UNIVERZITA KARLOVA

Pfirodovédecka fakulta

Studijni program: Klinické a toxikologické analyza

Bc. Tereza Zlochova

STUDIUM SENZORICKY AKTIVNICH LATEK CHMELE
VE STUDENE CHMELENYCH PIVECH

Study of sensory-active compounds of hops in dry-hopped beers

Diplomova prace

Vedouci diplomové prace: RNDr. Jana Sobotnikova, Ph.D
Konzultant diplomové prace: RNDR. Mgr. Jana OlSovska, PhD.

Praha 2020



Bc. Tereza Zlochova: Studium senzoricky aktivnich latek chmele ve studené
chmelenych pivech

Prohlaseni:

Prohlasuji, Ze jsem tuto z&vérecnou praci zpracovala samostatné a uvedla vSechny
pouzit¢ informacni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatna cast nebyla
predloZena k ziskani jiného nebo stejného akademického titulu.

Jsem si védoma toho, Ze piipadné vyuziti vysledki, ziskanych v této préci,

mimo Univerzitu Karlovu je mozné pouze po pisemném souhlasu této univerzity.

V Praze, 14.8.2020 Podpis:




Bc. Tereza Zlochova: Studium senzoricky aktivnich latek chmele ve studené
chmelenych pivech

Podékovani

Na tomto misté bych rada podékovala svym konzultantim z VUPS, v prvni fadé RNDr.
Mgr. Jané OlSovské, Ph.D. za cenné pfipominky a usmérnovani mé prace. Ing. Karlu
Stérbovi, Ph.D. a Mgr. Tomagovi Vrzalovi, PhD. za jejich trp&livost béhem spoluprace
a ochotu pfi konzultacich. Ing. Lence Strakové za osvétleni daného tématu. Dale patii
velky dik mé vedouci RNDr. Jan€ Sobotnikové, Ph.D. za jeji profesionalni piistup
béhem spoluprace a cenné rady. V posledni fadé bych rada podékovala rodin¢ a
jmenovit¢ LukaSovi Buchalovi za obrovskou podporu nejen po dobu prace
na diplomovém projektu, ale také v prib¢chu studia.



Bc. Tereza Zlochova: Studium senzoricky aktivnich latek chmele ve studené
chmelenych pivech

Studium senzoricky aktivnich latek chmele ve studené
chmelenych pivech

ABSTRAKT

Studené chmeleni piva je v soucasnosti na trhu velmi oblibend technika upravy piva, jez
ma sva pozitiva, ale 1 uskali. Hlavni i¢el studeného chmeleni je dostat chmelové aroma
v co nejméné pozmeénéném stavu do vysledného produktu. Za chmelové aroma jsou
zodpovédné hlavné chmelové silice, kterym je vénovana zna¢na Cast této prace. V prvni
fad¢ je vSak provedena validace izola¢nich metod silic z chmelového materialu a piva.
Dale je studovan pienos téchto tekavych latek z chmele do piva v pribéhu studené¢ho
chmeleni a diskutovan s dopady pfenosu na chut a aroma vysledného produktu.
Nasledné jsou v praci sledovany zmény profilu téchto senzoricky aktivnich latek
v souvislosti se starnutim studené¢ chmeleného piva a korelovany s vysledky senzorické
analyzy. V zavéru se autor vénuje senzorickému zhodnoceni téchto piv.

Studium silic v této praci je realizovano na vybéru piv z Volby Sladkd, a to zejména
diky Vyzkumnému ustavu pivovarskému a sladafskému, ve spolupraci se sladkovou
Plzenského prazdroje Lenkou Strakovou.

Kli¢ova slova: chmel, chmelové silice, studené chmeleni, pivo, starnuti piva,
senzorické hodnoceni piva

Study of sensory-active compounds of hops in dry-hopped beers

ABSTRACT

Nowadays, dry-hopping is a widely used method of beer making, with its pros and cons.
The main purpose of dry-hopping is to derive specific hop aroma to beer in its very
unchanged form. The essential part of this work consists of a study of hop essential oils,
as the main providers of desired hop aroma. Firstly, the validation of methods
for isolating essential oils from hop material and beer is carried out. Secondly, the
transfer of these volatiles in process of dry-hopping is studied and the impact on beer
aroma profile is discussed. Subsequently, changes of essential oils profile during
beer-aging are observed and evaluated with a valuable tool, the sensory analysis.

This study was realized on beer samples from Brewers® Choice program, thanks to the
Research Institute of Brewing and Malting and Lenka Strakova, the Pilsner Urquell
brewer.

Key words: hop, hop oils, dry-hopping, beer, beer-aging, beer sensory analysis
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1 UVOD

Studen¢ chmelend piva se zkonzumentského hlediska stala velmi oblibenym a
vyhleddvanym zbozim takika po celém svété. Mozna proto se tato jiz nékolik set let
stara  technika  vyroby  vsouCasnosti  stavd  jiz  konvenénim  krokem
v béZném pivovarnickém procesu a mnoho pozornosti je vénovdno k zefektivnéni

tohoto postupu.

Utelem studeného chmeleni je importovat chmelové aroma do piva v co
nejméné¢ pozmeénéném stavu. Za majoritni poskytovatele tohoto aroma byvaji
oznacovany chmelové silice, senzoricky aktivni latky, které se vSak kvili své t€kavé
povaze béhem chmelovaru z piva z velké ¢asti vytraci.[1] Princip studeného chmeleni je
proto zaloZzen na nizkych teplotaich a vybranych specialnich odriidach chmele
se specifickym aroma oznacovanych jako ,.flavour hops®.[2] Tyto odriidy jsou bohaté
na aromatické latky, které jsou schopny se v procesu studené¢ho chmeleni v rizné mife
dostat do piva a poskytnout tak hotovému produktu Zadané chmelové aroma. Mezi
nejpouzivanéjsi odriidy patii napt. americké chmely Amarillo, Cascade, Citra, némecké

Polaris ¢i Mandarina Bavaria, velmi oblibena je i ¢eska odriida Kazbek.[2, 3]

Nez ale bude vénovana pozornost problematice studeného chmeleni a pienosu
konkrétnich senzoricky aktivnich latek z chmele do piva, prvnim cilem této prace je
provedeni retrospektivni validace metod extrakce silic z chmele a piva, jez je obsahem
Kapitoly 4.1. Izolace silic zchmelového materidlu probihala za pouziti techniky
fluidniho ethanolového loze (FBE), kterd je, na rozdil od hojné vyuzivané destilace
vodni parou (SD), vyhodnd svou €asovou nenarocnosti, niz§imi opera¢nimi teplotami
zabranujicimi termickym degradacim stanovovanych analyti a nizkou spotiebou

chmelového materialu.[4—6]

-11 -
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Silice z piva byly izolovany za pouziti klasické techniky destilace vodni parou,
ktera sice nedosahuje takové uspory Casu, vzorku a pomocnych chemikalii jako napf.
headspace mikroextrakce na pevné fazi (HS-SPME), extrakty jsou vSak z hlediska
sledovanych analytii srovnatelné, SD ma navic vyssi kapacitu, je mechanicky

robustnéjsi a financn¢ mén¢ nakladna.[4, 7]

Analyza extraktii, ziskanych aplikaci obou metod, byla provedena za pouziti
plynové chromatografie s hmotnostni detekci (GC-MS) a sledovéno bylo celkem 33

analyti frakce silic.

Druhym cilem této prace je studium pfenosu chmelovych silic z chmelového materialu
do piva procesem studeného chmeleni. K tomuto pozorovani poslouzila dvé za studena
chmelena piva z Volby Sladkd, Pivo A a Pivo B, u kterych byl nésledné diskutovan vliv
prenosu konkrétnich aromatickych komponent chmele na jejich senzoricky profil.
Efektivita studeného chmeleni pouzitymi chmely byla pro skupinu chemicky
podobnych silic vyjaddiena jako uc¢innost (Upy), pro jednotlivé analyty jako mira
ptenosu (Ppy) v ramci studeného chmeleni. Tyto udaje poslouzily ke srovnani nejen
napfi¢ obéma odliSnymi pivy, ale také se studiemi Opstaelea a kol.[8], Forstera a Gahra
[9], Hausera a kol.[10] a De Clippeleerové a kol.[11], vyznamnymi jmény ve svém

oboru.

Vyse zminéné studie nebyly aplikovany pouze k predikci chovani latek béhem
studen¢ho chmeleni, ale také ke splnéni tretiho cile této prace — studiu zmén v obsahu
stanovovanych aromatickych latek v prabéhu Sestimési¢niho starnuti studené
chmelenych Piv A a B. Tyto zmény byly déle korelovany s vysledky senzorickych

analyz.

Praci uzavird splnéni ¢tvrtého cile, kde je senzorické zhodnoceni analyzovanych piv
dano do kontrastu se specifikacemi piv od vyrobce.

-12 -
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Chmel jakozto rostlinny material

Spole¢né s vodou, obilnym sladem a kvasinkami jde o zakladni surovinu pro vyrobu
piva.[12] Botanicky je fe¢ o chmelu otaCivém (Humulus lupulus), vytrvalé popinavé
rostliné z Celedi konopovitych (Cannabinaceae). Pivovarskou hodnotu chmele nese
pouze samiéi kvétenstvi, a to diky lupulinu uvnitt lupulinovych Zzldz chmelovych
hlavek. [2, 13] Tento jemny zluty prasek je — v zavislosti na mnoha faktorech — bohatou
smési sekundarnich metabolitd organickych latek, mezi néz patii pryskyftice, silice a
polyfenoly, technologicky velmi vyznamné slouceniny.[2, 13, 14]

Udava se hned né¢kolik diivodu, pro¢ je chmel vyhodné do piva piidavat - v prvni
fad¢ jde o hotkost a aroma, které pivu piidavek poskytuje. Dale ma za nasledek
vysrazeni urCitych dusikatych latek z mladiny, slouzi jako filtra¢ni ¢inidlo pro jeji
projasnéni a sterilizaci. V neposledni fadé¢ propljc¢uje chmel pivu antibakterialni
vlastnosti. Dal§imi dvéma ptinosnymi vlastnostmi objevenymi pozdéji jsou stabilizace a
celkové zlepSeni pivni pény a napomahani jeji tvorbé.[2, 15]

2.1.1 Chmelové odrudy

Chmelové odridy se podle zastoupeni pfitomnych slozek déli na hotké a
aromatické.[2, 12] U skupiny chmeli hotkych se zavedlo dal$i rozdéleni
chmelovych odriid podle obsahu a-kyselin, hlavnich pfispévateld na hotkosti piva,
na tzv. ,bittering-hops®, ,high-alpha® a ,super-high-alpha* odridy. V dobé
sklizné€ se podil a-kyselin v hotkych odriidach pohybuje mezi 10 — 20 %, zatimco
v aromatickych okolo 2 — 10 %. NejvyuzivanéjSimi hotkymi odridami na trhu
jsou Hallertauer Magnum. H. Taurus, Herkules, Galena, Nugget, Millenium a
CTZ (smés Columbus, Tomahawk, Zeus). Z aromatickych jde ptfedevSim
o Hallertauer Perle, H. Tradition, H. Mittelfriih, Spalter select, Hersbruck
Hersbrucker, Tettnang Tettnanger, Saaz, Cascade.[2]

Existuje dalsi relativné nové vymezeni odriid chmele, oznaCované jako
»flavour hops®“. Toto oznaceni vzniklo plivodné pro pojmenovani n€kolika odrid
z USA a v ptekladu jde o specidlni odriidy chmele se specifickym aroma, zejména
vhodné pro studené chmeleni.[2]

- 13-
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Chmele se specifickym aroma jsou odridy dodéavajici pivu vyrazné aroma
a velmi charakteristické prichuté. Chutovy profil téchto odriid je tropicky a
ovocny.[2] Narozdil od hotkych a aromatickych odrid, tyto specifické odrudy
maji zpravidla velmi Siroké zastoupeni a-kyselin, a na tento parametr u nich proto
nebyva dbano.[2, 12] Vzhledem ke slozitosti a komplexnimu sloZeni specifickych
aromatickych odrid dosud nevznikla zadna jejich védecka definice, nicméné bylo
navrzeno, Zze mohou byt interpretovany jako jak hotké, tak aromatické. Naopak
odrtdy, které byly tradi¢né klasifikované mezi vySe zminéné dvé skupiny, mohou
nyni spadat 1 pod tuto skupinu.|[2]
Konkrétnimi zastupci téchto specialnich odrtid jsou dle pivodu napf-.:
- némecké Polaris, Hallertauer Blanc, Mandarina Bavaria, Hiill Melon
- americké Cascade, Simcoe, Centennial, Citra
- australské Summer, Topaz, Vic Secret.[2]
Prvni chmelovou odriidou se specifickym aroma vypéstovanou v CR je
Kazbek s hodnotami a-kyselin v rozmezi 5,0 — 8,0 %, beta-kyselin 4,0 — 6,0 % a
1,0 — 1,5 g silic ve 100g chmele.[3]

2.1.2 Analytické slozky chmele

Jako prvni popsal slozeni vzduchem susenych chmelovych Sistic Howard (Tab.

N.[2]

Tab. 1 — Primérné chemické sloZeni suSenych
chmelovych Sistic
Udaje ze zdroje [2, 16]

Sloika Hmotnost(lr)z) ;astoupenl
Celuldza atd. 43
Celkové pryskyfice 15-30
Vosky a steroidy 0,01 - 25
Proteiny 15
Voda (vlhkost) 10
Popilek 8
Taniny (polyfenoly) 4
Esencidlni oleje (silice) 0,5-3
Monosacharidy 2
Pektiny 2
Aminokyseliny 0,1
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Celkové pryskyrice

Celkové pryskyftice jsou tvoieny pryskyficemi tvrdymi a mékkymi (Obr. 1). Je to
ta ¢ast etherového extraktu rozpustna v metanolu a diethyletheru.[2, 16, 17]
V suSenych chmelovych Sisticich je zastoupena ve Skale 15 — 30 % hm.
v zavislosti na odridé¢, podminkach riistu a dobé sklizné.[2]

[ Hop Cone ’

ether + methanol |soluble

Total Resins
(15-30%)

soluble hexane insoluble

( Total Soft Resin ] [ Total Hard Resin ]

(10— 15/) (3-5%)
a-Acids B-Fraction
(5-13%) (5-15%)
4 Humulone h B-Acids
Cohumulone {3-8%)

Adhumulone

Analogues

v v H,0 Vsoluble v

B-Hard Resins JL &-Hard Resins

| |

Xanthohumol Hulupinic
(0.3-1.5%) Acid

~

g-Hard Resins ] Uncharacterized

a-Hard Resins
Hard Resins.

Uncharacterized
Soft Resin
(2-7%)

Ve
Lupulone a-Soft Resins B- SOftResms
Colupulone

Adlupulone
o Analogues

Obr. 1 — Klasifikace chmelovych pryskyric
Pfevzato z [2]

2.1.2.1 Mékké pryskyrice

Slouceniny této skupiny jsou rozpustné v hexanu a zastupuji je hotké alfa-
a beta-kyseliny, které¢ doposud nebyly nalezeny v zadné jiné rostling.[ 14,
16] Dale do této skupiny spadaji necharakterizované mékké pryskyfice,
které doposud nebyly identifikovany zadnou konkrétni slouceninou.[2,
16]

a-kyseliny jsou ztéto frakce snadno oddélitelné vytvorenim
nerozpustné olovnaté soli. Do Sedesatych let dvacéatého stoleti se véfilo,
ze se frakce o-kyselin sklddd pouze z jediné slouceniny znamé jako
humulon, pozdé&ji se vSak ukézalo, ze jde o analogickou fadu (Obr. 2 —
Vybrani zéstupci uhlikaté frakce silic). [2] Tyto slouéeniny jsou

vV

Po pfidavku chmele do dila na varné dochazi z velké casti k _]e_]lCh
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extrakci a tepelné preméné na ve vodé rozpustnéjsi a hlavné vice hoikeé
iso- a-kyseliny.[2]

Iso-a-kyseliny
Iso-a.kyseliny, neboli isohumulony, jsou hlavnimi poskytovateli
hotkosti pivu.[12] I pfesto, ze se na hoikosti podili i dalsi slozky
chmele, mezi néz patii napf. polyfenoly ¢i oxida¢ni produkty -
kyselin zvané hulupony[2], Meilgaard udava, Zze za hotkost
vysledného produktu zodpovidaji az z85% pravée [AA. [18]
Mezi dal$i ptinosy patii pozitivni vliv na celkovy chutovy vjem piva,
na tvorbu a stabilitu pivni pény a vykazuji také bakteriostatické
vlastnosti. Snadno podléhaji degradaci na svétle, proto je dbano na
zpuisoby uchovavani piva, prestoze je jejich obsah stabilizovan.
Béhem kvaSeni se totiz asi tfetina mnozstvi IAA z mladiny vysrazi, i
tak se ale jejich hodnoty v hotovém pivu pohybuji mezi 10 — 100 mg/1
s prahovou hranici vnimani hotkosti 6 mg/l ve vod¢.[12—14]
Nejpouzivangjsi technikou ke stanoveni IAA v pivu je HPLC
s UV-Vis ¢i MS detekci, vysledek je pak obvykle udavan v jednotkach
IBU, pticemz 1 IBU = 1 mg(IAA)/l piva (ppm).[12, 17]

B-frakce je smés P-kyselin a necharakterizovanych mékkych
pryskyfic. B-kyseliny (lupulony) jsou v porovnani s a-kyselinami nejen
méné kyselé a vice nachylné k oxidativni degradaci [14, 16], ale 1 méné
sledovanym parametrem z divodu jejich $patné rozpustnosti ve vod¢ a
nizkého stupné extrakce do piva; bcéhem vafeni totiz nepodléhaji
isomeraci.[2] Jako prvni B-kyselina byl roku 1863 objeven lupulon, jeho
dal$i analogy — stejné tak jako v pfipadé humulonu — byly vSak ve chmelu
dokédzany az v 60. letech 20. stoleti.[2] B-kyselinam byly prokazany
antimikrobialni vlastnosti (napf. proti H. pylori).[19]

2.1.2.2 Tvrdé pryskyrice

Tvrdé pryskyfice je Cast celkovych pryskyfic nerozpustna v hexanu,
vyjadfovand jako rozdil celkovych a mékkych pryskyfic.[2, 16, 17]
Udava se existence dvou typtl tvrdych pryskyfic ve chmelu — ty pfirozené
se vyskytujici a ty, které vznikly oxidaci mékkych pryskyfic béhem
suSeni ¢i skladovani chmele, nicméné doposud nebylo vymezeno zadné
veédecké rozlozeni téchto skupin.[2]

Nejvice zastoupena ¢ast tvrdych pryskyfic je jejich B-frakce v Cele
s xanthohumolem, ktery vykazuje pifiznivy vliv na zdravi, nicméné¢ ma
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tato frakce jen velmi malou pivovarnickou hodnotu, nebot’ béhem varu
degraduje.[2, 16]

To samé se ale neda tvrdit o delta-frakci, kterd vykazuje dobrou
rozpustnost ve vodé¢, hotkost a bakteriostatické ucinky.[16] Frakce je
majoritné zastoupend nehoikou huluponovou kyselinou, findlnim
produktem oxidace B-kyselin.[2] Zpravidla se do delta-frakce zarazuji 1
autooxidacni intermediaty B-kyselin hulupony, nicméné kategorizovat je
neni snadné, nebot’ jsou rozpustné ve vSech organickych kyselinach, coz
by je fadilo do mékkych pryskytic. Hulupony se také vyskytuji jako smés
analogli, a to v koncentraci mezi 0,5 — 3 % suSenych $istic. Vykazuji
vys$si horkost, avSak piinos na hotkosti piva je okolo 5 %, nebot’ jich
velka cast zlistane ve vyextrahovném chmelu.[2]

Eta-frakci byly pfisouzeny antimikrobidlni uUc¢inky a dokézana
hotkost az Sestkrat vyssi nez delta-frakce.[2]

2.1.2.3 Polyfenoly

Polyfenoly jsou latky flavonoidové struktury [13] a lze je v pivu nalézt
v koncentracich 100 — 180 mg/l.[14] Zastoupenim pochdzeji ze dvou
tietin ze sladu, z jedné tietiny jsou chmelového ptivodu.[12] Chmelové
polyfenoly zajistuji jak hotkost, tak trpkost piva, v zavislosti na stupni
polymerizace.[2] Nepodili se ale pouze na ptispévku hotkosti a aroma, ale
také je jim pfisuzovan podil na plnosti piva, jsou pfirodnimi antioxidanty,
nebiologického zakalu piva, ktery omezuje skladovatelnost lahvovych
piv.[16, 17, 19]

2.1.3 Chmelové silice

Chmelové silice jsou podle definice t€kava ¢ast chmelovych hlavek [2], kterd se
béhem varu mladiny bud’ Gplné€ vytraci, nebo se pfeméni na derivaty poskytujici
pivu typické chmelové aroma.[14, 16] Testovanim chuti Howard a Stevens zjistili,
ze koncentrace silic jiz 1 ppm je chuti detekovatelnd ve vodé, ale v nechmeleném
pivu zhof¢eném isohumulony je detekcni limit pfiblizné az 3 ppm.[16]

Celkové zastoupent silic v ususeném chmelu se pohybuje mezi 0,5 — 3,0 %
hm. [2] v z&vislosti na odrid¢, podminkach ristu, zralosti v ¢ase sbéru, zptisobu
zachéazeni a uchovavani.[2, 18]. Uvadi se, ze ve frakei silic 1ze nalézt az ptes 400
sloucenin, z nichZ 70 % zastupuji terpenické uhlovodiky.[2, 12]

Jako prvni provedl systematickou studii Chapman, ktery mezi lety 1895 —
1929 popsal mimo jiné piitomnost myrcenu, humulenu, karyofylenu, linaloolu,
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geraniolu.[2, 16] Dalsi dilezita studie byla provedena Sormem a spol., ktefi
analyzovali silice zateckého chmele, kde se jim podafilo izolovat farnesen a
2-undekanon.[16] Nasledovano dalSimi objevy, vzniklo roku 1980 konvenéni
rozdéleni silic do tii chemickych skupin dle separace na silikagelu: uhlovodiky,
kyslikaté slouceniny a slouceniny obsahujici siru.[2, 17]

2.1.3.1 Uhlovodiky

Nepolarni frakce silic ziskand kvantitativni eluci ze silikagelu pomoci
petroleje.[16] Tato skupina je dale klasifikovdna do 3 podskupin —
alifatické uhlovodiky, monoterpeny a seskviterpeny. Jde o velice t€kavou
skupinu latek néachylnych k oxidaci a polymeraci. Jejich rozpustnost
ve vod¢, mlading i pivu je nejen velmi nizkd, ale navic se jich zna¢na ¢ést
béhem varu odpafi, tudiz se ve findlnim produktu objevuji pouze
ve stopovych mnozstvich.[2] Terpenické uhlovodiky ale lze do piva
importovat za pouZiti techniky pozdniho a studené¢ho chmeleni.[12]

Mezi bézné se vyskytujici monoterpeny patii myrcen, ocimen a
jeho isomery, alfa-pinen, beta-pinen, limonen, pentan, isopren, oktan
aj.[16] Nize jsou popsani dileziti zastupci této podskupiny.

Mpyrcen
Myrcen je povahou monoterpenicky uhlovodik, jehoZ struktura (Obr. 2,
str. - 20 -) byla objasnéna jiz vroce 1924.[16] Jde o jednu z nejvice
zastoupenych slozek chmelovych silic, jejiz podil se pohybuje od 30
do 60 %. [2, 16] Protoze se béhem dozravani chmele formuje jako jeden
z poslednich, pravdépodobné reflektuje zralost chmelovych Sistic.
Standardné se vSak jako ukazatel pouzivd pomér humulen/karyofylen
z diivodu jeho konstantni hodnoty a ptizna¢nosti pro danou odridu.[17]
Spolu s ostatnimi monoterpeny je zodpovédny za typickou viini
chmele [2, 20], béhem studeného chmeleni se pak podili na kvétinovém,
pfesnéji pak kofenéném ¢i bylinném, charakteru piva [21, 22] a jeho
senzoricky prah je 13 pg/l ve vode.[3] I pies jeho vysoké koncentrace jak
ve chmelu, tak pivu, béhem pivovarnického procesu se ztraci, ve studené
chmelenych pivech je vSak kli€ovym poskytovatelem chmelového
aroma.[22]

Limonen

Limonen je ziejmé prekurzorem pro bicyklické monoterpeny, kterymi
jsou napft. alfa- a beta-pinen a moZzny zptisob jeho vzniku je dehydrataci
alfa-terpineolu. Byva hojné zastoupen pifedevSim v citrusech, nicméné
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jeho  koncentrace vechmelu a pfinos najeho aroma jsou
neopomenutelné.[17] Jak z jeho nazvu vyplyva, pivu poskytuje limetkové
az pomerantové aroma [21] a vykazuje také antibakteridlni,
protizanétlivou [4] a repelentni aktivitu.[5]

Pinen

V pivu jsou v nezanedbatelném mnozstvi zastoupené také alfa- a beta-
pinen, stypickym borovicovym aroma, pfitomné mimo jiné i
v rozmarynu.[21]

Skupina seskviterpenii je mén¢ t¢kava nez monoterpenicka [21]
a v chmelové frakci silic je majoritné zastoupend alfa-humulenem (8 —
33%) a Dbeta-karyofylenem (4 - 22 %), vtésném zavésu
s beta-farnesenem (0 — 19 %).[16] Maji vyssi bod varu nez monoterpeny,
proto eluuji aZ po nich ve své tésné blizkosti. Dochézi ale i1 k ptipadim,
kdy beta-farnesen nemusi byt detekovan, jeho mnozstvi je totiz velmi
zavislé na konkrétni odrtidé.[2]

Seskviterpeny maji velmi nizké detekéni prahy, udava se, ze jiz
koncentrace mezi 0,1 — 1,0 ppm poskytuje pivu piijemné aroma [16],
které je popisované jako chmelové kotenité ¢i uSlechtilé.[8] Na druhou
stranu, velké procento seskviterpeni béhem varu piva evaporuje, avSak
napf. humulen a karyofylen jsou ve chmelu obsaZeny ve formé svych
epoxidi, které maji vétsi Sanci dostat se do hotového piva, zejména pak
postupem studeného chmeleni.[3]

Humulen

Humulen je monocyklickou slouceninou se tfemi dvojnymi vazbami
(Obr. 2, str. - 20 -). Jako prvni je jeho izolace ptipisovana Chapmanovi,
chemicka struktura navrzena skupinou ¢eskych védcti vedenou Sormem,
nicméné  spravnou podobu dostala  struktura humulenu az
potvrzenim NMR technikou pod vedenim Hildebranda, Sutherlanda a
Waterse. Vzhledem ke stereochemii ma humulen vSechny konformace
trans. Je identicky alfa-karyofylenu, proto oznaceni karyofylen vzdy
nalezi beta-izomeru. PB-humulen muize byt formovéan z alfa-humulenu
kontaktem s oxidem hlinitym. Konverze humulenu do karyofylenu byla
také dokazana, avSak za specifickych podminek v ptitomnosti vodného
acetonu.[16] Pivu poskytuje kvétinové aroma s travnatym charakterem,
narozdil od karyofylenu, ktery je charakteristicky svym kofenénym
hiebickovym aroma.[21]
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Beta-farnesen

Kwvili blizkym retenénim ¢astim s karyofylenem pfi analyzach plynovou
chromatografii byl farnesen dlouhou dobu oznacovan za jeho izomer,
avsak v pozdégjsich studiich byla jeho identita zcela objasnéna.[16] Jak jiz
bylo vy$e zminéno, beta-farnesen byl poprvé izolovan Sormem a kol.
z Zatce.[2] Tato silice je typickd pro &eskou odriidu chmele Saaz, kde
muze zaujimat az 30 % vSech silic.[20] Farnesen svym aroma pfipomina
zelend jablka a limetky[21], nicméné mu neni pfikladdan tak velky
pivovarnicky piinos.[20]

56 oo

-
Alfa-pinen* Beta-pinen® Myrcane Limonane
/”L%H’H /Ji_w
- ) S
N A
__,-I i H --j_:l H _.-"‘:\."\_\H-\.\,\_\_ W
o-Humulana B-Caryophyllene p-Famaszeng

Obr. 2 — Vybrani zastupci uhlikaté frakce silic

V horni tadé¢ jsou vyobrazeny monoterpenické uhlovodiky,
ve spodni fad¢ seskviterpenoidy.

*Obrazky struktur alfa- a beta-pinenu byly ptevzaty z [16], ostatni
struktury z [12], upraveno v programu Malovani 6.3.

2.1.3.2 Kyslikaté slouceniny

Kyslikaté slouceniny jsou frakei silic, kterou lze ze silikagelu eluovat
etherem.[16] PfestoZe je jeji podil v celkovych silicich zhruba 30 %, jde
o frakci zastoupenou velkym poctem sloucenin|2], které diky své polarni
povaze maji vyssi Sanci dostat se do hotového piva [17], avSak vétSina
z nich je pfitomna pouze v podprahovych koncentracich.[2] SloZeni této
frakce nezélezi pouze na odrudé, vyrazny vliv maji hlavné poskliznové
upravy a skladovani, kdy pomér kyslikatych latek stoupa.[13]
Komplexnost této frakce byla poprvé dokédzana Howardem, ktery ziskal
jeji chromatogram, a i pfesto, Zze pry bylo eluovdno necelych 50 %
sloucenin, chromatogram byl mnohem komplexnéj$i nez ten s frakci
uhlovodikti.[16]
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V pozdégjsich letech byla provedena dokonalejsi technikou plynové
chromatografie Robertsem fada analyz, které potvrdily pfitomnost 26
kyslikatych slozek, znichz pllka méla vyss$i retencni Casy nez alfa-
humulen.[16] Timto zpGsobem vzniklo rozdéleni kyslikatych silic
na tékavé, s bodem varu niz§im nez humulen, a netékavé, jez maji bod
varu vys§i nez humulen.[2]

Postupné se do praxe zavadély dalsi techniky, jako naptiklad
teplotn¢ programovana plynova chromatografie ¢i klasicka plynova
chromatografie s kapilarni kolonou s hmotnostni spektrometrii, diky nimz
se zvySoval pocet objevenych kyslikatych sloucenin. [16] Jiz v roce 1981
bylo objeveno 60 karbonylovych slouc¢enin, 70 esterd, 50 alkoholl, 25
kyselin a 30 heterocyklickych sloucenin.[17]

Howard a Stevens objevili, ze kyslikatd frakce je u€innéjSim
poskytovatelem chmelového aroma pivu nez uhlikatd frakce na zékladé
testovani, jehoz vysledkem byl senzoricky prédh 1 ppm pro uhlikatou
frakci a 0,1 ppm pro kyslikatou frakci ve vod¢e.[16]

Alkoholy

Alkoholova frakce chmelovych silic mize byt dale délena na terpenové,
seskviterpenové a  alifatické/aromatické alkoholy.[2] Pivovarsky
zodpovidaji za kvétinové aroma piva.[3]

V pivu vSak piivod monoterpenickych alkohold nemusi byt nutné
chmelovy. Bylo dokazano, Ze nékteré monoterpenické alkoholy mohou
byt syntetizovany a modifikovany mezi sebou (Obr. 3, str. - 22 -) a to
zejména pusobenim urcitych kmenl potravinarskych kvasinek a jejich
enzymu.[12, 17, 23] Jako vychozi latky jsou uvaZovany estery a
glykosidicky vazané prekurzory, ze kterych vzniké geraniol a poté dalsi
terpenické alkoholy. Nerol se snadno cyklizuje na alfa-terpineol, stejné
tak jako linalool.[17] To vSak nemusi mit vzdy pozitivni dopad na aroma
— pravé pii modifikaci linaloolu na a-terpineol hrozi nejen zména
charakteru aroma, ale také kvuli jeho vy$Simu senzorickému prahu klesa
intenzita vjemu.[12]

Linalool

Linalool je nejvice zastoupeny terpenovy alkohol, objeveny Chapmanem
jiz na poc¢atku 20. stoleti.[16] Je to hydratac¢ni produkt beta-myrcenu a
také chiralni sloucenina, jehoZ R-forma je ve chmelu zastoupena piiblizné
793 %[24] a vice senzoricky aktivni s kvétinovym aZ citrusovym
charakterem s tony bergamotu a vjemovym prahem 2 — 5 pg/l v pivu.[3,
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6, 19, 21] Pomér S- a R- formy linaloolu se béhem pivovarnického
procesu a starnuti méni ve prospéch S-formy.[19]

Geraniol

Geraniol je typicky svym kvétinovym aroma, pfipominajici viini razi
[21], ve studené chmelenych pivech vSak byva spojovan spiSe
s limetkovym aroma.[22] Geraniol se Casto podili na biotransformacnich
reakcich v pivu — jeho vznik je mozny z geranylacetatu ¢i glykosidicky
vazanych prekurzora, Casta je vSak jeho spotieba kvasinkami a nésledna
pfeména zejména na beta-citronelol.[22, 23]

[ Ergosterol biosynthesis ]

G-eranlol B-Citronallol
Glycosidically bound
[ geraniol precursors [I:> "’GH
Geranyl esters
(geranyl acetate, gerany| isobutyrate, stc, ]-
Nerol (“‘1 Linalool a-Terpines|

fi ":><J":>§

-_,_...

Obr. 3 — Struktura a biotransformacnl premény monotelpemckych
alkoholii béhem fermentace
Obrazek prevzaty z [23]

Karbonyly

Karbonylové latky neboli aldehydy a ketony se v pivu pohybuji mezi 10 —
50 mg/l. VétSina téchto latek ma negativni vliv na senzorické vlastnosti
piva, dodavaji mu starou chut. V pozdnim stddiu kvaseni dochazi
k redukei a vyté€kani velkého mnoZstvi téchto neptiznivych sloucenin.[13]
Jeden z prvnich objevenych byl Chapmanem (1928) keton
2-undekanone poskytujici pivu kvétinové aroma [2] se senzorickym
prahem 7 ppb [17], nicméné nejvice zastoupenym je aldehyd acetaldehyd,
pochézejici z pocatecnich fazi kvaseni. Jeho pfitomnost mlze zptisobovat
jable¢nou viini piva a pii zvySeném mnozstvi dodava pivu tzv. sklepni ¢i
zeleninovou pfichut. Dal§im negativnim pfispévatelem na nezadoucich
prichutich je keton biacetyl, a to jiz od koncentraci 0,15 mg/1.[13]
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Epoxidy

Nejvice vyskytujicimi se latkami ze skupiny epoxidi jsou oxidacni
produkty seskviterpenoidi alfa-humulenu a beta-karyofylenu. V pivu
nedosahuji tak vysokych koncentraci, nicméné diky svym velmi nizkym
prahovym hodnotdm maji vliv na vysledné senzorické charakteristiky
piva.[25] Goiris a kol. dosel kzavéru, ze senzoricky prah téchto
obohacenych seskviterpenoidli frakce silic v pivu je 5 ppb [25], ale
panelist¢ jiné studie se shoduji na20 ppb.[2] Tyto oxidované
seskviterpeny propiajCuji pivu kofenity a bylinkovy charakter chmele.
Nejvice zastoupenymi analyty jsou humulene-epoxid-Il a I a
karyoflenepoxid.[25]

Estery

Frakce silic je bohata na velké mnozZstvi ester a jejich celkovy obsah se
v pivu pohybuje mezi 20 — 100 mg/1.[12] Béhem zrani piva koncentrace
esterll muze stoupat az dvojnasobné.[13]

Mnohé z nich se zde vyskytuji v homologickych tadach (napf.
linearni methylestery).[12] Zdrojem esteri v pivu jsou nejen vstupni
suroviny, ale také reakce pfemén sacharidi béhem kvaseni [13] ¢i mohou
vznikat jako produkty biosyntézy mastnych kyselin.[17] Ty vznikaji
béhem  dokvaSovani a  zplsobujici  kvasni€nou  ptichut.[13]
V hotovém pivu se vSak vyskytuji vtak nizkych koncentracich, Ze
vétSinou nemaji pfimy efekt na impartované aroma, nicméné¢ mohou ho
ovlivnit pravé tvorbou estertt béhem fermentace.[17]

Zajimavosti je, Ze vjemové charakteristiky esteri se méni
v zavislosti na délce jejich fetézce — od kratkych poskytujicich aroma
ovoce mirného pasu, po stiedné¢ dlouhé s vini subtropického ovoce,
po dlouhé¢ estery s tropickymi viinémi.[26]

Asi tietinu veSkerého mnozstvi v pivu zaujima ethylacetat, ktery
pfi koncentracich okolo 5 mg/l poskytuje vyraznou ovocnou vini.[13]

Za signifikantni pfispévatele na ovocném aroma chmele i1 piva
vS$ak 1 ptes nizsi koncentrace byvaji oznacovani IBIB a IAIB.[13, 23]

Dal$imi senzoricky aktivnimi latkami v sekci esteri jsou
methylgeranat a geranylacetat, ktery miZe vznikat transesterifikaci a jeho
senzoricky prah je udavan na 9 ppb.[17]

2.1.3.3 Slouceniny obsahujici siru
Zdrojem sirnych sloucenin v pivu jsou zejména slad, kvasinky a
voda.[13] Chmelové silice sice obsahuji pouze stopova mnozstvi sirnych
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sloucenin, ty ale kvili svym nizkym senzorickym prahlim mohou lehce
negativné ovlivnit aroma piva.[17] Tam se mohou dostat bud’ jiz sifenim
chmele za ucelem ochrany Sistic proti chorobam[13] nebo Casto vznikaji
béhem kvaseni, ale a v pozdé&jsich fazich piva jsou ze senzorického
hlediska nezadouci, nebot’ zpisobuji tzv. letinkovou ptichut piva.[14]
Chemicky jde o svételnou degradaci IAA[27] a je Casto popisovana jako
svételna ¢i skunkova.[14]

Tyto slouceniny zkratka poskytuji Sirokou fadu nezadoucich
vjemu, mezi né¢z patii také aroma po varené zelenin€, zkazenych vejcich,
zeli, spalené gumé, cibulové, také lanyzové ¢i muskatové aroma.[17, 27]

Z pohledu konven¢nich technik pouzivanych v pivovarnickém procesu, jen
maly podil zfrakce celkovych silic se dostane piibéznych podminkach
do piva.[16] Dé¢je se tomu kvili nizkym bodim varu a nizkym rozpustnostem
ve vodé, ¢imz jsou chmelové silice specifické. Nicméné ptitomnost silic v pivu
lze ovlivnit, zalezi totiz na chemickych vlastnostech konkrétnich silic a pouzité
technice chmeleni.[2] Bojovat s témito ztritami se dd pridavkem vybranych
chmelti do varny béhem a ke konci varu mladiny nebo postupem studeného
chmeleni, kdy jsou chmelové produkty ptidavany do hotového piva.[16]

2.1.4 Zmény slozek chmele béhem dozravani a starnuti

Zralost chmelovych Sistic siln€ ovlivituje vyslednou chut’ a aroma piva. Z analyz
chmelovych vzorki béhem jejich dozravani bylo zjiSténo, Ze obsah silic
s postupnym dozravanim v lupulinovych Zlazach roste, ale zacind az po vyvoji
pryskyfic. Z pohledu konkrétnich zastupcu silic, v pribé¢hu dozravani mnozstvi
B-myrcenu rapidné roste (je uvadéno, Ze az k 50 % obsahu vSech silic),
srovnatelné¢ s hladinami jednoho zhumulonovych analogli, cohumulonu.
Predpoklada se tudiz existence spolecného intermediatu v biosyntéze -myrcenu a
a- a B-kyselin. Na druhou stranu ostatni uhlikaté silice spolecné napt. s linaloolem
¢1 methyl-heptanoatem pozvolna klesaji, a obsah a-humulenu dokonce poklesne
skoro o polovinu.[2]

S narGstajici dobou skladovani chmele se také méni zastoupeni
jednotlivych slozek.[2] Z Meilgaardovych analyz vyplyva, Zze chmel uloZeny
v chladu po dobu jednoho roku ztrati 10 — 50 % a-kyselin, ale ptesto je pokles
hotkosti méné nez 10%.[18] o- a P-kyseliny totiz piirozené¢ oxiduji
na necharakterizované meékké intermediaty, kterym je také pfisuzovana jista
pivovarnickd hodnota, nicmén¢ kontinudlni oxidace jiz Usti v pfeménu na tvrdé
pryskyfice. V praxi to tedy znamend, ze s délkou skladovani se snizuje obsah a- i
B-kyselin ve chmelu a roste obsah necharakterizovanych pryskyfic, ktery se
nasledn¢ zaCne sniZzovat s konstantné se zvySujicim obsahem tvrdych
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pryskyfic.[2] Dle Kolbacha lze oznaCovat chmel za ,stary”, kdyz zastoupeni
tvrdych pryskyfic presdhne 15 % z celkovych pryskyfic. Neni pravdou, Ze se
vSechny frakce tvrdych pryskytic s dobou skladovani zvysuji konstantné. Zatimco
napt. delta-frakce, resp. kyselina huluponova, se béhem skladovani kumuluje,
existuje diikaz, ze napt. xanthohumol poklesne zhruba tfikrat.[16]

Pti pohledu na frakei silic st Howard a Slater v§imli, ze starnutim chmele
se stava bohatsi na kyslikaté latky. Roberts dokonce piedvedl, Ze v kyslikaté
frakci lze nalézt autooxidacni produkty seskviterpenii humulenu a karyofylenu,
mezi néz patii napiiklad bohaté¢ zastoupeny karyofylenepoxid.[16] Bylo
dokézano, ze tyto oxidacni produkty seskviterpent hraji zna¢nou roli v ptidavku
chmelového aroma do piva. Epoxidy monoterpent z chmelovych silic izolovany
nebyly, ale panuji domnénky, ze mize jit o alkoholové intermediaty v podobé
linaloolu, geraniolu, nerolu, bézn¢ se vyskytujici v Sisticich.[17]

2.1.5 Chmelové produkty

Chmelové prasky a pelety vznikaji mechanickou tpravou chmelovych
hlavek.[13] UsuSené hlavky se rozdrti na jemny prasek, standardizuje se obsah
alfa-kyselin a tlakem jsou zformovany do pelet o velikosti zhruba 6x10 mm.
Nejvice pouzivanymi jsou pelety Typu 90, coz znaci, Ze ptiblizné 90 % hmotnosti
chmele skonci v peletdch, Typ 45 je oproti tomu jednou tolik koncentrovangjsi
diky pfeseti velkych castic bez pivovarnické hodnoty.[15, 17] Do obliby
prichazeji 1 pelety typu 100, coZ jsou pouze usuSené slisované chmelové hlavky,
oznacované také jako tzv. ,,hop plugs*.[22]

Vyhodou oproti chmelovym hlavkdm je vyS$i objemova hustota, lepsi
kontrola nad obsahem alfa-kyselin a vysSi trvanlivost béhem skladovani [15],
nicméné nartstem teploty piilisovani muize dochazet k nepatrnym zménam
nékterych slozek.[13]

V piipadé chmelovych extraktii jsou sloZky z usuSené a namleté matrice
extrahovany za pouziti vhodnych, rtizné¢ polarnich rozpoustédel; v prvni tadé
organickych, do kterych se vyextrahuji pryskyftice, nasledn¢ vodnych ¢i horkou
parou pro ziskani polyfenolového podilu chmele.[5, 13] Slozeni vysledného
extraktu pak zéavisi pravé na pouzité¢ technice izolace a povaze pouzitého
solventu.[5] Ze zdravotniho a ekologického hlediska se jako rozpoustédla
pouzivaji jiz vyhradné¢ ethanol ¢i oxid uhlicity.[13, 15] V pivovarnictvi,
a potravinovém primyslu vilbec, se stdvaji extrakce za pouziti superkritického
CO;, (Kapitola 2.1.6.2) velmi vyuzivanou technikou, nejvice zndmou napf.
pti dekofeinaci kavy.[5]

Hotové extrakty se mohou béhem pivovarského procesu piidavat jak
béhem varu, pred filtraci, tak 1 do hotového produktu =z divodu importu
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intenzivnéjsiho chmelového aroma.|[12] Na rozdil od mechanicky
vyrobenych chmelovych produkti je u extraktti vyhodou absence dusi¢nanti, které
zustanou ve vodné fazi.[13, 17]

2.1.6 Extrakc¢ni techniky pouzivané Kk izolaci silic

Na rozdil od vyroby chmelovych produktl, kisolaci slozek z chmelového
materialu mohou byt pouzita organicka rozpoustédla, napt. methanol, aceton ¢i
diethyl ether, nebot’ jejich pouziti neni pfimo omezeno negativnim vlivem
na zdravi konzumenta. Nicméné kvuli rozdilim ve slozeni extrakti a snaze
o aplikaci ,,zelené chemie* jsou nejcastéjSimi solventy pravé oxid uhlicity, voda a
ethanol.[5]

2.1.6.1 Destilace vodni parou (SD)

Destilace vodni parou je jedna z prvnich metod ziskani silic z chmelového
materidlu. Tkvi v principu prohndni pary skrz rozdrceny chmel a nasledné
extrakci silic z destildtu vhodnym rozpoustédlem, coz v ptipadé 100 g
chmele trvalo zhruba 4 hodiny se spotifebou 3 litri vody.[5] Jelikoz
pii této metodé dochazelo k termické degradaci nékterych silic [22],
ve snaze vylepSit tuto tradicni techniku a zvySit vytéZnost, probéhly
mnohé pokusy, mezi nimiZz byla napfiklad destilace vakuova, aplikace
tekutého oxidu uhli¢itého za pokojovych teplot ¢i extrakce jeho
superkritickou fazi.[5, 17, 22] V dnes$ni dobé€ slouZi zejména jako dalsi
krok po SCFE k ziskani koncentrovanéjSich silicovych esenci.[19]

2.1.6.2 Superkriticka fluidni extrakce (SCFE)

Superkritick4 fluidni extrakce vyuZziva oxidu uhli¢itého jako rozpoustédla,
coz tadi tuto metodu do sekce tzv. ,,zelené chemie“.[28] SCFE se stala
velmi rozsifenou technikou extrakce slozek z biologického materialu[5],
dnes je takto vyrabéno vice nez 95 % chmelovych extrakti.[19] Je tomu
tak z divodu snadné, piesto silné prostupnosti solventu matrici,
minimdlnim chemickym zménam bé&hem izolace, stabilit€¢ vzniklych
extraktii a relativné nizkym nakladiim spojenym s provedenim izolace.[5,
19] Nevyhodou vsak je jeho omezena aplikace na suché surové materialy
a slouceniny s nizkou polaritou a molekularni hmotnosti.[5]

Chmelovy prasek ¢i rozemleté pelety jsou vlozeny do nerezového
extraktoru, kam je vstiiknut plynny CO,. Pracovni podminky pfi extrakci
jsou tlakydo 200 — 300 bard a teploty okolo 50 °C[17, 19], pod kterymi
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plyn zkapalni a vyextrahuje zrostlinného materidlu pivovarnicky
hodnotné slouceniny.[28] Po extrakci dojde ke snizeni tlaku zhruba
na 70 barli, coz ma zanasledek zplynéni pouzittho CO, a oddéleni
od extraktu.[19] Pouzity CO; je obnoveny a mize byt znovu pouzit.[17]
Tento zplsob extrakce je jemngj$i k rostlinnym materidlim a
finalni extrakty jsou podobné&;jsi jeho slozeni.[28] Obsahuji takika vétSinu
chmelovych silic v zastoupeni 3 az 12 %, stejné jako dostatecny podil
humulont (35 — 55 %) a lupulont (15 — 40 %) a dalSich minoritnich
slozek, na rozdil od extraktli pfipravenych konvenc¢nimi metodami, kde se
mohou objevovat nezddouci stopy organickych rozpoustédel, nitraty a

polyfenoly.[5, 17, 19, 28]

Goiris a kol.[25] pouzil tuto metodu za ucelem extrakce
seskviterpenické frakce silic zchmelovych pelet za nésledujicich
podminek:

e Piiblizné 5 g rozdrcenych chmelovych pelet nadavkovano
do 10ml ocelovych nadobek umisténych v termostatu pii 50 °C
e Regulatory pratoku oxidu uhli¢itého nastaveny na 500 ml a
teplotu 175 °C
e Sbirani extrakti do sklenénych vialek s ethanolem (LC-grade)
jako solventem v chladici cele pii 5 °C
e Provedeni dvoufazové SCFE extrakce pti 50 °C:
» 1. faze za ucelem odstranéni vice tékavych slozek: tlak CO,
80 barti, doba extrakce 2,5 hodiny
» 1l faze do cCistych sbérnych vialek jimany seskviterpenoidy a
jejich kyslikaté derivaty pii tlaku CO, 110 bard, dobé
extrakce 2,5 hodin
e Precisténi extrakti SPE za pouziti 500mg kolonek Varian Bond

Elut C18 aktivovanych nejprvel0 ml ethanolu (HPLC-grade),

nasledné 10 ml smési ethanolu a vody (1:1, v:v, obé komponenty

HPLC-grade).

» Gradientova eluce smési vody a ethanolu, Sestikrokova
z 50% poméru do 100% zastoupeni ethanolu

» Jiméni 6 frakci po piiblizn¢ 3 ml, frakce se 70 % ethanolu
bohat4 na oxidované seskviterpeny

e GC-FID analyza:

» interni standard n-nonadekan

» nosny plyn He (Iml/min), on-column davkovani
autosamplerem
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» Kolona WCOT CP-Sil 5 CB (60 m x 0,25 mm, 1 pm),
programovana teplota termostatu ze 40 °C na260 °C
s krokem 10 °C

» teplota FID 290 °C

Zjisténa byla extrakce vSech oxidovanych seskviterpentl, spole¢né
se tretinou seskviterpenickych uhlovodikli a stopovym mnozstvim
myrcenu a linaloolu.[25]

2.1.6.3 Headspace mikroextrakce na pevné fazi (HS-SPME)

Zatimco SD a extrakce za pouZiti organickych rozpoustédel jsou
klasickymi  metodami pouzitelnymi jak pro analytické, tak
pro preparativni stanoveni, SPME zkracuje dobu extrakce, poskytuje
vyssi citlivost a je aplikovana bez pouziti rozpoustédel.[4]

Headspace mikroextrakce na pevné fazi byla poprvé predstavena
v devadesatych letech dvacatého stoleti profesorem Pawliszynem a od té
doby nasla uplatnéni v analyzdch vzorkGi vody, vzduchu, pady i
potravin.[4] V soucasnosti je technikou nejen vhodnou pro charakterizaci
aromatickych  vlastnosti  chmele [5], ale dokonce jednou
z nejefektivnéjSich pro ziskani t€kavych sloucenin z piva. Vyhodna je
zejména z toho divodu, Ze odpadd veSkerd piiprava vzorku — pivo je
vzorkovano rovnou do headspace prostoru injekéni  jehly
s kondicionovanym absorpénim SPME vldknem., na kterém jsou
po danou dobu ustaleni rovnovahy zachytavany analyty. Nevyhodou je
vSak maléd kapacita vldkna spojena s nutnosti davkovat mald mnozZstvi
analytu a kiehkost taveného kiemene.[7]

Takoi a kol.[23] metodou SPME-GC-MS stanovoval v pozdné a
studené chmelenych pivech aromaticky aktivni sloZzky chmele (konkrétné
IBIB, cis-linalooloxid, ethylheptanoat, linalool, nerol, beta-citronelol,
geranylacetat a beta-ionon) za téchto podminek:

e Do 20ml sklenénych vialek bylo odméteno 8 ml vzorku piva,
80ul ISTD benzylacetatu (100 mg/1), spole¢né s odvadzenymi 3 g
chloridu sodného pfi 0 °C a vialky uzavieny magnetickym vikem

e Vzorek byl inkubovéan a michan 15 min pti 40 °C

e Adsorpce byla provadéna za pomoci polydimethylsiloxan/
divinylbenzenového vldkna (PDMS/DVB, 65 um) vloZeného
do headspace vialky se vzorkem po dobu 15 minut

e Po adsorpci bylo vladkno vloZzeno do split injektoru (split 2:1,
pratok 3 ml/min, 250 °C)

-28 -



Bc. Tereza Zlochova: Studium senzoricky aktivnich latek chmele ve studené
chmelenych pivech

e Vzorek davkovan na GC-MS pti podminkach:

» Nosny plyn He s priutokem 1,0 ml/min

» Kolona DB-5SMS (30 m, 0,25 mm, 0,25 um) s teplotnim
programem zacinajicim na 40 °C po dobu 5 min, dale
rostoucim na 90 °C krokem 5 °C/min, dale na 120 °C krokem
2 °C/min, nasledn¢ na 150 °C krokem 5 °C/min a finalné
rychlosti 20 °C/min na 320 °C, 3 minuty na cilové teploté

» Kvantifikace analyti v SIM modu vybérem fragmentacnich
iontd analytl, detekce metodou kalibra¢ni piimky pomoci
pomocnych vzorkl piv obsahujicich stanovované analyty

Kalibraéni zéavislost vSech osmi analytdl byla linearni
s koeficientem determinace > 0,98. Metoda vSak nebyla vhodna
pro tékavé thioly, které jsou také velmi dilezitymi piispévateli na aroma
specialnich odriid chmele.[23]

2.1.6.4 Fluidni ethanolové loZe (FBE)

Metoda extrakce na fluidnim ethanolovém lozi je velmi efektivni
pro ziskani  senzoricky aktivnich latek zrostlinného materialu.
Oproti jinym extrakénim metoddm operuje FBE s relativn€ malym
mnoZstvim pouZitého vzorku, a také nizkym objemem rozpoustédla, ¢imz
je pravem oznaCovana za zelenou. Dal§imi vyhodami jsou zkraceni doby
samotné extrakce vzorku, ¢imz se zmensi i riziko tepelnych degradaci
stanovovanych slozek.[6]

Do ethanolu se vyextrahuje zejména nepolarni podil tvrdych
pryskyfic, silice a chmelové kyseliny, spoletné s minoritnim polarnim
podilem polyfenolti, soli, proteinti a sacharidii — findlni extrakt je tedy
sloZzenim velmi podobny ptivodnimu chmelovému materidlu.[5, 13, 19]

Stérba a kol.[6] v roce 2013 pouzil tuto metodu ke stanoveni
linaloolu z namletého suseného chmele odriid Agnus, Premiant, Sladek a
Saaz za téchto podminek:

e Na PTFE filtr (42 mm, 10 pm) pfidélany naspod extrakéni trubice
byly odvazeny 2 g rozemletého chmele a pfidano 10 ml interniho
standardu 3-hepten-1-olu (v koncentraci 25 g/1)

e Spodni nadobka byla naplnéna 40 ml ethanolu a pfidélana
k trubici se vzorkem

o Ctyfi extrakéni cykly probihaly nasledovng:
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» Cilova teplota 117 °C, ochlazeni mezi cykly na 60 °C, na 40
°C poposlednim cykluy, s minutovymi pfestavkami
mezi cykly

» Doba extrakce 7 min pro prvni cyklus, 6 min pro nasledujici

e Ziskany extrakt byl nafedén na 50 ml a piecistén na EXtrelnut NT
20 kolonce:

» Kondicionace kolonky 15 min 10 ml ultracisté vody

» Nadavkovani 5 ml ziskaného extraktu, pot¢ vymyvano 5 x 5
ml smési hexanu a dichlormethanu (1:1, v:v), jimano zhruba
10 ml eluatu

e Eluat vysuseny bezvodym siranem sodnym davkovan na GC-MS
pfi podminkach:

» Nosny plyn He (1,2 ml/min), splitless davkovani 1 pl

» Kolona TG WAX MS (30 m, 0,25 mm, 0,25 um) s teplotnim
programem ze 40 °C do 130 °C s riistem 8 °C/min, 2 minuty
na cilové teploté, poté rist na 230 °C krokem 15 °C/min s 5
minutami na cilové teploté

» Detekce metodou kalibra¢ni tady standardu linaloolu a
vnitiniho standardu

Analyza osmi 4krat métenych vzorkl vedla k ziskani vysledkl
valida€nich parametrii linaloolu s opakovatelnosti 8,0 mg/kg (na 95 %
hladin¢ pravdépodobnosti), kombinovanou nejistotou 10,0 mg/kg.
Analyza 10 vzorkil v koncentraci linaloolu 1 mg/kg vedla k ziskani
hodnoty LOD 1,0 mg/kg a LOQ 3,5 mg/kg. Metoda se ukazala vhodna i
pro ostatni silice.[6]

2.1.6.5 Srovnadni extrakc¢nich technik

Ke srovnani uvedenych extrakénich technik poslouzila studie provedena
vroce 2013 Xiem a kol., zabyvajici se srovnanim extrakénich metod
t€kavych sloucenin z rostlinného materidlu. Tento vyzkum probihal
za pouziti extrakénich metod destilace vodni parou (SD), headspace
mikroextrakce na pevné fazi (HS-SPME) a extrakce rozpoustédlem (SE)
na Exocarpium Citri Grandis (ECG), slupce plodii zrostliny Citrus
Grandis. Ziskané extrakty byly analyzovany pomoci GC/MS. [4]

Pro destilaci vodni parou bylo 36 g rozdrcen¢ho vzorku
rozmichano ve 300 ml vody a destilovano po dobu 5 hodin. Malé
mnozstvi extrahovaného oleje bylo nésledné ziedéno 1 ml
n-hexanu a dehydrovdno bezvodym siranem sodnym.
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Po Sminutové centrifugaci byl vzorek piipraven
k chromatografické analyze.[4]

Headspace mikroextrakce byla provedena za pouziti
divinylbenzen/carboxen/polydimethylsiloxanového vlakna
(DVB/CAR/PDMS, 50/30 pum). Vldkno bylo kondicionovano
v GC injektoru po dobu 2 hodin za teploty 280 °C a pritoku
nosného plynu 1 ml/min. Vzorek byl rozdrceny a 0,2 g prasku
smichano se stejnym mnozstvim bezvodého siranu sodného
v 15ml headspace vialce zaopatfené vickem se septem. Jehla
s vldknem byla vsunuta po dobu 40 minut do headspace vialky
vyhiivané na 80 °C. Po ukonceni extrakce byla jehla zpét
vlozena do injektoru plynového chromatografu a analyty
desorbovany 2 minuty pti 250 °C.[4]

Extrakce solventem byla realizovdna =za pouziti
diethyletheru. 3 gramy vzorku byly ve 3 cyklech po 15 minutich
za pouziti ultrazvuku extrahovany diethyletherem (1:10, w:v).
Ziskany roztok byl odfiltrovan a filtrdt za snizeného tlaku
odpafen v rotacni odparce. Extrakt byl vymyty 1 ml smési
bezvodého ethanolu a m-hexanu (1:1, v:v) a prefiltrovan skrz
0,22um membranovy filtr. Na kolonu byl nadavkovan 1 pl
filtratu.[4]

Analyza GC-MS prob¢hla na koloné¢ DB-5MS (30 m x 0,25 mm x
0,25 um) s teplotnim programem zacinajicim na 50 °C po dobu 1 minuty,
nasledovalo zvySeni na 145 °C s rastem 5 °C/min, poté zvyseni na 175 °C
rychlosti 7 °C/min, nésledné na 195 °C skrokem 5 °C/min a poté
rychlosti 3 °C/min az na kone¢nou teplotu 250 °C, kterd byla udrZzovana
10 minut. Nosny plyn byl He s pritokem 1 ml/min, ddvkovani split 10:1.
Identifikace prob¢hla metodou srovnani retencnich indext s knihovnami
NIST.[4]

V Exocarpium Citri Grandis bylo v Xieové€ studii nalezeno celkem
81 te€kavych latek (77 metodou SD, 56 HS-SPME a 48 SE, v kombinaci
s GC-MS), ztohoto poctu jich je velké mnozstvi shodné s témi
vyskytujicimi se ve chmelovych Sisticich.[2, 4, 12] Objevuji se zde 1
stéZejnich analyty sledované v experimentalni ¢asti této prace, jimiZ jsou
pineny, myrcen, ocimeny, limonen, linalool, 4-terpeineol, alfa-terpineol,
geranylacetat a beta-karyofylen. VSechny tyto latky byly nalezeny
v extraktech z destilace vodni parou.[4]
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Z analytického hlediska byla rozd€lena u¢innost extrakce tékavych
latek pro rizné chemické skupiny. Z Obr. 4 pfevzatého z Xieovy studie je
patrné, ze destilace vodni parou je nejucinnéj$i metodou pro izolaci
terpenickych uhlovodiki, avSak jiz méné ucinna pro extrakci alkohold a
dalsich chemickych skupin. Srovnateln¢ stejné vytézky terpenti s metodou
SD vykazuje HS-SPME, zaroven je touto metodou dosazeno nejvyssiho
vytézku latek alkoholové povahy. Extrakce za pouziti rozpoustédla se pak
zda oproti dvéma metodam vyhodna pro izolaci kyselin a estert.[4]

Relative amount (%)

Terpenes Alcohols Acids Esters

H =0
B HS-SPME
B SE

Figure 2: Comparison of volatile categories in ECG by three
extraction methods.

Obr. 4 — Srovnani ucinnosti 3 extrakénich metod
dle mnoZstvi vyextrahovanych latek ECG

SD — destilace vodni parou

HS-SPME — headspace mikroextrakce na pevné fazi

SE — extrakce rozpoustédlem.

Obrazek ptevzat z vysledki Xieovy studie [4]

HS-SPME je tedy metoda vhodnd pro teplotn¢ labilnéjsi latky,
rychld a 0¢innd, za spotfeby malych mnozstvi vzorku, v porovnani se
zbylymi dvéma Setrnd k Zivotnimu prostiedi, av§ak nakladna.[4]

Destilace parou se nejvice hodi pro latky tékavé povahy, ovsem
poskytuje nezanedbatelnd mnoZstvi ostatnich analytl, coz dokazuje
nejvyssi pocet 77 extrahovanych latek. Lze ji pouzit pro mald i vétsi
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mnozstvi vzorku, je relativné levnd, avSak jeji provedeni trva nejdéle a
vyzaduje vétsi spotiebu rozpoustédel.[4]

Extrakce rozpoustédly vykazuje nejvhodnéjsi podminky
pro izolaci vysokomolekuldrnich sloucenin, je také nejméné nékladna,
nicméné nevyhodou je pouziti relativné vysokého mnozstvi nesetrnych
rozpoustédel.[4]

Volba vhodné extrakéni metody tedy zalezi na ucelu pozorovani.

2.2 Pivovarnictvi

Svétova produkce piva za poslednich 100 let vzrostla sedmkrat. Od roku 1911, kdy bylo
vyprodukovano 273 milionii hektolitr piva, do roku 2013, kdy produkce dosahla 1960
milionti hektolitri. Na produkci se od roku 1911 jejim snizenim podepsaly nejen obé
svétové valky, ale také uzdkonéni prohibice v Americe. Od roku 1948 ma vSak
produkce piva stalou rostouci tendenci.[2]

Konstantni zvySovani produkce piva ale neni jediny trend, ktery zapocal timto
rokem; do Ctyficatych let dvacatého stoleti byla vyméra obdélavané pudy s chmelem
mnohem vys§i nez celkovy objem vypéstovaného chmele. Od roku 1948 dosahuji mensi
obdélavané plochy mnohem vyssich objemt sklizni. Tento pfevrat se pfipisuje nasazeni
vice produktivnéjSich odrd s vy$$im obsahem a-kyselin.[2]

Ceska republika’

Ceska republika lezi v mirmém podnebném pasu, ktery je vhodny k podminkam
péstovani chmele[13], coZ ji s rocni produkeci piesahujici 5000 tun chmele fadi na druhé
misto v evropském zebiiCku producenti chmele hned za Némecko.[29] Do prvni
desitky evropskych zemi se CR fadi s roénim celkovym vystavem zhruba 21 miliond
hektolitrh piva (spadaji sem 1 piva nealkoholickd, nizkoalkoholicka a pivni mixy), a také
spotiebou necelych 16 miliond hektolitri, coz zni délda evropského Sampiona
ve spotiebé 141 I piva na osobu, kterd je jiz po dobu n¢kolika let konstantni.[30]

2.2.1.1 Volba Sladkii

Tento program Plzenského Prazdroje vznikl v kvétnu 2015 v reakci
na klesajici prodej ¢epovaného piva v CR a daval si za cil prilakat Cechy
zpét do restauracnich zafizeni. V nékolika stovkach podnikil, které si
Prazdroj peclivé vybird, miZze zdkaznik kazdy mésic ochutnat jinou
limitovanou varku specialnich piv, které nejsou na trhu bézné

! Data v tomto odstavci jsou platna pro rok 2018.
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dostupné.[31] Pro tuto studii byla vybrana dvé druhove¢ rizna piva z roku
2019 (Obr. 5).

Pivo B Pivo A

4 Obs oholu: 5,3 %
Odpocinte si u osvézujicino piva, které bylo Ochutnejte jemné zakalené médéné pivo s krémovou
specialné uvarené na léto. Svrchné kvaseny Ale nabizi pénou. Pro vareni tohoto typicky americkeho lezaku jsme
patrné chmelové aroma, které je tvofeno pifjemnymi pouzili i popularni americky chmel El Dorado. Viiné je mirmé
ovocnymi a citrusovymi tony, diky kterym je pivo vyjimeéné nasladla po merurikach ¢i vodnim melounu s lehce
pitelné. Pivo bylo chmeleno kombinaci ceského chmele korenitym a sladovym dozvukem. Po napiti se projevuje
Kazbek a amerického chmele Citra a pisobi celkové velmi karamelova chut s plnosti, ktera je vyvazena stiedn
lehkym dojmem s vyvazenou hofkosti a sladkosti. Nagi hofkosti a ta nakonec mirné prevazuje a prechazi do
sladci toto pivo uvafili pro pravou letni pohodu, a na vas je stfedné dlouhého suchého doznivani. Pivo je Cisté a vybizi k
siji s timto specialem uzit. dalSimu napiti.
Na zdravi! Na zdravi!

Obr. S — Specifikace piv Piva B a Piva A
Pfevzato z [32] (20.5.2020), upraveno v programu Malovani 6.3.

2.2.2 Proces vyroby piva

Tradi¢ni postup vyroby piva stoji na ¢tyfech zakladnich surovinach — vodé,
je¢menu, chmelu a kvasnicich. PfestoZe v dneSnim svété jsou pivovarnické
technologie upravovany dle potfeb konkrétnich vyrobcl, zakladni principy
zustavaji neménné.[12]

Vyroba pocind ptipravou jeémennych zrn, kterd jsou po maceni, nakliceni a
ususeni oznac¢ovany jako slad.[19, 33] Slad je déle Srotovan, aby doslo k oddéleni
obalu (pluchu) zrna od endospermu (vnitini ¢asti zrna) a jeho narusSeni.[13]
Srotovani a mleti je dilezité pro zpfistupnéni polysacharidi a enzymi
v endospermu fyzikélné-chemickym procestim, které probihaji v dalSich fazich
vyroby.[12, 13]

Dalsi fazi je vystirani sladového Srotu, jednoduse feceno smichévani
s vodou za pozd¢jsiho dosazeni pievedeni pivovarnicky hodnotnych sloucenin
do roztoku. V zavislosti na mnozstvi a sloZzeni Srotu a objemu vody se
v pozdgj$im stadiu vyroby ziskava tidSi rmut (5 — 6 hl na 100 kg sypani), voleny
pii vyrobé svétlych piv, a husty rmut (4 — 5 hl na 100 kg sypani) s vySSim
obsahem extraktu pro vyrobu tmavych piv.[13]

Cilem rmutovani je pievést zkvasitelné cukry ze sladu do roztoku
za vzniku tzv. sladiny.[13, 33] V této fazi probihd nespocet reakci, zejména
enzymovych, které se dotykaji nejen sacharidli, ale také lipidi (poskytujicich
karbonylové slouceniny), bilkovin ¢i polyfenoli.[13] Rmutovaci postup miize byt:
dekokeni, praktikovany pro vyrobu lezaki, pfi némz je rmut rozdélen na nékolik
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podila, které jsou postupné zahiivany, nebo infuzni pro svrchné kvaSena c¢i
nealkoholicka piva, béhem kterého je slad vystaven enzymim po del§i dobu
bez mechanickych a teplotnich uprav.[13]

Po rmutovani je sladina upravena scezenim nebo-li odfiltrovanim od mlata,
které je poté jeste vyslazeno horkou vodou.[13]

Poslednim krokem v pfipravé mladiny je povareni sladiny s davkou chmele
v technologickém kroku zvaném chmelovar. Béhem chmelovaru se ziskava
cileny obsah extraktu mladiny odpafenim piebytecné vody, odpatuji se tcékavé
latky, dochézi k inaktivaci §t€épnych enzymu, isomeruji se hotké kyseliny, vznikaji
produkty reakci aminokyselin s cukry, zvySuje se kyselost, steriluje se mladina a
vysrazeji se z ni dusikaté latky.

Nespocet reakci probihd béhem chmelovaru, at’ uz jde o tepelné premeény, ¢i
interakce jednotlivych slozek mezi sebou. Studie téchto reakci je kliCova
pro odhad chuté a kvality hotového piva.[2] V praxi se jiz upustilo od chmeleni
celymi chmelovymi hldvkami, z divodu praktického se vyrabi pivo za pouziti
chmelovych produktii, nejcastéji chmelem mletym, peletami a extrakty.[12, 13]
Jejich mnozstvi se stanovuje podle obsahu a-kyselin. U ¢eskych piv je tato davka
18 — 36 mg IAA/l s 25 — 35% vytéznosti IAA. Chmeleni se provadi v jedné az
ttech davkach podle pozadovaného typu piva — standardné¢ se chmel ptidava
na zaCatku varu sladiny pro dosazeni hotkosti, uprostted nebo ke konci
chmelovaru pro import aroma.[12]

K hlavnimu kvaSeni jsou z mladiny jest¢ za tepla odfiltrovany zbytky
chmele a béhem chlazeni na zdkvasnou teplotu se soucasné vylucuji kaly.[13, 33]
Kvaseni probiha v kvasnych kadich spilky za ptidavku specifickych pivovarskych
kvasnic, které maji za kol zkvasit cukernaté latky extraktu mladiny za soucasné
tvorby ethanolu, oxidu uhli¢itého a dalSich metaboliti. Metabolity mohou byt
vyssi alkoholy (isoamylalkohol, isobutanol), estery (ethylacetat — 5 mg/l — ovocna
ving; isoamylacetat — ovocna ving), karbonyly, ketony, oxid sifi¢ity atd. Dale se
sniZzuje pH, barva a obsah a-kyselin 1 I[AA. Produktem hlavniho kvaseni je mladé
pivo.[13]

Sacharidy v mladém pivu jsou dokvaSovany pii teplotich blizkych nule
za pozvolného syceni oxidem uhli¢itym v leZackych tancich, kde pivo také zraje.
V pribéhu zrani se méni jeho koloidni stabilita a organoleptické vlastnosti —
vyrazna hotkost a kvasni¢nad chut ptechdzi v typicky buket zralého piva. Jsou
za to odpoveédné predevsSim alkoholy a hlavné estery, které se béhem této faze
mohou zvysit az o 100 %. Daéle klesa obsah sirnych sloucenin v cele
s dimethylsulfidem, senzoricky detekovatelnym jiz pii 40 pug/l po vatené zelening.
Klesa také acetaldehyd, ktery pfi koncentracich vySSich nez 6 mg/l poskytuje pivu
jable¢nou vini.[13]

Uzrdlé pivo se prefiltruje od kvasnic a jinych kald, pasteruje
od mikroorganismii a miZe byt sta¢eno do transportnich nadob.[13, 33]
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2.2.3 Chmeleni zastudena

Hlavnim uc¢elem studené¢ho chmeleni je obohatit pivo o aromatické latky
chmele, a poskytnout tak pivu specifické chmelové aroma.[22] Tuto techniku
zacali praktikovat Brits$ti pivovarnici pfidavanim chmele do sudu nebo tanku
s pivem[16] a v sou€asnosti je jiz sté¢zejnim krokem v technologii vyroby urcitych
pivnich druhd, kterymi jsou svrchné kvasené ale, IPA.[22, 34] Studené chmeleni
je vSak mozno aplikovat i za ticelem jakéhosi ozvlastnéni produktu, nejcastéji
lezékl, coz se musi promitnout i pii technologii.[22]

2.2.3.1 Technologie studeného chmeleni

Chmel se v pripad¢ studeného chmeleni davkuje v mnozstvi desetin az
desitek g/l piva v zéavislosti na obsahu silic v pouzité odridé. Chmelit
zastudena je mozné mnohymi chmelovymi produkty, nicméné bylo
dokazano, ze pelety jsou nejvhodnéjsi volba diky snaze o standardizaci,
snadnéjsi skladovatelnosti a neméné ditlezitému vysSimu prostupu latek
nez z hlavek.[22] Dal§i moznosti jsou chmelové extrakty, jejichz
davkovani se pfed fermentacni fazi uddva mnozstvi 0,5 — 2 g/ hl,
pted filtraci pak v davce 0,05 — 0,3 g/hl, podle poZzadovanych vjemovych
charakteristik piva.[19]

Utinnost extrakce roste také s vyssi teplotou, avak maximalng
do 20 °C, coz odpovida teplotdm zakvasnym a béhem zrani. Podle
rozdilti ve zptisobech a rychlosti extrakce silic z chmelového materialu
béhem chmeleni zastudena lze metody provedeni rozd¢lit na statické a
dynamické.[22]

Béhem statickych metod je chmel naddvkovan do propustnych
oballi a pouze ponofen donadoby s pivem, kam mohou chmelové
komponenty volné difundovat. DtleZitou podminkou je zabranéni
ptistupu molekularniho kysliku, ktery mtize oxidovat chmelové silice a
pozmeénit tak senzoricky profil piva. Proto je nutné chmelovy materiél
nechat v kontaktu s pivem po celou dobu vybrané¢ho technologického
kroku.[22] NejcastéjSimi useky aplikace chmeleni zastudena jsou faze:

a) hlavniho kvaSeni, kdy je vyhodny sniZeny obsah kysliku
v mladiné/mladém pivu, nicméné¢ muze dochdzet ke ztratam
aromatickych latek ,,vynaSenim* vznikajicim oxidem uhlicitym,
zménami b&hem metabolickych reakci kvasinek ¢i jednoduchou
sorpci na jejich povrch[19, 22];

b) zrami, vyhodna zhlediska niz§itho poctu i aktivity kvasinek a
zvySeno obsahu vytvotreného alkoholu;
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¢) v piipadé hotového piva.[22]

Pti dynamickém provedeni extrakce, jak jiz nazev vypovida, je
nezbytny pohyb kapaliny skrz vrstvu chmele. Vyhodné je zejména
z diivodu ¢asové uspory, vyssi ucinnosti extrakce aromatickych latek a
moznost automatizace, nicmén¢ za cenu vyssich nakladt. Pouzivané jsou
techniky, pfi nichz je pivo schmelem spoleéné recirkulovano C¢i
v soucasnosti stale castéji tzv. chmelové extraktory s filtry pevnych
castic, pres které je pivo s chmelem za dodrzeni specifickych podminek
pieCerpavano.[22]

2.2.3.2 Osud aromaticky aktivnich slouc¢enin v priibéhu
studeného chmelenti piv a jejich skladovdni

Jak jiz bylo feceno, cilem chmeleni zastudena je obohatit pivni produkt
o specifické chmelové aroma, které se pfii vyssich teplotich béhem
chmelovaru ztraci. Mira ptenosu konkrétnich pivovarnicky hodnotnych
sloucenin z chmele do piva, a tim i intenzita aroma a chuti dosazena
studenym chmelenim, zavisi na mnoha faktorech, mezi nimiz jsou hlavné
polarita latek a obsah alkoholu v pivu, ale také pouZity typ a mnoZstvi
chmele, zpiisob extrakce, pfitomnost aktivnich enzym a kvasinek aj.[22,
34] Zatimco nékteré zejména ve vodé dobie rozpustné latky se do piva
uvolnuji snadno (polyfenoly, humulinony, a-kyseliny), obsah nékterych
sloucenin miize béhem studeného chmeleni i klesat, typickym piikladem
toho jsou iso-a-kyseliny. Tyto hotké latky dosahuji koncentra¢niho
vrcholu po chmelovaru, a nejen Ze se jejich obsah studenym chmelenim
piva nezvySuje, ale také je dokdzano, Ze se zpiva ztraceji adsorpci
na chmelovy material ¢i kvasinky.[34]

Forster a Gahr provedli sadu méfeni studené¢ chmelenych lezakt
riznymi chmelovymi odridami za ucelem zjisténi pfechodu vybranych
chmelovych senzoricky aktivnich latek z chmele do piva. Stanovili
pfenosové miry pro alfa-kyseliny (4 - 5 %), celkové polyfenoly (50 —
60 %), terpenické uhlovodiky (3 %), linalool (100 %) ¢i volny geraniol
(50 - 100 % v zavislosti na odrade¢).[9]

V nov¢jsi studii z roku 2019 soustiedéné Cisté
na ptresnos aromatickych latek chmele béhem studeného chmeleni a
zmeény béhem starnuti studené¢ chmelenych, piv reportovali pfenosové
miry uhlovodiki (< 2 %), esteri (40 - 80 %), linaloolu (80 %) a
seskviterpenickych alkoholt (10 - 50 %).[11]
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Vétsina silic jsou latky povahy nepolarni, proces macerace béhem
studeného chmeleni je tedy proces velmi pozvolny, obvykle s nizkym
stupném extrakce.[16, 22] Rozpustnost silic v procesu studené¢ho
chmeleni je fizend pfedevSim chemickou povahou analytli, obsahem
alkoholu, na jehoz zvySeni se muze samotny piidavek chmele podilet,
hodnotou pH piva, kdy jeho nizsi hodnota zptsobuje nizsi rozpustnost
silic a vyssi adsorpci na kvasinky, a teplotou pii chmeleni.[10, 22]

Ptedpoklada se, ze charakter piva dokdZou ovlivnit pouze vybrané
slouceniny z frakce silic, mezi nimiz byly jmenovany i linalool, myrcen,
geraniol a geranyacetdt, a-terpineol a oxidac¢ni produkty humulenu.
AvSak dokazano bylo, Zze pouze linalool, myrcen, geraniol a
humulenepoxid II maji znatelny pfinos na aroma piva.[19] Tento
teoreticky prispévek konkrétnich sloucenin k vyslednému aroma Ize
zjistit jako podil jeho koncentrace a senzorického prahu v pivu.[17]

vvvvvv

chmeleni je vySe zminény linalool. Ackoli je prokézano, ze pouze
samotny linalool a jeho hladiny v pivech pfimo nekoresponduji
s intenzitou chmelového aroma hotového produktu[8], v pfipad¢ studené
chmelenych piv se vyskytuje ve vysokych koncentracich a zodpovida
za citrusovou slozku chmelového aroma, kterd vSak miliZze byt vlivy
synergického efektu geraniolu piekryta kvétinovymi tony.[22]

Dle Forstera a Gahra je pfenosova mira linaloolu vyssi nez 100 %,
nezavisle na odriidé. Bylo tedy uvazovéno, ze z chmele se procesem DH
do piva prenese vSechen. Nebylo totiz jest¢ dokdzano, zda se linalool
z chmele neuvoliiuje nejen ve své volné, ale také ve své vazané formé,
pficemz by pisobenim kvasnic zvySoval hodnoty celkového linaloolu
[9], tak jako tomu je u geraniolu (niZe v textu).[35]

Ve studii vedené Opstacleem byly srovnavany vzorky rizné
upravenych plzenskych piv z hlediska obsahu linaloolu a vybranych
seskviterpentl. Sledovany byly vzorky Cerstvé, stafené 30 dnti pii 30 °C a
60 dnt pfi této teploté. Ukazalo se, Ze u vzorkd piv chmelenych
konvencéné za pouziti pelet je obsah linaloolu sice az 7krat nizsi nez
u studené¢ chmelenych piv, nicméné jeho hodnoty v pivu po celou dobu
stafeni zUstavaji relativné konstantni, zatimco u vzorkd piv studené
chmelenych obsah linaloolu s dobou skladovani postupné rostl az
030 %.[8] Zde autofi tento jev vysvétluji moznym postupnym
uvoliovanim linaloolu za §tépeni glykosidickych prekurzort, které byly
do piva uvolnéné béhem DH. Studie u konvenc¢né chmelenych piv
za pouziti pelet také potvrdila nartist linaloolu béhem fermentace.[8]
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Geraniol vykazuje béhem studen¢ho chmeleni zajimavé chovani.
Napfi¢ riznymi pouzitymi chmelovymi odridami se muize lisit jeho mira
ptenosu az o 50 %. Forster a kol. to vysvétluje tim, ze ptivod celkového
geraniolu neni pouze jednoduchou difuzi jeho volné formy z chmele,
nybrz hydrolyzou n¢kterych impartovanych chmelovych ester. Béhem
DH se uvoliuji 1 dalsi latky, konkrétné geranylisobutyrat a geranylacetat,
které¢ jsou vSak v hotovém pivu detekovany pouze ve stopovych
mnozstvich. Naopak mnozstvi celkového geraniolu se pfidavkem znacné
zvysi, coz naznacuje preménu téchto esterti v geraniol, vysvétlovanou
jako vysledek esterazové aktivity zbylych kvasinek.[35]

Skladovanim studené chmelenych piv (100 dnd pti 20 °C ve tmg¢)
se obsah geraniolu zvysoval az 0 92 %, naopak obsah nerolu a citronelolu
se za tuto dobu rapidné snizil.[9]

Jak jiz bylo vyli¢eno v Kapitole 2.1.3.2 na Obr. 3, jsou dokézany
vzajemné transformacni procesy jak linaloolu a geraniolu, tak i dalSich
monoterpenickych alkoholli, které mohou zplsobovat neptesnosti
ve stanoveni pfenosii téchto latek béhem DH a jejich mnozstvi béhem
nasledného starnuti.[9]

Mezi dal$i sledované komponenty chmelovych silic ve Forsterove a
Gahrové studii patfili 1 dalSi zastupci kyslikaté frakce. Napt. primérné
prechodové miry isobutylisobutyratu a 2-undekanonu byly podobné a
pohybovaly se nad 50 % vytéZky. Extrakce isoamylisobutyratu byla silné
zavisld na pouzité chmelové odridé a vykazovala prechody od 40 %
do 161 %. U methylesteri je uvaZovana transformace na ménég
senzoricky aktivni ethylestery piisobenim kvasinek.[9, 11]

Starnuti piv, které bylo také soucasti této studie, poskytlo zjisténi,
ze sledované estery, spolu s 2-undekanonem, se s dobou skladovani
ztracely a jejich Ubytky byly vice nez 50%. Pouze IBIB vykazoval nizsi
ztraty okolo 20 %.[9] Ve studii Clippeleerové a kol. starnuti studené
chmelenych piv po dobu 16 mésict pfi teplotdich 20 a 30 °C vzorky
vykazaly znacny pokles v obsahu sledovanych estert, a to dokonce i
pod jejich vjemové prahy.[11]

Chemicky odliSnymi stéZejnimi silicemi zazivajicimi béhem DH
v pivu narist jsou terpenické uhlovodiky. Jejich piechodu z chmele
do piva vyhovuje vyssi obsah alkoholu a nizsi teploty béhem extrakce
nez béhem chmelovaru.[2, 17] Nicméné stejn¢ lehce dochazi k jejich
ztratdm pfeménami na své oxida¢ni produkty ¢i ztratami béhem procesu
vyroby, napf. sorpci na hydrofobni povrchy kvasinek, pouzity chmelovy
material nebo vynaSeni oxidem uhliitym, ktery je se tvoii béhem
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procesu vyroby.[19, 22, 34] Beta-myrcen ma velmi malou pfenosovou
miru pohybujici se v hodnotach pod 0,5 % [9], nicméné diky svému
vysokému zastoupeni jak ve chmelu, tak vpivu je rovnocennym
poskytovatelem chmelového aroma studené chmelenym piviim.[22]
Avsak pouze pivim Cerstvym, jak se ve Forsterové a Gahrové studii
ukézalo, nebot’ % jeho plivodniho mnozstvi se v pivu skladovaném 100
dnii pti 20 °C ztratily.[9]

Ocimen se svymi pfenosovymi mirami naskrz rizné chmelové
odridy lisil, avSak vétSinou vykazoval relativni pfechod v jednotach
procent. Se 100denni dobou skladovéani se jeho obsah sniZil zhruba
070 %.[9]

Pfenosové miry seskviterpenti alfa-humulenu a beta-karyofylenu
byly ve vSech ptipadech pod 1 9%.[9] Obsah seskviterpenoidd,
sledovanych v Opstaelové studii, sdobou skladovani studené
chmelenych piv pfi vySe vypsanych podminkéach (vzorky Cerstvych piv,
stafenych 30 dnt pii 30 °C a 60 dnt pii 30 °C) klesal ve vSech
vzorcich.[8] Forster a Gahr tyto ztraty pro jednotlivé seskviterpenické
zastupce vycislily pfiblizné na 50 %. Objevil se i nartst v mnozstvi
oxidacnich produkti téchto latek oproti Cerstvym pivim, nicméné pouze
ve formé karyofylen alkoholu (63%) a humulenepoxidu II (3%).
Karyofylenepoxid v pivu za 100 dnii pti 20 °C klesl o polovinu svého
puvodniho mnozstvi.[9]

Odlisny pohled na problematiku pienosu silic do piva nabizi studie
Hausera a kol., ktera sledovala mnozstvi silic a hotkych kyselin analyzou
extrahovaného chmelového materidlu. I ptes nckteré vysoké pienosové
miry avizované vyse, studie ukazala, ze prumémé 50 % z frakce silic
zustava v pouzitém chmelovém materidlu, coz z néj na druhou stranu
déla potencialni zdroj chmelovych aromatickych latek.[10]

Az 77 % nevyextrahovanych silic zaujima uhlovodikova frakce,
naopak kyslikatd frakce zlstavd ve chmelu pod 10 % phvodniho
mnozstvi [10], coz je ve shodé s vysledky vySe zminénych studii. Dale
se Hauser a kol. zaméfil na dva majoritni pfispévatele beta-myrcen a
linalool a pozitivn€ koreloval jejich davku a koncentraci v pivu.
U linaloolu se dale ukazala pozitivni korelace mezi jeho davkou a
pomérem linaloolu zbylém ve chmelovém materidlu ku jeho pocatecni
koncentraci ve chmelu pted DH, coz znaci, Ze pfiliSnym zvySovanim
davky chmele béhem DH se snizuje u¢innost extrakce.[10]
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Na zéklad¢ vysledkt svych studii, oznac¢il Hauser a kol. studené
chmeleni z hlediska celkovych silic za relativné neefektivni proces a
navrhl zavedeny recyklace pouzitych chmelovych materiali.

2.2.4 Senzorické starnuti piva

Senzorické starnuti je negativni jev doprovazejici zmény obsahu riznych slozek,
kterému podléha pivo zejména v lahvovych a plechovkovych obalech. Strukturné
patii mezi typické indikétory starnuti piva karbonyly, zejména aldehydy, které
vznikaji mj. oxidaci alkoholli (acetaldehyd) molekularnim kyslikem. Starnutim se
patrné zvySuje také podil nékterych estert, vzniklych degradaci iso-alfa-kyselin a
interakci ethanolu s organickymi kyselinami. Organoleptické vlastnosti piva jsou
pak ovlivnény predev§im interakci (synergie/maskovani) téchto slozek,
nez individualni slouceninou.[36]

Minimalni doba trvanlivosti pivniho produktu kolisd mezi nékolika mésici
a rokem, ale samotna rychlost starnuti zalezi na mnoha faktorech. V prvni fad¢
maji na senzorické starnuti vliv vstupni suroviny a pouzitd technologie
vyroby.[36] Bylo dokazano, ze jiz samotna pasterace (pfi teplotach kolem 62 °C),
ktera je v pivu oznacovana jako chut’ oxidac¢ni, po chlebu ¢i vatenych potravinach,
1 nasledovné neenzymatické reakce po pasteraci, maji dopad na vyvoj
aromanegativnich sloucenin. Pokusy pfedejit zménam senzorické stability béhem
pasterace byly nelsp&$né — nepasterované pivo sterilované filtraci mélo sice
kratce po stoCeni nejlepsi vjemy, ty se ale béhem skladovani srovnaly s pivem
pasterovanym.[13]

Senzorické vlastnosti jsou markantné ovlivnitelné zptisobem skladovani
hotového produktu, a to nejvice pritomnosti kysliku a teplotou, za které je pivo
skladovano.[27] Také pfii dlouhodobé&j$imi vystaveni piva svétlu vznikaji
produkty rozpadu hotkych kyselin a sirnych zbytki, které jsou detekovatelné
v pivu jiz pfi 4 — 35 ng/l a nejvice zodpovédné za jiz zminovanou letinkovou
pfichut’ piva.[14]

Visualnim projevem starnuti piv je zména barvy na tmavsi odstin a tvorba
zékalu, nicmén¢ témto zménam zpravidla pfedchazi chut'ové projevy starnuti.[27]
Tyto projevy jako prvni popsal Dalgliesh a jsou formou grafu v rozmezi pil roku
znazornény na Obr. 6 (str. - 42 -).[27, 37] Starnouci lezdky zpravidla vykazuji
pokles v intenzit¢ hotkosti a ibytek ovocného aroma, naopak naristd sladka chut
a dochazi k vyskytu nezadoucich vjemi, mezi které patii napiiklad letinkova
pfichut, aroma lepenky, které je kvili tvorbé karbonylovych slou€enin typické
pro proslé lezéky, ¢i pach po kocce (tzv. catty/ribes), coz je jeden z typickych
ukazatelti proslych piv jak u typu lezdk, tak ale. [27, 36] Dale dochazi k vyvoji
jinych nasladlych karamelovych, zemitych ¢i vinovych vjemti.[36]
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Tyto nezadouci vjemy se mohou objevit jiz u 2 mésice starych piv, ale
mohou byt stejné tak pomijivé a po 6 mésicich v pivu nepatrné. Také neexistuje
zadny patern, podle kterého by se dalo senzoricky urcit staii piva nezavisle
na pivnim stylu — ne vSechna proSld piva totiz vykazuji stejny pribéh
senzorického starnuti[27], proto je Dalglieshtiv graf spiSe pouze odhad vyvoje
chuti v pritb¢hu starnuti primérného piva.

A

Bitter taste Ribes

Intensity

; Sweel taste
:',,-" & toffee-like aroma and flavor

e e
=" Cardboard
wrreet flavor
i -

Time

Obr. 6 — Senzorické zmény piv béhem doby skladovani
dle Dalglieshe

Prevzato z [37]

Skladovani piva ale neméd pouze negativni dopad na vyslednou chut
produktu, pokud je uskutecnéno za vhodnych podminek. Napiiklad specifické
aroma svrchné kvaSenych piv se vytvaii pravé béhem skladovani, kdy typické
vjemy starnuti zacnou vynikat nad klesajicimi aromapozitivnimi latkami, napf.
estery nad kvasnicovym aroma. Pivo stdrne pomaleji, ¢im je obsah téchto
aromapozitivnich latek vys$i. Starnutim se zde ale také mohou objevovat
nepiiznivé syrové az zemité vjemy, za které maji zodpovédnost rozpadajici se
kvasinky.[13]

2.3 Senzoricka analyza

Senzoricka analyza poskytuje informaci o chutovém a ¢ichovém vjemu potravin skrze
senzoricky aktivni slouceniny. V potravinach jiZz bylo identifikovano ptes 6000 téchto
pfirodnich slozek, vyskytujicich se v koncentracich od stopovych mnozstvi v fadech ppt
az po desitky ppm. I ptesto, Ze konkrétni potravina miize obsahovat az stovky téchto
sloucenin, ptfinos na jejim typickém vejmu jich obvykle mé jen par. Valné mnozstvi
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jednotlivych senzoricky aktivnich sloucenin izolovanych z rostlinnych extraktti svym
aroma nepiipomind senzoricky profil celé substance, nebot’ jde o velmi komplexni
smés. Senzorické prahy totiz nezdvisi pouze na olfaktorickych vlastnostech latky a jeji
struktute, ale také na matrici, ve které jsou testovany. Z tohoto diivodu je stile snaha
analyzovat jak samotné latky v Cist¢ formé, s definovanymi ptidavky standardu, tak
suroviny, u nichz se tyto latky podili na vjemovém charakteru.[7]

2.3.1 Senzoricka analyza vs. analytické metody

Aroma a pfichut’ potravin mohou byt stanoveny n¢kolika zplisoby; analytického
hlediska jde nejcastéji o SPME nasledovanou GC-MS analyzou senzoricky
aktivnich latek z extraktu. V dnes$ni dobé lze stanovit i velmi nizkd mnozstvi
strukturné rozli€nych latek, ale stdle neni mozno Cisté analytickymi metodami
s jistotou urcit, které zlatek maji opravdovy piinos na vysledném vjemu
analyzované substance. Proto existuje druhy pfistup, ktery pomahé interpretovat
ptistrojova data — senzorické analyza.[7]

Senzorické testovani je zalozeno na znacné odliSnych principech nez
analytické stanoveni. Trénovani senzoricti hodnotitelé béhem zkouSeni posuzuji
predmét zkoumani na zdkladé subjektivnich celkovych vjemi a snazi se
odhadnout nejen chut’ a aroma testované potraviny, ale také zhodnotit intenzitu
vjemu na dané stupnici.[7] Oproti analytickym analyzam ma né€kolik vyhod:

— pred senzorickou analyzou neni tfeba naroénych manipulaci se vzorkem,
tudiz nehrozi napf. nedostate¢nd extrakce ¢i tepelnd degradace latky
nesouci vjemové charakteristiky

— konkrétni senzoricky aktivni latky mohou byt ze strukturniho hlediska
riznorodé a kjejich stanoveni je tfeba vyuziti 1 nékolika
chromatografickych technik

— dokaze detekovat senzoricky aktivni latky s extrémné nizkymi
vjemovymi prahy, ale v koncentracich pod limity detekce zvolené
metody

— nedokaze predpoveédét synergické ptlisobeni vice slouCenin, a tak —
narozdil od senzorické analyzy — nemlZe poskytnout komplexni
informace o potraving, zejména z konzumentského hlediska.

Nevyhodami jsou pak finan¢ni 1 ¢asové ndklady spojené nejen s realizaci
samotné analyzy, ale také svycvikem hodnotiteli pro zajiSténi statisticky
vyznamnych vysledk.[7] Vhodné je tedy spojeni vysledkd senzorického
testovani s vysledky chromatografické analyzy.
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3 EXPERIMENTALNI{ CAST

3.1 Chemikalie
chmele odrady Kazbek, Citra, EIDorado

Pivo A a Pivo B z Volby sladki (Kapitola 2.2.1.1)
standardy (Sigma-Aldrich, Ceska republika)

e vnitini standard cis-3-hepten-1-ol (> 97 %)

¢ analytické standardy silic k pfipravé kalibra¢nich roztoku:

alfa-pinen (> 97,0 %)
beta-pinen (> 99 %)

myrcen (= 90,0 %)

limonen (97 %)
methylheptanoat (> 99,8 %)
linalool (= 95,0 %)
4-terpineol (= 98,5 %)
beta-karyofylen (> 98,0 %)
trans-beta-farnesen (> 90 %)
alfa-humulen (= 96,0 %)
alfa-terpineol (> 97,0 %)
cis-geraniol (=90 %)
alfa-ionon (> 90 %)
beta-ionon (> 95,0 %)
alfa-iron (= 90 %)
beta-karyofylenepoxid (> 99,0 %)

destilovana voda

isobutylisobutyrat (> 98 %)
methylhexanoat (> 99,8 %)
isoamylisobutyrat (> 98 %)
ocimen (> 90 %)
2-nonanon (> 99,5 %)
methyloktanoat (> 99,8 %)
methylnonanoat (> 99,8 %)
2-dekanon (> 99,5 %)
methyldekanoat (> 99,0 %)
2-undekanon (> 99 %)
methylgeranat (= 90 %)
2-dodekanon (> 98,5 %)
geranylacetat (> 99,0 %)
2-tridekanon (> 97,0 %)
farnesol (= 90 %)

dichlormethan:n-hexan (oba Merck, Némecko) — smés 1:1 (v/v), dale jen

DCM:hexan

ethanol 96% G.R. (Lach-ner, Ceska republika)
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silikonova pasta

siran sodny bezvody p.a. (Lach-ner, Ceské republika)

3.2 Material

banky odmérné se zabrusem 50ml, 100ml, 250ml, A

drzaky patron

filtry PTFE extrakéni o priiméru 42 mm s velikosti pord 10 um
kadinky

kapatka sklenéna

klesté na patrony kovové

kolona kapilarni TG-WAXMS (Thermo Scientific, USA) o délce 30 m, vnitinim
priméru 0,25 mm, tloust'ce filmu 0,25 um, polarni

kolonky EXtrelut NT 20 (Merck Millipore, USA)
1Zicky kovové

michadélka

nalevka

parafilm

patrona extrak¢ni sklenéna, 300ml

pipety — délené 1ml, Sml, 10ml, A
—nedélené 10ml, A

stiikacka Hamilton 25ul, 500ul
ty¢inka sklenéna
valec odmérny 50ml

vialky 2ml, opatfené inzertem
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3.3 Pristroje a programy

analyticka vaha (AND, Japonsko)
destilaéni systém Distillation Unit K-350 (Biichi, Svycarsko)

extraktor fexIKA vario kontrol (IKA-WERKE GmbH, Némecko), jehoz soucastmi
jsou:

michadlo IKAMAG — RET kontrol
chladici a topny blok KH 135.2
sklenéna sada GF 260

stojan a kontroler KHS 1
elektronicky distributor G700
teplotni ¢idlo Pt 100.52

YV V V V V VY

chladi¢ obéhovy Julabo FL 601 (JULABO GmbH, Némecko)
mlynek Bosch

plynovy chromatograf s hmotnostnim detektorem: Trace GC Ultra & DSQ II
(Thermo Scientific, USA) s datovym systémem Thermo Xcalibur 2.1 (Thermo),
databaze NIST MS Search version 2.0d 2005

predvazky (Mettler Toledo, Svycarsko)

software Labworldsoft 4.7

3.4 Pracovni postup

3.4.1 Priprava vnitiniho standardu a kalibra¢nich roztoku

Pro piipravu vnitfniho standardu do kalibracni smési pro chmel (ISZL-ch) bylo
do 50ml odmérné banky na analytickych vahach teoreticky navazeno 0,05 g
analytického standardu cis-3-hepten-1-olu (Sigma-Aldrich) a doplnéno po rysku
smési DCM:hexan. Pro pivo byl vnitini standard pro kalibra¢ni fadu (ISZL-p)
pfipraven odvazenim teoretické navazky 10 mg do 100ml odmérné banky a
doplnén DCM:hexan.

Pro ptipravu vnitiniho standardu urc¢ené¢ho do vzorki chmele (ISTD-ch)
bylo do 50ml odmérné banky na analytickych vahach teoreticky navazeno 1,25 g
analytického standardu cis-3-hepten-1-olu a doplnéno po rysku 96% ethanolem.
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Obdobn¢ pro vnitini standard uréeny k pfidavku ke vzorku piva (ISTD-p) bylo
na analytickych vahach do 100ml odmérné banky teoreticky odvazeno 10 mg
vyse zminéné latky a po rysku doplnéno 96% ethanolem.

Kalibra¢ni roztoky pro stanoveni silic ze vzorku chmele byly pfipraveny
z analytickych standardl (Sigma-Aldrich) teoretickou navazkou 0,05 g do 50 ml
baiiky. Z diivodu vysokého mnozstvi analyti se pfipravuji dva zakladni roztoky,
kazdy zhruba s polovinou strukturné¢ podobnych silic. Tyto dva zadkladni roztoky
byly po odvazeni silic na analytickych vahach naplnény po rysku smési
DCM:hexan a po promichani bylo z kazdého odebrano do ¢ty 50ml ban€k po:
5ml, 2,5 ml, 0,5 ml a 0,05 ml. K témto 4 roztokiim bylo pfidano 0,5 ml roztoku
ISZL-ch a roztoky doplnény po rysky DCM:hexan pro vytvofeni kalibra¢ni fady.

K piipravé kalibracnich roztokl pro stanoveni silic v pivu byly pouzity
tytéZ analytické standardy a podobny postup jako pro stanoveni chmele. Zptsob
provedeni se odliSoval piipravou dvou zakladnich roztokti, a to teoretickou
navazkou standardii v mnozstvi 10 mg do 100ml odmérnych ban¢k. Po odvazeni
byly tyto banky opét doplnény po rysku smési DCM:hexan a obsah pecliveé
promichan. Z téchto dvou zakladnich roztokt bylo nejdiive odpipetovano 0,5 ml
od kazdého do 50ml banky pro pfipravu kalibraéniho roztoku o nejvyssi
koncentraci silic, ktery byl doplnén DCM:hexan po rysku a z n€hoz bylo dale
odpipetovano po: 5 ml, 2,5 ml a 0,5 ml do 50ml odmérnych bang&k pro vytvoteni
zbyvajicich roztokii kalibra¢ni fady. Pfed doplnénim roztokd po rysku bylo
do téchto tii roztokd odméfeno 250 pl IZSL-p. Do kalibra¢niho roztoku o nejvyssi
koncentraci pouze 210 pl jiz bez dopliiovani DCM:hexan.

3.4.2 Priprava vzorku chmele

UsuSené chmelové SiStice byly v mlynku Bosch rozemlety na jemny prasek,
ze kterého bylo pomoci pfedvazek odvazeno mnoZstvi 2,0 g do extrakéni trubice
s extrak¢nim filtrem naspod. V dalsim kroku bylo na prasek aplikovano 10 pl
ISTD-ch. Do spodni nadoby bylo vhozeno michadélko a zalito 40 ml 96%
ethanolu. Extrakcni trubice se vzorkem byla naSroubovédna ke spodni nadobé a
z vrchu pfipojena ke kondenzac¢nim zatizenim. Extrakce vzorku probihala pomoci
extraktoru fexIKA vario kontrol, chladi¢ Julabo FL 601 zajistoval ob¢h chladici
kapaliny o teploté 5 °C + 0,5 °C.

Extrakce chmele na ethanolovém loZi probihala za kontroly software
Labworldsoft 4.7 ve ¢tyfech cyklech — prvni cyklus sedmiminutovy, nasledujici
3 Sestiminutové. Maximalni teplota byla nastavena na 117 °C, tzn. 1,5nasobek
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bodu varu ethanolu, chlazeni mezi cykly dosahovalo 60 °C, po poslednim cyklu
byla smés zchlazena na 40 °C.

Extrakty z ethanolového loze byly doplnény ethanolem po rysku 50ml
banck, preciStény a nakoncentrovany na kolonkach EXtrelnut NT 20, nejdiive
zvlhéenych destilovanou vodou. Po naneseni 5 ml extraktu byly analyty
vymyvany 5 ml smési DCM:hexan v péti cyklech s pétiminutovymi piestavkami
mezi cykly. Do kadinek s malym mnozstvim siranu sodného bylo jimano zhruba
10 ml eluétu, jez byl davkovan do vialek s teflonovym septem. Takto ptipraveny
vzorek bylo mozné v horizontu nékolika dni uschovat v mrazaku.

3.4.3 Priprava vzorku piva

Extrakce silic z piva byla provadéna metodou destilace vodni parou, kdy byl
odmeéten 50ml vzorek piva spolecné s 25 pl ISTD-p do extrakéni patrony otiené
silikonem. Pivo v patroné¢ bylo pomoci destilacniho systému Distillation Unit
K-350 destilovano s vodni parou po dobu 2 minut (pfivod pary 100 %) a extrakt
jiman do ledem chlazené 250ml odmérné banky s 10 ml smési DCM:hexan.
Do jedné 250ml baiiky byl jiman extrakt ze dvou 50ml vzorkt identického piva.
Baiiky s extraktem byly uzavieny zatkami, zaji§t€énymi parafilmovou folii,
a po dobu jedné hodiny vystaveny 250 otdckdm za minutu na tfepacce. Nasledné
byly vzorky ponechany nejméné jednu hodinu v chladni¢ce. Nepolarni faze byla
nazdvihnuta destilovanou vodou a poté davkovana do vialek s teflonovym septem.

3.4.4 Chromatograficka analyza s hmotnostni detekci

Stanoveni analyti ve vzorku chmele bylo provedeno na pfistroji Trace GC Ultra
s hmotnostnim spektrometrem DSQ II.

Podminky:
Nosny plyn He o Cistoté 5.0 s pratokem 1,2 ml/min;

Dévkovani splitless, doba otevieni dé€lice 1 minuta s celkovym pritokem
50 ml/min, teplota vstfikovani a transfer line 250°C, objem nasttiku 1 pl;

Ptistroj Trace GC Ultra DSQ II;

Kolona kapilarni TG WAX MS, polarni; teplota nastavena na piechod ze 45 °C
po2 minutich nal00 ©°Crychlosti 10 °C/min a dale zvySena
na 230 °C rychlosti 15 °C/min a kone¢nou dobou trvani 6 minut;

MS detektor: zdroj vyhiivan na 200°C.
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Sbér dat byl provadén systétmem Xcalibur (GC-MS), ve kterém byla nasledné
metodou vnitiniho standardu vyhodnocena spektra a zaznamendny namétené
hodnoty.

3.4.5 Vyhodnoceni

Data z chromatografické analyzy byla sbirdna software Xcalibur (GC-MS).
Analyty byly identifikovany dle svych hmotnostnich spekter s piipadnymi
dodateCnymi upravami na zakladé podobnosti retencnich casti. Stanoveni
probé¢hlo vypoctem obsahu analyti ve vzorku za pouziti metody vnitiniho
standardu cis-3-hepten-1-olu a kalibra¢ni fady roztoki analytickych standard.

Data chromatografické analyzy byla statisticky zpracovana na 5% hlading
vyznamnosti, odlehlé¢ vysledky vylouceny. Vysledek reprezentoval median
s roz$ifenou nejistotou vyjadienou jako dvojnasobek variacniho koeficientu.

3.5 Vypocet validac¢nich parametrt

Pro ovéfeni vhodnosti metody byla provedena tzv. retrospektivni validace —
znamefenych dat byly vypocteny konkrétni validacni parametry, mezi nimiz byla
pfesnost, opakovatelnost, mez detekce a mez stanovitelnosti metody, spolu s uvedenymi
nejistotami vysledku.

K validaci metody pro stanoveni silic v pivu byly pouzity vysledky méfeni
vzorkll Piva A, a to jak v jeho Cerstvé formé (méteno v zati 2019), tak jako tfi mésice
(méfeno v listopadu 2019) a Sest mésict (méfeno v tnoru 2020) staré vzorky
skladované v sudech pfti laboratorni teploté. Vypocet pro rlizné stara piva byl proveden
celkem ze 12 méfeni — 3 stejné starych vzorkli (m = 3) po 4 paralelnich stanovenich
(n = 12) pro 95% hladinu vyznamnosti.

Z 12 namétenych hodnot byl za pouziti programu MS Office Excel 2007
vypocten median (Med) a vybérova smérodatna odchylka stanoventi (s;) pro kazdy ze tii
vzorkli jednoho stafi. Z vybérovych smeérodatnych odchylek vysledki jednotlivych
vzorkl (s;, 55, 53) byla vyvozena celkova vybérova smérodatna odchylka (s):

/sf+s§+s§
S= T.

Z téchto dvou parametrti byl vypocten variacni koeficient (RSD) dle vzorce:

RSD (%) = ﬁ x 100,
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ktery poslouzil ke stanoveni opakovatelnosti () na hladin€ 95% pravdépodobnosti:
r = RSD X 2,8.

Meze detekce a stanovitelnosti byly vypocteny z celkové vybérové smérodatné
odchylky (s), a to jako jeji tiinasobek v piipad¢ meze detekce, a desetindsobek v pripadé
meze stanovitelnosti.

Valida¢ni parametry metody stanoveni silic ve chmelu byly pocitany
z hodnot vzorku chmele Kazbek, pouzitého k vyrobé Piva B. Meéfeni chmele se
uskutecnilo v ¢ervnu 2019. Zpisob vypoctu byl identicky vyse uvedenému pro metodu
silic v pivu, nicméné k dispozici byl pouze jeden vzorek zméteny Ctytikrat (m = 1,
n=4). Na rozdil od silic v pivu, zde byl pro srovnani poskytnut zaznam VUPS z roku
2015 z méteni validaénich parametri nékolika stanovovanych analytii na tfech vzorcich
v celkovém poctu 30 méteni (m = 3, n = 30).

3.6 Vypocet parametri pi‘enosu silic v ramci studeného chmeleni

Z naméfenych dat chmele, davky pouzité¢ ke studenému chmeleni, piva pfed studenym
chmelenim a po studeném chmeleni byl vypocitan ptirGstek mnozstvi kazdého analytu
(4) v pivu a vyjadren procentueln¢ formou miry prenosu v ramci studeného chmeleni
(P DH):

)_ pwopoDH( ) prop;edDH( )

CA chmel (kg) X DchmelDH( )

Ppu,a(%

kde se v Citateli objevuje rozdil koncentraci dané latky v hotovém pivu (cpivopo pH) @
v pivu pied procesem studeného chmeleni (Cpivopred pH), Vyjadiujici celkovy redlny
ptirtstek této latky béhem studeného chmeleni. Jmenovatelem je pak soucin
koncentrace této latky ve chmelu (¢ cnmer) @ davky tohoto chmele pouzité na studené
chmeleni (D jmerpH)-

Pro skupinu analyti byla pfenosova mira vyjadiena jako u€innost extrakce
behem studené¢ho chmeleni (Upy) a vypoctena jako suma analyti:

> [Ci,pivo,po DH (uTg)] - Z[Ci,pivo,pr“ed DH (“Tg)]
Z [Ci,chmel (Ill(l_g) X Dchmel,DH (%)]

Upn (%) =
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3.7 Vypocty sprazené s korela¢ni analyzou

Korelacni analyza byla provedena z dat chromatografické analyzy obsahu silic v Pivech
A a B a senzorického hodnoceni napfi¢ rizné starymi vzorky téchto piv. Aplikovana
byla celkem na sedm vzork (n = 7) riizné stafenych, pocinaje pivem cCerstvym az
po Sest méesicu stary vzorek.

Pro dvé provéfované vlastnosti byl za pouziti funkce CORREL v programu
MS Office Excel 2007 zjistén korelacni koeficient () téchto dvou oblasti. Ten byl
nasledné statisticky testovan pro 5% hladinu vyznamnosti s n — 2 stupni volnosti (v):

_ rXiyn—2
br = V1 —r?

> t0,950,1]=5 == 2,015

Korelaéni linedrni zavislost byla uvaZovana pouze pro korelacni koeficient
dvou oblasti, ktery prosel 7-testem.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Validace

Retrospektivni validaci z namétenych dat byly zjiStény nékteré validaéni parametry
pouzité metody stanoveni silic ze vzorkd chmele a piva. Vypoctené hodnoty jsou
doplnéné o data méfeni VUPS z minulych let a Gasteéné slouzi ke srovnani obou
méteni. Silice byly zpiva izolovany metodou SD/GC-MS, silice z chmelového
materidlu probihala extrakci FBE-SPE s GC-MS analyzou.

V nékterych ptipadech nebylo mozné dodrzet doporuceni vypoctu meze
detekce z 1-5nasobku koncentrace ocekdvané meze detekce — chmel i pivo jsou velmi
komplexni vzorky a nelze optimalizovat koncentra¢ni hladiny vSech analytti v jednom
vzorku, coz mohlo byt pfi¢inou vyssich hodnot téchto parametra.

4.1.1 Silice v pivu

Vypocet valida¢nich parametri metody extrakce silic z piva destilaci vodni parou
z celkem 12 méfeni jednotlivych vzorkli Piva A poskytl uspokojivé vysledky,
které jsou zaneseny v Tab. 2 (str. - 55 -). Proovéfeni opakovatelnosti byly
parametry pocitany celkem ze tfi vzorkl: piva cerstvého (0M), 3 mésice (3M) a 6
mésicti (6M) starého. Dale byly VUPS poskytnuty materialy dopliujici vysledky
o dal§i parametr, kterym je vytéznost metody, uvedena jako posledni sloupec
v Tab. 2 (str. - 55 -).

Mnozstvi sledovanych analyti se v pivu pohybovalo v koncentracich
0d 0,01 pg/l (beta-ionon) — 42,49 ng/l (myrcen). Métfeni vykazovala pramérny
14% koeficient variance, z néjz byla stanovena primérna rozsifena nejistota 28 %.

Mez opakovatelnosti pro tuto méfici metodu se u Cerstvého a tfi mésice
starého vzorku pohybovala kolem hodnoty 0,4 pro 95% pravdépodobnost, coz 1ze
oznacit za relativné uspokojivy rozdil. U Sest mésicli starého piva byla
opakovatelnost jiz mirn€ zvySend, proto byl sestrojen regulacni diagram (Obr. 7),
ktery vyvratil statisticky vyznamnou odlehlost hodnot. Odchylku opakovatelnosti
z ,nultého” a Sestého mésice meéfeni Ize tedy vysvétlit pouze ndhodnym
rozlozenim dat.
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Regulacni diagram preciznosti metody
stanoveni silic v pivu

60%
50% -
< 4
§ 40% oM 5M 6M
R 3M .
T 309 oM IM Pivo A
z 4AM oL
20% A — UWI
10% -
0% 1 1 1 1 1 1 1 ]
Cas

Obr. 7 — Regulacni diagram preciznosti metody SD/GC-MS ke stanoveni
silic v pivu

Pivo A: OM — Cerstvé pivo, 6M — 6 mésict staré pivo;

CL — centralni linie prezentujici pouZivanou nominalni 25% nejistotu;

UWL — horni varovnd mez vypocitand z 95,45% pravdépodobnosti rozdéleni hodnot.

Za zminku stoji, Ze pro nckteré analyty kyslikaté povahy, konkrétné estery
methylhexanoat, methylnonanoat, methyldekanoat a ketony 2-dodekanon,
2-tridekanon, alfa-ionon a alfa-iron, byla opakovatelnost az dvojndsobnd
primé&rné a presahovala hodnotu pies 1, coZ znac¢i vys§i miru rozptyleni vysledki
méteni téchto latek vlivem ndhodnych jevl. Pfi¢ina mlZe byt ndhodné zmény
koncentrace béhem GC-MS analyzy, zplsobené zejména vlivem zvySenych
teplot, ke kterym jsou latky této povahy nachylné.

I ptestoze koncentra¢ni hladiny vSech sledovanych analyti v jediném
vzorku piva nebyly na trovni vhodné ke spolehlivému urceni limitu detekce spolu
s limitem stanovitelnosti, z naméfenych hodnot vyplyva, ze vice nez polovina
sledovanych latek je detekovatelna jiz pod hranici 1 pg/l.

Poslednim uvedenym valida¢nim parametrem v Tab. 2 (str. - 55 -) je
pravdivost vyjadfend jako vytéZnost dané extrakéni metody. V piipadé
nadpoloviéni vétSiny sledovanych analytl v pivni matrici vykazuje vytéZnost
100 %, coz je idealni hodnota potvrzujici vhodnost metody pro dany ucel. Nizsi
procento extrakce maji silice uhlovodikové frakce, mezi néz se tadi alfa-pinen,
beta-pinen, myrcen, limonen a alfa-humulen. Nedostatecny stupen extrakce miize
byt pfisuzovan jejich velmi té€kavé povaze a nachylnosti k oxidaci a
polymeraci.[2] Béhem extrakce je vzorek vystaven mirné zvySenym teplotdm,
které tyto degradacni procesy akceleruji. Dlikazem muze byt naopak zvySené
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procento extrakce nékterych kyslikatych latek, na které tyto uhlovodiky
konvertuji. Patfi mezi né epoxidy zastoupené beta-karyofylenepoxidem, ketony
alfa-ionon, beta-ionon a alfa-iron, a zejména alkoholy linalool, 4-terpineol,
alfa-terpineol, cis-geraniol a farnesol.
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4.1.2 Silice ve chmelu

Validaéni parametry metody extrakce na fluidnim ethanolovém lozi s ndslednou
extrakci na pevné fazi byly sice pocitany ze statisticky nedostate¢ného mnozstvi
méfeni (m = 1, n = 4), nicméné diky zaznamu VUPS z roku 2015 (m =3, n = 30)
bylo mozné na tyto vysledky nahlizet s rezervou a provést alespoil hrubé srovnani
parametri metody v zavislosti na poctu a dobé méfeni a dalSich neméné
dulezitych faktorech. Parametry obou méfeni byly extrahovany stejnym postupem
vypoctu a jejich hodnoty pro stéZejni chmelové analyty jsou zaneseny v Tab. 3.

Tab. 3 — Valida¢ni parametry vybranych silic stanovovanych metodou FBE-
SPE/GC-MS ve chmelu

Analyty 1:/{:531 }zﬁg RSD (%) Nejistota | Opakovatelost | LOD (mgkg) | LOQ (mgke)
méreny vzorek K Ch K Ch K Ch K Ch K Ch K Ch
alfa-pinen 072 2000 2% | 17% | 4% | 3% | 005 | 048 | 053 103 182 345
beta-pinen 45510 1401 4% | 7% | 7% | 1w | olo | o021 | 478 300 1593 1029
myreen 510006 59051 7% | 5% | 15% | 1% | 0210 | 014 | 112530] 8896| 375099 29652
fimonen 3623 976| % | 12% | 10% | 2% | 015 | 034 | sed 361 1880 1202
linalool 5655 2825| % | S% | 15% | | 020 | 013 | 1230 387 4101 1292
beta-karyofylen | 36600 23189 28% | 7% | 5% | 1% | 077 | 020 | 30287 4951 100957 16503
4-terpineol 1472 039 27% | 3% | s3% | 7me | oz | 108 | 17| o4s| 3900 150
beta-farnesen 2963 40490 7% | 7% | 13% | ww | 019 | 019 | 592 8233 1974 2744
alfa-humulen 158091 99454] 27% | 9% | 55% | wow | 077 | 027 | 130873 28091 436243 94304

K - Chmel Kazbek pro vyrobu Piva B, n =4, méfeno 2019
Ch - Chmel méfeny VUPS, n = 30, méfeno 2015

Primérny variacni koeficient z méfeni 33 analytd (n = 4) ¢inil 11 %,
rozsifena nejistota 22 %. Primérna opakovatelnost dosahovala 0,31 (na 95 %
hladiné pravdépodobnosti) a jeji zvySenou hodnoty vykazovaly zejména ketony a
nékteré uhlovodiky, mezi néZ patfil alfa-humulen, beta-karyofylen a allo-ocimen.
Koncentraéni hladiny konkrétnich analytti ve vzorku chmele se promitly do jejich
hodnot limiti detekce a stanoveni. Nizk¢ LOD vykazovaly analyty obsazené ve
chmelu v nizkém mnoZstvi, typicky methylestery s LOD > 0,50 mg/kg. Vysoké
LOD < 1000,00 mg/kg byly vypocitany pro majoritné zastoupené slozky chmele
myrcenu a alfa-humulenu.

Z dat v Tab. 3 je patrné, ze vétsi poCet méefeni poskytuje sice vyssi
variabilitu, ale tim 1 kvalitnéj$i vyjadfeni daného vysledku. Nejen rozptyl, ale také
mnozstvi sledovaného analytu ve vzorku mé vliv na konkrétni parametry —
napt. vySe zminovany limit detekce analytu je uren tim piesné€ji, ¢im vice se mu
celkovd koncentrace analytu ve vzorku blizi. Mezi srovnavanymi méfenimi je
vSak bezmadla ctyfrocni odstup, ktery, spole¢né s vySe zminénymi faktory, mohl
také sehrat svou roli v rozdilu tabulovanych parametrti.
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4.2 Studené chmeleni

Ob¢ sledovana piva byla pfipravena za pouziti technologické upravy studenym
chmelenim za u¢elem importovat do piva specifické chmelové aroma vybranych odrad.
Pro Pivo A byl pouzit chmel ElDorado, Pivo B bylo studené chmeleno celkem dvakrat
za pouziti dvou odrad chmeli Citra a Kazbek. Vypocet byl proveden ze vzorki piv
pted studenym chmelenim a vzork Cerstvych hotovych piv.

Dle uvedenych zdroju [16, 22, 34] je mira a rychlost pfechodu silic z chmele
do piva béhem studeného chmeleni zavisla na mnoha faktorech, z nichz je v této praci
vénovana nejvetsi pozornost témto dvéma:

a) Chemicka povaha extrahované latky — vétSina sledovanych silic jsou malo
polarni az nepolarni slouc¢eniny hiife rozpustné ve vodé.

b) Chemické povaha matrice — v tomto ptipadé je rozpustnost silic v pivu fizena
zejména obsahem alkoholu. Chemické sloZeni z hlediska hodnoty pH, dalSich
rozpusténych latek ¢i aktivity kvasinek nebylo sledovano.

Dalsim faktorem je teplota pfi chmeleni, sjejimz zvySovanim se zvySuje i
ucinnost extrakce, nicméné v této studii také nebyla studovanym parametrem.

Nize v Tab. 4 jsou zaznamendny konkrétni analyty s vysokymi pfenosovymi
mirami doplnéné o latky zastoupené v signifikantni mitfe v nékterém z piv. Tu¢né jsou
vytistény slozky, kterym je pfisuzovan potencialni piinos na aroma piva [19], coz mize
byt diisledkem mimo jiné prave jejich vyssitho mnoZstvi v hotovém produktu, nizkymi
senzorickymi prahy ¢i kladnych mér pfenosu béhem procesu studené¢ho chmeleni. Lze
si také povSimnout, Ze valnd vétSina téchto analytl zanesenych v Tab. 4 jsou zéstupci
chemickych skupin, které se, jak je patrné z Obr. 8 (str. - 59 -) a Obr. 90br. 9 (str. - 60 -
) velmi dobfte extrahuji do piva.
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Vw7

Tab. 4 — Seznam analyti s nejvySSimi mirami prenosu béhem studeného
chmeleni PivA a B

Latky jsou fazeny sestupné podle hodnoty své miry pfenosu z chmele ElDorado do Piva A.

Tucné jsou vytistény latky, kterym je pfisuzovan signifikantni senzoricky pfinos na aroma.

Zaporné miry prenosu jsou vyjadieny procentudlnim tbytkem v hotovém pivu oproti mnoZzstvi

v pivu pred studenym chmelenim a znac¢eny hvézdic¢kou.

Hodnoty sloupce Navyseni v pivu ptedstavuji nasobek zvySeni mnozstvi daného analytu

v hotovém pivu oproti pivu pted upravou studenym chmelenim.

Mnozstvi v o Mnozstvi v o
Analyt Chemicka povaha |hotovém Pivu (P};V g ’; ; N;V.lzsuezl ¥ [hotovém Pivu (PI; g f}; ) N‘;‘gieg v
A (ug/h B (ng)
linalool alkohol 60,41 69% 2,2 113,50 94% 19,3
isobutylisobutyrat ester 16,88 56% 2,8 15,86 44% 18,5
2-nonanon keton 3,57 21% 1,3 3,44 50% 6,3
alfa-pinen monoterpen 2,21 18% 1,6 3,02 10% 1,8
cis-geraniol alkohol 3,27 17% 1,3 13,01 67% 32
methylgeranat ester 9,53 16% 2,3 39,11 27% 344
beta-trans-ocimen monoterpen 1,14 12% 2,0 1,77 39% 5,9
geranylacetat ester 13,38 11% 1,8 4,10 7% 1,4
farnesol alkohol 31,85 6% 1,3 59,84 *26% 0,7
myrecen monoterpen 202,62 2% 1,4 451,82 5% 47,7
alfa-terpineol alkohol 10,57 1% 1,1 8,44 7% 3,8
2-undekanon keton 3,60 *33% 0,7 27,83 18% 3,3
alfa-humulen seskviterpen 10,40 *94% 0,1 35,58 *49% 0,5

*prenosova mira zaporna, vysledek vyjadien v % ubytku oproti stavu pfed DH

Az na vySe popsané latky uvedené v Tab. 4 se miry pfenosu vétSiny ostatnich
sledovanych analytti pohybuji v Pivu B v kladnych ¢islech mezi 0 az 5 %. Pro Pivo A
jsou pak prenosové miry analyti nefigurujicich v tabulce jesté nizsi, se stfedni hodnotou
kolem 0 %, a necelé polovina analyzovanych latek zde méla dokonce zaporné extrakéni
saldo. To v praxi znamena, Ze latky z chmele do piva v procesu studeného chmeleni
bud’ vlbec neptechdzeji, nebo je mira jejich extrakce oproti ztratdm béhem tohoto
technologického kroku velmi nizkd, Ze se nepromitne do celkového piinosu. BliZsi
informace o osudu téchto latek by se daly ziskat analyzou pouZitého chmelového

materialu, ale tyto experimenty jiz nebyly naplni této prace.

4.2.1 Pivo A

U Piva A byla vypocitana celkova ucinnost studeného chmeleni odriidou
ElDorado i1 pfenosové miry jednotlivych analyti. Celkova bilance sledovanych
analytd byla v tomto pfipad¢€ zaporna a ¢inila —1 %. Z tohoto thlu pohledu se tedy
muzZe zdat, Ze technologie studeného chmeleni neméa smysl, to lze ale snadno
vyvratit pohledem na prestup konkrétnich chemicky odlisnych skupiny latek (Obr.
8).

V tomto procesnim kroku je hlavnim ucelem importovat do piva chmelové
aroma, jehoz nositeli jsou v globdlnim méfitku pouze vybrané chmelové
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komponenty, mezi kterymi jsou hlavné alkoholy, nékteré monoterpeny a
estery.[19] Jak Ize na Obr. § vidét, méfeni potvrdilo pfenos téchto dulezitych latek
do piva béhem studeného chmeleni, a tudiz i smysl a vyznam tohoto
technologického kroku dnes jiz bézné vyuzivaného v pivovarské praxi.

Utinnost extrakce chemickych skupin silic
pro Pivo A
13.0%
10.0%
E
:é 3,0%
: |
= 0.0% 1
= ———
3.0%
Halkoholy Mestery Emonoterpeny Mepoxid Hketony Ll seskviterpeny

Obr. 8 — Graf Gcinnosti extrakce chemickych skupin silic do Piva A

4.2.2 PivoB

Pivo B se z pohledu této prace liSilo od Piva A dvojim chmelenim. Pro kazdy krok
byla tedy spocitana extrakéni Uc¢innost zvlaSt a porovnédna s celkovou, jejiz
celkova bilance byla stanovena na 4 %. Na Obr. 9 1ze vidét extrakéni G€innosti
pro jednotlivé chemické skupiny silic sefazené od nejvyssiho celkového piinosu v
ramci studené¢ho chmeleni. JiZ na prvni pohled je jasné, Ze jiZ prvni chmeleni ma
signifikantni pfinos na importu dillezitych poskytovatelli chmelového aroma —
extrakéni uc€innosti okolo 40 % dosahovaly v prvnim chmeleni alkoholy 1
monoterpeny, prekvapiveé nasledované 25% piinosem seskviterpent.

Po druhém studeném chmeleni identickou dévkou lze pozorovat hlavné
markantni bytek v mnozZstvi importovanych silic, ktery rapidn€ ovlivnil celkovy
pfinos a vzajemny pomér sledovanych komponenti chmele (Obr. 10, str. - 61 -).
Takto vysoké rozdily nejsou pfisuzovany faktu, ze by sdm druhy ptidavek chmele
mél pfimy markantni vliv na sniZeni mnozstvi pozorovanych analytl. Sice je
extrakce chmelovych slozek do piva fizena mj. dle koncentraéniho gradientu,
nicmén¢ mnozstvi silic ve chmelu je oproti pivu natolik vysoké, ze dochdzi
k volné diftizi v zavislosti na chemické povaze analyti a matrice. Opaénym
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piikladem jsou iso-alfa-kyseliny, které se kvili svym vysokym hodnotam
po chmelovaru mohou sorbovat zpét na chmelovy material.

Pro sniZeni mnozstvi silic béhem druhé faze DH se nabizi spiSe vysvétleni,
ze jde o standardni ubytky béhem zarazeni kroku studeného chmeleni
do technologického procesu vyroby piva. Ubytky pak mohou byt nasledkem
lezeni delsi dobu pii vyssi teploté, vystaveni oteviené atmosfére, manipulace
spivem a chmelovym materidlem, aktivity v pivu stale piitomnych kvasinek
spotfebovavajicich nékteré slozky chmelového piivodu.

Uginnost extrakce chemickych skupin silic
pro Pivo B
30,0%
40,0%
g 30.0%
f; 20,0%
% 10.0% ~|7 f
E 0,0% f f U f Ll f f I
-10.0%
-20,0%
-30,0%
alkoholy ketony estery monoterpeny epoxid seskviterpeny
UDH] EDH? BDH celkem

Obr. 9 — Graf ucinnosti extrakce chemickych skupin silic do Piva B
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Zastoupeni skupin v Pivu B v celkovém mozstvi: A) 2526.4 ug/l po prvnim DH
B) 816,0 ug/l v hotovém pivu

H monoterpeny
M alkoholy

M estery

U seskviterpeny
M ketony

M epoxid

B)

Obr. 10 — Grafy zastoupeni sledovanych skupin silic v Pivu B v riiznych fazich
dvojitého studeného chmeleni

Porovnanim grafti 1ze po jednotlivych krocich studeného chmeleni pozorovat relativni ubytek

v zastoupeni monoterpent, seskviterpenlt a esterti, relativni ndrGst naopak zaznamenaly

alkoholy, ketony a velmi malo zastoupeny epoxid.

4.2.3 Prenos skupin silic béhem studeného chmeleni

4.2.3.1 Alkoholy

Nejdulezitéjsi skupinou jsou alkoholy, kterych bylo pouzitou metodou
stanoveno celkem 5, jmenovité jde o linalool, 4-terpineol, alfa-terpineol,
cis-geraniol a farnesol. VSechny tyto latky byly oznacené jako jedny
z hlavnich donord pifijjemného chmelového aroma pivu, ¢imz -
na dostatecnych koncentra¢nich hladindch a ve vhodnych matricich —
pfimo ovliviiuji jeho vysledny charakter.

Alkoholy vykazovaly zhruba dvojnasobny narist v mnozstvi
oproti pivu pfed DH a vysokou 14% celkovou extrakéni bilanci u obou
analyzovanych piv. Tato hodnota, nejvyssi ze vSech skupin, je
piisuzovana jejich chemické podstaté — jakoZzto polarni alkoholy vykazuji
v alkoholickém pivu dobrou rozpustnost. Tématu vlivu obsahu alkoholu
v pivu na stupni extrakce silic se vénuje Kapitola 4.2.4.

Obr. 8 (str. - 59 -) ilustruje v Pivu A velmi vysokou extrakéni bilanci
alkoholli v porovnani s mensimi pfispévky ostatnich chemickych skupin,
naopak pohledem na Obr. 9 (str. - 60 -) si u Piva B lze vS§imnout, Ze i
pfes velmi vysokou efektivitu prvniho chmeleni (bezmala 45%),
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mezi celkovou bilanci alkoholi a ostatnich chemickych skupin jiz neni
takova propast jako v ptipad¢ Piva A.

Jak lze vycist z Tab. 4 (str. - 58 -), nejvyssi pfinos na extrakcni
ucinnosti alkoholové skupiny ma linalool s pienosovou mirou blizici se
70 % pro jednou studené chmelené Pivo A a 94 % pro dvakrat chmelené
Pivo B. Mira pfenosu linaloolu je zaroven nejvyssi i ze vSech
sledovanych analytti. Dle studii popsanych v Kapitole 2.2.3.2 byla
linaloolu zjisténa ptenosova mira 100 % [9] a 80 % [11], které odpovidaji
naméfenym hodnotdm. Vysoka prenosova mira linaloolu do Piva B mtize
byt zpiisobena nejen volnym linaloolem, uvolnénym piimo z chmele, dle
zdrojt také z formy vazané, ktera je uvolnéna ptisobenim kvasnic.[9]

Dal§im markantnim pfispévatelem je -cis-geraniol se 17%
pfenosovou mirou pro Pivo A a velmi vysokou 67 % mirou v Pivu B,
ktery spolecné s linaloolem propdjcuje pivu kvétinovy charakter.[3]
O néco méné do Piva A prechazi farnesol z 6 %, v Pivu B je sice jeho
mnozstvi v hotovém pivu o bezmala polovinu vys$si nez v Pivu A, ale zde
v pribé¢hu studené¢ho chmeleni naopak podléhd 26% ztratdm. Mira
prenosu terpineold do Piva B se pohybuje okolo 7 %. Piechod do vice
alkoholického Piva A sméfoval paradoxné k nulovym hodnotam, a tudiz
byl zanedbatelny, coz vramci studeného chmeleni sice vyvraci
potencialni senzoricky pfinos terpineolll, nicméné odkryva pozitivni fakt.
Konkrétné alfa-terpineol, se senzorickym prahem vyS$s§im neZz linalool, byl
v hotovém Pivu A naméfen v nezanedbatelném mnozstvi 10,57 pg/l a
nezapornou prenosovou mirou je dokdzano, Ze od chmeleni na varné,
po celou dobu studeného chmeleni az k hotovému produktu je jeho
mnozstvi v pivu stabilni, a i tak mize mit kone¢ny piinos na celkovém
vjemu findlniho produktu. Nemiize byt vSak dokazano, zda jeho mnozstvi
nezlistdvd konstantni na ukor ostatnich monoterpenickych alkohol
podstupujicich biotransformac¢ni konverze.

Mira extrakce z chmele do piva nemusi pro monoterpenické
alkoholy nabyvat pravdivych hodnot, nebot’ ptiristek konkrétniho analytu
této skupiny nemusi byt chmelového piivodu. Dle literarni reSerse [8, 12,
23, 35] mohou piisobenim nékterych druht kvasinek latky této chemické
povahy vznikat ¢i se mezi sebou modifikovat, coz v nékterych ptipadech
sice muze zapfiCinit zlepSeni organoleptickych vlastnosti finalniho
produktu, ale podkopava pravdivost stanoveni piinosu chmele b&hem
studeného chmeleni.
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4.2.3.2 Estery

Ve srovnani s mirou extrakce alkoholti do piva jsou na tom dalsi kyslikaté
slouceniny, estery o trochu htife.

Do Piva A je jejich extrakéni mira zhruba 3%, nicméné jejich
mnozstvi se zde oproti pivodnim hodnotdm v pivu za studena
nechmeleného zvysilo nejvice ze vsech sledovanych chemickych skupin,
a to bezmala 2krat (Obr. 11, str. - 65 -). Z celkového zastoupeni 9 analyt
esteroveé povahy, zde maji 3 relativné vysoké prenosové miry, 1 vykazuje
nulovou extrakci, nicméné 5 esterovych latek ma do Piva A zaporné
prenosové miry, které snizuji celkovou bilanci této skupiny.

Mezi hlavni ptispévatele patii isobutylisobutyrat s 56% mirou
prenosu odpovidajici zdrojim [9], dale methylgeranat s 16 % a
geranylacetat s 11 %. Diky témto relativn¢ vysokym hodnotdm je skupina
esteri vPivu A vkladném extrakénim saldu. Isoamylisobutyrat
vykazoval takika nulovy pfechod. U zbyvajicich methylesterii doslo
béhem studeného chmeleni ke ztratovym procesim se zapornou mirou
pfenosu. Nejmensi 8% ubytek mnozZstvi oproti hodnotam v Pivu A
pfed studenym chmelenim vykazoval methylhexanoat, nasledovany
methylheptanoatem se ztratami ¢tvrtiny pivodniho mnozstvi. Zbyvajici
fada methylesteri methyloktanotat, mythylnonanoat a methyldekanoat
klesla o vice nez 85 % zpivodni hodnoty. Tyto ztraty mohou byt
zapriinény preménou methylestert na ethylestery.[9]

Extrak¢ni bilance téchto latek do Piva B, v porovnani s Pivem A,
nabyvala vyssSich hodnot mirné nad 6 % a jejich mnozZstvi v hotovém pivu
oproti pivu pied DH se po dvojitém DH zvysilo vice nez 10krat (Obr. 12,
str. - 65 -). Jeden z hlavnich prispévatelti byl, stejné jako v pfipad¢ Piva
A, isobutylisobutyrat se 44% pienosovou mirou, kterd se od literarné
podlozené hodnoty > 50 % [9] odchylovala pouze malo.

PrestoZze pii studeném chmeleni Piva A dohazelo k Ubytku
methylhexanoatu, do Piva B tento analyt vykazoval velmi vysokou
hodnotu pienosové miry, a to 68 %. Nicméné v zavislosti na jeho velmi
nizkych koncentracich, jak v obou pivech, tak v pouzitych chmelovych
materidlech, nebyl shledan signifikantnim pfispévatelem k procesu
studené¢ho chmeleni. Methylgeranat béhem studeného chmeleni Piva B
zazil znacny narlst, jeho mnozstvi se zvysilo bezmala 35krat a dosahoval
zde 1 vyss$i 27% ptenosové miry, jak srovnat v Tab. 4 (str. - 58 -). Ostatni
stanovované estery v porovnani s hodnotami Piva A sice nevykazovaly
tak markantni ubytky, spiSe se hodnoty jejich miry pienosu pohybovaly

-63 -



Bc. Tereza Zlochova: Studium senzoricky aktivnich latek chmele ve studené
chmelenych pivech

kolem nuly. Nelze tedy tvrdit, ze by se v této fazi zivota piva vétSim
zpisobem individualné podilely na impartu aroma.

4.2.3.3 Uhlovodiky

Frakce monoterpent skladajici se ze sedmi zastupcti alfa- a beta-pinenu,
myrcenu, limonenu a tfi izomer ocimenu méla do Piva A 2% a do Piva
B bezmadla 5% celkovou extrakéni bilanci, které koresponduyji s literarné
udavanymi hodnotami [9, 11]. Zchmele ElDorado se do Piva A
vyextrahoval nejvys$si podil alfa-pinenu v 18 %, nasledovano 12 %
beta-trans-ocimenu, jehoz hodnota odpovida zdroji.[9] Extrakce
z Kazbeku a Citry do Piva B méla nejvyssi miru 39 % pro beta-trans-
ocimen, nadprimérné zvySenou i vuci literdrni reSer$i.[9] Dale se
relativné snadno piendsel 3-karen s bezmala 14% a alfa-pinen s 10%
pfenosovou mirou. Stupen pfenosu ostatnich monoterpeni byl nizsi nez
10 %, coz je ale diky jejich vy$§im obsahlim jak v pivu, tak ve chmelu
nezanedbatelny pfinos. V Pivu A se vSak nasly i takové monoterpenické
uhlovodiky, které podléhaly béhem studeného chmeleni ztratam — beta-
pinen 6%, allo-ocimen az 19%.

Seskviterpeny se 3 sledovanymi zastupci beta-karyofylenem, beta-
farnesenem a alfa-humulenem v jednokrokovém chmeleni Piva A
zazivaly rapidni pokles. Hlavni pfi¢inéni na tomto celkovém poklesu ma
dle Tab. 4 (str. - 58 -) s 94% ztratami alfa-humulen, ktery se v pivu, a
zejména ve chmelu, vyskytuje v relativné vysokych koncentracich.
Celkové mnozstvi téchto tii zastupcl po studeném chmeleni kleslo
o jeden tad na desitky pg/l (Obr. 11). Nicméné je mozné, Ze se pouze
modifikovaly na své oxidacni produkty, které maji velky piinos
v pfidavku chmelového aroma do piva [17], takZe nemuselo nutné dojit
kjejich vytekdni a ztrat€ chmelového aroma, ba naopak.
Na analyzovaném materialu vSak toto tvrzeni nelze dokézat, nebot’ v této
studii byl jedinym sledovanym piimym oxida¢nim produktem téchto
latek beta-karyofylen epoxid, ktery vSak v Pivu A bcéhem studeného
chmeleni podléhal ztratam.
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Navyseni mnozstvi skupin silic v Pivu A
studenym chmelenim
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Obr. 11 — NavySeni mnozZstvi skupin silic v Pivu A studenym chmelenim
Hodnoty osy y vyjadfuji, kolikrat se zvysilo mnozstvi jednotlivych chemickych skupin silic
v hotovém pivu oproti pivu pied studenym chmelenim.

Navys$eni mnozstvi skupin silic v Pivu B
studenym chmelenim
40,0
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Obr. 12 — NavySeni mnoZstvi skupin silic v Pivu B dvojitym studenym chmelenim
Hodnoty osy y vyjadiuji sumu, kolikrat se zvysilo mnozstvi jednotlivych chemickych skupin
silic v hotovém pivu oproti pivu pred studenym chmelenim.
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Co se tyce dvoufazového studeného chmeleni Piva B, byl osud
seskviterpenickych uhlovodikl zajimavéjsi. V celkovém méftitku jejich
mnozstvi sice o necelou polovinu pokleslo (Obr. 12, str. - 65 -), ale prvni
chmeleni obohatilo Pivo B o tyto latky az skoro Skrat. Béhem druhého
chmeleni zaznamenali vSichni sledovani zastupci seskviterpenické frakce
rapidni pokles, v pfipad¢ alfa-humulenu dokonce o jeden tad, a
v hotovém cerstvém Pivu B zaujimaly 5.3 % zcelkového mnozstvi
analyzovanych silic (Obr. 10, str.- 61 -). Ubytek v§ak nemusi znamenat
ztratu organoleptickych vlastnosti hotového produktu, tuto funkci mohly
v Cerstvém Pivu B zastat jejich oxida¢ni produkty. Jedinym sledovanym
v této studii byl vSak pouze beta-karyofylenepoxid, a ackoli v hotovém
pivu zaznamenal 3,5ndsobny narGst v mnozstvi oproti pivu
pred studenym chmelenim, objevoval se zde v koncentracich pod 2 pg/l,
takZe mu nelze s jistotou pfisoudit tak notny vliv na findlni aroma Piva B.

Extrak¢éni mira téchto nepolarnich latek sice nebyla tak vysoka
jako u skupiny alkoholt ¢i ester(i, nicmén¢ uhlovodikova frakce ma i tak
velky pfinos na celkovém vjemu findlniho produktu, uz jen diky svym
nadprimérnym koncentraénim hladindm v pivu v porovnani s ostatnimi
latkami jinych chemickych skupin (Tab. 4, str. - 58 -). Ze sledovanych
skupin analytl totiz zaujimaly z celkového mnoZzstvi silic v hotovém pivu
po studeném chmeleni 58 % v Pivu A, v Pivu B 63 % (Obr. 10- 61 -).

Pfenosové miry a ucinnosti studeného chmeleni, spolu s dal$imi
uvedenymi parametry pifenosu latek zchmele do piva, byly piimo
vypocitany z dat métenych piv, jakozto Cistého ptinosu béhem tohoto
kroku. V praxi je ale nasnadé pocitat se skuteCnostmi, které interferuji
stanoveni pravdivych hodnot a zkresluji miru pfenosu. Pivo, spole¢né
s chmelem, je totiz velmi komplexni matrice a béhem pivovarského
procesu se déje nepieberné mnozstvi chemickych reakci a interakci, které
maji dopad nacelkové zastoupeni konkrétnich latek. V piipadé
studeného chmeleni mize jit o ztratové procesy béhem tohoto kroku
zejména vlivem teplotnich a mechanickych zmén a ptistupu kysliku, dale
je Castd konverze mnohych latek do jinych, adsorpce na kvasinky a
znemoznéni stanoveni, ¢i naopak se muze faleSn¢ zvysit mira prenosu a
tim 1 mnozstvi sledovaného analytu ze zdroje nechmelového piivodu.
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4.2.4 Faktory ovliviujici prenos silic vramci studeného chmeleni

Piimé srovnani hodnot silic ze studeného chmeleni obou piv nemize byt
vérohodné provedeno. Ackoli jsou sledované analyty stejné, jejich plivod je
z chmelti odlisnych odrid, nehledé na rizny pocet studeného chmeleni. Nadale se
jedné o dvé odlisné matrice nejen svym chemickym slozenim, ale také fyzikalnimi
charakteristikami. NejvlivnéjSimi faktory, které stoji za znemoznénim piimého
srovnani vysledkti dvou méfenych piv, bylo jejich slozeni dané odliSnymi
vstupnimi surovinami, urcujici mnozstvi v pivu jiz pritomnych latek, hodnotu pH
a obsah alkoholu, které¢ hraji klicovou roli v mife extrakce silic do piva.
V nasledujicim odstavei tedy bude provedeno pfiblizné porovndni v zavislosti
na vySe zminénych vlivech.

Prvnim faktorem hrajicim roli je pocet studenych chmeleni. Jednoduchou
logickou tivahou lze odhadnout, ze dvojnasobné chmeleni poskytne vyssi ptinos
chmelovych silic. V ptipad¢ sledovanych piv se tento odhad potvrdil, nicméné
neposkytl vysledky pfimo tmérné poctu chmeleni. Nasvéd€uji tomu nejen udaje
zaznamenané v tabulkach vySe, ale i miry pfirGstku mnozstvi analyti v pivu
vzhledem k mnozstvi chmelu v davce. Celkovy potencidl studeného chmeleni,
tzn. suma veskerych pfirastki silic byl u Piva A chmeleného ElDoradem vypocten
na 1,6 %, u Piva B pfipravovaného za pouziti Kazbeku a Citry pak ¢inil bezmala
33,5 %, nejsou-li uvazovany analyty v ubytku, jiné ztraty ¢i vzajemné konverze
silic.

Dalsim dulezitym vlivem extrakce je obsah alkoholu, ktery v Pivu A
dosahoval 5,3 %, vPivu B ¢inil 4,1 %. Dle reSerSe vyssi obsah alkoholu
zpusobuje lepsi rozpustnost silic a vyssi miru extrakce. V této studii nelze docilit
presného zjisténi, zda Pivo A fungovalo jako silné€jsi rozpoustédlo pro sledované
analyty, ¢i ne, vzhledem k odliSné matrici, chmelu a technologii chmeleni.
Nicméné dle poméra ptirtstkd sledovanych alkohold v pivu vici jejich obsahu
ve chmelu se ukéazalo, Ze vyS$i mira prenosu alkoholl, nehled€ na jejich plivodni
mnozstvi v pivu a ztraty béhem procesu, je u dvakrat chmeleného Piva B 17 %,
uPiva A Cinil tento pomér 14 %, nicméné to bylo chmelené pouze jednou.
Existuje ale mnoho faktort interferujicich toto stanoveni, proto zlstava tvrzeni
pouze domnénkou, kterd by se dala podlozit analyzou stejné pivni matrice
s odliSnym obsahem alkoholu, chmelené za studena stejnou technologii.
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4.3

Zmény mnoZzstvi silic béhem senzorického starnuti

4.3.1 Starnuti Piva A

Funkce zmény mnozstvi celkovych silic vPivu A méla v pribéhu Sesti
sledovanych mésicti hyperbolicky tvar — od hotového cerstvého piva, kdy bylo
jejich celkové mnozstvi 3924 pg/l, celkovy obsah silic pozvolné nariistal az
do tfetiho mésice, kde ve sledovaném obdobi nabyval nejvysSich hodnot
773,9 ng/l. Od tietiho mésice dale se identickym vyvojem snizoval az do mésice
patého. Zména mnozstvi silic vSak v poslednim sledovaném meésici vykazovala
skokovy nartist, a to zhruba o Sestinu své hodnoty oproti mésici patému.

4.3.1.1 Monoterpeny a seskviterpeny

Jak si lze v§imnout z Obr. 13 (str. - 69 -), vyvoj funkce mnozstvi silic
kopiruje vyvoj funkce myrcenu, jakozto nejvice zastoupené¢ho analytu.
Dle Forstera a Gaghra se skladovanim pii 20 °C myrcen ztraci z piva, a
to az ¥4 bytkem oproti pivodnimu mnozstvi za 100 dnt1.[9] Bez nutnosti
provadét jakékoli vypocty je jiz pouhym pohledem (Obr. 13, str. - 69 -)
na vyvoj mnozstvi myrcenu v €ase jasné, Ze vtomto piipadé studené
chmeleného Piva A se se zdrojovymi informacemi nelze ztotoZnit.

Ostatni zéastupci monoterpenti byli po cely pulrok ve velmi
nizkych koncentracich pod 5 pg/l a vliv jejich ptinos nebyl v tomto
ptipadé shledan stéZejnim.

Zajimavym piipadem je vSak limonen, ktery v prvnim a tfetim
meésici oproti myrcenu sice poskytuje pouze minoritni piispévky,
nicméné jeho koncentrace po jednom mésici od vyroby Piva A rapidné
vzrostla az 6,5krat oproti Cerstvému.

Ze seskviterpentl se ukéazal jako plnohodnotny pfispévatel pouze
alfa-humulen. Jeho vyvoj je podobny vyvoji ketonu 2-nonanonu (Obr.
13, str. - 69 -) srozdilem vice nez dvojnasobného mnozstvi, o ¢emz
vypovida i jeho maximum koncentrace necelych 25 pg/l ve tfetim mésici.
Zbylé dva seskviterpeny beta-karyofylen a trans-beta-farnesen se v pivu
pohybovaly v koncentracich pod 5 pg/l a vykazovaly relativné konstantni
hladiny béhem sledované doby starnuti Piva A.
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Obr. 13 — Krivky vyvoje mnozstvi vybranych zastupci chemickych skupin silic
béhem Sestimési¢niho starnuti Piva A

Osy zavislosti monoterpentl a alkoholti musely byt kviili velkym rozdilim v zastoupeni analytt

totoznych chemickych skupin rozd€leny a opatieny rozdilnym meétitkem.

Funkci vyvoje celkového mnozstvi silic v pribéhu sledovaného obdobi 1ze s mensimi prispévky

ostatnich silic vyjadfit jako soucet vyvojové funkce myrcenu a linaloolu, a to z diivodu jejich

majoritniho podilu ve frakci silic. Dal$imi znacnymi pfispévateli na podob¢ vysledné funkce

jsou: farnesol, alfa-terpineol, vyobrazené estery a limonen, Ize uvazovat také 2-nonanon, 2-

undekanon a 2-dekanon.

Neptedvidatelné chovani béhem starnuti v pocatecnich mésicich vykazuji limonen a farnesol —

limonen svym markantnim nariistem v prvnim mésici, farnesol pievracenym priabéhem funkce

od ostatnich alkoholti v pocate¢nich mésicich.

4.3.1.2 Alkoholy

4

Myrcen vSak neni jedinou komponentou, kterd svym mnozstvim naptic¢
dobou pozorovani kopiruje vyslednou funkci. Velmi podobny vyvoj ma
také hojné¢ zastoupeny alkohol linalool s rozdilem jakéhosi zlomu funkce
v mesici prvnim, kdy je jeho nardst strmé&jsi nez narist myrcenu (Obr.
13). Tento rozdil by se dal vysvétlit pfirozenym jevem doprovazejicim
senzorické starnuti piv, kterym je konverze chmelovych komponent do
kyslikatych sloucenin. Mnoho latek se v pivu méni na své stabilnéjsi
oxida¢ni produkty a je mozné, Ze konverze nékterych latek do alkohold
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je bouflivéjsi v prvnich mésicich stafeni. Toto tvrzeni vSak nepotvrdil
vyvoj konstantni funkce ostatnich alkoholii a dokonce proti nému stoji
hojn¢ zastoupeny farnesol.

Vysledky méteni koncentrace linaloolu v pritbéhu starnuti Piva A
ptiblizné koresponduji s neddvno provedenou studii Clippeleerové a
kol.[11], kde pii stejné teploté po 470 dnech zaznamenal linalool pouze
minimalni zménu v mnozstvi oproti Cerstvému pivu. V této praci vSak
byly fluktuace mnozstvi vétsi, coz je pfisuzovano jeho az 3,5krat
vys§Simu mnozstvi v Cerstvém  studené¢ chmeleném Pivu A
oproti mnozstvi v pivech ve studii Clippeleerové.

Zatimco mnozstvi vétSiny latek v pivu se zpocatku navysuje,
obsah farnesolu za prvni meésic poklesl o necelou polovinu. Do méteni
v druhém mésici v pivu naopak ptibyl 2,5krat oproti mésici prvnimu. Je
mozné, ze konverze ruznych latek do svych oxidac¢nich produkti ma
za dodrzeni konstantnich podminek béhem starnuti rizné polocasy
pfemény. Vzhledem ktomuto pfedpokladu a chemické strukture
farnesolu ho autor povazuje za specificky intermedidt oxidace
konkrétnich chmelovych slozek, avSak nikoli nékteré ze stanovovanych
silic v roli jediného vychoziho produktu, nebot’ tato skutecnost byla
provéiena korela¢ni analyzou vyvoje farnesolu s vyvojem ostatnich
analyti. Jeho ndhly pokles mezi 0. a 1. a ddle 2. a 3. mésicem se vSak
nepodafilo vysvétlit jinak neZz dle literdrniho zpracovani katalytickym
pusobenim zbytkovych kvasinek a enzymu.

Tento ,,pfevraceny* vyvoj identicky farnesolu vykazuje v prvnich
ttech mésicich 1 beta-karyofylen-expoxid, jakoZto oxidacni produkt
seskviterpenll. AvSak z ditvodu koncentraci pod 1 pg/l ve vSech vzorcich
mu z pohledu pfemén béhem starnuti nebude vénovana pozornost.

Alfa-terpineol diky svému zvySenému mnozstvi a (aZz na jeho
nartst o polovinu pivodniho mnozstvi béhem prvniho mésice) relativné
konstantni hladiné je stabilnim pfispévatelem na obsahu celkovych silic a
chmelovém aroma napfti¢ celym sledovanym obdobim.

4.3.1.3 Estery

Skupina esterti je vyznamnymi hrac¢i v mnozstvi celkovych silic nejen
kvili nadprimérnému poctu stanovovanych zastupct této skupiny, ale
také z hlediska koncentraci, ve kterych se tyto latky v pivu objevuji.
Srovnanim vyvoje jejich funkce starnuti s literarni reSersi vSak nebylo
docileno shody. V Pivu A nedo$lo v porovnani s Cerstvym vzorkem
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k poklesu Zadného sledovaného esteru o 50 %, jak vypovidaji studie [9,
11], nicméné na geranylacetat ¢i IBIB Ize toho zjisténi aplikovat od 1.,
resp. 3. mesice dale.

Z Obr. 13 (str. - 69 -) byly pro skupinu esterd vynechany malo
zastoupené methylestery, které se, az na methylheptanodt s maximem
2 ng/l, v pivu vétsinou pohybovaly v koncentracich pod 0,5 pg/l po celou
dobu stafeni.

4.3.1.4 Ketony

Pivo A ma ve tetim mésici oproti Cerstvému vyrobku zvySené hodnoty
n¢kterych ketond, které by v koncentracich okolo 6 pg/l dosahujicich
svého maxima nemély byt opomenuty. Jmenovité jde o 2-nonanon,
2-undekanon a 2-dekanon. Stejné¢ jako v piipadé¢ estert, zdroji avizované
zhruba 50% ubytky v jejich mnozstvi Ize pozorovat az od 3. mésice déle.

4.3.2 Starnuti Piva B

V Pivu B vykazoval kvantitativni vyvoj silic v ¢ase jiz mensi pravidelnost. Obsah
od analyzy hotového piva, kdy hodnota celkovych méfenych silic dosahovala
816,0 ng/l, po dva mésice staré pivo rapidné klesal aZ na necelou polovinu své
pivodni hodnoty. Ve tfetim mésici byl vSak naméfen skokovy 90% nartst
mnozstvi silic oproti pfedchozimu mésici, od ¢tvrtého mésice dale obsah silic
pozvolna primérné klesal. Dilezité je zde slovo primérné, nebot, jak si lze
v§Simnout na Obr. 14 (str. - 72 -), mnozstvi silic fluktuovalo kolem linedrné
klesajici funkce se =zvySujicim se zastoupenim kyslikatych latek, d&je
charakteristického pro starnuti piv.

4.3.2.1 Monoterpeny a seskviterpeny

Jak si Ize v§imnout na Obr. 14 (str. - 72 -), vyvoj funkce mnozZstvi silic
opet kopiruje vyvoj funkce myrcenu diky jeho vysokému zastoupeni
v pivu. Stejné jako v ptipad€ Piva A, i pro Pivo B byla ovétena rychlosti
ubytku myrcenu uvedena ve studii Forstera a Gahra.[9] Rychlost ubytku
% puvodniho mnoZstvi za 100 dni odpovida rychlosti ibytku myrcenu
v Pivu B za 60 dni, tedy alesponi v prvnich dvou mésicich. Ve tietim
mésici jiz dochazi k nezanedbatelnému nartistu v jeho mnoZstvi.
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Ostatni monoterpeny byly po celou dobu starnuti ve velmi
nizkych koncentracich pod 6 pg/l a vliv jejich pfinos nebyl ani v tomto
ptipadé shledan stézejnim.
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Obr. 14 — Krivky vyvoje mnoZstvi vybranych zastupci chemickych skupin silic
béhem Sestimési¢niho starnuti Piva B

Osa zavislosti monoterpentt musela byt kvili velkym rozdilim v mnozstvi analyti této

chemické skupiny rozdélena a opatfena rozdilnym meétitkem.

Funkei vyvoje celkového mnoZzstvi silic v priabéhu sledovaného obdobi 1ze s mensimi piispévky

ostatnich silic vyjadfit jako soucet vyvojové funkce myrcenu a linaloolu, a to z divodu jejich

majoritniho podilu ve frakci silic. Dal§imi znacnymi ptispévateli na podobé vysledné funkce

jsou: farnesol, methylgeranat, 2-undekanon a isobutylisobutyrat, 1ze uvazovat také alfa-terpineol

a cis-geraniol.

Odlisné chovani béhem starnuti vykazuje keton 2-undekanon svym rapidnim poklesem za prvni

2 mésice skladovani.

Vyvoj mnozstvi seskviterpenickych uhlovodiki v pribéhu
starnuti, jejichz funkce starnuti neni vyobrazena, vykazoval jedinou
zvlastnost, a to rapidni linearni pokles alfa-humulenu z hodnoty okolo
35,5 pg/l v Cerstvém pivu na necelych 13 pg/l naméfenych ve 2 mésice
starém pivu. S dal§imi mésici mnozstvi alfa-humulenu v Pivu B stéle
klesalo, ale jiz pozvolnéji. Pokles téchto latek jiz byl pozorovén [8] a
konkrétné je udavan na ztraty 50 % pii starnuti 100 dnti pii teploté
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20 °C.[9] Uvazujeme-li linearni prubéh poklesu, tato rychlost zhruba
odpovida rychlosti poklesu alfa-humulenu v Pivu B za 60 dnt.

Velmi zvlastnim poznatkem je, zZe, stejné jako v pripad¢€ vyvoje
mnozstvi alfa-humulenu v Pivu A, i zde jeho vyvoj funkce napfic¢
6 mésici velmi pfipominal funkci jednoho zastupce ketonové skupiny.
Tentokrat vSak neSlo o 2-nonanon, nybrz o 2-undekanon. Jak si lze
vSimnout z Obr. 14 (str. - 72 -), jeho mnozZstvi také v prvnich dvou
meésicich skladovani klesa rapidné. Piestoze byl tento jev pozorovatelny
u obou vzorkll piv, nenaSly se zaddné podklady, které by potvrdily ¢i
vyvratily zavislost.

Zbylé dva seskviterpeny beta-farnesen a beta-karyofylen se
v pribéhu 6 mésici sledovani drzely na koncentracich okolo 3 pg/l, tudiz
nelze jejich vyvoj zcela sloudit s tvrzenim z reSerSe vyse aplikovanym
na alfa-humulen.

4.3.2.2 Alkoholy

Nejvice zastoupeny monoterpenicky alkohol linalool mél diky
koncentracim pohybujicim se nad 100 pg/l ve vSech stafenych vzorcich,
aZ na jediny, prokazatelny vliv na vyvoji funkce celkovych silic v Case.
Jak 1ze pozorovat na Obr. 14 (str. - 72 -), od ,,nultého* mésice v Cerstvé
form¢ do 2 mésice starého Piva B klesa, naopak béhem 3. mésice zazil
skokovy narast. Nabizené vysvétleni dle literarnich zdrojt, Ze se linalool
uvolnil ze své véazané formy ¢i vznikl biotransformaci z jinych
monoterpenickych  alkoholi  plisobenim  enzymatické  aktivity
kvasinek [9], coZ mohlo zplsobit tento az 55% nariist v jeho mnoZstvi,
autor pfijima az od 3. mésice skladovani, ale vzhledem k pokrocilé dobé
stafi piva jiz neptedpokladéd takto nenadalou vysokou aktivitu zbylych
kvasinek. Nicméné vyvoj v mnoZstvi linaloolu je relativné v souladu
s informacemi v Kapitole 2.2.3.2, kdy byl reportovéan az 30% nartst.

Zajimavosti v grafu Alkoholtl je od druhého mésice déle linaloolu
identicky vyvoj v mnozstvi dalSiho hojné zastoupeného alkoholu,
farnesolu. Piedpoklada se tedy stejna biosynteticka draha, ptip. vychozi
produkt, pfi¢emZ ostatni alkoholy, vykazujici konstantni mnozstvi
v pribéhu celé pozorované doby starnuti, se na ni mohou podilet pouze
jako dynamicky stabilni intermedidty. Nenaddld transformace
z geranylacetatu dle zdroje [35] vzhledem k jeho mnozstvim pod 5 pg/l
po celou dobu starnuti neni uvazovana. Ostatni alkoholy, dva terpineoly a
cis-geraniol, se vSak v Pivu B pohybuji v podobnych koncentracich,
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takze mohou byt soucasti této biotransformac¢ni kaskady geraniolu a jeho
esterd.

4.3.2.3 Estery

Nejvice zastoupenym esterem v Pivu B byl napfi¢ vSemi 6 mésici stafeni
methylgeranat. Jeho funkce mmnozstvi, identicky s funkci linaloolu ¢i
farnesolu znacné poklesla ve druhém mésici na své minimum 24 ug/l,
piechodem na 3. mésic se toto mnozstvi dvakrat zvysilo. Je mozné, Ze i
tato kyslikatd silice se né¢jakym zplisobem ucastnila transformacnich
zmén na stejnych principech ¢i vyvolanych stejnym spoustécem jako
vySe zminované alkoholy.

Nehled¢ na sviij vyvoj, methylgeranat je v dostate¢né vysokych
koncentracich, aby mohl participovat na proptjceni ovocného aroma
pivu.[17]

4.3.2.4 Ketony

Jak jiz bylo zminéno vySe v Kapitole 4.3.2.1, mnozstvi nejvice
zastoupené¢ho sledovaného ketonu 2-undekanonu v prvnich 2 mésicich
rapidné klesa o % pGvodniho mnozstvi naméfeného v Cerstvém pivu, od
3. mésice dale je jeho vyvoj primémé konstantni. Vice nez 50% ubytky
dle zdroje [9] tedy sedi pouze na prvni 2 mésice pozorovani.

Pivu v koncentracich nad 7 pg/l poskytuje 2-undekanon kvétinové
aroma [2, 17], takZe je signifikantnim pfispévatelem k vyslednému
senzorickému profilu Piva B takika po celou dobu starnuti.

I kdyz se dle grafi funkci mnozstvi jednotlivych zastupct silic v ¢ase mliZze zdat,
ze nejlepsi senzorické vlastnosti ma v piipadé Piva A vzorek stafeny 3 mésice,
nemusi tomu tak nutné byt. Senzoricky profil piva nereflektuje pouze maximalni
mnozstvi vSech pfitomnych aromaticky aktivnich komponent a posuzovanych
prvkl, ale hlavné jejich skladba a vzajemny pomér mnozstvi, které jsou dle
vybraného pivniho stylu optimalizovany vybérem vhodnych specidlnich odrid
se specifickym aroma. Tento fakt podpiraji hlavné vysledky senzorického
hodnoceni, v nichz byly sice nékteré vjemové atributy hodnoceny nejvysSim
bodovanim pro vice nez 4 mésice skladovand piva nicméné obecné chmelové
parametry a atributy jako Vyhovuje stylu, VyvaZenost, Obliba a Celkovy dojem
byly nejvyssi praveé pro Cerstvé pivo (Tab. 6, str. - 84 -), jak bude demonstrovano
v Kapitole 4.4.1.1.
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Potvrzuji to 1 hodnoty druhové odlisného Piva B. A€ je vyvoj jeho mnozstvi
celkovych silic, hlavnich poskytovateld chmelového aroma, v c¢ase velmi
nepravidelny, hodnoty testovanych obecnych chmelovych parametrii a atribut
nekoreluji s timto mnozstvim (Obr. 16, str. - 76 -). Nejvyssiho mnozstvi silic 1
bodl v SH sice nabyva hned Cerstvy vzorek piva, nicméné ve druhém mesici, kdy
atributy nejsou na svém minimu. Tento vyvoj je dan nejen zmeénou pomera slozek
z pohledu chmelovych silic, ale hlavné tvorbou markera starnuti, které vSak v této
praci jiz nebyly analyticky stanovovany, spojenych s vyvinem nezadoucich vjemu
starych piv, které mohou vjemové prevazovat nad aromapozitivnimi latkami a
v celkovém méfitku je, nehled¢ na jejich mnozstvi, maskovat [13] (Kapitola
2.2.4).

4.3.3 Vliv silic na senzorické vlastnosti piva

V nasledujici kapitole byla zjistovana zavislost mezi obsahem a zastoupenim
chemickych skupin silic a vybranych analyti v pivu a senzorickymi vlastnostmi
v ramci starnuti piva, tj. od hotového cCerstvého produktu az po Sestimésicni
stafené pivo. Tato zavislost byla zji§t'ovana aplikaci korelacni analyzy.

V prvnim pokusu byl provéfovan vliv celkového obsahu silic
na chmelovych atributech, oblibé a celkovém doymu. AZ na jedinou zavislost
dvou poli, vSechny ostatni parametry vSak linearn¢ korelovaly na nedostatecné
hladin€¢ vyznamnosti, proto se neda prohléasit, ze by mél celkovy obsah
sledovanych silic v pivech v priibéhu jejich starnuti pfimy vliv na oblibu ¢i
celkovy dojem.

Velmi neofekdavanym objevem je zdporna stiedné¢ velka korelace mezi
zminénymi poli celkovych silic a chmelovym aroma, které se objevila vSak pouze
u vzorku Piva A. Z dat vnesenych do Obr. 15 (str. - 76 -) vyplyva, ze mnoZstvi
silic v prvnich mésicich roste aZ do naméfen¢ho maxima 774 pg/l ve tfetim
mésici, dale pak obdobnou funkeci klesd s vyjimkou posledniho sledovaného
mésice. Intenzita chmelového aroma mad, i kdyZ s méné strmym pribéhem,
opacny vyvoj — maximalnich hodnot dosahuje v hotovém pivu a vzorku Piva A 5
a 6 mésich starém, naopak nejnizsi je ve tfetim mésici s pouhymi 45 %. Toto
hodnoceni dokazuje, Ze senzoricky profil piva neni pfimo zavisly v takové mife
na celkovém mnozstvi silic, jako na poméru vSech aromaticky aktivnich
komponent vyskytujicich se v pivu a jejich vzajemnym interakcim.[13]

V dal§$im kroku byl pro kazdy mésic spocitdn pomér kyslikatych
vuci uhlovodikovym analytim, jehoZz s cCasem zvySujici se hodnota je dle
literarnich zdrojt pfirozenym jevem v procesu starnuti piva. Zanesenim dat poli
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poméru kyslikatych latek vici uhlovodikim a celkové vyvazenosti Piva A
do korelacni analyzy byl ziskén kladny koeficient 0,73, ktery znaci stfedné silnou
korelaci (Obr. 15). To znamend, ze ¢im vice se sob¢ blizila celkovd mnozstvi
sledovanych kyslikatych latek a uhlovodikd, tim 1épe byla hodnocena vyvazenost
piva. I pfesto, ze vyvazenost reflektuje shodu zejména chutovych vjemt, je
mozné, ze pomér kyslikaté a uhlovodikové frakce silic v pivu ovliviluje alesponl
jeden tento vjem, a tim i hodnotu celkové vyvazenosti. Toto tvrzeni vSak nelze
spolehlivé dokazat v natolik komplexni matrici, jakou pivo bezpochyby je.

Zavislost mnozstvi silic na vyvazZenosti a intenzité
chmelového aroma Piva A
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Obr. 15 — Graf zavislosti vyvazZenosti a intenzity chmelového aroma na mnozZstvi
silic v Pivu A v pribéhu jeho senzorického starnuti

Bile vytisténa cisla ve sloupci kyslikatych latek vyjadiuji pomér mezi mnozstvim kyslikatych

latek a uhlovodikd, ktery pozitivné koreluje s vyvazenosti Piva A. Déle si lze v§imnout stfedné

velké zaporné korelace celkového mnozstvi silic s intenzitou chmelového aroma.

Ackoli v Pivu B celkové mnozstvi silic sice nevykazovalo statisticky
vyznamnou shodu s zddnymi atributami senzorického hodnoceni, srovnani atribut
s pom&rem kyslikaté latky vs. uhlovodiky poskytlo ve vétSiné piipadd silnou
korelaci. Zajimavé je, ze vSechny nalezené korelace byly negativni, jak 1ze vycist
z Obr. 16.
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Zavislost mnozstvi silic na senzorickych atributech Piva B
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Obr. 16 — Graf zavislosti vybranych senzorickych atribut na mnozstvi silic v Pivu
B v pribéhu jeho senzorického starnuti

Bile vyti§téna cisla ve sloupci kyslikatych latek vyjadiuji pomér mezi mnozstvim kyslikatych
latek a uhlovodikd, ktery negativné siln€ koreluje se v§emi uvedenymi atributami s koeficienty
korelace v rozmezi — 0,89 (pro Celkovy dojem) az —0,81 (pro Intenzitu chmelového aroma).
Pro celkové mnozstvi silic v pivu nebyla za pouziti korelacni analyzy nalezena zadna vyznamna
shoda s atributami.

S pfevladajicim zastoupenim kyslikatych silic nad uhlovodikovou frakci se
s koeficientem korelace —0,81 sniZzovala Intenzita chmelového aroma a —0,87 jeho
Obliba. To je celkem béZny jev pii starnuti piva, vysvétlovany poklesem
senzorické aktivity signifikantnich poskytovateld chmelového aroma, mezi které
patii zejména analyty uhlovodikové frakce myrcen, limonen a alfa-humulen, ale
také jejich autooxidacni produkty ¢i linalool.[2, 16, 17, 21]

Nicméné sniZzeni intenzity chmelového aroma v souvislosti s pfevahou
kyslikatych latek nad terpenickymi je v rozporu s objevem Howarda a Stevense,
kteti ve vod¢ dokdzali, Ze kyslikatd frakce je snizSim senzorickym prahem
ucinngjSim poskytovatelem chmelového aroma nez uhlovodikova.[16] Snizeni
intenzity chmelového aroma a zejména jeho obliby tedy nemusi byt vyhradné
vysledkem snizeni mnozstvi stézejnich aroma poskytujicich latek, ale také
maskovacimi efekty vznikajicich markert stafi piva, ktefi nebyli danou metodou
stanovovany.

Opacné¢ Pivu A, vPivu B s pfevySujicim mnozstvim kyslikatych latek
nad terpenickymi klesala Vyvazenost chuti a zde také Celkovy dojem. To bud’
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v tak komplexni matrici nemusi nijak souviset, nebo to mize to byt pfisuzovano
vlivu tohoto poméru alespon na jednu chutovou slozku.

4.3.3.1 Senzorické vlastnosti piv z pohledu chemickych skupin
silic v pritbéhu stdarnuti

Pti bliz§im pohledu na mnoZstvi a zastoupeni konkrétnich skupin silic
v prubehu Sestimésicniho starnuti ve spojitosti s mé€nicim se senzorickym
profilem piva bylo zjisténo hned né€kolik silnych korelaci (Obr. 17).

Prvo A Prvo B
MnoZstvi (ugD m s a e k|lm s a
Intenzita chmelového aroma - -
Intenzita citrusoveho aroma
Intenzita kvétinového aroma ]
Intenzita bylinného aroma
Intenzita prvskyiicného aroma
Intenzita chmelové chuti
Obliba
Procentudlni zastoupeni m
Intenzita chmelového aroma h
Intenzita citrusového aroma
Intenzita kvétinového aroma
Intenzita ovocného aroma -
Intenzita pryskyiicného aroma
Intenzita kofrenného aroma
Intenzita zeleného aroma -
Intenzita chmelové viné
Intenzita chmelové chuti
Obliba

0.8 079-07 0,65-0,6 0,6-0,69

Obr. 17 — Graf korelacnich zavislosti mnoZstvi chemickych
skupin silic se senzorickymi atributy chmelovych zkouSek
v pribéhu Sestimési¢niho starnuti

Minuskule jsou zkratky jednotlivych skupin silic: m — monoterpeny, s —
seskviterpeny, a — alkoholy, e — estery, k — ketony.

Velikost korelacnich koeficientll (7) je vysvétlena pod grafem. Zelena
barva udava kladnou korelaci, Cervena pak zapornou. Sytost téchto
barev vyjadiuje velkost zavislosti (velmi silnd, silnd, stfedné silna,
stfedni).
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Ob¢ sledovana piva se liSila odliSnymi korela¢nimi koeficienty, a to
nejen svou velkosti, ale také kladnymi ¢i zdpornymi hodnotami.

Korelace z hlediska mnoZstvi skupin silic

Z hlediska mmnozstvi silic, chmelové atributy Piva A pro vSechny
chemické skupiny kromé ketonli vykazovaly rizné silné zaporné
korelace alespon s jednou atributou. To pro pievazné hyperbolicky vyvoj
funkce mnozstvi skupin silic (Obr. 13, str. - 69 -) znamena, Ze po dobu
prvnich tffi mésici, kdy dochézelo knaristu v mnozstvi téchto
sledovanych chemickych skupin, specifické intenzity aroma piva naopak
klesaly.

Monoterpenické frakci byl pfisouzen stfedni vliv na Intenzitu
citrusového aroma a potvrzen zépornou korelaci samotného myrcenu
jako majoritniho zéastupce s touto atributou. Seskviterpeny v Pivu A
vykazovaly velmi silnou korelaci s Intenzitou chmelového aroma, které
byla potvrzena velmi silnou korelaci alfa-humulenu s touto atributou.
Toto zjisténi je naprosto v rozporu s literarni resersi i1 s vysledky Piva B.

Pivo B vykazovalo vét§i mnoZzstvi korelaci poli mnozstvi skupin
silic s chmelovymi atributami. Az na Intenzitu pryskyficného aroma,
podle zavislosti v Obr. 17 (str. - 78 -) udajné neposkytovanou
monoterpeny, byly vSechny ostatni korelace kladné, tzn. se zvySujicim se
mnozstvim zastupcii téchto silic se zvySovaly 1 intenzity jednotlivych
druhti aroma v pivu. Zde se jako signifikantni poskytovatelé vétSiny tont
chmelového aroma jevily seskviterpeny, kter¢ az na bylinné a
pryskyfi€né aroma, mély vliv na vSechny ostatni intenzity, nejvice vSak
na samotné charakteristické chmelové aroma, s jejichZ mnozstvim byla
zjiSténa velmi silna korelace (r = 0,91). Bereme-li ohled na zastoupeni
konkrétnich seskviterpent v pribchu starnuti (Obr. 14, str. - 72 -), jediny
alfa-humulen byl zpocatku vyvoje v koncentracich zajiStujicich
senzoricky pfinos, poté rapidné¢ klesal. Provéfenim korelace hodnot
alfa-humulenu s intenzitou chmelového aroma byla potvrzena velmi silna
korelace (» = 0,93) mezi témito dvéma poli, z cehoz lze vyvodit alfa-
humulen jako hlavni komponentou chmelového aroma. To a také kladna
korelace s Intenzitou chmelové chuti je zifejmé davodem, proc
seskviterpeny z hlediska svého mnoZstvi jako jedini kladné ovliviiuji také
pole Obliba.
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Korelace z hlediska zastoupeni skupin silic

Pro lepsi pochopeni aromatickych vlastnosti jednotlivych skupin silic
bylo spocitano procentudlni zastoupeni zastupct téchto skupin vzhledem
k celkovému mnozstvi silic v kazdém mésici starnuti a hledana souvislost
s intenzitami chmelovych vjemi v pivu.

V Pivu A byly opét nalezeny negativni pievazné stiedné silné korelace
monoterpenti, seskviterpenii a esteri s konkrétnimi intenzitami.
Monoterpeny vykazovaly stfedn€ velkou negativni korelaci s Intenzitou
citrusového aroma jiz zhlediska svého mnozstvi. Mezi zastupce
monoterpent patii limonen, signifikantni poskytovatel prave citrusového
aroma, jez samotny ale nevykdzal statisticky vyznamnou korelaci
s intenzitou tohoto vejmu. Na rozdil od korelace mnozstvi seskviterpend,
v tomto ptipad¢ jiz zmizel negativni vliv na Intenzitu chmelového aroma.

Skupina esterli se zde ukazala jako stfedné silny poskytovatel
citrusového aroma (» = 0,84) a intenzivnéjSiho vjemu chmelové ving a
chuté¢ majici vliv 1 na celkovou Oblibu. Zastupci této skupiny jsou
vyznaéni svym ovocnym aroma [13, 23], korelace sjeho intenzitou
pro tuto skupinu ale nalezena nebyla, a to ani z hlediska konkrétnich
signifikantné zastoupenych latek. U Piva A se objevila i stfedné velka
korelace (» = 0,86) ketonl se zelenym aroma, ktera je vzhledem k této
obsahle skupin¢ poskytujici mnoho riznych vjeml mozna.

Procentuélni zastoupeni silic v Pivu B poskytlo korelacni analyzou
piekvapivé vysledky. PrestoZze korelaci mnoZstvi poskytla skupina
alkohold pouze stfedné silny vliv na intenzitu bylinného aroma, korelace
zastoupeni téchto latek s chmelovymi atributami vykazala negativni silny
vliv na Intenzitu chmelového aroma (» = —0,83), Intenzitu chmelové
chuti, a tim padem i Oblibu a stfedné silny vliv na Intenzitu citrusového a
ovocného aroma. Studené chmeleni je praktikovano praveé za ucelem
importu téchto latek do piv, kde se podileji na chmelovém aroma
s kvétinovymi a citrusovymi tony.[6, 19, 21] Tato zjisténi jsou tedy
v rozporu s literarnimi zdroji.

Korelacni analyza 1 vpfipadé relativniho zastoupeni
seskviterpenti potvrdila vliv této frakce na intenzity vétSiny toni
chmelového aroma. Silnd kladna korelace této skupiny byla objevena
s chmelovym (» = 0,97) a kvétinovym aroma (» = 0,90), a spolecné se
skupinou monoterpenti méli zastupci této frakce vliv na chmelovou chut’
a tim 1 oblibu chmelového aroma. Monoterpeny zde vykézaly kladnou
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silnou korelaci s Intenzitou chmelového aroma (» = 0,80), jehoz
typickym poskytovatelem je béhem studeného chmeleni myrcen [20, 22],
nicméné stfedné silnou zapornou korelaci s pryskyfiénym a kofenénym
aroma [21], které¢ je mu také obcas prisuzovano.

Autor si je védom, ze vysledky korela¢ni analyzy mize mirn¢ zkreslit
pfisuzovani specifickych aromatickych vlastnosti cel¢ samotné skupiné
chemicky podobnych latek chmelovych silic, nicméné pro ucely této
prace byl tento zjednodusSeny piistup aplikovan.

A& se vysledky v mnoha piipadech neshoduji s literarni reSersi, chmelové
silice 1 nadale zGstavaji hlavnimi slouceninami proptjcujici pivu jeho
aromatické vlastnosti. Pro uplné pochopeni by bylo nutné analyzovat
vSechny pfitomné aromaticky aktivni latky, coz by v tak komplexni
matrici jako je pivo velmi obtizné, stanovit jejich senzorické prahy a
podrobné srovnat vysledky se senzorickym hodnocenim téchto piv. I tak
by se ale nesmélo opomenout, ze pouhym souftem piispévkl
jednotlivych aromatickych latek, ¢i skupin latek nelze vyvodit podobu
celkového aroma, pouze dojit k odhadu tohoto vjemu.

Pivo bylo v tomto senzorickém testovani hodnoceno komplexné,
stanovovany vSak byly pouze chmelové silice, mohlo tedy dojit
ke zminované synergii  ¢i maskovani chmelového aroma =za jiné
aromatické latky, které jiz nebyly predmétem analyz.[13]
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4.4 SENZORICKA ANALYZA

4.4.1 Specifikace piv v kontrastu se SH

Pro tuto studii byla vybrana dvé dru
Specifikace téchto piv na Obr. 5

hove¢ rtizné piva z roku 2019, Pivo B a Pivo A.
uvedené vyrobcem byly dany do kontrastu
se senzorickym hodnocenim Cerstvého piva, doplnéné o senzorické hodnoceni piv

statenych (Tab. 5, str. - 83 -a Tab. 6, str. - 84 -).

Pivo B

Obsah alkoholu: 4,1

Odpocinte si u osvézujiciho piva, které bylo
specialné uvarené na léto. Svrchné kvaseny Ale nabizi
patrné chmelové aroma, které je tvofeno pfijemnymi
ovocnymi a citrusovymi tony, diky kterym je pivo vyjimecné
pitelné. Pivo bylo chmeleno kombinaci ceského chmele
Kazbek a amerického chmele Citra a pusobi celkové velmi
lehkym dojmem s vyvaZzenou horkosti a sladkosti. Nasi
sladci toto pivo uvarili pro pravou letni pohodu, a navas je
siji s timto specialem uiit.

Na zdravi!

Ochutnejte jemné zakalené médéné pivo s kréemovou

pénou. Pro vafeni tohoto typicky amerického lezaku jsme
pouzili i popularni americky chmel El Dorado. Viiné je mirné

nasladla po merunkach ¢i vodnim melounu s lehce

kofenitym a sladovym dozvukem. Po napiti se projevuje

karamelova chut s plnosti, ktera je vyvazena stfedni
horkosti a ta nakonec mirné prevazuje a prechazido

stfedné dlouhéeho suchého doznivani. Pivo je Cisté a vybizi k

daldimu napiti.

Na zdravi!

Obr. 5 — Specifikace piv Piva B a Piva A

Prevzato z [32] (20.5.2020), upraveno v programu Malovani 6.3.

4.4.1.1 Senzoricky profil Piva B

Pivo B bylo svrchné kvasené pivo, studen¢ chmelené za pouZiti chmela
Kazbek a Citra. Tyto odridy mu proptjcily patrné chmelové aroma
dosahujici bezmala 70 % v Cerstvém pivu, s dobou skladovani vSak jeho
intenzita klesala az na 50 %. Citrusové tony chmele byly dle hodnoceni
vyrazné se stejnym poklesem za Cas ulozeni jako chmelové. Naopak
ovocné tony se nejvice rozvinuly béhem pozdéjSich mésicii a na intenzité
narostly. Nositeli ovocného aroma v pivu jsou piedevsim estery, jejichz
zastoupeni s dobou ulozeni piva roste, coz bylo potvrzeno 1 SH (Tab. 5).
Rozdilny vyvoj ovocného aroma od citrusového, a chmelového obecné,
muze byt pfisuzovan odliSnému pivodu esterti neZ chmelovému.
Vyvazenost, hodnocend ze zékladnich chutovych charakteristik,
Cerstvé uvafen¢ho Piva B byla velmi vysokd, s délkou skladovani piva
klesala linearné az na 2/3 své puvodni hodnoty piti stafi 6 mésicu.
Hotkost byla pfijemné intenzity s konstantnim vyvojem — od uvafeni
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po celou dobu starnuti byla jeji hodnota stabilni a jen mirné oscilovala
kolem hodnoty 36 %. Sladkd chut se v Cerstvém pivu projevovala
intenzitu hotkosti, coz potvrzuje udavanou vyvazenost. S dobou
skladovani se v jejim vyvinu neobjevil zadny pravidelny trend, coz se
neshoduje s Dalglieshovym odhadem [37], naopak lze fici, Ze ¢im starsi
bylo pivo, tim vétsi vykyvy ve svych hodnotach sladka chut’ vykazovala.

Celkovy dojem ud¢lalo Cerstvé pivo na senzorické hodnotitele
z 88 %, lze tedy fici, Ze vzhledem k vysokému hodnoceni bylo vyvazené
a nem¢lo zadné zavazné vady, které by rapidné tento ranking snizovaly.
S ptibyvajici dobou skladovani ale hodnota celkového dojmu z piva
znacéné linedrné klesala, a to az o polovinu do 6. mésice. V pivu se

projevila  vySe

s ptribyvajicimi vjemovymi vadami znehodnotila pivo.

Tab. 5 — Srovnani senzorickych charakteristik Piva B

diskutovand  nevyvazenost

chuti,

a spole¢né

Srovnavany byly vysledky SH s charakteristikami deklarovanymi vyrobcem.

Sloupce M (Nejvice) a M (Nejméné) vyjadiuji, v kolikdtém mésici byly dané

Pivo B Cerstvé pivo | M (Nejvice) | M (Nejméng)
Chmelové aroma 69 % - 4.,5.(50 %)
Ovocné tony 26 % 5. (37 %) 2. (21 %)
Citrusové tony 46 % - 6. (26 %)
Vyvazenost 91 % - 6. (59 %)
Hotka chut 33 % 3. (39 %) -
Sladka chut’ 26 % 4. (31 %) 3.,5.(20 %)
Celkovy dojem 88 % - 6. (42 %)

4.4.1.1 Senzoricky profil Piva A

Pivo A byl polotmavy lezdk amerického typu, uvafeny za pouziti
karamelového sladu a americké odridy chmele ElI Dorado. Dle
specifikace vyrobce ma Pivo A naslddlou vini s tony merunck, které se
ale v senzorickém hodnoceni podafilo potvrdit pouze u 4 mésice
stafené¢ho piva, nikoli vSak u piva Cerstvého. Aroma vodniho melounu
dle SH nevykazoval Zadny vzorek tohoto piva. Tyto Udaje lze vycist
z Tab. 6.
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Tab. 6 — Srovnani senzorickych charakteristik Piva A

Srovnavany byly vysledky SH s charakteristikami deklarovanymi vyrobcem.
Sloupce M (Nejvice) a M (Nejméné) vyjadiuji, v kolikdtém mésici byly dané
atributy hodnoceny nejvyssi/nejnizsi rel. znamkou, ktera je pak uvedena v zavorce.

Pivo A Cerstvé pivo M (Nejvice) | M (Nejméng)
Merunkové aroma - 4. (4,3 %) =
Kofenité tony 22 % 6. (28 %) 1. (0,0 %)
Sladové tony 20 % 5. (29 %) 2%
Karamelova chut 27 % 6. (35 %) 2. (19 %)
Plnost 53 % 4. (60 %) S
Hotka chut 39 % 5. (47 %) 4. (38 %)

Kulminace 57 % 5. (66 %) 3. (54 %)

Doznivani 24 % 5.(36 %) 4. (18 %)
Vyvazenost 83 % - 2. (58 %)
Celkovy dojem 81 % - 4., 6. (46 %)

Kofenité aroma bylo, az na vzorek stafeny 1 meésic, potvrzeno
u vSech vzorkil v intenzitdch pohybujicich se kolem 22 %, coZz znaci
piijemné silné vjemy. Sladové tony dosahovaly stejnych hodnot jako
kofenit¢ aroma a b&hem starnuti vzorku také nepatrn¢ fluktuovaly
bez pravidelného trendu.

Jako dal$i vyrazna charakteristika tohoto piva byla uvadéna
karamelova chut’, kterd v Cerstvém pivu dosahovala 27 % znalicich
pfijemnou intenzitu. Jeji dalS$i vyvin vSak se starnutim piva osciloval
s mirn¢ rostouci primérnou hodnotou, coz je dle Dalglieshe [37] (Obr. 6,
str. - 42 -) ptredpokladany vyvoj této sladké chuti.

Plnost chuti byla potvrzena SH cerstvého piva hodnotami
ptes 50 %, s narGstajicim ¢asem plnost piva mirn¢ vzristala az k 60 %.
Vyvazena byla skoro 40 % intenzity hotkosti s vyrazné€j$i kulminaci a
slabsSim doznivanim. Parametry plnosti a hotkosti notné pfispivaji
k celkové vyvazenosti chuti, ktera byla s 83 % nejvyssi pravé v Cerstvém
pivu, poté uz pouze klesala. Nejlépe dopadlo Cerstvé pivo také co se
celkového dojmu ty¢e — hodnoceno bylo podobné jako vyvazenost 81 %,
s pfibyvajicim casem skladovani celkovy dojem rapidné klesal az
bezmala k poloviné ptivodni hodnoty.

Pohledem na Tab. 6 lze také pozorovat jisté trendy v klasifikaci
razné starych vzorkl. Zpravidla nejvy$§imi zndmkami skrz vjemové
parametry bylo ohodnoceno pivo staré 4 — 5 meésicl. Pfisrovnani
s Cerstvyym pivem se zde vice rozvinuly vSechny jednotlivé
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organoleptické charakteristiky, nicméné¢ vysoké hodnoceni vzdy
neznamend nejlepsi vysledek, jak Ize potvrdit hodnotami vyvaZenosti a
celkového dojmu. Nekteré vjemy jsou pro dany styl piva pozitivni, ne-li
dokonce zadouci, jiné naopak interferuji a ubiraji na celkovém dojmu
konzumenta. Svou roli hraje také vyraznost konkrétniho vjemu — nelze
totiz opomenout, ze pivo je velmi komplexni nadpoj, o jehoz chuti
rozhoduje pravé nejen intenzita jednotlivych organoleptickych vlastnosti,
ale pfedevSim pomér mezi nimi.
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5 ZAVER
1. Cil: Provedeni validace izola¢nich metod silic z chmelového materialu a piva.

Retrospektivni validace metod extrakce silic z chmele a piva byla splnéna

v rozsahu vSech parametrii, které bylo mozné z poskytnutych dat extrahovat.

Metoda FBE-SPE/GC-MS pro izolaci silic zchmelového materidlu poskytla
z diivodu statisticky nizkého mnozstvi méteni (n = 4) a pouziti vysokoobsazného
chmele zkreslené zdznamy s nadprimémé vysokymi hodnotami valida¢nich
parametri, nicméné diky zaznamu méfeni validaénich parametrit VUPS z minulych
let mohly byt nékteré tyto vysledky uvedeny na pravou miru (Tab. 3, str. - 56 -).

Koncentrace 33 stanovovanych analytii se v méfeném chmelu pohybovala
v rozmezi 0,32 — 5109,06 mg/kg a jejich méfeni (n = 4) poskytlo primérnou 11%
varianci, ze které byla stanovena nomindlni 22 % roz§ifend nejistota. Primérna
opakovatelnost dosahovala 0,31, jejiz nadprimérnou hodnotu vykazovaly hlavné
latky skupiny ketond a latky seskviterpenické povahy. Limit detekce a stanoveni se
pro kazdou latku lisil, pficemZ nejniZSich hodnot LOD pod 0,50 mg/kg vykazovaly
ve chmelu minoritné zastoupené latky (napi. methylestery), naopak hojné
zastoupené silice (myrcen, alfa-humulen) nabyvaly hodnot LOD pies 1000,00
mg/kg.

Metoda SD/GC-MS pouzita pro extrakci silic ze vzorkli piva vykazovala
piv napfi¢ jejich starnutim navic poslouzily také pro ovéfeni preciznosti metody
(Obr. 7, str. - 53 -). Koncentrace sledovanych latek se v Cerstvém pivu pohybovala
vrozmezi 0,09 — 202,62 pg/l s koeficientem variance 14% a prumérnou 28%
roz§ifenou nejistotou a opakovatelnosti 0,39. Limity detekce se pro riizné analyty
pohybovaly ve spektru hodnot 0,01 pg/l (beta-ionon) — 42,49 pg/l (myrcen).
Validaéni parametry silic v pivu byly VUPS doplnény o data vytdZnosti, jejiz
primérna hodnota byla 100 %.(Tab. 2, str. - 55 -)
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Vysoké hodnoty limitii detekce analytii ziskanych obéma metodami mohou
byt pifisuzovany nemoznosti optimalizace koncentracnich hladin konkrétnich
analytli jejich doporucené 1-5nasobky ocekavanych LOD v tak komplexnich

matricich, kterymi chmel i pivo bezpochyby jsou.

Cil: Studium prenosu silic z chmele do piva v priibéhu studeného chmeleni.

Ptenos silic z chmelového materidlu do piva je fizen prostou diftzi hlavné
v zé&vislosti na chemické povaze latek, slozeni matrice a obsahu alkoholu. Jak se dle
literarni reSerSe potvrdilo, do piva velmi dobte piechézeji latky alkoholové povahy
(Tab. 4, str. - 58 -), které jsou oznacovany jako jedny z poskytovateli chmelového
aroma. Vibec nejvysSiho stupné extrakce dosahoval linalool s 69% pifechodem
doPiva A a az 94% mirou pfechodu do Piva B, coz koresponduje s udaji
uvedenymi v literarni reSersi v Kapitole 2.2.3.2. Nadprimérné piechazel do Piva B
1 dalsi alkohol cis-geraniol. Nicméné pifenosové miry terpenickych alkoholil
z chmele do piva mohou byt zkreslené, nebot’ byly pisobenim kvasinek dokazany
biotransformacni ptemény a vzajemné konverze (Obr. 3, str. - 22 -).

Vysoké miry pfenosu vykazovaly také velmi aromatické estery v Cele
s isobutylisobutyratem s 56% pifechodem do Piva A, méné do Piva B s 44%.
Vysledky opét relativné odpovidaly studiim reportovanym v Kapitole 2.2.3.2.

Naopak nepolarni zastupci frakce monoterpeni se do piva dostavaly v nizké
extrakéni mite okolo 2 %, seskviterpeny béhem studen¢ho chmeleni dokonce
podléhaly ztratam. Je vSak udavano, Ze podléhaji autooxidaci poskytujici kyslikaté
produkty, jez se do piva dostavaji 1épe a vykazuji dokonce siln€jsi chmelové aroma.

Prestoze extrak¢éni mira téchto latek neni vysoka, diky svému majoritnimu
zastoupeni v hotovych cCerstvych pivech (58 % z celkovych silic v Pivu A, 63 %

z celkovych silic v Pivu B) maji velky ptfinos na aroma vysledného produktu.[25]

Ptenosové miry vétSiny ostatnich latek se pohybovaly kolem nulovych hodnot, coz

znamena, 7e se z chmele do piva v procesu studeného chmeleni viibec nepienasely,
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nebo jejich ztraty béhem tohoto technologického kroku byly vétsi nez procento

pfenosu.

Cil: Studium profilu senzoricky aktivnich latek béhem starnuti studené

chmelenych piv. Korelace se senzorickym testovanim.

Prestoze byla Piva A a B stafena stejné dlouhou dobu za identické teploty, obé
poskytla odlisny vyvoj v mnozstvi silic. Funkce vyvoje celkovych silic v obou
pivech (Obr. 13, str. - 69 - a Obr. 14, str. - 72 -) kopirovala vyvoj myrcenu a

linaloolu, dvou v pivech nejvice zastoupenych silic.

Funkce zmény mnozstvi celkovych silic v Pivu A méla hyperbolicky tvar
s maximem ve 3. mésici. Vysledky pozorovani byly v rozporu s literarni reSersi:
» mnozstvi linaloolu nebylo konstantni, ani se nezvysilo o 30 %, avSak
roli mohlo hrat mnozstvi 3,5krat vétsi oproti literatuie
» ztraty myrcenu nebyly ve sledovaném obdobi tak rapidni

» estery a ketony vykazovaly udavané ztraty, ale az od 3. mésice dale

Funkce zmény mnozstvi celkovych silic v Pivu B méla nepravidelny pribéh
s n€kolika skokovymi zménami v mnozstvi ve 2. a 3. mésici. Vysledky pozorovani
byly srovnany s literarni reSersi:
» rychlost ubytku myrcenu v prvnich 2 mésicich odpovidala resersi, poté
dochazelo k jeho nepfedvidanému nariistu v mnoZzstvi
» rychlost ubytku alfa-humulenu zhruba odpovidala rychlosti ubytku
seskviterpenti v literarni resersi, zbylych dvou seskviterpenti jiz ne
» mnozstvi linaloolu nebylo konstantni, s casem fluktuovalo
» 50% ubytky v mnozstvi ketonti odpovidaji pouze vyvoji 2-undekanonu

v prvnich 2 mésicich

Ackoli zmény v obsahu aromatickych latek ne vzdy zcela korespondovaly
s uvedenymi zdroji, je potieba brat v potazu odlisSné vstupni suroviny a technologie

studené¢ho chmeleni, které mohly mit vliv na vyvoj konkrétnich latek.
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Dale byla v Kapitole 4.3.3 za pouziti korelacni analyzy zjiStovana souvislost
mezi obsahem a zastoupenim silic v pivu a jeho senzorickymi vlastnostmi napfi¢
celé doby starnuti.

V jednou chmeleném Pivu A se obecné¢ vyskytovaly tyto korelace spise
negativni (Obr. 17, str. - 78 -), pocCinaje stiedné silnym negativnim vlivem
celkového mnozstvi silic na Intenzitu chmelového aroma. Tato negativni korelace
by mohla dokazovat, Ze senzoricky profil piv neni v takové mife pfimo zavisly na
celkovém mnozstvi pifitomnych silic, jako spiSe na poméru vSech aromaticky
aktivnich komponent a jejich interakei.[13] Dalsi velmi silné negativni korelace
byly vPivu A nalezeny kontrastem mnozstvi a procentudlniho zastoupeni
konkrétnich chemickych skupin silic s chmelovymi atributami, za zminku stoji
zejména velmi silnd negativni korelace seskviterpent s intenzitou chmelového

aroma (r =—0,95), ktera je v rozporu s literarni reSersi.

V obou pivech byla nalezena korelace (v ptipadé Piva A kladna, u Piva B
zaporna) poméru kyslikaté viici uhlikaté frakci s Vyvazenosti. Ta reflektuje shodu
zejména chutovych vjemu, ale je mozné, Ze pomér kyslikatych a uhlikatych latek

silic ovliviiuje alespoii jeden tento vjem, a tim i hodnotu celkové vyvéazenosti.

V dvakrat chmeleném Pivu B tento pomér silné negativné koreloval
s Oblibou a Intenzitou chmelového aroma, zcehoz vyplyva, Ze pfii prevaze
kyslikatych latek nad uhlovodiky — jevu doprovazejicimu senzorické starnuti piv —
slablo 1 chmelové aroma, za néjz je zvalné Casti zodpovédna pravé uhlikata
frakce.[2, 16, 17]

Dale byl v Pivu B potvrzen kladny vliv na vétSinu chmelovych atribut,
hlavné diky seskviterpenické frakci v Cele s alfa-humulenem, ktery, na rozdil
od vysledki korelace v Pivu A, velmi silné¢ kladné koreloval s Intenzitou
chmelového aroma (r = 0,93), a tim padem byl oznafen za jednoho z jeho

signifikantnich poskytovateld.

StéZejni komponenta studeného chmeleni, linalool, samotny nevykazal
zaddnou statisticky vyznamnou korelaci s chmelovymi atributami testovanymi

v ramci SH.
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Ptestoze v této diplomové praci byla pouzita analyticky namétena data reflektujici
pfesné mnozstvi hlavnich poskytovateli chmelového aroma, nelze opominat, zZe
pivo je velmi slozitd matrice. Jeho vysledny senzoricky profil tedy nelze ptresné
spocitat pouhym souctem piispévkl téchto latek. Aroma vysledného produktu musi
byt uvazovano z komplexniho hlediska jako vysledek synergickych a

antagonickych ptsobeni vSech pfitomnych senzoricky aktivnich slozek.[13, 36]

Cil: Senzorické zhodnoceni piv.

Srovnanim senzorického profilu analyzovanych studené¢ chmelenych cerstvych
vzorkli piv doSlo ke shodé senzorického hodnoceni s vyrobcem avizovanou
specifikaci téchto piv. Toto zjisténi mlize zpétné poslouzit jednak k potvrzeni, Ze
senzorické testovani na VUPS poskytuje spravné a jakostni vysledky, dale pak

ke zvySeni divéryhodnosti k vyrobci ze strany bézného konzumenta.
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