg/1] 2759,9 9 306,66[240,9203 20]12,04601| 25,4570]0,000000
putrescin [mg/]] 23424.,5 9 2602,72(671,3318 20]33,56659| 77,5390 0,000000
kadaverin [mg/I] 46278,6 9| 5142,07{258,9497 20])12,94749]397,1479| 0,000000
histamin [mg/1] 2000,6 9 222,29]265,6205 20]13,28102| 16,7377]0,000000
tyramin [mg/1] 8551,8 9] 950,20{575,2879 20]28,76439| 33,0340]/0,000000
spermidin [mg/I] 172,9 9 19,21] 15,5826 20 0,77913[ 24,6501]|0,000000
spermin [mg/l] 108553,0 9[12061,44[783,9911 20]39,19955] 307,6934| 0,000000
Tukeyiiv HSD test- MLADINA ; promén.:Fenyletylamin [mg/1]
Oznag. rozdily jsou vyznamné na hlad. p < 0,05
vera | B | @ {3} “ {5} {6} U, ® | @ | a0
(M=3,0082) |(M=19,566) | (M=8,1671) | (M=6,6110) | (M=28,733) | (M=28,010) | (M=2,4022) [ (M=3,3693) [(M=18,720) | (M=14,840)
1 0,000488| 0,716375] 0,949234| 0,000179 0,000179( 1,000000{ 1,000000] 0,000791f 0,013275
2 0,000488 0,018396[ 0,005674|  0,091644 0,147289|  0,000368]  0,000593| 0,999999|  0,800287
3 0,716375|  0,018396 0,999888|  0,000195 0,000203f  0587471| 0,787081] 0,034421 0,399259
4 0,949234|  0,005674|  0,999888 0,000188 0,000190f 0,882940] 0973136 0,010767[ 0,168502
5 0,000179( 0,091644| 0,000195] 0,000188 1,000000f  0,000179[ 0,000179f 0,050856| 0,002808
6 0,000179( 0,147289| 0,000203]  0,000190]  1,000000 0,000179f  0,000179] 0,084342| 0,004825
7 1,000000] 0,000368[ 0587471] 0,882940[ 0,000179 0,000179 0,999998 0,000554|  0,008392
8 1,000000] 0,000593| 0,787081 0,973136] 0,000179 0,000179(  0,999998 0,001001f 0,017428
9 0,000791f 0,999999| 0,034421] 0,010767] 0,050856 0,084342|  0,000554|  0,001001 0,923157
10 0,013275[ 0,800287] 0,399259| 0,168502]  0,002808 0,004825[ 0,008392| 0,017428] 0,923157
Tukeyiv HSD test- MLADINA; promén.:putrescin [mg/1]
Oznac. rozdily jsou vyznamné na hlad. p <0,05
w @ © “ 5 © 0 ® {9} {10}
vzorka (M=77,852) [ (M=80,434) | (M=62,270) | (M=150,79) [ (M=101,81) | (M=84,242) | (M=87,127) | (M=65,657) | (M=43,076) | (M=60,437)
1 0,999894| 0,081810| 0,000179] 0,002012] 0,928596| 0,632566| 0,288824| 0,000193| 0,037587
2 0,999894 0,027045]  0,000179| 0,006361| 0,997677| 0908576 0,113084| 0,000187| 0,011878
3 0,081810|  0,027045 0,000179]  0,000186 0,004852| 0,001370| 0,999060| 0,017077| 0,999994
4 0,000179|  0,000179|  0,000179 0,000179]  0,000179]  0,000179|  0,000179] 0,000179|  0,000179
5 0,002012| 0,006361| 0,000186|  0,000179 0,035195|  0,117478| 0,000189| 0,000179|  0,000179
6 0,928596| 0,997677| 0,004852| 0,000179|  0,035195 0,999737|  0,022433]  0,000179|  0,002147
7 0,632566|] 0,908576| 0,001370| 0,000179| 0,117478| 0,999737 0,006088| 0,000179|  0,000668
8 0,288824| 0,113084 0,999060f 0,000179| 0,000189|  0,022433|  0,006088 0,003693|  0,978632
9 0,000193| 0,000187| 0,017077| 0,000179| 0,000179| 0,000179| 0,000179|  0,003693 0,038488
10 0,037587|  0,011878|  0,999994|  0,000179| 0,000179]  0,002147| 0,000668| 0,978632| 0,038488
Tukeyiiv HSD test-MLADINA; promén. kadaverin [mg/]]
Ozna¢. rozdily jsou vyznamné na hlad. p < 0,05
vira | B | @ {3} “ {5} {6} U, ® | @ | 10
(M=5,8007) |(M=15,017) [ (M=5,6294) | (M=42,048) [ (M=14,770) | (M=19,740) | (M=2,0325) | (M=138,33) |(M=4,3331) [ (M=5,9414)
1 0,110331| 1,000000) 0,000179]  0,129002 0,003926[ 0,946602| 0,000179] 0,999949(  1,000000
2 0,110331 0,098841| 0,000179]  1,000000 0,829998| 0,007861] 0,000179] 0,041213] 0,120629
3 1,000000]  0,098841 0,000179(  0,115829 0,003472[ 0,959313| 0,000179] 0,999982[  1,000000
4 0,000179( 0,000179] 0,000179 0,000179 0,000189( 0,000179] 0,000179] 0,000179( 0,000179
5 0,129002| 1,000000] 0,115829] 0,000179 0,787823|  0,009422]  0,000179 0,048941| 0,140763
6 0,003926[ 0,829998| 0,003472] 0,000189] 0,787823 0,000381f 0,000179] 0,001399] 0,004345
7 0,946602| 0,007861) 0,959313[ 0,000179]  0,009422 0,000381 0,000179( 0998111] 0,934335
8 0,000179( 0,000179] 0,000179] 0,000179] 0,000179 0,000179[  0,000179 0,000179  0,000179
9 0,999949| 0,041213]  0,999982[ 0,000179]  0,048941 0,001399( 0,998111] 0,000179 0,999891
10 1,000000f 0,120629 1,000000{ 0,000179]  0,140763 0,004345[  0,934335[ 0,000179] 0,999891




Tukeyiv HSD test-MLADINA ; promén. histamin [mg/I]
Ozna¢. rozdily jsou vyznamné na hlad. p < 0,05

viora | @ | @ @ “ {5} {6} U ©@ | @ | 1
(M=1,4858) |(M=12,942) | (M=,84460) | (M=27,802) | (M=10,978) | (M=9,6822) |(M=1,4770) [ (M=,29130) [(M=3,0525) | (M=2,9179)
1 0,026470]  1,000000{ 0,000179]  0,099843 0,217634| 1,000000] 0,999992| 0,999921| 0,999963
2 0,026470 0,016784[ 0,002323]  0,999504 0,979611| 0,026306] 0,011279] 0,077220] 0,070647
3 1,000000] 0,016784 0,000179[  0,065689 0,149874|  1,000000]  1,000000] 0,998759|  0,999239
4 0,000179f 0,002323|  0,000179 0,000655 0,000354f 0,000179f 0,000179f 0,000186] 0,000186
5 0,099843| 0,999504| 0,065689]  0,000655 0,999984| 0,099284| 0,045193] 0,252501|  0,234696
6 0,217634| 0979611] 0,149874| 0,000354[  0,999984 0,216564 0106479 0,470882| 0,444646
7 1,000000] 0,026306f  1,000000{ 0,000179]  0,099284 0,216564 0,999993( 0,999917| 0,999961
8 0,999992| 0,011279] 1,000000] 0,000179f 0,045193 0,106479|  0,999993 0,993387|  0,995382
9 0,999921| 0,077220]  0,998759] 0,000186  0,252501 0,470882| 0,999917|  0,993387 1,000000
10 0,999963| 0,070647] 0,999239] 0,000186[ 0,234696 0,444646]  0,999961]  0,995382| 1,000000
Tukeyiiv HSD test-MLADINA; promén. :tyramin [mg/I]
Oznac. rozdily jsou vyznamné na hlad. p < 0,05
vorka | 8 & {8 “ {53 {6} { {8 {9 {10}
(M=23,321) |(M=62,981) | (M=20,964) | (M=18,404) | (M=63,783) | (M=35,018) [(M=19,519) [ (M=25,667) [(M=42,969) | (M=51,091)
1 0,000179] 0,999905| 0976114| 0,000179 0,249439|  0,995905| 0,999909| 0,006808]  0,000277
2 0,000179 0,000179f 0,000179]  1,000000 0,000268f  0,000179[ 0,000179f 0,005692| 0,232183
3 0,999905|  0,000179 0,999813|  0,000179 0,096249|  0,999999| 0,982079] 0,002180]  0,000210
4 0,976114| 0,000179] 0999813 0,000179 0,029760[  1,000000{ 0,804843| 0,000706] 0,000191
5 0,000179f 1,000000{ 0,000179] 0,000179 0,000238f  0,000179[ 0,000179f 0,003854| 0,170148
6 0,249439|  0,000268]  0,096249] 0,029760[  0,000238 0,050240[  0,525893 0,719208| 0,038455
7 0,995905| 0,000179] 0,999999] 1,000000{  0,000179 0,050240 0912159 0,001125] 0,000196
8 0,999909| 0,000179] 0,982079] 0,804843[ 0,000179 0,525893|  0,912159 0,021408[  0,000515
9 0,006808[ 0,005692| 0,002180| 0,000706]  0,003854 0,719208| 0,001125]  0,021408 0,696319
10 0,000277{ 0,232183| 0,000210] 0,000191)  0,170148 0,038455[  0,000196f  0,000515| 0,696319
Tukeyiiv HSD test-MLADINA; promén.:spermidin [mg/1]
Oznacd. rozdily jsou vyznamné na hlad. p <0,05
voorka | & {3+ {4 {5} {6} {7 {8} {9 {10}
(M=8,2856) | (M=10,524) [ (M=5,2347) | (M=7,2088) [ (M=5,4324) | (M=6,4999) | (M=1,0723) [ (M=7,7145) |(M=4,5823) [ (M=7,2270)
1 0,116956] 0,011729] 0879405  0,021050 0,335799| 0,000179] 0,997933| 0,001728] 0,889208
2 0,116956 0,000193f  0,005340]  0,000201 0,000739[  0,000179f  0,023920{ 0,000186| 0,005636
3 0,011729( 0,000193 0,223307|  1,000000 0,753338|  0,000539] 0,061252| 0,994459| 0,214117
4 0,879405| 0,005340]  0,223307 0,342182 0,990062| 0,000179] 0999195 0,040567|  1,000000
5 0,021050f 0,000201| 1,000000{ 0,342182 0,884479| 0,000371) 0,104386| 0,967517| 0,329777
6 0,335799| 0,000739] 0,753338] 0,990062[ 0,884479 0,000190[  0,791133| 0,253638| 0,988183
7 0,000179f 0,000179] 0,000539] 0,000179]  0,000371 0,000190 0,000179f 0,003005| 0,000179
8 0,997933| 0,023920] 0,061252[ 0,999195|  0,104386 0,791133|  0,000179 0,009209  0,999397
9 0,001728[ 0,000186] 0,994459| 0,040567) 0967517 0,253638|  0,003005]  0,009209 0,038513
10 0,889208| 0,005636) 0,214117] 1,000000{  0,329777 0,988183]  0,000179] 0,999397] 0,038513
Tukeyiv HSD test-MLADINA; promén.:spermin [mg/1]
Oznacd. rozdily jsou vyznamné na hlad. p < 0,05
voorka | B v {8 3 {5} {6} {3 {8 {9} {10}
(M=160,96) |(M=179,87) | (M=113,01) | (M=153,90) | (M=272,20) | (M=120,74) | (M=96,854) [ (M=105,69) [(M=154,44) [ (M=271,95)
1 0,036261| 0,000179] 0919635 0,000179 0,000187f  0,000179[ 0,000179f 0,948310| 0,000179
2 0,036261 0,000179[ 0,001950]  0,000179 0,000179f 0,000179f 0,000179f 0,002420| 0,000179
3 0,000179f 0,000179 0,000187{  0,000179 0,872183| 0,105614| 0,902470] 0,000186] 0,000179
4 0,919635] 0,001950]  0,000187 0,000179 0,000250f  0,000179|  0,000179] 1,000000{ 0,000179
5 0,000179f 0,000179] 0,000179| 0,000179 0,000179f  0,000179[ 0,000179f 0,000179|  1,000000
6 0,000187f 0,000179| 0,872183| 0,000250)  0,000179 0,004574[  0,156845[ 0,000235]  0,000179
7 0,000179[ 0,000179| 0,105614| 0,000179]  0,000179 0,004574 0,768503[ 0,000179| 0,000179
8 0,000179f 0,000179] 0,902470[ 0,000179]  0,000179 0,156845|  0,768503 0,000179[  0,000179
9 0,948310] 0,002420]  0,000186] 1,000000{  0,000179 0,000235[  0,000179f  0,000179 0,000179
10 0,000179] 0,000179] 0,000179] 0,000179]  1,000000 0,000179]  0,000179f 0,000179| 0,000179




PRILOHA P III: ANOVA A POST-HOC TUKEY TEST-PREKVASENA
MLADINA

Analyza rozptylu -PREKVASENA MLADINA
Oznac. efekty jsou vyzn. na hlad. p <0,05

sC sV PC Ne sV PC F p
Biogénne aminy (efekt) | (efekt) | (efekt) | (chyba) | (chyba) | (chyba)
Fenyletylamin [mg/]] 1370,06 9| 152,229| 181,1742 201 9,05871 16,8047 0,000000
putrescin [mg/1] 20137,09 9| 2237,455| 366,6538 20| 18,33269( 122,0473| 0,000000
kadaverin [mg/]] 17129,31 9 1903,257| 114,2172 20| 5,71086[ 333,2698| 0,000000
histamin [mg/1] 4300,37 9| 477.819| 26,0981 20[ 1,30490| 366,1718] 0,000000
tyramin [mg/l] 7445,38 9 827,265 181,7852 201 9,08926[ 91,0156| 0,000000
spermidin [mg/1] 279,85 9 31,094] 19,2345 201 096172 32,3315 0,000000
spermin [mg/]] 32687,88 9| 3631,987| 1952577 201 9,76289( 372,0198| 0,000000
Tukeyiiv HSD test -PREKVASENA MLADINA ; promén.:Fenyletylamin [mg/I]
Oznac. rozdily jsou vyznamné na hlad. p < 0,05
Vzorka {13 {2 {3 “} {5} {6} {7 {8 {9} {10}
(M=1,0133) | (M=17,448) [ (M=4,1014) [ (M=20,980) [ (M=11,719) | (M=12,619) | (M=2,5899) | (M=,82423) | (M=3,8211) | (M=6,6350)
1 0,000225|  0,952558|  0,000186)  0,009006) 0,004112) 0,999604| 1,000000] 0973336] 0,436496
2 0,000225 0,000975] 0,900841) 0412103 0,629883] 0,000372] 0,000218] 0,000790] 0,008199
3 0,952558  0,000975 0,000210]  0,118311) 0,058247) 0,999718] 0,933483| 1,000000] 0,986323
4 0,000186[  0,900841]  0,000210 0,031383]  0,066129] 0,000191| 0,000186] 0,000204]  0,000492
5 0,009006f 0,412103]  0,118311] 0,031383 0,999996[ 0,035092]  0,007635]  0,095445]  0,566445
6 0004112  0,629883] 0,058247|  0,066129]  0,999996 0,016241]  0,003495]  0,046260] 0,357179
7 0,999604f 0,000372]  0,999718] 0,000191) 0,035092] 0,016241 0,999033]  0,999948] 0,811142
8 1,000000)  0,000218] 0,933483| 0,000186] 0,007635] 0,003495]  0,999033 0,960256]  0,394031
9 0,973336[ 0,000790]  1,000000]  0,000204]  0,095445| 0,046260] 0,999948|  0,960256 0,972965
10 0436496] 0,008199] 0,986323]  0,000492]  0,566445] 0357179 0,811142] 0,394031] 0972965
Tukeyiiv HSD test-PREKVASENA MLADINA ; promén. jputrescin [mg/l]
Oznac. rozdily jsou vyznamné na hlad. p < 0,05
Vzorka {1 {2 {3 4} {5} {6} {7+ {8 {9} {10}
(M=75,761) [ (M=64,275) | (M=83,396) | (M=134,79) | (M=62,026) | (M=45,889) | (M=106,67) | (M=55,745) | (M=54,006) [ (M=63,966)
1 0083140 0496805 0,000179[ 0,022432|  0,000179] 0,000179[ 0,000583] 0,000308| 0,069916
2 0,083140 0,000909]  0,000179) 0,999595| 0,001357) 0,000179] 0,354536] 0,158864| 1,000000
3 0,496805[  0,000909 0,000179]  0,000345] 0,000179] 0,000228] 0,000187] 0,000186] 0,000772
4 0,000179[  0,000179]  0,000179 0,000179] 0,000179) 0,000187] 0,000179] 0,000179] 0,000179
5 0,022432[ 0999595  0,000345(  0,000179 0005158 0,000179] 0,729990| 0432853 0,999878
6 0,000179f 0,001357]  0,000179] 0,000179]  0,005158 0,000179]  0,195228| 0417328  0,001617
7 0,000179f 0,000179] 0,000228]  0,000187]  0,000179]  0,000179 0,000179]  0,000179]  0,000179
8 0,000583f 0,354536] 0,000187| 0,000179| 0,729990] 0,195228|  0,000179 0,999951)  0,400996
9 0,000308f  0,158864| 0,000186] 0,000179] 0432853 0417328| 0,000179]  0,999951 0,185521
10 0,069916f 1,0000000  0,000772]  0,000179] 0,999878] 0,001617) 0,000179] 0,400996] 0,185521
Tukeyiiv HSD test- PREKVASENA MLADINA ; promén. kadaverin [mg/I]
Ozna¢. rozdily jsou vyznamné na hlad. p <0,05
Vzorka {1 {Z {3} {4 {5 {6} {7} {8} {9 {10}
(M=3,4638) [ (M=21,192) | (M=2,0998) | (M=34,545) | (M=4,2331) | (M=1,9386) | (M=1,7918) | (M=80,105) | (M=3,6958) [ (M=2,1462)
1 0000179  0999219] 0,000179( 0,999993| 0,998137| 0,996290( 0,000179]  1,000000]  0,999405
2 0,000179 0,000179]  0,000212] 0,000179f 0,000179] 0,000179] 0,000179f 0,000179] 0,000179
3 0,999219(  0,000179 0,000179] 0,979877) 1,000000) 1,000000] 0,000179] 0,997376] 1,000000
4 0,000179[ 0,000212]  0,000179 0,000179] 0000179 0,000179] 0,000179] 0,000179] 0,000179
5 0,999993(  0,000179] 0,979877(  0,000179 0968119 0953751] 0,000179] 1,000000{  0,982557
6 0,998137( 0,000179]  1,000000] 0,000179] 0,968119 1,000000] 0,000179] 0,994667|  1,000000
7 0,996290f  0,000179]  1,000000] 0,000179]  0,953751]  1,000000 0,000179]  0,990589]  1,000000
8 0,000179f 0,000179] 0,000179] 0,000179] 0,000179] 0,000179] 0,000179 0,000179]  0,000179
9 1,000000) 0,000179] 0997376] 0,000179] 1,000000{ 0,994667| 0990589 0,000179 0,997899
10 0,999405( 0,000179] 1,000000f 0,000179] 0,982557)  1,000000)  1,000000] 0,000179]  0,997899




Tukeyiiv HSD test-PREKVASENA MLADINA ; promén. histamin [mg/I]
Ozna¢. rozdily jsou vyznamné na hlad. p <0,05

Vazorka {1 {Z {3} {4 {5} {6} {7} {8} {9} {10}
(M=_31387) [ (M=23,308) | (M=2,9255) | (M=38,377) | (M=3,1105) | (M=1,4417) | (M=2,4036) | (M=3,3468) | (M=1,8980) [ (M=2,1279)
1 0,000179] 0,201621] 0000179 0142414 0962227] 0463496 0088746 0,784241| 0,642127
2 0,000179 0,000179]  0,000179] 0,000179f 0,000179] 0,000179] 0,000179f 0,000179] 0,000179
3 0,201621  0,000179 0,000179]  1,000000] 0,837693[ 0,999869] 0,999978| 0,978849[ 0,996345
4 0,000179[  0,000179]  0,000179 0,000179] 0,000179] 0,000179| 0,000179] 0,000179] 0,000179
5 0,142414f  0,000179]  1,000000]  0,000179 0,734335[  0,998540]  1,000000{  0,942338[  0,984208
6 0,962227( 0,000179] 0,837693| 0000179 0,734335 0,986296| 0582415 0,999957(  0,998837
7 0463496 0,000179] 0,999869| 0,000179| 0,998540] 0,986296 0,987993]  0,999900]  0,999999
8 0,088746[ 0,000179] 0,999978] 0,000179] 1,000000] 0,582415] 0,987993 0,854688|  0,940607
9 0,784241f 0,000179] 0978849 0,000179| 0,942338] 0,999957| 0,999900]  0,854688 1,000000
10 0642127 0,000179] 0996345 0,000179| 0,984208] 0,998837| 0,999999] 0,940607|  1,000000
Tukeyiv HSD test- PREKVASENA MLADINA; promén. tyramin [mg/I]
Oznac. rozdily jsou vyznamné na hlad. p < 0,05
Vzorka {1 {Z {3} {4 {5} {6} {7} {8} {9} {10}
(M=8,4836) [ (M=64,511) | (M=15,344) [ (M=27,014) | (M=25,221) | (M=15,459) | (M=17 476) | (M=36,591) | (M=12,774) [ (M=13,238)
1 0,000179] 0,206194| 0,000190[ 0,000215| 0,190456| 0,039834[ 0,000179] 0,760191| 0,650381
2 0,000179 0,000179]  0,000179] 0,000179f 0,000179] 0,000179] 0,000179[ 0,000179]  0,000179
3 0,206194  0,000179 0,003954] 0,018785] 1,000000{ 0,995981] 0,000179] 0,985154[ 0,996336
4 0,000190[  0,000179]  0,003954 0,998923[  0,004366] 0,025137| 0,024327| 0,000532)  0,000722
5 0,000215[  0,000179] 0,018785[  0,998923 0,020742[  0,108460] 0,005127| 0,002044|  0,003019
6 0,190456[  0,000179]  1,000000{ 0,004366[ 0,020742 0997335  0,000179]  0,980205(  0,994597
7 0039834 0,000179] 0995981 0,025137| 0,108460] 0,997335 0,000188]  0,663232| 0,771763
8 0,000179f 0,000179] 0,000179] 0,024327| 0,005127) 0,000179] 0,000188 0,000179]  0,000179
9 0,760191f 0,000179] 0,985154] 0,000532]  0,002044] 0,980205] 0,663232]  0,000179 1,000000
10 0650381 0,000179] 0,996336] 0,000722| 0,003019] 0,994597| 0,771763] 0,000179]  1,000000
Tukeyiv HSD test- PREKVASENA MLADINA; promén. spermidin [mg/I]
Oznag. rozdily jsou vyznamné na hlad. p < 0,05
Ve | @ A e @ & © T {8 © | o
(M=11,684) [ (M=3,0517) | (M=2,9881) | (M=3,1227) | (M=7,2175) | (M=2,4883) | (M=,95923) | (M=2,1036) | (M=2,7295) [ (M=1,8110)
1 0,000179]  0,000179] 0,000179[ 0,000746| 0,000179] 0,000179] 0,000179] 0,000179| 0,000179
2 0,000179 1,000000] 1,000000{ 0,001518| 0,999178| 0,273456| 0,966746| 0,999992| 0,856356
3 0,000179(  1,000000 1,000000]  0,001299( 0,999682| 0,309049| 0,978483[ 0,999999| 0,888763
4 0,000179[  1,000000]  1,000000 0,001816]  0,997935] 0,237311| 0948903 0,999956| 0,815017
5 0,000746[ 0,001518] 0,001299(  0,001816 0,000446( 0,000188]  0,000268] 0,000712[  0,000219
6 0,000179f 0,999178] 0,999682] 0,997935]  0,000446 0,663560]  0,999963|  0,999999  0,996627
7 0000179 0,273456] 0,309049| 0,237311| 0,000188)  0,663560 0903629  0480907| 0,983168
8 0000179 0966746] 0978483| 0,948903| 0,000268] 0,999963| 0,903629 0,998136]  0,999996
9 0000179 0,999992] 0999999 0,999956| 0,000712] 0,999999| 0480907 0998136 0,972652
10 0000179 0,856356] 0,888763| 0815017 0,000219] 0,996627| 0983168 0,999996| 0,972652
Tukeyiv HSD test-PREKVASENA MLADINA ; promén. spermin [mg/]]
Oznag. rozdily jsou vyznamné na hlad. p < 0,05
Vzorka {1 {2 {3} {4 {5} {6} {7} {8} {9} {10}
(M=95,199) [ (M=77,475) | (M=81,709) [ (M=147,67) | (M=172,39) | (M=53,556) | (M=93,367) | (M=115,55) | (M=88,625) [ (M=107,28)
1 0,000206]  0,001284] 0,000179[ 0,000179] 0,000179] 0,999038| 0,000187) 0,289300] 0,003991
2 0,000206 0,804329]  0,000179] 0,000179f 0,000179] 0,000306] 0,000179f 0,008737]  0,000179
3 0,001284  0,804329 0,000179]  0,000179) 0,000179] 0,005696] 0,000179] 0,233922] 0,000179
4 0,000179[  0,000179]  0,000179 0,000179]  0,000179] 0,000179| 0,000179] 0,000179] 0,000179
5 0,000179f 0,000179] 0,000179f  0,000179 0,000179[ 0,000179] 0,000179] 0,000179| 0,000179
6 0,000179[ 0,000179] 0,000179] 0,000179| 0,000179 0,000179]  0,000179] 0,000179]  0,000179
7 0,999038[  0,000306]  0,005696] 0,000179| 0,000179]  0,000179 0,000179]  0,693814|  0,000934
8 0,000187f 0,000179] 0,000179[ 0,000179| 0,000179] 0,000179] 0,000179 0,000179]  0,090890
9 0,289300[ 0,008737] 0233922 0,000179| 0,000179] 0,000179| 0,693814| 0,000179 0,000193
10 0,003991f 0,000179] 0,000179] 0,000179] 0,000179] 0,000179] 0,000934] 0,090890] 0,000193




PRILOHA PIV: ANOVA A POST-HOC TUKEY TEST - HOTOVE

PIVO

Analyza rozptylu-HOTOVE PIVO

Ozna¢. efekty jsou vyzn. na hlad. p < 0,05

Ne sV PC sC sV PC F p
Biogénne aminy (efekt) | (efekt) | (efekt) | (chyba) | (chyba) | (chyba)
Fenyletylamin [mg/I] 9984,69 9 1109,410] 177,7889 20 8,88945| 124,8008( 0,000000
putrescin [mg/I] 30930,59 9| 3436,733| 455,1830 20| 22,75915| 151,0044| 0,000000
kadaverin [mg/1] 910,73 9 101,192| 124,6891 20 6,23445] 16,2310 0,000000
histamin [mg/1] 969,39 9 107,710] 126,4753 20 6,32377] 17,0325 0,000000
tyramin [mg/I] 595774 9| 661,971 335,9040 20| 16,79520| 39,4143| 0,000000
spermidin [mg/]] 809,27 9 89919 49294 20 0,24647] 364,8296( 0,000000
spermin [mg/I] 33089,30 9| 3676,589| 312,4967 20[ 15,62483| 235,3042( 0,000000
Tukeyiiv HSD test- HOTOVE PIVO; promén. fenyletylamin [mg/I]
Ozna¢. rozdily jsou vyznamné na hlad. p <0,05
Vazorka {1 {Z {3} {4 {5} {6} {7} {8} {9 {10}
(M=,13603) [ (M=16,873) | (M=1,1662) | (M=13,540) | (M=66,076) | (M=15,433) | (M=3,3076) | (M=4,4005) | (M=9,8896) | (M=8,9505)
1 0,000210]  0,999988] 0,000851 0,000179] 0,000291] 0941623 0,755397| 0,019024| 0,042565
2 0,000210 0,000256]  0,923085] 0,000179[ 0,999794| 0,000753| 0,001781f 0,179255| 0,088273
3 0,999988  0,000256 0,001938]  0,000179] 0,000475[ 0,995498] 0,934853| 0,045945[ 0,098414
4 0,000851f 0923085 0,001938 0,000179]  0,998204| 0,012510[ 0,032329] 0,877343| 0,678266
5 0,000179 0,000179 0,000179 0,000179 0,000179 0,000179 0,000179 0,000179 0,000179
6 0000291 0,999794] 0,000475] 0,998204| 0,000179 0,002386|  0,006174] 0442380 0,252719
7 0941623 0,000753]  0,995498| 0,012510[ 0,000179]  0,002386 0999979  0,236612|  0,419469
8 0,755397| 0,001781] 0,934853| 0,032329| 0,000179] 0,006174| 0,999979 0/455206]  0,687817
9 0019024 0,179255| 0,045945[ 0,877343| 0,000179] 0442380| 0,236612| 0455206 0,999994
10 0042565 0,088273] 0,098414] 0678266 0000179 0252719| 0419469 0,687817] 0,999994
Tukeyiv HSD test- HOTOVE PIVO; promén. putrescin [mg/I]
Oznac. rozdily jsou vyznamné na hlad. p < 0,05
Vzorka S & {8} 4 {5+ {6} {3 {8 {9} {10}
(M=85,763) | (M=118,05) | (M=12020) | (M=58,179) | (M=96,754) | (M=81,773) | (M=95583) | (M=6,8030) | (M=52,873) | (M=91,015)
1 0,000186 0,000179 0,000200 0,194339 0,986920 0,314917 0,000179 0,000186 0,929294
2 0,000186 0,999882 0,000179 0,000913 0,000179 0,000546 0,000179 0,000179 0,000206
3 0,000179 0,999882 0,000179 0,000384 0,000179 0,000282 0,000179 0,000179 0,000190
4 0,000200 0,000179 0,000179 0,000179 0,000367 0,000179 0,000179 0,925312 0,000186
5 0,194339 0,000913 0,000384 0,000179 0,026697 0,999999 0,000179 0,000179 0,887495
6 0,986920 0,000179 0,000179 0,000367 0,026697 0,049627 0,000179 0,000191 0,389736
7 0,314917 0,000546 0,000282 0,000179 0,999999 0,049627 0,000179 0,000179 0,968627
8 0,000179 0,000179 0,000179 0,000179 0,000179 0,000179 0,000179 0,000179 0,000179
9 0,000186 0,000179 0,000179 0,925312 0,000179 0,000191 0,000179 0,000179 0,000179
10 0,929294 0,000206 0,000190 0,000186 0,887495 0,389736 0,968627 0,000179 0,000179
Tukeyiv HSD test-HOTOVE PIVO; promén. kadaverin [mg/I]
Oznag. rozdily jsou vyznamné na hlad. p < 0,05
Vzorka {1 {Z {3} {4 {5} {6} {7} {8} {9 {10}
(M=4,4067) [ (M=9,7704) | (M=2,9869) | (M=7,6612) | (M=16,562) | (M=18,615) | (M=4,2592) | (M=2,6235) | (M=2,4087) [ (M=5,8933)
1 0,265927| 0999242] 0,835160[ 0,000413|  0,000205] 1,000000{ 0,995678| 0,990305| 0,998915
2 0,265927 0076641 0986002] 0076027 0009359 0,236781| 0,053780[ 0,043431] 0,668264
3 0,999242(  0,076641 0433569 0,000228] 0,000189( 0,999683]  1,000000{ 1,000000{ 0,904864
4 0,835160[  0,986002]  0,433569 0,008818]  0,001087] 0,799675| 0,339091] 0,289529|  0,995943
5 0,000413[  0,076027] 0,000228[  0,008818 0,988333[  0,000377]  0,000212] 0,000206f 0,001428
6 0,000205 0,009359 0,000189 0,001087] 0,988333 0,000201 0,000187 0,000187 0,000303
7 1,0000000 0236781 0,999683| 0,799675| 0,000377|  0,000201 0,997732]  0,994354| 0,997748
8 0,995678) 0,053780] 1,000000{ 0,339091| 0,000212] 0,000187| 0,997732 1,000000]  0,831632
9 0,990305[ 0,043431] 1,000000{ 0,289529| 0,000206] 0,000187| 0,994354|  1,000000 0,778519
10 0998915 0,668264] 0904864 0,995943| 0,001428] 0,000303| 0,997748| 0,831632| 0,778519




Tukeyiiv HSD test- HOTOVE PIVO; promén. histamin [mg/I]
Ozna¢. rozdily jsou vyznamné na hlad. p <0,05

Vzorka e & {8 4 {5+ {6} { {8 {9} {10}
(M=48150) | (M=6,9381) | (M=35518) | (M=1,4602) | (M=11971) | (M=6,6068) | (M=2,1133) | (M=4,8062) | (M=20,604) | (M=51498)
1 0,108789 0,878942 0,999966 0,000723 0,146365 0,997888 0,543519 0,000179 0,444434
2 0,108789 0,809548 0,250730 0,348908 1,000000 0,401992 0,985661 0,000228 0,995810
3 0,878942 0,809548 0,987385 0,015574 0,881881 0,999205 0,999733 0,000186 0,998197
4 0,999966 0,250730 0,987385 0,001797 0,321853 0,999999 0,819264 0,000179 0,729927
5 0,000723 0,348908 0,015574 0,001797 0,273689 0,003483 0,055537 0,012478 0,077410
6 0,146365 1,000000 0,881881 0,321853 0,273689 0,494127 0,995595 0,000214 0,999122
7 0,997888 0,401992 0,999205 0,999999 0,003483 0,494127 0,939389 0,000179 0,885389
8 0,543519 0,985661 0,999733 0,819264 0,055537 0,995595 0,939389 0,000188 1,000000
9 0,000179 0,000228 0,000186 0,000179 0,012478 0,000214 0,000179 0,000188 0,000190
10 0,444434 0,995810 0,998197 0,729927 0,077410 0,999122 0,885389 1,000000 0,000190
Tukeyiiv HSD test-HOTOVE PIVO; promén.:tyramin [mg/I]
Ozna¢. rozdily jsou vyznamné na hlad. p <0,05
Vzorka {1 {Z {3t {4 {5} {6} {7} {8} {9 {10}
(M=12,437) [ (M=40,649) | (M=12,727) | (M=18,260) | (M=50,399) | (M=35,782) | (M=41,501) | (M=7,0095) | (M=18,232) [ (M=26,280)
1 0,000186|  1,000000] 0,761704[ 0,000179] 0,000204| 0,000179| 0,823016] 0,766260|  0,014407
2 0,000186 0,000186  0,000224]  0,165652[  0,894520|  1,000000{ 0,000179[ 0,000223]  0,010290
3 1,000000]  0,000186 0,807426]  0,000179] 0,000209] 0,000179] 0,778788| 0,811599| 0,017341
4 0,761704|  0,000224]  0,807426 0,000179]  0,001419] 0,000206| 0,071566| 1,000000{ 0,376901
5 0,000179| 0,165652] 0,000179(  0,000179 0,008776[ 0,254227] 0,000179] 0,000179| 0,000196
6 0,000204f 0,894520] 0,000209] 0,001419f 0,008776 0,778603]  0,000179] 0,001396(  0,188468
7 0,000179f  1,000000] 0,000179] 0,000206| 0,254227)  0,778603 0,000179]  0,000205]  0,005958
8 0823016 0,000179] 0,778788| 0,071566| 0,000179] 0,000179] 0,000179 0,072776]  0,000553
9 0,766260[  0,000223]  0,811599|  1,000000f  0,000179] 0,001396] 0,000205|  0,072776 0,372540
10 0014407 0,010290] 0017341 0,376901| 0,000196) 0,188468| 0,005958] 0,000553|  0,372540
Tukeyiv HSD test- HOTOVE PIVO; promén. spermidin [mg/]]
Oznag. rozdily jsou vyznamné na hlad. p < 0,05
Vzorka {1 {Z {3} {4 {5} {6} {7} {8} {9 {10}
(M=3,6187) [ (M=3,5928) | (M=2,7145) | (M=,42200) | (M=2,9804) | (M=18,588) | (M=1,0289) | (M=,09007) | (M=,92603) [ (M=,78367)
1 1,000000] 0469319 0,000187| 0845191] 0,000179] 0,000267) 0,000179] 0,000229(  0,000204
2 1,000000 0506962 0,000188] 0,872716] 0,000179) 0,000281] 0,000179] 0,000237| 0,000207
3 0469319  0,506962 0,000654] 0,999526] 0,000179[ 0,013766] 0,000252] 0,007990[ 0,003773
4 0,000187(  0,000188]  0,000654 0,000284]  0,000179] 0,878231| 0997355 0,955399| 0,995012
5 0845191 0872716] 0,999526(  0,000284 0,000179[ 0,003387]  0,000198] 0,001996[ 0,000997
6 0,000179(  0,000179]  0,000179]  0,000179]  0,000179 0,000179]  0,000179]  0,000179]  0,000179
7 0,000267( 0,000281] 0,013766] 0,878231| 0,003387) 0,000179 0420590,  1,000000]  0,999753
8 0,000179f 0,000179] 0,000252] 0,997355| 0,000198] 0,000179] 0,420590 0570322|  0,777514
9 0,000229f  0,000237)  0,007990]  0,955399] 0,001996] 0,000179]  1,000000] 0570322 0,999997
10 0,000204f  0,000207]  0,003773] 0,995012| 0,000997] 0,000179] 0999753 0,777514|  0,999997
Tukeyiv HSD test-HOTOVE PIVO; promén. spermin [mg/]
Oznag. rozdily jsou vyznamné na hlad. p < 0,05
Vzorka ik & {3t 4 {5+ {6} {7} {8 {9 {10}
(M=121,00) | (M=121,59) | (M=67,439) | (M=94,292) | (M=20,433) | (M=85232) | (M=86,829) | (M=16,814) | (M=101,09) | (M=94,946)
1 1,000000 0,000179 0,000186 0,000179 0,000179 0,000179 0,000179 0,000324 0,000187
2 1,000000 0,000179 0,000186 0,000179 0,000179 0,000179 0,000179 0,000275 0,000186
3 0,000179 0,000179 0,000186 0,000179 0,000840 0,000390 0,000179 0,000179 0,000179
4 0,000186 0,000186 0,000186 0,000179 0,199140 0,422634 0,000179 0,543888 1,000000
5 0,000179 0,000179 0,000179 0,000179 0,000179 0,000179 0,023350 0,000179 0,000179
6 0,000179 0,000179 0,000840 0,199140 0,000179 0,999953 0,000179 0,002747 0,139487
7 0,000179 0,000179 0,000390 0,422634 0,000179 0,999953 0,000179 0,007889 0,317946
8 0,000179 0,000179 0,000179 0,000179 0,023350 0,000179 0,000179 0,000179 0,000179
9 0,000324 0,000275 0,000179 0,543888 0,000179 0,002747 0,007889 0,000179 0,667424
10 0,000187 0,000186 0,000179 1,000000 0,000179 0,139487 0,317946 0,000179 0,667424




