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ABSTRAKT

V praci se ¥nuje pozornost problematice termooxida stability michanych napibjs nizkym
obsahem alkoholu typu Radler. V teoretigliasti prace popisuje zakladni postugy ywyrobe piva
a michanych napdj na bazi piva typu Radler. &duje se téZz problematice antioxidantesp.
oxidatnim procesém, probihajicich v pivu. Autor téZmuje pozornost spektroskopickym metodam,
které se v posledni délyyuZivaji na charakterizaciznych kvalitativnich i kvantitativnich paraméetr
potravin, dominantni UV-VIS,d a EPR spektroskopii. Tyto metody byli zvolené kdem na
studovanou problematiku. V experimentalasti autor prakticky otestoval vyuZiti EPR speldayse
a metody spinovych lapa pifi charakterizaci termooxidai stability vybrané skupiny komawg
dostupnych vzork piv typu Radler, ficemzZ koreloval ziskané hodnoty délky indokperiody jako
miry termooxidé&ni stability zjiS&né pro piva typu Radler s hodnotami intinich period zji&tnych
pro komeéné dostupné vzorky klasickych piv typu lezak od idehktch vyrobdi.

ABSTRACT

The bachelor's project is focused on the problendetermination of thermo-oxidative stability
of mixed Radler - type drinks with low alcohol cent. The project consists of both, theoretical
and practical parts. The theoretical part descritbes basic technological procedures used in the
production of lager-type beer and also mixed driokdRadler type. It also deals with the issue of
antioxidants and/or oxidative processes with speféifcus on beer and its components. The author
also pays attention to spectroscopic methods, warehrecently extensively applied to characterize
different qualitative and quantitative parametefsfands; predominantly UV-VIS, IR and EPR
spectroscopy. These methods were chosen with tetgptie topic being studied. In the experimental
part, the application of EPR spectroscopy and dpaps methods for the characterization of
thermo-oxidative stability of the selected grougcofnmercially available samples of Radler-type beer
is presented. The values of the induction period&hvwere taken as a measure of thermo-oxidative
stability, are compared, both for the group of Radype beers under study and for the commercially
available samples of typical lager-type beers ehital producers, which were taken as for refexenc
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1 UvoD

Michané napoje na bazi piva, tzv. Radlery se vausch letechéBi vzitistajici oblikk. Jedna se
o alkoholické napoje s nizkym obsahem alkohotipravované michanim hotédpiipraveného piva
s nealkoholickou sloZkou. Jako nealkoholicka slodidZn¢ pouzivaji ovocnétivy, limonady nebo
napojové koncentraty smichané se sodou. Pivo jeyktdvmichano s nealkoholickou sloZkou
v poreru 1:1 a to az po vlastni filtraci piva, vysledmpgukt je uz pouze podroben pasteraci.

Kvalita vysledného produktu je ovhevana vlastnostmi pouZitého piva a vlastnostmi
nealkoholické slozky. Vedle svych standardnichkeZifch viastnosti, pro které je pivo, nebo pivo
typu Radler vyhledavanym napojem mezi konzumentyezitymi aspekty fi posuzovani kvality
Napoji jsou mimo jiné jejich antioxidami vlastnosti a v neposledfdd stabilita.

Vlastni antioxidani kapacita piva je z velk#sti ovlivrena polyfenoly ziskanymi z chmele a sladu.
U vzorki michanych napéjna bazi piva vstupuje mim&adhto sloZek jest pridana nealkoholicka
sloZzka, ktera do velké miry ovlivje jak senzorické, tak i fyzikarchemické parametry napoje,
véetrg jeho antioxidéniho statusu a stability.

Tato prace se zabyva otazkouémy stability michaného napoje s nizkym obsahemtaiko na
bazi Radler, v porovnani s termooxidastability standardniho, konig dostupného piva typu lezak
bez aditiv. Otazkdm vlivu aditiv nebo michani ndipoa jejich vyslednou stabilitu je podle naSich
poznatki nedostaténé prozkoumana.

V teoretické ¢asti se prace zabyva vybranymi aspekty technolagi®by piva a nasledn
michanych napédjna bazi piva, prezentovany jsou také zakladniypgssledovani kvality a stability
napoji. Samostatndast je ¥novana problematice antioxidérd oxid&nich proces v pivé typu lezak
nebo michaném pévtypu Radler. Prezentovany jsou taky moderni spsktpické metody,
vyuzitelné pro studium kvality resp. stability pjvazejména infréervena spektroskopie
a spektroskopie v ultrafialové a viditelné obladiiiraz v této ¢asti je poloZzen na rezonam
spektroskopické metody, zejména EPR spektroskdgpdra se v posledni débpomsrné casto
a efektivie vyuziva ke studiu antioxidaich vlastnosti tznych potravin, a mimo jiné také studiu
jejich oxid&ni stability.

Nasledr v experimentalnéasti jsme na skupénkomegné dostupnych vzork klasickych piv typu
lezdk a vzork michanych piv typu Radler od identickych vyraksiedovali vliv aditivace a michani
na vyslednou termooxidai stabilitu piva pomoci EPR spektroskopie s wyoZitnetody spinovych
lapata. Tato metoda byla v minulosti efektérvyuZita i charakterizace termooxidiai stability
raznych drulf piv typu lezdk, avSak aplikace této metody na améhnapoje typu Radler nam neni
znama. [1,2]

Princip sledovani termooxidai stability piva a michanych nagpojna bazi piva vychazi
z predpokladu oxidéniho stresu, vyvolanéhahem tepelného naméahéani vzorkiteplo 60 °C. Ve
vzorku vznikaji volné radikaly, které jsou konku¥afmi reakcemi terminovanymi antioxidanty nebo
latky vykazujicimi antioxidéni aktivity nebo reaguji se spinovym l&pan, ktery je fidan do reaéni
smesi za vzniku stabilnich spinovych adtikdetekovatelnych pomoci EPR. Rostot&s$ termického
namahani ma za néasledek postupnéekgani vlastni — vnihi — antioxidani kapacity piva, co se
projevi nésled& postupnym ndistem koncentrace spinovych adukt case. Okamzik Werpani
vnitini antioxid&ni kapacity, resp. prudkého Gatu koncentrace spinovych adiulgde oznéuje jako
indukéni perioda a je povaZzovan za miru termoo&idatability piva. Z pedchozich praci vyplyva, ze
tento parametr je mozné v dobré shdarelovat se stabilitou/trvanlivosti napoje udanguobci,
nebo s vysledky jinych taskvality. [3]



2 TEORETICKA CAST

2.1 Pivo

Pivo pati mezi jeden z nejstarSich, lidmi vygiych alkoholickych napéj Jedna se o slab
alkoholicky napoj, vyrobeny kvasSenim cukernatéhmeleného roztoku. Cukr nutny pro kvaseni se
ziskava ze Skrobnatych surovingt$¥ina historikk se shoduje, Ze vyroba pivacata na blizkém
vychodt v Mezopotamii piblizn¢ 6000 let p.n.l. Prvni pisemné zminky se objevuji v Egyptskych
a Mezopotamskych textech okolo roku 3300-3100.p

211 Suroviny pro vyrobu piva

2111 Jeémen

vvvvvv

Evropy asi 7000—-4000 let.p.I. pravépodobr z oblasti mezi Egyptem a iranem. V nasich zeméch |
péstovani jémene pisemnhdolozeno z roku 1227 @echach i na Moray V 17. stoleti se postupn
rozSiovalo sladovani jgmene misto pSenice, coZlm za nasledek rozmach ve stawdladoven. Na
plodinou. Jémen se pstoval na Hané na 27-50 % ornédp, v rékterych hospodétvich na
Ceskomoravské vrchowrse jarni jémen gstoval na 7 % ornétply. [4] Termin sladovnicky jamen

je pak pouzivan pro kvalitni jarnigeen od 40. let devatenactého stoleti. [5]

Pro (ely sladaského pimyslu se vyuziva imé zrno (obilka), které se sklada z obalovyékti
(pluch a plusek), zarodku (kku a embrya) a endospermu. Endosperm zaujim&taepast obilky
aje hlavnim zdrojem z&sobnich sacharidilkovin a dalSich sloZzek nutnychii pvytvéreni
charakteristickych vlastnosti sladu¢dé zrno obsahuje 80—88 % susiny a 12—-20 % vodyS{5jnu
tvoii organické dusikaté a bezdusikaté &miny a anorganické latky. Skupinu organickych Kate
Vv zrnu j&mene pedstavuji pedevsim sacharidy, které tvasi 80 % hmotnosti f@ého zrna. Nejvice
zastoupenou sloZzkou sachdrje Skrob. Lipidy tvéi asi 2—3 % zrna a 10-11,5 % tivdusikaté latky.
[5] Vyznamnou sloZzkou jmého zrna jsoutislovinné latky (polyfenoly). K fenolovym sléaninam
pati jednoduché fenolové kyseliny, tanoidy a anthologemy. Zrno déle obsahuje enzymy.
NejpctetrgjSi tridou enzym jsou oxidoreduktazy. P hvozdini se bd’ ¢ast&né, nebo zcela «i.
Oxidatn¢ redukéni c&je realizuji bd’ prenosem atofhvodiku, nebo elektran pripadré vestaénim
atomu kysliku do substratu. Oxidoreduktazy hragnamnou roli i dozravéani, skladovani a &ini
je¢mene. Ovliviuji obsah polyfendl, barvu sladiny a piva, koloidni a senzorickou Hitabpiva.

V zrnu j&mene jsou row¥ obsaZeny vitaminy. Mnohé z nich tveowéast aktivnich skupintiznych
enzymi, a tim vlast pasobi na enzymatickou aktivitu &l€iho zrna. [6]

V Ceské republice je vsoasné dob sladovnicka kvalita odd jesmene hodnocena podle
Ukazatele sladovnické jakosti, ktery vznikl na zéklpoZzadavi zpracovatelského fimyslu. Znaky
hodnocené v ramci USJ jsou obsah dusikatych labgah extraktu, relativni extraktipi5 °C,
Kolbachovocislo, diastaticka mohutnost, dosaZitelny stupeokvaSeni, friabilita @iehkost) a obsah
B-glukan ve sladig. [5]

2.1.1.2 Varni voda

Voda je ve sladakém a pivovarském famyslu dileZitou surovinou, neligpiimo ovliviiuje kvalitu
piva. Podle technologického postupu a #assti technického Zé&eni se spdebuje na vyrobu 1 tuny
sladu 10-15 hl vody a na 1 hl vystaveného pivapsdrebuje 12—-15 hl vody. [4] Vodu pouZivanou
v pivovarech Ize rozdit na spodni vodu a povrchovou vodu. Spodni vodgjimmizky obsah
organickych latek, vy3Si obsah iorda nizSi obsah mikroorganismPovrchové vody obsahuji zakaly
tvoirené ¢asticemi nerozpustnych zemin, rozgngt a koloidni latky organického a anorganického
pavodu,fasy a vySSi obsah mikroorganisnvoda pouzivanaippiipraw mladiny musi mit charakter



pitné vody, proto je vzdy pteba pouZzivanou vodu upravovat vhodnynmisgbem. Uprava spodnich
vod je obec#t jednodussi nez Uprava povrchovych vod.

Podzemni vodyasto obsahuji vy3&i koncentracé Fén** a CQ. Rozpudiny CQ, se odstréuje
bud’ odplyrénim, nebo fidavkem Ca(OH) K separaci F& a Mt se vyuZiva oxidéich postup.
Oba kovy jsou fevedeny na slaeniny s vy3Sim oxidanim stupgm a nasledf jsou vylowkeny ve
formé nerozpustnych sl@enin Fe(OH) a MnG,.

Vzhledem k sotasnému stavu a vyvoji z&i8teni prostedi a povrchovych vod je tato Uprava
komplikovargjSi. Tuhé neistoty jsou odstrigovany naceslich, pipadré sitech vyhrad&mechanicky
bez gidavku jakychkoliv ¢inidel. Koloidni latky se odstraji piidanim cinidel podporujicich
koagulaci latek s vysokou molekularni hmotnosté nto &el se pouzivaji soli Béa AF*. Po jejich
piidavku do vody se hydrolyzou ttiopolyhydroxykomplexy uvedenych iantkteré jsou nositeli
kladného elektrického naboje. Koloidni latky a jatkvysokou molekularni hmotnosti nesdavazr
zaporny néboj, kterym se zachyti na koagulatu goviagregaty. Vznikly kalovy mrak je poté z vody
odstragn sedimentaci a filtraci. Mikrobiologickd nezavasineody se zabezpeje chlorovanim,
aplikaci oxidu chlogitého, ozénovanim nebaipobenim UV paprsk [5]

2.1.1.3 Chmel

Chmel, jako jedna ze zakladnich pivovarskych surmojé gedstavovan usuSenymi chmelovymi
hlavkami samiich rostlin chmele evropského (Humulus lupulus vewropeus). Botanicky se
zarazuje chmel daelect rostlin konopovitych. Je roz&in jako rostlina vytrvala v mirném pasmu
obou polokouli a v plné plodnosti vydrzi az 25 Iehmel je rostlina dvoudoma, tj. &y santi
a samii jsou na fznych rostlinach. K pivovarskyméa@lim se gstuji pouze rostliny safii [5]
Chmel poskytuje pivu typickou kkou chu’, prispiva k tvorls charakteristického aroma a ma dalsi
technologicky dlezité vlastnosti, nafklad zlepSovani kvality gny. Réstovani chmele je Geské
republice stathkontrolovano &izeno. Povoleny jsou pouzé péstitelské oblasti — Zatecko a ¥&ko
v Cechéch a Tr3icko na Mor&av[4] Z pivovarského hlediska se édy chmele dli na jemné
a vysokoobsazné oilty. Jemné (aromatické) ddly maji gijemné chmelové aroma, a jsou
predstavovany iedevsim Zateckymi odldami. Vysokoobsazné (Ha) odiady maji vysoky obsah
pryskyric, ale zpravidla hrubé aroma. Podle zabarveni thréaévy se rozfluji chmelové odidy na
cervenky, pedstavované hla¥nzateckymi odidami, a na zeléky pistované hlavé v zahrandi,
zejména Anglii, Belgii a Americe. [4] Mezi hlavnédhnologicky dinné latky chmele pé#t harké
latky, chmelové polyfenoly a silice. @ latky jsou zakladni dnnou sloZkou chmele. Nejvice
hotkosti udili pivua-hotké kyseliny (humulony). [7]

VétSina pivovarsky cennych latek chmele snadno paédiéiemickym zrnam i skladovani
a transportu, proto se poslednich desetiletigfina hldvkového chmele zpracovava na chmelové

e

2.1.2 Vyroba sladu

Cilem sladovani je vyrobitizenym procesem Kiéni a hvozéni z je&mene slad, obsahuijici
potrebné enzymy a aromatické i barevné latky nezbytoévirobu uteného druhu piva. Principem
sladovani je vytvieni optimalnich podminek pro &tini j&mene, pi kterém dochazi k aktivaci
a tvorle technologicky dlezitych enzymi. Vznikly zeleny slad je naslednym hvénim pemeni
v hotovy slad. [4]

2.1.2.1 Cisteni, tFideni a skladovani jemene

Cisteni a tideéni jesmene se provadi pro zbavenirjeene prachu, gestot a gimisenin a ro2idéni
v silech. Sladovany fenen je Zivy rostlinny organismus, jehoz Zivotnijpuy jsou utlumeny, nikoliv
v8ak zastaveny. Energii gebnou pro Zivotni projevy ziskava zrno odbouravamémervnich



polysacharid. Podle okamZzitych podminek ziskéva energid’ laerobnim dychanim wipomnosti
kysliku, nebo anaerobnim kvaSenim viiimnosti kysliku podle rovnic:

Dychani:  C,H,0, +60, — 6CO, +H,0+2824k] (1)

Kvaseni: CH,,0, - 2CO, +C,H,OH+ 92kJ (2)

Produkty kvaSeni narusuji, pdpact usmrcuji kiéek, a proto je nutné vytviv takové podminky
skladovani, aby zrno bylo stale kitomnosti kysliku a metabolismus zrna refel z dychani na
kvaseni. Krom toho je dychani energeticky vyhagi a gedstavuje mensi ztraty hmotnosti zrna. |
pii dodrZeni optimalnich skladovacich podminek&st hmotnosti zrna prodycha.

Pri skladovani seerstw sklizeny j€men nachazi ve stadiu zakladniho klidu, tzv. domeaa neni
schopen rychle vykiit. Spatna kifivost ¢erst sklizeného jémene je zpsobena ftomnosti
inhibitora kli¢eni, tzv. dormif. Teprve jejich odbourdnim oxidaci dormance zanikéhiuje se
¢innost stimulatak kliceni giberelid, a zrno se stava schopnym vyhli Tento proces je mozné
zanerné urychlit m&enim jeémene v 1% roztoku peroxidu vodikuiganim kyseliny giberelové do
m&eci vody, odstraimim obalovychtasti zrna nebo zéivanim na teplotu 40-50 °C. Z hygienickych
a ekologickych dvoda se dnes dava@dnost irozenému odleZeni. [4]

2122 Méaceni jemene

Cilem mé&eni je zvySeni obsahu vody ¥ipgm zrnu z 12-15 % na 42-48 %. [4] DosaZeni obsahu
veget&ni vody je nezbytné pro enzymové pochody Zagjigi optimalni pabeh slad@ského kléeni.
DosaZzeny obsah vody v natemém jémenu se nazyva stupedomaeni a liSi se podle typu
vyrakEného sladu. # vyrobé swtlych sladi je stup& domaeni 42-45 %, u tmavych shad
45-48 %. [4] K méeni by se ma pouZivatcista voda neutralni reakce o maximalni tvrdosti do
6,25 mmol- drii. [5] Nevhodné jsou vody s velkym obsahem orgaribkitek, slotienin Fe a Mn.

Pri m&eni vnika voda do neporuseného zrivedevsim pes zarodek daste&ng i pres hornicast a
ostatnim povrchem.tfmani vody je nejrychlejsi na zatku mé&eni v prvnich 4-8 hodinach, poté se
zpomaluje. Hjem vody ovliviuje teplota vody, velikost zrnafiptup kysliku, chemické sloZeni
m&eci vody a technologie r@ni. NejdileZitéjSim faktorem ovliviujici m&eni je kyslik. Zrno
béhem méeni z&ina dychat, spé¢bovava kyslik a vytdd oxid uhliity. Pokud dojde ke
spotebovani kysliku a kifliSnému nahromaghi oxidu uhltitého, gechazi normalni dychani
v intramolekularni anaerobni dychani spojené sdwims. Metabolity vznikajici anaerobnim
dychanim (etanol) mohou poSkoditddk. Za dostatsého gistupu vzduchu se doba sehi zkracuje.
NejbszrgjSi je zpisob méeni se vzduSnymiipstavkami. Celkova doba d&ni se pohybuje od 60 do
90 hodin. [4]

Maceni j&mene probih& v naduvnicich, které bylyvd kamenné, poz{l Zelezobetonové a dnes
vyhradré kovové zlegovanych oceli. Naduvniky byvaji va&omebo ¢tythranné se spadovym
kénusem s Uhlem 45°, abyjaen mohl samovolhvytékat ven. [5]

2123 Kliéeni ja®mene

Cilem slad#ského kléeni jeémene je aktivace a tvorba enzayra dosazeni poZadovaného stupn
rozluseni pii omezeni ztrat vegetaci. Dosahuje se tohélyim modelovanim podminekiipozeného
kliceni vhodnou teplotou, vlahou digtupem kysliku. Kideni je fyziologicky proces,ipkterém se
v zarodéné ¢asti zrna vyvijeji zarodky Kinka a listi za vyuZiti zasobnich latek z endospermu.
Souwasre se néni i vnitini znaky zrna. #sobenim enzyih se Spi rezervni latky a zvySuje se
rozpustnost a lustitelnost. N@jdzitejSim procesem ip kliceni je nova tvorba a aktivace enZym
Z enzynii maji nej¢tsi technologicky vyznam fosfatazy, cytazy, proje@z hlavie amylazy. [8]
Rizeni klgeni j&émene ve sladownse nazyva vedeni hromad a lisi se podle druhub¥gého sladu,
technického vybaveni sladovny a kvality zpracovpdimene. Kléeni sladovnického fenene se



provadi klasickym zfsobem na humnech, nebo na modernich pneumatickgdbveéach. Zeleny
slad je koné&ny produkt kléeni j&mene. [5]

2.1.2.4 Hvozdni sladu

Hvozdni je za¥re¢nou fazi vyroby sladu. Zeleny slad je na hvomdjprve pedsusen i teplotach
do 60 °C, néaslednpak vyltat a dotaZenipteplotach od 80 do 105 °C. [5] Cilem hvendje pevést
zeleny slad s vysokym obsahem vody do skladovdtelaéstabilniho sladu, zastavit Zivotni a lustici
pochody v zra a vytvait aromatické, barevné a oxidoreduk latky charakteristické pro slad za
minimalnich nakladl a ztrat

Pri suSeni a hvozohi sladu se rozeznavajistova, enzymova a chemicka fazeis®va faze
probih&a do teploty 40 °C &aipvlhkosti nad 20 %, v zrnu jeSprobihaji vSechny vegetai pochody.
Enzymova faze probihétipteplotach do 60 °C a vlhkosti pod 20 %. V zrnoysjiz zastaveny
veget&ni pochody, ale enzymové reakce paékja Chemicka faze probih&igeplotach nad 60 °C
a i vlihkosti pod 10 %. V zrnu dochazi jiz jen k cheRkyim reakcim tvorby barevnych, atoyvych
a oxidoreduknich latek. [5]

2.1.25 Odkli¢ovani a skladovani sladu

Beéhem odklEovani je slad zbaven kokd, poSkozenych zrn a prachu. K odkiani se pouziva
odklicovatka. Odklcovatka je valec siideli na které jsou upe¥ny odklicovaci hZice
s odklcovacimi perutmi. Existuji i odklgovatky se Snekovym dopravnikem. Peéraebo Snek slouzi
krom¢ ulamovani sladového kwu jeSt k prepra¥ odkliceného sladu. Slad se uskiage na
sladovych fidach nebo v silech, kde se necihédpdalSim pouZzitim 4—6 tydrdozrét. [5]

2.13 Vyroba mladiny
Mladina se fipravuje ve var# pivovaru ze sladu, vody a chmele nebo chmelovyigravki.

2.1.3.1 Srotovani sladu

Srotovani je mechanické drceni sladového zrnaemaflokonalého vymleti endospermu na vhodny
porrer jemnych a hrubSicBastic @ zachovani celistvosti pluch. Pluchy slouzi jaktvdcni materiél
pii scezovani. Slad se mele ve Srotovnicictyisni az Sesti vélci. Slad se Srotujedbza sucha,
kondicionovany (zvibeny parou), nebo za mokra. Jemnost Srotov&ia@ ovliviiuje ¢innost
sladu. Rili§ jemny Srot zfisobuje ucpavani filtkaich kandlk ve vrst¥ mlata a zpsobuje potize i
scezovani. [4]

2.13.2 Vystirani

Vystirani je proces,ipkterém je sladovy Srot nebo sladové nahrazky lsémg s vodou zacélem
prevedeni tuhychtasti Srotu do vody. Pro docileni dobrého varnihttak je poteba pevést
maximalni mnozstvi rozpustnych latek do roztokuhdtasti Srotu rozpustné ve wdgsou hlavis
cukry, sachar6za, malé mnozstvi maltézy, glukodyuktozy. Z neSkrobovych polysachabigsou
rozpustné gumovité latky a jejichépné produkty, lipidy, polyfenoly, prakticky vSechayporganické
sloweniny ale jen maly podil sladovych enayni8] MnoZstvi sladu, které je pouzito na jednukvar
se nazyva sypani, objem vody pouzité k vystirAnmiagyva nalev. Vysledné mnozstvi rozgagth
latek v roztoku je zavislé na sypani a objemu nal&ystirdni probiha ve vystiracich nadobath p
raznych teplotach nalevu po dobu 10-30 minut. Studemsérani se provadi s teplotou vody 20 °C,
teplé vystirani s teplotou vody 35-38 °C a horkstiveini s teplotou vody 50-62 °C. [4]
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2.1.3.3 Rmutovani

Cilem rmutovani je roz&it Skrob na zkvasitelné sacharidy geyest optimalni podil extraktu
surovin do roztoku. Bné se pouzivaji dekaki a infuzni postupy rmutovani. Dekok zpisob je
zaloZzen na postupném wwani jednoho aZit podili rmutu na technologicky vyznamné teploty
s naslednym powanim &chto podit.. Infuzni postup je zaloZen na rozpam$ta SEpeni extraktu
sladu dlouhodobymdinkem sladovych enzyfnbez povéovani rmuti. Fi rmutovani probihaji &e
mechanické, fyzikakichemické a fedevsim enzymové. Skrob jes@n na zkvasitelné sacharidy
pisobenim amylolytickych enzyimobsazenych ve sladu.éeni Skrobu probiha véech stupnich,
kterymi jsou mazovéhi, ztekuceni a zci&ni, hem kterych probihaji fyzikdéachemické
a enzymoveé procesy. Mazovat je fyzikalré-chemicky &) zavisly hlavé na rychlosti a teplét
zaltivani a vlastnostech dmenu pouZitého k vyrab sladu. Mazov&ni probihd B teplotach
52-57 °C. Ztekuceni Skrobu je enzymowgj, dori kterém se postugnzkracuiji rettzce molekul
amylosy a amylopektinu, nez nakonec dojde ke imik Jakmile dojde ke zcténi, roztok obsahuje
pouze 3tpné produkty Skrobu. [8]

2134 Scezovani sladiny

Scezovani je operace prov¥ad za delem oddleni sladiny od pevného podilu mlata. Scezovani se
provadi ve scezovaci kadi vybavené dvojitygrodtanym dnem a systémem odvodnych trubek
spojenych s kohouty scezovaci baterie. Sladinaterm scezovani odibvana od mlataifrozenou
filtraci pfes vrstvu sedimentovanych pluch a ostatnich nestapech zbytk sladu. Scezovani sladiny
se provadi ve dvou fazich. V prvni fazi je eeh hlavni podil roztoku extraktu nazyvaniegek.

V druhé fazi promyvaniip tzv. vyslazovani se mlato promyva horkou vodomiskava se iedna
sladina nazyvana vyetky. Vyslazovani se provadi zaelem vylouhovani poslednich zbytk
rozpustného extraktu.i€@dek a vyselky se shromafuji v mladinové panvi, kde se postupnym
zalrivanim roztok piveden k varu. [4]

2.1.3.5 Chmelovar

Sladina ziskana scezovanim se v mladinové pantii sysahmelem po dobu 60-120 minut. [5]
Vyslednym produktem je horkd mladinaghHem varu sladiny s chmelem probihaji vyznamné
technologické pochody a fyzik&themické zriny, které stabilizuji koncentraci a sloZeni mladiny
Mezi tyto pochody pat odpdeni gebyte&né vody. ProtoZe k dokonalému vyslazeni jerglmd pouZit
prebytku vyslazovaci vody, poZzadované koncentracelimfase dosahuje odfenim ¢asti vody i
chmelovaru. Bhem varu dochazi k inaktivaci enzgna sterilizaci mladiny. VSechny enzymy jsou
inaktivovany hem varu sladiny a mikroorganismy jsoucamy po 15 minutach vardigpH 5,3-5,7.
[5]

Béhem varu dochazi k poklesu hodnoty pH austir barvy. Pokles hodnoty pH je igoben
predevSim tvorbou melanoidina v mensi nie je zgisoben reakci vapenatych aréimatych soli
obsazenych ve vyslazovaci wod hydrogenfosfokmany sladu a chmelovymi Hg/mi kyselinami.
Tento ffirozeny pokles pHifznivé ovliviiuje koagulaci bilkovin. [5]

Béhem chmelovaru vznikaji produkty tepelného rozklaBa vzéistajicim tepelnym zatizenim se
zvySuje koncentracesthto latek, které se souhghrozna&uji jako produkty Maillardovy reakce.
Dochazi k tvor® redukujicich latek nazyvanych reduktony. Reduktonkotré vazi kyslik a chrani
tak dalSi sloZky extraktu hotového pivée@ oxidaci. S rostoucim obsahem reduktse zvySuje
koloidni a chtiova stabilita piva Mezi reduktony $adi melanoidiny, ¢které polyfenoly, bilkoviny
obsahujici sulfhydrilové skupiny aiké latky chmele. [8]

DuleZitym procesem je také koagulace bilkovin a taddmu. Rvodre ¢ir4 sladina se po zahajeni
varu zakali a $ pokraiujicim varu se zmou vylwovat nejprve velmi jemné wky, které se
postupr zwtSuji do objemnych shluk ozn&ovanych jako lom mladiny. Tento jev je tgmben
denaturaci a naslednou koagulaci vysokomolekulatiigovin.
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Rozpou&ni a reakce dinnych latek chmele ve vrouci mladifsou vyznama ovlivnény hodnotou
pH. Fi varu mladinyéast&né izomeruji a-horké kyseliny. Produkty izomerie jsou rozpustné i ve
studené mladi)y nezanedbatelny podil isohumulorse v3ak adsorbuje na hrubé kaly mladiny,
pripadré vypadnou z roztoku ip poklesu pH na zstku kvaSeni. Hikost piva je proto dana i
zbyvajicim podilem isohumuldn Z celkové chmelem dodané ikosti se vyuZije v zavislosti na
podminkach chmelovaru a kvaSeni 25-35 %. [5] Chwéefmlyfenoly jsou rozpustné ve wod i
chmelovaru pechazeji do mladiny. Svym redukujicinginkem podporuji tvorbu &Sich, mélo
rozpustnych molekul bilkovin, které vpadavaii tworbé lomu. Riznivé se uplatuji hlaw polyfenoly
S nizkym oxid&nim a polymerénim stupgm. VySSi polymery udili pivu drsnou kst a zhorsuji
jeho koloidni stabilitu. Chmelové silice se vyznanpodileji na aromatu piva. Péigéni chmelového
preparatu do mladiny probihda zardveivoliovani silic do mladiny, jejich oxidace akéni
neoxidovanych silic s vodni parou. Aroma chmeleivandji hlavre myracen a linalool. # varu
mladiny nastavaji také zmy v obsahu dimethylsulfidu a jeho prekurzdb]

214 Vyroba piva

Pivo je vyrakino zakvaSenim mladiny pivovarskymi kvasinkami saibl kvaSeni ib teplotach az
do 24 °C nebo kvasinkami spodniho kvaSeiitgplotach 6—12 °C. KvaSeni mladiny j& pouZiti
klasické technologie vyroby ro#@no do dvou fazi, na hlavni kvaseni a dokvaSoEiipouZiti
jednofazové technologie wvyroby piva v cylindrokdgich tancich, probihd hlavni kvaSeni
a dokvaSovani v jediné velkoobjemové n&Hob

2141 Hlavni kvaseni mladiny

Prostor, ve kterém probiha kvaZeni, se nazyva aspik CR probiha kvadeni ngjstji v
otewené kvasné kadi na spilce. V zavislosti na pok&ieisnic svrchniho nebo spodniho kvaSeni, je
cely prostor spilky et kvasné kad chlazen na ibslusnou teplotu. Kvasné ké&djsou
nejcastji vyrobeny z nerezové oceli a pro dosazeni deledimentaceippouziti kvasinek spodniho
kvaSeni maji maximalni hloubkuiplizné 2 m. Sodasti spilky je i propagai stanice, ve které jsou
skladovany a o3#ivany nasadni kvasniceti Bransportu mladiny na spilku je provfm zakvaSovani
pivovarskymi kvasnicemi. &em transportu je mladina provzdo$ana sterilnim vzduchem, aby
vysledny obsah rozpu#tého kysliku byl 6-8 mg*l Prvni vizualni projevy kvadeni jsou
pozorovatelné &em 12-24 hodin. Na povrchu mladiny vznikéng, ktera je proushim kvasici
mladiny undSena odésty kdd. Jedné se o stadium zapraSovani a odrazeni. Stadikych bilych
krouzki zatind hem 24-36 hodin po nagni k&d. [5] Na hladig kvasici mladiny se vytvéa
typické bilé fizice @ny. Stadium vysokych laych krouzk je pozorovatelné dnem tetiho az
¢tvrtého dne. Barva kroudkpostup® piechézi do h&dé barvy, to je zjsobeno vynasenim Kal
a mrtvych kvasinek dogpy. Posledni nastava stadium propadani, intenzéaddai klesa a vySkamy
se shiZzuje. Na konci propadariistava na hladitmava vrstva gny, tzv. deka. Na dnkads zistava
sediment kvasnic, skladajici se ze spodni a hostvya jadra. Hlavni kvaSeni trvéilgizné 6—8 dni
v zavislosti na druhu vyr&ého piva. [5]

2.1.4.2 Pivovarské kvasnice

V pramyslové vyrol piva se vCR vyuzivaji vyhrada kvasinky spodniho kvaseni druhu
Saccharomyces cerevisiaabsp uvarum carlsbergensigteré po kvadeni sedimentuji ke dnu kvasné
nadoby. Kvasinky svrchniho kvaSeni ro@accharomyces cerevisiagibsp cerevisiaejsou po
skorteni kvaSeni vyndSeny na hladinu, kderitvtzv. deku Kvasniné buiky se rozmnoZuji
vegetativié multilateralnim pgenim a za zvlastnich podminek mohouitvioppseudomycelium. Ret
pweni jedné matské buiky je pramérné asi 20 cykh a po kazdém geni Zistava na povrchu liy
jizva, pres kterou jiz neprobiha transport Zivin a metabof§]
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2.1.4.3 Procesy probihajici § kvaseni mladiny

Biochemické procesy probihajidii ilavnim kvaSeni jsou velmi komplexni a mnoho jies& neni
pIné objasrkno. BEhem hlavniho kvaSeni jsou kvasinkami asimilovanyn¥i ze sladu pro ziskani
energie a jako hlavni metabolit vznik& alkohol a,Cjako vedlejsi metabolity vznika pestra Skala
chemickych slotenin, které ovliviuji vysledné organoleptické vlastnosti piva. Z egsich
metabolifi vznikajicich khem hlavniho kvaSeni jsou to hl&vwicinalni diketony, vy3si alkoholy,
estery, fenolické slaieniny (4-vinylguajakol, 4-vinylfenol) a SO[8] Obsah S@v pivu je nepimo
amérny nafistu biomasy, a vykazuje antioxittd vlastnosti a zvySuje chiovou stabilitu vysledného
piva. BEhem kva3eni dochazi k poklesu extrakfivquni mladiny v zavislosti na technologickych
parametrech vyroby, na sloZeni a provzéngmladiny a na druhu kvasmiého kmene. Zjednodugen
Ize procesy probihajicitikvaseni zapsat dle rovnice:

C,H,,O, - 2CO, +2C,H,OH + vedlejSimetabolity+ teplo (3)

Dilezitym regul&nim mechanismem ovlivjicim metabolismus kvasnic je Crabtreeho efekt.
Tento efekt popisuje chovani kvasnic v aerobnimstedi s vysokou koncentraci sachérikdy
namisto tvorby biomasy aerobnim mechanismem proaikdholové kvaSeni. 1ips nizké vyuZziti
aerobniho metabolismu dochazi kislin biomasy. ZvySena koncentrace kysliku v mlagenvsak
stale pateba jako Zivina k zabezgeni vedlejSich metabolickych drah u syntézy sterol
a nenasycenych mastnych kyselin. [9]

Pivovarské kvasnice dok&zou zkvaSovat &emesSkeré cukry vyskytujici se v mladjnkroms
vys8ich polysachanid a dextrii. Jako prvni je zkvaSovana sacharéza, frukt6zaukogh jsou
zkvaSovany fiblizné spoleén¢. Po kompletni spé¢bs glukosy je teprve zkvaSovana maltosa, nejvice
se vyskytujici cukr v mladih Jako posledni je zkvaSovana maltotriosa. Speéles cukry jsou
disimilovany i dusikaté slaeniny. Nizkomolekularni dusikaté latky, hl@vaminokyseliny, jsou
vyuzivany kvasinkami pro stavbu novych tkani. [V@sokomolekularni dusikaté latky aciy podil
nizkomolekularnich dusikatych latek jsoghbm hlavniho kvaSeni vyléany zroztoku a jsou
vynasSeny na povrch mladiny, kde tysowast deky nebo sedimentuji nasdspol&né s kvasinkami.

2.1.4.4 Dokvasovani piva

Po hlavnim kvaSeni je mladé pivo dokvaSovano vdie@@ sklep pii teplog€ 1 — 3 °C. Lezacké
tanky jsou lezaté valcovité nadoby zpravidla vyrebe oceli. Bhem pozvolného dokvaSovani piva
dochéazi také k wreni a nasyceni piva GOCifeni @i dokvaSovani piva je velmittezité, nebé

,,,,,

21 dni a u le2dk70 dni @i pouZiti klasické technologie. [8]

2.15 Michané napoje na bazi piva

Michané néapoje na bézi piva $8itvziiistajici oblié v poslednich #kolika letech nejen €R, ale i
ve swté. Zakladem&chto napaj je vzdy pivo, které se micha s ovocnymédami, limonadami nebo
jinymi aditivy. Takto gipravené napoje&sinou maji obsah alkoholu 2,5 obj. %. Prvni mighaépoj
na bazi piva typu Radler bykipraven roku 1922 v podniku Kugler-Alm na jihu Mhava. Napoj byl
ptipraven smichanim lezaku s limonadou v pam1:1. VCR jsou podle provaati vyhlasky
Ministerstva zerédélstvi ¢. 335/1997 Sb. michané napoje na béazi piva defmpjako napoje
vyrobené smichanim piva s nealkoholickym napojeflmore napojovym koncentratem préigravu
nealkoholickych napéja sodovou vodou.

Z&kladnimi slozkami pro ffpravu michanych napbjjsou pivo, voda, limonady nebo ovocné
koncentraty a aditiva. Obsah piva figgaveném napoji se pohybuje od 50 do 70 obj. %] Mezi
pouzivand aditiva sedi:

* sladidla
» kyseliny
* antioxidanty
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» ochucovadla
* barviva

* konzervanty

e antioxidanty

Voda pouzivana kifpraw michanych napéjmusi sphovat poZzadavky na pitnou vodu &l by
obsahovat co nejménrozpus&éného kysliku, aby se zabranilo rychlejSimu starngtsledného
produktu a zrmn¢ chuwového profilu kwili reakci kysliku s ostatnimi aditivy, hlagnsladidly
a ochucovadly.

Sladidla se vyuZivaji k docileni poZadované chysiledného napoje.rfifodni sladidla (sachar6za,
glukosovy sirup, kukii¢ny sirup) zhorsuji biologickou stabilitu vyrobkuopoZe v takto fipraveném
napoji je zvySen obsah zkvasitelného cukru. Takovipztok je idedlnim médiem Vipack
mikrobidlniho napadeni. Uftd sladidla naopak nezhorSuji biologickou stahilitle mohou mit
negativni vliv na vyslednou cBuPi pouziti nevhodného potru jednotlivych sladidel iize mit
vysledny népoj nal&lou nebo kovovou fichw’. Jedna z vyhod pouziti whgch sladidel je nizsi
energeticky obsah vysledného napoje nepguziti grirodnich sladidel. [10]

Pridavani organickych kyselin jeatbzité zejména k docileni vyvazeného gammezi sladkou
a kyselou chuti. iFdavek kyselin také snizuje hodnotu pH vyslednéhpore, je proto dlezité i
michani jednotlivych aditiv zabezfit aby pokles pH nebylifis prudky. V gipac prilis prudkého
poklesu pH mZze dojit ke zran¢ chuti, gipadré k vysrazeni bilkovin. [10]

Antioxidanty se fidavaji hlaviée kvali zachovani barvy michaného népoje. ddsgji pridavané
antioxidanty jsou kyselina askorbova a tokoferabnkentrace kyseliny askorbovéhem skladovani
klesa kvili reakci s kyslikem v baleni. [10]

2151 Technologické aspekty vyroby michanych napoj bazi piva

Homogenizace nealkoholické slozky s pivem je veliilezita pro dosazeni kvalitniho produktu.
Roztoky napojovych koncentratuipmichani s pivem Zgobuji fyzikalrg-chemické zrény piva,
dochéazi zejména k tvattzdkalu. Tvorbu zakalu Ize omezit smichanim korrétnts vodou a do takto
ztedného koncentratuifgéavat pivo. Dostatgym promichavanim lze zamezit vzniku gradientu pH
a tim vzniku zakalu vigsledku vysrazeni vysokomolekularnich kompilejd 0]

2.1.6 Trvanlivost piva

V porovnani s #tSinou ostatnich alkoholickych nafigie pivo vyjimené ve své relativh kratké
trvanlivosti. Po skoteni dokvaSovani v lezackém skidpy se pivo bez dalSich Uprav po kratké &ob
zkazilo. V dneSni dab pivovar musi garantovat po celou dobu zaruky tivest piva ve vSech
smerech, tj. trvanlivost biologickou (mikrobiologickdukoloidni a chtiovou. [5]

2.16.1 Biologicka stabilita

Biologicka stabilita je velmi zavisla na obsahu taminujicich bakterii, kvasinek a hub v pivu. Po
skorteni chmelovaru je uvana mladina sterilni. Jakmile je vSak mladina aodta, niZze dojit
k rychlému pomnoZeni 3kodlivych mikroorganisnPivo obsahuje kontaminujici mikroorganismy,
které se B vysSich teplotdch mohou rychle rozmnozit a pradukchto mikroorganistin jsou pak
pavodcem vaznych chiovych znén. V Evrog jsou Z za 90 % vSechripadi za kontaminace piva
zodpo¥dné bakterie druhilactobacillus, Pediococcus, PectinatasMegasphaera Mezi ostatni
druhy kontaminujicich bakterii Fat Enterobacteriaceae, Zymomonagll] Pro zabrani
kontaminace bakteriemi ndgého kvaSeni je snaha co nejvice snizovat obsgiugéného kysliku
v baleni. Takto vnika anaerobni ptesti, které je v§ipac sekundarni kontaminace anaerobnimi
bakteriemi se zvySenou toleranci k alkoholu idedlsiubstratem proust. [12] Dilezité je tedy
dodrZovat zasady aseptické pragiespxeni piv do obal. Biologické stability Ize dosahnout pasteraci
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piva, stéenim piva za horka nebo studenou sterilizaci ataggm st&enim do transportniho obalu.
[5] Kazdy zmisob tepelného o&eni piva je spojen s rizikem naslednychtwych zngn. [13]

2.1.6.2 Koloidni stabilita

Koloidni stabilita je dlezita pro zabré&mi vysrazeni koloidnich latek a tv@rbedliny a zakalu. Ve
filtrovaném pivu Astanou rozpushy organické sloteniny, polypeptidy, polyfenoly, neSkrobové
polysacharidy a h#&é latky chmele, které podléhaji gndm a vzajemh spolu reaguji. Jejich
vzajemnou reakci vznikaji zakaly.¢D se na chladové zakaly a trvalé zakaly. AZ naimgy,
zakaznici preferujiiré pivo bez zakalu. Na vzniku koloidniho zakalu medili velké mnoZstvi
raznych reakci, nejvyznanij§i jsou polymerizéni reakce mezi polyfenoly a specifickymi proteiny.

[14] Pongr obsahu flavonoidl a proteii je nejdileZitéjSim ukazatelem koloidni stability.
Z polyfenofi se na tvorb zakalu nejvice podileji polyfenoly sladu. [5]

2.1.6.3 Chladovy zakal

Chladovy zékal se z piva vyluje @i jeho ochlazeni na 0 °CiiPopétovném zvySeni teploty na
20 °C se zakal rozpusti. KvaSeni, a hiawawr dokvaSovani i vySSich teplotach, oxidace piva
vzduSnym kyslikem,ifitomnost ioni t¢Zkych kowvi a swtlo podporuji vznik chladovych zakal[5]

2.1.6.4 Trvaly zakal

Trvaly zékal je v podstatdruhou fazi chladového zakalu. S postupujicasem dochéazi ke stalému
zvétSovani koloidnichtastic, které se z piva nenavratwylouci. [5] Doba, za kterou se od &emi
vylougi z piva nevratny zakal, jgigposuzovani koloidni stability piva velicéldZita. [10]

2.165 Chur’ova stabilita

K nezadoucim chiovym znenam n@Zze dojit postupentasu i u piv, kterd jsou biologicky
a koloidre stabilni. Tyto zrdny se mohou projevit jak ve velmi kratkéfase, tak i u piv ktera jsou
dohie chwové stabilizovdna aZz po mnohaésiicich. Na procesu ctiovych znén piva se nejvice
podileji oxid&ni reakce. [5] Chtova stabilita je z dlouhodobého hlediska nejvicdivitlevana
obsahem kysliku v baleni. Oxidaci alkoheknikaji karbonylové slateniny, nejvice aldehydy, které
se na chtovych znénach piva podileji nejvyrazj. K dosazeni dlouhodobé cfavé stability je
potieba uz p vyrob¢ piva zamezit dlouhodobému styku rmutu a mladifiychmelovaru s kyslikem.
Vysoka koncentrace rozpggeho kysliku ve rmutu a mladirsniZzuje koncentraci reduktdnVysoka
koncentrace Zeleza a&di také negativé ovliviiuje chwovou stabilitu piva. [13]

2.2 Antioxidanty

V michanych napojich na bazi piva se vyskytuji @tianty, které pochazi z ovocnyclias
a koncentratu a dale ze surovin pouZivanych k wma. Antioxidanty jsou fidavany také urie
z technologickych @ivoda, negasgji k prodlouzeni trvanlivosti. Antioxidanty jsouakeniny nebo
systémy, které zamezuji autooxidam proces8m inhibici vznikajicich radik& nebo zamezuji
propagaci volnych radikéljednim z nasledujicich prodes

» vychytavanim slokenin zgisobujicich oxidaci,

» chelataci kovovych iofttak Ze jsou neschopné titoreaktivni slodeniny nebo rozkladat

lipidové peroxidy,

» zabrarni vzniku peroxid odstraovanim'O,,

* inhibici autooxidativnfetzové reakce,

» redukci lokalni koncentrace volného kysliku
nejicastji obsahuji aromatickou nebo fenolickou f@nk skupinu, ktera odevzdava vodik vzniklym
volnym radikalim, a samy se stavaji radikalem. Tyto meziprodukiy jpoté stabilizovany rezoriani
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delokalizaci elektronu v aromatickém kruhu. Daleohm fenolickych sloéenin je odolnych &¢i
ataku volnym kyslikem ze sterickycfivibdu. DalSim dginnym mechanismem k zabgm oxida&nich
reakci je chelatacer@chodnych kofr které se mohou ve vzorku vyskytovatitthost antioxidarit je
zavisla na aktiveni energii, rychlostni konstant oxidainé-redukénim potencialu systému, na
termolabili® a rozpustnosti daného antioxidantu. [15]

2.2.1 Antioxidanty vyskytujici se v pivu

Antioxidanty v pivu Ize rozdit dle jejich pavodu na antioxidanty sladu a antioxidanty chmele.
V nealkoholické sloZce pouzivané k vy&olmichanych napdj mize byt obsazen vyznamny podil
antioxidanti, pokud je pouzita kvalitni ovocnéa/a nebo koncentrat.

2211 Antioxidanty jefmene

e

Mezi jejich nejdileZitéjSi chemické vlastnosti patejich antioxid&ni aktivita a schopnost reagovat
s proteiny za tvorby vysokomolekularnich komgie}6]. Tvorba polyfenol-bilkovinnych kompléx
negativié ovliviuje koloidni stabilitu piva, zatimco reditk schopnost a schopnost vychytavani
volnych radikah ptsobi pozitivie na senzorickou stabilitu piva i na lidské zdra®olyfenoly se
vykytuji v potras jako prirozené antioxidanty a mohou sniZzovat prgpatiobnost vyskytu gkterych
civiliza¢nich chorob konzumeint V této souvislosti se uplatji predevSim antiaterosklerotické,
antikarcinogenni, ifjpadre fytoestrogenni &inky nékterych polyfenolovych latek. [5]

2.2.1.2 Chmelové silice

Chmelové silice jsou s#si rekolika set organickych latekigvazié terpenického charakteru.
RozliSuji se frakce, uhlovodikova, kyslikatd a @mksirnych sloéenin. Uhlovodikova frakce
chmelovych silic je werstvém chmelu obsazena ze 70-80 %. Obsahuje ick&#auhlovodiky,
monoterpeny a seskviterpeny. N#gFitejSi sloZzkou silic jsou monoterpeny a seskviterpeny.
Kyslikata frakce tvii asi 30 % celkového obsahu silic a vznikhdm zrani, zpracovani a skladovani
chmele. Je sloZena ze &nterpenovych, seskviterpenovych, alifatickychrangatickych alkohal,
aldehyd, ketori epoxidi, kyselin a estér Frakce sirnych slaenin tvai 0,1 % chmelovych silic. [8]

2213 Polyfenoly chmele

Polyfenolové latky chmele a chmelovych vyrébkahrnuji bohatou s&és s gevazujicim podilem
flavinovych glykosid, anthokyanogeh katechiri a volnych fenolovych kyselin. Jsou to vesm
reaktivni, ve vodnych roztocich da@b rozpustné latky, snadno podléhajici okigaredulknim
premenam a vykazujici vysokou reaktivituidi bilkovindm. V pivovarském procesu se polyfenoly
vyznamré podileji na reakcich vzniknerozpustnychiislo-bilkovinnych komplek pii tvorbé lomu
a vylwovani hakych kali a dale p rad oxidatné redukénich reakci uplaujicich se g vytvéreni
barvy a koloidni stability piva.i®edpoklada se, Ze oviivji charakter hikosti a v poslednich letech se
zdaraziuji jejich pozitivni &inky jako girozenych antioxidarit V pivovarském procesu se upiafi
spolu s polyfenolovymi latkami sladu, které majdobné slozZeni, ale rozdilné pé&m jednotlivych
skupin polyfenolickych sloZek. [5]

2.3 Spektroskopické metody

Spektroskopické metody se zabyvaji studiem interdfitek se Z&nim. Ze znstenych frekvenci
absorbovaného nebo emitovanéhtené poskytuje spektroskopidildzité informace o energetickych
hladinach studovanych latek. Teoreticka interpeetéchto energetickych hladin, ktera je zaloZzena na
zakonech kvantové mechaniky, dovoluje z s@mych dat ziskat informace o struidwstudovanych
latek. Podle druhu energetickyckephod Ize rozalit spektroskopické metody na vikird a rot&ni
spektroskopie, elektronova spektrometrie a magketiezonatni metody. [16]
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U vibratni a rot&ni spektroskopie dochazi kgghodim mezi fiznymi rota&nimi a vibr&nimi stavy
molekul. Tyto pechody jsou pozorovatelné v mikrovinné a itnavené oblasti elektromagnetického
zaeni. Mezi tyto metody siadi IR spektroskopie. [17]

Pfechody mezitznymi elektronovymi stavy molekul u elektronové ldpemetrie vedou k absorpci
nebo emisi z&ni vinfra&ervené, viditelné a ultrafialové oblasti elektrometckého zéeni.
Elektronové pechody jsou zpravidla doprovazenyepghody mezitznymi vibra&nimi a rot&nimi
stavy molekul. Velky p&et tiznych vibr&nich a roténich gechod: v rdmci daného elektronového
prechodu zpsobuje, Ze jsou elektronova spektra zpravidla si@Ze velkého p&iu car, které
v dusledku svého roz&ni vytvéeji jeden Siroky tzv. elektronovy pas. K elektro@®pektrometrii se
fadi UV-VIS spektroskopie. [16]

Magnetické metody, mezi které d@adi i nuklearni magnetickd rezonance a elektronova
paramagneticka rezonance, jsou zaloZzeny na vzajamteéakci jaderného nebo elektronového
momentu hybnosti s ¥8im magnetickym polem. [16]

231 UV-VIS spektroskopie

Tyto techniky jsou zaloZzeny na sledovargéghodi mezi fiznymi elektronovymi stavy molekulip
absorpci elektromagnetického feai Zedsnymi roztoky molekul. V UV-VIS oblasti spektra
(200-800 nm) souvisi absorpcetadi s pechodem valemiho elektronu mezi dwna i vice
energetickymi hladinami v molekule. Absorpctesdi 1ze pozorovat ve viech skupenstvich.

2311 Zakladni vztahy

VSechny absokmi metody v oboru optickych spekter jsou zaloZeaynireni propustnosti. Zani
dopadajici na vzorek e byt absorbovano, odrazeno nebo rozptyleno. Pekoitk absorbuje dané
z&eni, dochazi k poklesu intenzityieai. Propustnost (transmitance)e definovana pogfrtem toku
z&eni soustavou propustehod k toku vstupnimuby:

(0]
T=— 4
o, )
Absorptance je podil absorbovanéhteré:
O, -P
a = =1-T 5
o (5)
Absorbance je definovana jako zaporny dekadickg@ribgus transmitance vztahem:
(o))
A= IogE =-logT (6)

Hodnoty propustnosti a absorptance&asto uvadji v procentech.

Bouguetiv-Lamberfiv-Beefiv zakon matematicky popisuje zavislost koncentedzsorbujici latky
na tlou¥ce absorbujici vrstvy a hodiatbsorbanceipuréité vinové délce podle vzorce:

A =¢,lcll (7)
kde e, je molarni absomi koeficient
Lambert- Beelv zakon je mezni zakon, ktery plati jen pro monoofatické z#eni a *ediné
roztoky, v nichZ absorbuji¢astice nepodléhaji Zadnym interakcim. [18]

2.3.1.2 Teoreticky princip UV-VIS spektroskopie

Za k¢Zznych podminek jsou molekuly v zakladni elektronoviébracni hladiré. Fxi pohlceni fotonu
se celkova energie molekuly zvySuje a molekutechazi do excitovaného stavde€hod z nizsi do
vySSi elektronové hladinyi@ie probihat dotznych vibr&nich a rotanich podhladin molekuly, get
energeticky blizkych moZnych elektronovyckeghod: je u molekul velky. Tyto blizké fpchody
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nejde BZznr¢ rozliSit jako jednotlivécary a vysledné absampi spektrum molekul splyva v plynulé
pasy, které se objevujtipurcité vinové délce, typické pro sledovanou molekitozdil energie mezi
excitovanym E a zakladnim Estavem musi byt roverfifatému kvantu z&ni podle rovnice:
hlv=E, -E, (8)
Absorpce z#eni je spojena se zmou momentu elektrického dipélu molekuly a protgddoke
zmeng rozloZzeni naboje molekuly v excitovaném stavu tpzékladnimu stavu. Molekula setrvava
v excitovaném stavu velmi kratkou dobiddow 10° s) a poté fechazi #éiznymi nezéivymi
deexcit&nimi mechanismy do zakladniho stawimZz se udrZuje rovnovdha mezi molekulami
v zakladnim a excitovaném stavu. [19] Jeden passpektru odpovida jednomu typueghodu
elektrori v molekule do excitovaného stavu. Tvar pasu je vianére symetricky s maximemip
urcité vinové délcel.. Absorgni spektra slozitych molekul maji obvykle vice aipgoich pas,
které secasto pekryvaji a vytvéeji kiivky s nevyraznymi maximy. Polohu pasucujif energie
orbitali, mezi kterymi dochazi kipchodu elektronu ip excitaci. V organickych molekulach jsou
vazby tvdeny hybridnimi orbitaly. Tyto molekulové orbitalyznikaji interakcemi atomovych
orbitali s a p. Organické molekuly poskytuji nasledujipiytprechod elektrori mezi orbitaly [18]:
« Ptechodyo o
« Ptechody n- ¢
« Prechodyr - 1T
« Ptechody n— 1T
« Prechodyr - ¢’

RozliSuji sett typy prechodi molekuly do excitovaného stavu:
» Ptechody dovolené
» Prechody spino¥ zakadzané
» Prechody symetricky zakazané

2.3.1.3 Vyuziti UV-VIS spektroskopie k detekci volnych r&dii

UV-VIS spektroskopické metody je mozné vyuZivatekedkci volnych radikdl Tyto metody ale
mohou ngfit pouze radikaly, které vykazuji absorpcterdi v UV-VIS oblasti. Jednou z vyuZivanych
metod k uéeni antioxidani kapacity roztoku vzorku je detekce odbarvovaoztoku DPPH
v zavislosti na sniZujici se koncentraci DPPiHterminaci volnych radikdél vzorkem. [20] UV-VIS
spektrometrie 1ze vyuzit ke sledovani obsahu pabffe v pivu. V disledku tepelného namahani
vzorku dochazi k oxidaci polyfenblna taniny, které s bilkovinami tkéionerozpustné sl@eniny.
Pokles absorbance vzorku je spojen s klesajicinatolpolyfenol a s naifistem volnych radikal
Polyfenoly obsaZzené v pivu jsou ale relativstabilni a jejich obsah nekoreluje dostatecitlivé
s nafistem volnych radikél ve vzorku a tim i se zhorSenim organoleptickyastriosti piva. PouZiti
UV-VIS k detekci naiistajici koncentrace radikavazanych na PBN neni mozné. [21]

2.3.2 IR Spektrometrie

IR spektrometrie je zaloZena na interakci elektrgmesického z&eni s fenym vzorkem. V IR
spektrometrii se ¢ misto vinové délky uZivad viret. Energie IR Z&ni nestéi na zngny
elektronovych stava zmsobuje pouze zému rot&niho a vibréniho stavu molekuly. Tato zina se
muze uskuténit pouze pechodem mezi dna stavy charakterizovanymiiznymi vibra&nimi ¢i
rotanimi ¢isly. [22]
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Tabulka 1: Charakteristika jednotlivych IR obla$i8]

IR oblast Vinova délka pm] | Vinocet [cm’]
Blizka 0,78—-2,5 12800 — 4000
Stredni 2,5 — 50 4000 — 200
Vzdalena 50 - 1000 200 - 10

Za normalnich podminek sest§ina molekul nachazi v zdkladnim vibmém stavu ¢ = 0).
ziskana IR spektrometrii jsou vilir&-rotaini a ziskavaji se sledovanim zavislosti transméamebo
absorbance na vigtu absorbovaného #&ni. Pasy ve spektru odpovidajznym typim vibrainich
prechodi. RozliSuji se vibrace dvou zakladnichiyp

* Valereni
» Deformani

U valertnich vibraci dochéazi k vibraci atégnpodél vazby, kterou jsou spojenyi Ribraci se ngni
vzdalenost jader, ale vakam Ohel fistdva zachovan. Naopak u defotmiah vibraci dochazi ke
zmeng valeréniho Uhlu, ale vzdalenost jadetstava konstantni. Deforrmai vibrace se ozraji podle
vlastniho charakteru vibrace na kyvavé, kroutivéizkové vibrace. Zakladni podminkou interakce IR
z&eni s molekulou je zéma dipélového momentutbem vibrace. U homonuklearnich molekul, které
maji nulovy dipélovy moment, k absorpci IRfehi nedochazi. Zéma dipdlového momentuchem
vibrace souvisi s intenzitou absorpcéerd. [18,23]

2321 VyuZiti IR spektroskopie k detekci volnych radikal

IR spektrometrie se pouzivad tetji k detekci radikdl pti nizkych teplotach nebo naopak
v plynném skupenstvi. PouZziti IR spektrometrie teklei volnych radikal je obtizné kili nizké
pocateeni koncentraci radikél a také molekuly vody v kapalném stavuigpbuji ruSeni spektra.
Z divoda pofreby pevného nebo plynného vzorku neni mozné pdBzispektroskopii k réreni
naristu koncentrace volnych radikatii tepelré urychleném starnuti piva. [24]

2.3.3 EPR spektroskopie

Elektronovad paramagnetickd rezonancetipdb skupiny magnetickych rezormuich metod.
Metodu Ize vyuzit pouze ke studiu systésnparamagnetickou povahou. Tato metoda posky#ijaiv
cenné informace o strukil a vlastnostech latek, které obsahuji neparovigtrele Mezi latky
obsahujici nesparovany elektron $adi volné radikaly, Sirokafada koordingnich molekul
obsahujicich fechodové prvky, které maji neuplobsazené d-orbitaly. EPR spektroskopii Ize pouZzit
pii studiu radikalovych meziprodukthemickych reakci.

2331 Zakladni princip EPR

Elektron je elementarriastice nesouci zaporny naboj, ktera ma spinovy moimgonosti (spink.

Tento spinovy moment je kvantovany a pro jeho alisohodnotu plati
|§=nds+1 (9)
kde s je spinové kvantowgslo, které méa pro elektron hodnotu s = %.

V magnetickém poli fize zaujmout jen dité diskrétni orientace. Projekci neparového eteiir
do vrgjSiho magnetického pole dojde k rag&ni givodré degenerované energetické hladiny na dv
energetické hladiny s odliSnou energii. Tento jevogn&uje jako Zeemanovo &teni a vzniklé
energetické hladiny se nazyvaji Zeemanovy. Toutmjegci se ziskd hodnota tzv. magnetického
spinovéhaiisla M. Patet moznych orientaci spinu v magnetickém poli lg@dkit rovnici

M, =2s+1 (10)
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V piipact elektronu se jedna o &wnozné orientace NI, =+1/2). Energeticky stav elektronu
s hodnotouM  =1/2 se oznauje jako staw, stav s hodnotoM ; = —1/2 se oznauje .
Pokud je magnetické pole orientovano veisnosy z, potom slozka indukce magnetického pole je
B, =7, thIMg =-g, [B, [M (11)
Kde v, je gyromagneticky po#m elektronu;

hje L h =6,62608-10-34 J-s;
2n

M. je magnetické spinov#slo;
0. je g-faktor volného elektronug( = 2,00231930486);

eh _ g 274015m0% 37

B, je Bohiiv magnetor}, =
e
Pro energii elektronu v magnetickem pdii pohledréni predchozich Gvah plati:

E=—u,B=9.[B,[M,[B (12)
Z rovnice (12) je mozné po dosazetiippstnych hodnot prdVl, =+1/2 ziskat vztah popisujici

vzdalenost obou Zeemanovych hladin.
AE=hly=-p,B=9,[B,[B, (13)
kde B predstavuje indukci statického magnetického pole;
v je frekvence zdroje #éni

Tato rovnice je zaroverovnici rezonatni podminky v EPR spektroskopii, Bredstavuje indukci
statického magnetického poleje frekvence zdroje #éni, i které je spldna rezonagni podminka
a je mozné pozorovatgrhod elektronu mezi 8ma energetickymi hladinami.

Splnit rezonaéni podminku v EPR lze dwma zpiisoby. Prvnim zf;sobem je réfeni @ konstantni
frekvenciv,, kdy je plynule minéna hodnota indukce magnetického pole B aZz do dasdtsinoty
sphiujici rezonatini podminku. Druhym Zjsobem ndteni vyuzivanym v pulzni EPR spektrometrii,
kdy se n&ni frekvence zZ&ni @i konstantni hodnét magnetického pole. &né spektrometry
pouzivaji hodnotu indukce magnetického pole koles0BB4 T. Pro spkni rezonatini podminky je

geﬁBO
h

proto potebna frekvence elektromagnetickéhderd V = =9,5 GHz, coZ odpovida vinové

délce giblizné 3 cm (tzv. X-pasmo). &kdy se také pouziva elektromagnetickéend o frekvenci
priblizn¢ 20 GHz (tzv. K-pasmo), které vyZaduje po gpirrezonatini podminky piblizn¢ 0,72 T.

V zavislosti na frekvenci pouZzité proémeni v EPR spektrometru je mozné EPR spektrometrii
rozclit na rekolik pasem. Kazdé pasmo uniiofe ziskat specifické informace o struidwzorku, pro
lepsi identifikaci jetasto vyuzZivana kombinace vice pasem. [17,25]

Tabulka 2: Prehled pasem a frekvenci EPR spektroin@8]
Pasmo Frekvence [GHZ]
1
3
9-10
24
34
94

SO|R|X|n|r
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2.3.3.2 g-faktor

Ve vzorku niize krong vngjSiho magnetického poleBg) existovat i lokalni magnetické pole
(Bioca)- Vektorovym sottem lokalniho magnetického pole agjgiho magnetického pole se ziska tzv.
celkové efektivni magnetické polB).

Beff = Bext + Blocal (14)

Lokalni magnetické pole #ie byt indukovano WjSim magnetickym polem nebo uie byt

permanentni, které neni zavislé n&jgim magnetickém poli. Pro lokalni magnetické pgoliukované
vnéjSim magnetickym polem plati:

B i =(1—G)B=ggB (15)
kde ¢ je konstanta analogicka k tzv. konstastiréni jadra pouzivané u NMR, g je tzv. efektivni
Zeemaitv g-faktor

Hodnota g pro elektron bez interakce s okolnfasticemi je g= 2,0023. [17] Odchylka g od.g
magnetické pole. Mnoho volnych radika gechodnych ko ma hodnotu g velmi blizkou hodrot
0e. Naproti tomu mnohé systémy vykazuji od této tecké hodnoty znéné odchylky a ve
vyjime¢nych gipadech vykazuji i zaporné hodnoty g. Studiem gefiaklze ziskat &které informace
o elektronové strukte studovaného radikalu nebo komplexu. [27] U anigwtich systéiinje poteba
uvazovat o zavislosti hodnoty g-faktoru na orientatky v magnetickém poli. Hodnoty g seéchto
ptipadech udavaji v maticovém tvaru. Systémy s ipotii vlastnostmi, mezi které pai roztoky
s nizkou viskozitou, maji nezavislou hodnotu g-6alitna orientaci vzorku v magnetickém poli, proto
plati:

9x =9, =9, (16)

a udavana hodnota giquistavuje vdchto systémech tzv. efektivni g-faktor ze vSech myoh
orientaci latky v magnetickém poli. V izotropnigfs®mech je g-faktor zaroivédenticky se sedem
spektra. [25]

2.3.3.3 Hyperjemné struktura

Hyperjemn& struktura jedteZitou vlastnosti EPR spekter. Jedna se o &peif jednotlivych
rezonagnich ¢ar na slozky. Zdrojem hyperjemné struktury je maighka interakce mezi elektronem
a magnetickym dipdlovym momentem jader v radikdbdba komplexu. K této interakcitippivaji
dipol-dipolova interakce a Fermiho kontaktni inter.

Pro dipél-dipolovou interakci je charakteristick& je anizotropni, tzn. jeji velikost a znaménko
zavisi na orientaci radikalu vzhledem kjgimu poli. V gipad volného pohybu radikélu je dipdl-
dipolova interakce nulovd, proto se pozoruje pouzadikali zachycenych v tuhych latkach. Tato
interakce se pozoruje u latek, které maji elektropyorbitalu.

U Fermiho kontaktni interakce je elektrors-wrbitalu sféricky rozloZzen okolo jadra a ma proto
nulovou dipol-dipdlovou interakci s jadrem. Kontakinterakce je izotropni, tzn. nezavisi na orienta
radikalu. Projevuje se i fpadt rychle a neusgadar se pohybujicich molekul zarqdpokladu Ze
alespa ¢ast spinové hustoty ma s-charakter.

Hyperjemn& struktura EPR spekter jéskédkem hyperjemného &geni. Proton je zdrojem
magnetického pole a v zavislosti na orientaci jaéleo spinu se vysledné polé&ta nebo otita od
vnéjsiho pole. Celkové lokalni pole poté je

Blocal

kde aje konstanta hyperjemné interakce,
m; je magnetické jaderné kvanto§islo,
B, je indukce magnetického poldj gteré je spliina rezonaini podminka.

=B, +alm (17)
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Obecr jadro se spinem Sgpi spektrum na I21 hyperjemnychcar stejné intenzity. [17]
V piitomnosti n chemicky ekvivalentnich jader se spidezpasobi S&peni vSeclar v EPR spektru
2-ni+1 rezonatnich ¢ar. Velikost konstantys zavisi na rozloZeni elektronové hustoty v blizkost
interagujicich jader. Ret rezona#nich ¢ar v EPR spektru spolu s hodnotamip$tych konstant
a poloha spektra, charakterizovana hodnotou indukagnetického pole B, resp. hodnota g-faktoru
jsou dilezitymi charakteristikami, které umiadii spolehlivou identifikaci radikalu v systému.7]1
Koncentrace radikél pritomnych ve vzorku se pia z plochy EPR spektra. Pokud se teinsika
spektralnicary, je intenzita EPR signalu éma koncentraci radikalv systému. [25]

2334 Spinové lapée

Spinovymi lapai se reaktivni kyslikaté a organické radikaly stkoé dobou Zivotnosti
transformuji na nitroxylové radikaly. Spinové lapgsou ¥tSinou aromatické organické skt@niny
na bazi pyrolinoxid a nitroni. Z pivodné diamagnetickych slaenin se stavaji paramagnetické
sloweniny, které Ize analyzovat pomoci EPR spektrogkopi

Nitronoveé spinové lag® reaguji s volnymi radikaly prastnictvim atomu uhliku, ktery se nachazi
v polozea vzhledem k atomu dusiku. Vysledny tvar EPR spekivalikost &fpnych konstant wthto
spinovych lapé&i jsou zavislé na velikosti ipkryvu SEpnych konstant nitroxylového dusiku
a B vodiku. Hodnota 8pné konstanty3 vodiku v aduktu je ovlivna zejména velikosti molekuly
zachyceného radikalu. Na hodnotépte konstanty spinovych addkmd vliv i polarita pouZitého
rozpou&tdla. Cim je rozpou&idlo polarmjsi, tim je vy3si spinova hustota na dusiku a =ir®e
spinovou hustotou se zvySuje hodnotgpsé konstanty dusiku.

Jednim z nitronovych lapa je a-fenyl-N-tercbutyl-nitron (PBN). M4 lipofilni chakaer, proto se
pii pouZiti ve vodném proisdi pouZziva roztok PBN rozpd&gho v etanolu. [25]

2.3.3.5 Charakterizace stability piva pomoci EPR

Koncentrace radikalu v pivutipstarnuti za normalnich podminek je velmi nizkéxaerimentals
t¢Zce detekovatelna. EPR je vhodna pro stanovenilistgliva, protoZze dokaze detekovat i velmi
nizké koncentrace volnych radik@e vodném progedi. Pro mifeni se starnuti piva a tim i tvorba
radikali urychluje zvySenim teploty vzorku. Pro detekci ikaficich radikah je do vzorku gidan
spinovy lap& PBN, ktery se # zachyceni femeni na adukt. B charakterizaci stability piva se
vychazi z pedpokladu, Ze iniciatorem starnuti je kyslik adgveniklé radikaly " R . Tyto reaktivni
radikaly iniciuji oxid&ni reakce, Ehem kterych se tidonezadouci produkty starnuti. Pivo v zavislosti
na kvalit ma vlastni antioxidai kapacitu, kter4 je schopna terminovat reaktikadikaly. Po
vyéerpani antioxidéni kapacity dochazi k nahlému astu volnych radikd. Tyto volné radikaly
tvoii spolu s PBN adukt. Pomogasové zavislosti zémy intenzity spektra aduktuipzvysené teplat
Ize charakterizovat stabilitu piva. [28]
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3 CIiL PRACE

V teoretickécasti prace je uvedeno, Ze problematika studialdgtabapojn pomoci EPR, zejména
piva typu lezak, je po#mn¢ dok¥e rozpracovana. Problému sledovani stability migblamapai,
nag. piva typu Radler, vSak nebyl&novana Zadouci pozornost.

S ohledem na uvedené skinesti si tato prace klade za cil:
e Zpracovani teoretickéhdghledu k dané problematice.

» Charakterizace termooxitiai stability u michanych npojna bazi piva s ohledem na
technologické podminky jejich vyroby.

* Vyhodnoceni ziskanych experimentalnich charakikrisbhledem na stabilitu a trvanlivost
studovanych vzork

» Korelace vysledk s existujicim stavem poznatk dané problematice.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

V ramci experimentalntasti byly prongieny vzorky michanych napopa bazi piva typu Radler
a byla sledovana doba, za jakou dojde k prudkénmmiishéavolnych radikd z v disledku naruseni
vnitini  antioxid&ni rovnovahy. Vysledky pro piva Radler byly poromga s vysledky pro
neaditivované, klasické vzorky piva typu lezak adjrsych vyrobé s porovnatelnou stuipvitosti,
a pokud to bylo mozné, s porovnatelnym datem vyroby

4.1 Vzorky a pouzité chemikalie

VSechny vzorky michanych napapa bazi piva byly koméni vyrobkyéeskych pivoval balenych
ve sklerkné lahvi nebo plechovém obalu. Jako refénéwzorky byly pouzity vzorky piva typu lezak
od stejnych vyrobt s pokud mozZno porovnatelnym datem vyroby (kamirvzorky piv bez
aditivace).

V experimentech byl pouZit spinovy lapea-phenyl-N-t-butyl-nitron (krystalicky PBN), koméni
produkt firmy Sigma Aldrich (pohkia Bratislava). Etanol (96%, v/v, potravigké cistoty),
denaturovany etanol a aceton byly koémémprodukty firmy Lambda Life (polika Bratislava). Na
proplachnuti nici cely byla pouZit4 deionizovana voda (Rodem 6).

4.2 Zakladni charakterizace vzorka

Tabulka 3: Obsah alkoholu, minimalni trvanlivostéslo SarZze pouZitych vzark

Obsah Minimalni “
Vzorek alkoholu : Cislo Sarze
: trvanlivost

[% obj.]
Staropramen ¥y (reference) 4,0 18.06.2013 13:35 315
Staropramen cool lemon 2,0 21.08.201B8 M0023
Staropramen cool grep 2,0 25.08.20138 M0122
Zlatopramen 11° (reference) 4,9 04.2013 L23D1G0149
Zlatopramen citron 2,0 04.2013 L2294203A1922
Zlatopramen pomergra zazvor 2,0 09.2013 L3073203A14583

4.2.1 SloZeni pouZzitych vzorka

Vyrobcem udavané sloZeni bylo opsano z etiketyngdivé slozky jsou sazeny podle klesajici
koncentrace.

4211 Staropramen si#tly (reference)
Voda, je&ny slad, j€men, maltézovy sirup, chmelové produkty, izomeraoy chmelovy extrakt

4212 Staropramen cool lemon

Pivo vygepni s¥tlé 50 % (Voda, jény slad, j¢men, maltézovy sirup, chmelové produkty)
Rekonstituovana ovocna slozka 50 % (voda, citrom@@&a z koncentratu, fruktézovy sirup, konc.
pomeradovy a citronovy extrakt, pomeréova §ava z koncentratu, fjpodni aroma, sladidlo:
steviol-glykosidy (extrakt ze stevie), stabilizdtopektin, karubin, antioxidant: kyselina askorbpva
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4213 Staropramen cool grep

Pivo vygepni s¥tlé 50 % (Voda, jény slad, jemen, maltézovy sirup, chmelové produkty)
Rekonstituovana ovocna slozka 50 % (voda, fruktgzmup, citronova, grapefruitova a pomerava
Sfava z koncentratu, kyselina citronova, regulatogpsekosti: citrat draselny, migan vapenaty,
uhlicitan hdecnaty, @irodni aroma, antioxidant: kyselina askorbovd, idlad steviol-glykosidy,
(extrakt ze stevie), stabilizatory: karubin, pekbarvivo: karminy)

4214 Zlatopramen 11° (reference)
Pitna voda, jéeny slad, upraveny chmel, chmelové produkty

4215 Zlatopramen citron

Pivo (Pitna voda, jmy slad, upraveny chmel, chmelové produkty)

Napojovy koncentrat (pitna voda, fruktdza, citropdoncentrat, pomergonvy koncentréat, regulator
kyselosti kyselina citronova, stabilizatory: aradsguma, glycerylsteroly fdwenych pryskyic,
karubin, girodni aroma, antioxidant: kyselina askorbovdirqani extrakt s vysokym obsahem
tokoferoli, askorbylpalmitét, extrakt z lemongrass

42.1.6 Zlatopramen pomeratia zazvor

Pivo (Pitn& voda, j,y slad, upraveny chmel, chmelové produkty)

Napojovy koncentrat (pitnd voda, frukt6za, pomeéoany koncentrat, pomerdavy extrakt, zazvorovy
koncentrat, citronovy koncentrét, regulator kystldsyselina citronova, citrat sodny, stabilizatory
arabska& guma, karubiniippdni aroma, antioxidant: kyselina askorbova, ivarnbeta-karoten)

4.3 Priprava roztoki a vzorku na méreni

Roztok spinového laga PBN byl gipraven rozpughim 150 mg krystalického PBN v 2 ml 96 %
etanolu (v/v). Vzorek 20 mlifslusného piva byl nejprve probublavan dusikem gloudedné minuty,
aby se ze vzorku odstranil rozpir$f CO,. Nasleds byl ke vzorku pidan roztok PBN
a po dikladném promichani byl takto ziskany roztok vioz#m termostatu vytemperovaného na
teplotu 60+1 °C. R této teplo¥ byl vzorek udrZzovan po dobu 120 minut, a v 10 rromych
intervalech byl ze vzorku odebran 1 ml roztokurktieyl poté pomoci injadni stikacky umistn do
specialni kemenné kyvety uZjzobené na #iteni v polopiitocném rezimu, ktera byla po celou dobu
meéreni fixovana v dutitt EPR spektrometru. Okam&ipo umiséni vzorku do kyvety zslo mereni
EPR spektra podle parametrivedenych nize.

VSechny roztoky byly fipravovany jakcterstve, bezprostdre pied prvnim ndienim gislusného
vzorku. Z divoda reprodukovatelnosti #ieni, byly z kazdého vzorku piva stejnou procedurou
realizovana d¥ opakované ®teni, zpravidla bezpragdreé po sol§ ve stejny den. Vifjpadt rozdik
v integralni intenzit EPR spektra mezi dma neéfenimi gesahujicimu 5 % bylo Z{slusné vzorky
vykonané je&t dalSi kontrolni réteni.

4.4 Pouzité pristroje

EPR spektra byla zaznamenana na EPR spektrometranefirmy Bruker sifisluSenstvim v EPR
laboratdi Vyzkumného Ustavu potravitekého v Bratislay. Cast porovnavacich &eni byla
nezavisle na v praci prezentovanych pokusech mairm na EPR spektrometru Magnettech
v laboratdi Fakulty chemické VUT Brno, kde jsme zardvezstili moznosti néteni pomoci ploché
kiemenné kyvety.

Méieni na EPR spektrometru e-scan bylo realizovanoopoploché kemenné kyvety s vriitim
objemem 350Qul, uzpisobené tak, aby v ni bylo mozné realizovateni v polopétocném rezimu
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(novy vzorek byl nastknut do kyvety pomoci injeki stikacky v objemu, ktery zawuje dokonalé
proplachnuti réfici soustavy novym vzorkem). dveni bylo realizovano €mito typickymi
parametry, které se po celou sértitemi nengnily:

» Stred magnetického pole — central field — CF= 349,5 mT

« Sitka spektralniho okna — Sweep width — SW= 8 mT

« Zesileni/citlivost — Receiver Gain — G= 3,99%10

* Modulani amplituda — Modulation — 0,294 mT

» Vykon/zeslabeni mikrovinného zdroje — MW attenuatiitenuation = 6mw/10dB

» Délka 1 scanu — Sweep time =5,24 s

» Paiet scad/spektrum — Number of scans, NS=40

+ Cas n#feni jednoho spektr@4 min

« Casovy rozdil mezi spektriy10 min

* Pcet spekter/vzorkil 12

4.5 Zpracovani namérenych EPR spekter

Zpracovani celé série nafenych spekter pro vSechny analyzované vzorky bgddizovano vzdy
stejnym postupem, aby byla za}i§& objektivita ziskanych Udaj

Namgiené spektra byly zaznamenany pomoci programu Winiaitegpn (Bruker) a nasledn
zpracovany programem WInEPR (Bruker) ktery uthgé realizovat vyhlazeni, korekci zékladidiry
jako i integraci namtenych spekter dle zvolenych parametiSimulace nawfenych spekter
spinovych adukt byla uskuténéna pomoci programu WinSimFonia (Bruker). Grafickgazovani
bylo realizovano v programu MicroCalc Origin.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

V dusledku termicky urychleného starnuti dochazi kygmsé oxidaci vzorku piva a vadledku
toho vreaknim systému probihajitizné konkuretni reakce, zejména mezi radikély vzniklymi
v dusledku termooxidace a antioxidant§rpzerg ptitomnymi v piw a/nebo jeho nealkoholické slozce
(u piv typu Radler) a row mezi radikdly a spinovym lapem PBN pitomnym v systému.
Vylouéeny nejsou anitizné terminaéni reakce mezi jednotlivymi typy radikalkteré Ehem termicky
urychleného starnuti vzorku vznikaji.

N Experiment

e

Simulace

2mT

Obrazek 1 Experimentald nanviené EPR spektrum PBN-spinového aduktu a jeho siewla
Experimentalni spektrum bylo Zfano za podminek popsanych v experimeni&sti. Parametry
simulace: a(N)=1.44 mT, a(H)=0.268 mT, g=2.0054.

Zajimalo nés, jaky typ radikélovych slk@mnin se v systému t¥io Analyza nanteného typického
EPR spektra pomoci simdldho programu WinSimFonia (obr. 1) ukazala, Ze diodojako
u predchozich pozorovani, popsanych v pracich.napezové et al., nebo Staska et al. [1,2], i u piv
typu Radler vspektru dominuji adukty odpovidajitiorbé uhlikem-centrovanych radikal
s hodnotami &picich konstant a(N)=1.44 mT, a(H)=0.268 mT, g=340o0Z je v dobré shed
s hodnotami uvedenymi v publikovanych pracich & ta@dnotami uvedenymi v databazi spinovych
lapatu. [1,2,29]
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Reference

Citron

Pomerag + zazvor

|
| | | ' |
60 80 100 120

Cas namahani, min

Obrazek 2Zavislost intenzity EPR spekter ¢mse termického namahani peplot 60 °C pro vzorky
od pivovaru Zlatopramen. Spektra byla®ena za podminek popsanych v experimentalsti.
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Reference

Citron

Grep

L | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 |
L) L) I L) I L) I L) I
20 40 60 80 100 120
Cas namahani, min

Obrazek 3zavislost intenzity EPR spekter ¢&se termického namahanti peplote 60 °C pro vzorky
od pivovaru Staropramen. Spektra byl&ena za podminek popsanych v experimentalsti.
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Na obr. 2 a obr. 3 jsou znazeény typické zavislosti intenzity EPR spekter spincivyadukd
nantiené v danych experimentélnich podminkach pro jéiddovzorky piva typu Radler, nebo
komegkn¢ dostupného klasického piva typu lezak, ktery lmd7it jako refereini vzorek.

Z porovnani spekter jeigimy aiekavany trend postupného @stu intenzity EPR spekter
v zavislosti odkasu trvani termického namahaitispusné vzorky piva, jakoidledek naistu tvorby
radikalovych slotenin, resp. tomu odpovidajiciho fistu koncentrace spinovych adikt

Na prvni pohled jeiejméa vysSi koncentrace spinovych aduktobou referegnich vzorkach, ve
srovnani s jim fislusnym vzorikm piva typu Radler. Domnivame se, Ze tato skudset souvisi
s vlivem nealkoholické slozky, fidané do piva $ vyrob¢ piva Radler. Antioxidanty itomneé
v nealkoholické sloZce piva typu Radler snizujikogbu koncentraci radikélvznikajicich Bhem
termicky urychleného starnuti tim, Ze jéegnost® terminuji a tim znemadiiji tvorbu spinovych
adukti s PBN.

Za &elem zjiS¢éni odolnosti piva &¢i termickému naméhani byla z n&fnych ¢asovych
zavislosti intenzity EPR spekter ¢ena délka indukni periody. Tento parametr byl den
z integrovaného EPR spektra, resp. spektésdpem, ktery je nazo¥nzobrazen na obr. 4. Jak je
uvedeno v experimental@asti prace, u kazdého vzorku piva byl@teni opakovano minimatn
dvakrat, picemz nasledh pro kazdou sérii EPR spekter bylacema délka induwni periody
a piimeérna délka induéni periody pro fislusny vzorek piva. Hodnoty indékich period, jejich
pramérné hodnoty a s#émodatné odchylky jsou uvedeny v Tab. 4.

Tabulka 4: Casy indukni periody u jednotlivych vzaik prizmérné hodnoty a semodatné odchylky

(n=2)

ootk Vzorek tmin | i | e S ke
Seet Staropramen sty 48,1 46,6 47,4 1,1
Sem Staropramen cool lemon 50,9 46,9 48,9 2,8
Sy Staropramen cool grep 27,8 30,4 29,1 1.8
Zret Zlatopramen 11° 46,1 45,7 45,9 0,3
Zy, Zlatopramen pomeré&ra zazvor 42 36,6 39,3 3,8
Zcit Zlatopramen citron 24,5 22,7 23,6 1,3

Jak je uvedeno vipdchozichcastech pracegasy induknich period wuji ¢as termického
namahani, kdy doSlo kprudkému Wstu koncentrace volnych radikdl z  divodu
naruseni/spéebovani vnini antioxid&ni rovnovahy. Tento parametr je mozné vyhoepuzit jako
charakteristiku trvanlivosti/stability nebo i kviglipiva. [1,3]

Z hodnot pimérné délky induknich period uvedenych v Tab. 4 vyplyva, Ze u viiall pivovaru
Staropramen #h nejvysSi stabilitu vzorek piva Staropramen cavhbdn, porovnatelnou se stabilitou
referertniho vzorku a vzorek Staropramen grep vykazovalia&j pamérnou stabilitu. U vzork od
pivovaru Zlatopramen nejvysSi stabilitu vykazovefererini vzorek, nesledovan pivem Zlatopramen
pomerak a zazvor a pivem Zlatopramen Citron, jehoZ délidukéni periody je fiblizné jen 50%
ve srovnani s referénim vzorkem.

Ziskané vysledky nazwtaji, Ze michani hotovych nagioj- Wetrg piva — s jinymi slozkami nebo
aditivy miZze mit ¢astokrat negativni vliv na vyslednou trvanlivoskttavznikiého produktu, bez
ohledu na to, Ze se wisledku smichani piva a nealkoholické slozky zvyan&oxid&ni potencial
(prokézan nizsi tvorbou radikdlovych stemin u piv typu Radler ve srovnani s odpovidajicim
referegnim vzorkem). Obdobny vysledek byl také pozorovaxperimeni, kde se do hotového piva
pridavaly antioxidanty na bazi kyseliny askorbovéyméokoferolu. [1,3]
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18 1 Zlatopramen reference
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Cas termického namahani, min
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Obrazek 4Zavislost integralni EPR intenzity na dotepelného namahani vzarlpiva pi teplot

60 °C ilustrujici pribeh tvorby spinovych adukta zpisob ugeni délky indutni periody, tj.casu

vycerpani vnitni antioxidani kapacity vzorku piva vuadledku oxidénich proces doprovazejicich
jeho termicky urychlené starnuti
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Obdobny jev byl také potvrzen v jinych experimehtdePR pracovist Vyzkumného astavu
potravindského v Bratisla®, kdy se pivo michalo viznych pordrech s extrakty Evych rostlin
v etanolu. | v tomto fipack, bud'to se neprokazal Zadny vlitigavku extraktu na vyslednou stabilitu
piva, nebo bylo pozorovano mirné zhorseni stabiljtsledného napoje. [30]

U absolutniho porovnani délky indtriich period je vSak pf#ba vzit v Gvahu minimétnparametr
¢as od vyroby do okamzikudfeni, respcas Aistatkové trvanlivosti fislusného vzorku piva, ktery lze
vyjadiit jako ¢asovy rozdil meztasem (dnem) titeni a datem nejpodi spoteby vzorku uvedené
na obalu vyrobcemCasténé je mozné takovou korelaci #dt i v naSem fipads, vezmeme-li
v Uvahu (daje deklarované vyrobci, uvedené v Tab.Z3akového porovnani ale &pvre
jednozné&n¢ vychézi, ze fidavek nealkoholické slozky ma vyznamny vliv nabgis michaného
napoje typu Radler. Vezmeme-li v Gvahu porovnatedlaéum minimalni trvanlivosti u referemi
vzorky Zlatopramen a Radler Zlatopramen pomé&rarézvor, a jejich imérné hodnoty indunich
period které se po zohlegh sneérodatné odchylky liSi jen minim&nv prosgch referemni vzorky,

a naopak, oba vzorky Radler Staropramen, kterévidwmy porovnatelné istatkové trvanlivosti
vykazuji naprosto odliSné hodnoty in@uk periody, je efektipdavku nealkoholické slozky nesporny.

Z uvedenych vysledkje Zejmé, Ze jakykoliv technologicky zasah do slozeipaje, i kdyZ se tim
zlep3uji rkkteré, pro konzumentailbzité parametry, napchu’, viiné nebo barva, se nemusi pozitivn
projevit na technologicky vyznamném parametru, jakg celkova stabilita nebo trvanlivost takto
upraveného vyrobku.

32



6 ZAV ER

V teoretickécasti prace jsou shrnuty zékladni parametry pivdchamych napdjna bazi piva typu
Radler, jakoZ i postupy hodnoceni jeho kvality,ma&pa z pohledu trvanlivosti nebo stability. Na
zaklad provedenych EPR experiménbyly porovnany stability u jednotlivych refererich vzorki
piv a vzorki michanych napéjna bazi piva typu Radler. Ze zjgfch hodnot indudnich period jako
i celkového chovéani vzotkv podminkach termicky urychlené oxidace lze kawasiat nasledujici:

a) Koncentrace volnych radikalu michanych napbjna bazi piva byla v fibéhu mefeni nizsi
nez u referetnich vzorki klasickych piv stejnych producent

b) Vliv ptidavku nealkoholické slozky do piva&hem vyroby piva Radler je nejednozng,
a zpravidla se projevi zkracenim stability taktipraveného napoje

c) Stabilita piv typu Radler je zavisla také od drymwZzité nealkoholické sloZzky

Ucelena studie stability piv typu Radler si vyZadpjovést dalSi experimenty, ve kterych se bude
periodicky sledovat z#ma stability piva Radlerdmnem jeho skladovani za vyrobcem definovanych
podminek od okamziku jeho vyroby aZ do sk@&mi jeho doby trvanlivosti. Také je vhodné zmapovat
SirSi sortiment michanych nafop nizkym obsahem alkoholu typu Radler, dostupnyeském,
pop‘ipact i slovenském nebo jiném zahramim trhu. Uvedené aspekty vS8ak nemohli byt s olmede
na omezenycasovy prostor a rozsahiguloZzené prace zohlethy uz kEhem experimetit
prezentovanych v této praci a budaegnetem dalSiho zkoumani pracowiBakulty chemické VUT
Brno a EPR pracovi§tvyzkumného Ustavu potravifgkého v Bratisla¥.
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PBN
DPPH
uUSJ
UV-VIS
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOL U

Elektronova paramagneticka rezonance
a-phenyl-N-t-butyl-nitron spinovy laga
1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazgpinovy lap&
Ukazatel sladovnické jakosti

Ultrafialova a viditelna oblast (spektroskep
Infracervend oblast (spektroskopie)



