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1. UVOD

1.1. Chemismus vzniku vysSich
senzoricky aktivnich alkoholi

Mezi duleZité slozky, které vyrazné
ovliviuji charakter piva, patfi tékavé latky.
I kdyZ predstavuji nepatrny hmotnostni po-
dil vSech v pivu obsazZenych latek (0,5 %),
mohou zfetelné ovlivnit charakter a chut ho-
tového piva. V soucasné dob¢ jich je znamo
pres 450. Koncentrace mnohych z nich pfe-
kraCuji prahové hodnoty vnimani a v pod-
statné mife ovliviluji chut piva (amylalko-
holy, diacetyl, ethylacetat apod.), jiné se
vyskytuji pouze ve velmi nizkych koncent-
racich, pohybujicich se pod prahovou hod-
notou vnimani. V kazdém piipadé celkovy
soubor vySe zminénych latek ovliviiuje sen-
zoricky profil piva, a tim urcuje jeho cha-
rakter. T€kavé latky obsazené v pivé pocha-
zeji z Casti ze surovin, ve velké mife se viak
tvori az pii fermentaci. K hlavnim pfedsta-
vitelim senzoricky aktivnich litek fadime
vysSi alifatické alkoholy, aldehydy, mastné
kyseliny, estery, aminy, vy33i aromatické al-
koholy a sirné slouceniny.

Z vysSich aromatickych alkoholi se
v pivé vyskytuji zejména 2-fenylethanol, ty-
rosol a tryptofol (obr: 1).

Biosyntéza vysSich alifatickych a aroma-
tickych alkohold tzce souvisi s metabolis-
mem hlavnich sloZek substrati asimilova-
nych kvasinkami béhem kvaSeni [1].

Vyssi alifatické i aromatické alkoholy
v prevazné mife vznikaji z o-ketokyselin
nebo o-hydroxykyselin jejich dekarboxylaci
nebo redukci [2]. o-ketokyseliny jsou na-
proti tomu tvofeny transaminaci nebo dea-
minaci aminokyselin pfitomnych v mladiné
nebo jsou syntetizovany z pfitomnych sa-
charida.

Chemismem vzniku a pfitomnosti vys-
Sich alifatickych alkoholi v pivé se hloubéji
zabyvala cela fada autori. Podrobny piehled
praci vénovanych pfitomnosti vyssich alko-
holt v pivé uvadi Engan [3].

Mechanismus vzniku vy33ich aromatic-
kych alkoholt nebyl dosud, na rozdil od vys-
Sich alifatickych alkoholu, tak podrobné pro-
studovan. Dle Bendové [1] mohou vyssi
aromatické alkoholy vznikat jako vedlejsi
produkt biosyntézy aromatickych aminoky-
selin. Spole¢nym meziproduktem této bio-
syntézy je kyselina chorismova, z niZ se po-
tom tvofi samostatnymi biochemickymi

reakcemi fenylalanin, tyrosin a tryptofan.
V téchto tsecich dochazi k odklonu od hlav-
niho sméru syntézy aminokyselin a tvofi se
prislusné vy3si aromatické alkoholy.

Obdobné i Engan uvadi, Ze je 2-fenylet-
hanol tvofen deaminaci a dekarboxylaci
vzniklé a-ketokyseliny z fenylalaninu [3].

Dle Ayriipii [4,5] vznikaji tyrosol a tryp-
tofol pfimo z odpovidajici aminokyseliny
jeji transaminaci na ketokyselinu, naslednou
dekarboxylaci vzniklé ketokyseliny na alde-
hyd a jeho naslednou redukci na pfislusny
alkohol. Ayripii [6] déle zjistil, Ze pfislusna
a-ketokyselina miZe byt i produktem meta-
bolismu sacharidu.

Jiny moZny zptsob vzniku vysSich aro-
matickych alkoholi navrhuje Tressl a kol.
[7]. Autofi v tomto pfipadé pokladaji za pre-
kurzory kyseliny p-kumarovou, sinapinovou
a ferulovou. Tyto kyseliny jsou v obilném
zrnu vétSinou pfitomny ve formé esterti nebo
jsou ve vétdich mnozstvich glykosidicky va-
zany. Za podminek pfipravy sladiny (mla-
diny) mohou byt volné fenolkarbonové ky-
seliny prevedeny na odpovidajici fenoly,
nebo fenolethery.

1.2. Vliv technologickych podminek na
obsah vysSich alkoholii v pivé.

Na tvorbu vy3§ich aromatickych alkohold
ma vliv mnoho faktorl, napfiklad sloZeni
mladiny, teplota kvaseni, pouZity kvasni¢ny
kmen, koncentrace kysliku a doba michani.
Dle Kahlera [8] rychlost tvorby 2-fenylet-
hanolu zavisi na poméru asimilovatelného
dusiku k mnozstvi zkvasitelnych cukri. Pfi
vys8ich koncentracich fenylalaninu se zvy-
Soval obsah 2-fenylethanolu, avsak pfitomny
fenylalanin byl vyuzZit pouze z 30 %. Fenyl-
alanin ma inhibi¢ni i¢inek na tvorbu alifa-
tickych alkoholi. Naopak tyrosol inhibuje
syntézu fenylalaninu, neptsobi vSak na
tvorbu 2-fenylethanolu. Na moZnost vzniku
2-fenylethanolu bez pfitomnosti fenylala-
ninu poukazal Ayripai [9, 10]. Stejné jako
Kahler [8], tak i Szlavko [11] dokézala, Ze
neplati pfimy vztah mezi obsahem rozpus-
ténych aminokyselin a vzniklych alkoholu.
Autorka podrobné studovala vliv jednotli-
vych technologickych zasahii na jejich
tvorbu pfi vyrobé kanadskych piv typu ,la-
ger* a ,ale”. Zjistila, Ze pouZity kmen kvas-
nic hraje klicovou tlohu pfi jejich vzniku,
zvlasté v pripadé, kdy byl k surogaci pouzit
kukufiény 3rot. Také Ayripii [10] a Engan

[12] poukazali na duleZitost pouZitého
kmene kvasinek.

Mnozstvi tyrosolu, tryptofolu a 2-feny-
lethanolu muiZe dle Szlavko stoupat s pro-
dluZujici se dobou michani [11]. Tato
zjiSténi jsou v souladu s vysledky, publiko-
vanymi Mc Farlanem [13] a Enganem [12].

Naopak sniZeni teploty vede k niZsi
tvorbé viech tfi alkoholt, obzvlasté trypto-
folu [11]. Ke stejnému vysledku dosel i En-
gan [15] a Ayrapaa [ 14]. Ayripai urdil 20 °C
jako teplotu, pfi niZ se vy38i aromatické al-
koholy tvorfi nejvétsi mérou.

Naizory na tlohu flokulujicich a nefloku-
lujicich kvasnic pfi vzniku alkoholi se v li-
teratufe liSi. Nékteri autofi [12,16] tvrdi, Ze
mezi nimi velky rozdil neni, jini zazname-
nali rozdily, zvlasté u tryptofolu, kdy se jej
u neflokulujiciho kmene ve srovnani s kme-
nem flokulujicim tvofilo dvojnasobné
mnozstvi [17].

Provzdu$néni mladiny po zakvaSeni
miiZe mit za nasledek zvySeni produkce vys-
Sich alkoholu [12]. JelikoZ je tvorba vy3Sich
aromatickych alkoholt svdzdna s metabolis-
mem kvasinek, jejich nejvétsi podil vznika
béhem hlavniho kvaseni, zatimco béhem do-
kvaSovani nedochazi k vyznamnym zménam
obsahu [12].

Szlavko [18] se zabyvala téZ vlivem glu-
kézy na tvorbu vysSich alkoholu. Pfi kvaseni
kvasnicemi typu ,.ale” zjistila, Ze se se zvy-
Sujici koncentraci glukézy sniZovala tvorba
tyrosolu, 2-fenylethanolu a amylalkoholu.
Kvasnice typu ,lager* tvorily vice 2-fenyl-

CH2CH20H CH2CH20H
2-fenylethanol OH
tyrosol
H
CH2CH20H

tryptofol

Obr.1 Hlavni predstavitelé vyssich aroma-
tickych alkoholii v pivé
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Obr. 2 Teplomi pribéh pri modelovych pokusech Al a A2

B1 — kvasnice W, chlazeni vodou (vodovodni fad)
B2 — kvasnice W, chladici box

Obr. 3 Teplotni priibéh pri modelovych pokusech Bl a B2

ethanolu, tyrosolu a amylalkoholu, zatimco
tvorba tryptofolu byla pfiblizné stejnd jako
pii pouZiti kvasnic ,,ale”. Maule [19] navic
zjistil, Ze ruzné druhy kvasnic typu ,ale"
produkovaly rozdilnd mnoZstvi téchto alko-
holi. Obdobné Hough a Stevens [20] pozo-
rovali zvySeni produkce vysSich alkoholu
zvySenim koncentrace sacharidu. Engan
[21] v pfipadé ,lager* kvasnic uvadi, Ze hla-
dina vysSich alifatickych alkoholli rostla
umérné se stoupajicim pridavkem zkvasitel-
ného cukru. Soucasné byly porovniany
ucinky pridavku glukézy, maltézy a fruktozy
a zjiStény pouze mirné rozdily mezi jednot-
livymi sacharidy na tvorbu vyssich aroma-
tickych alkohold.

Bikova a kol. [22] studovala podrobné
prubéh kvaSeni v CKT a mimo jiné zjistila,
ze obsah 2-fenylethanolu v hotovém pivé byl
shodny s hodnotami stanovenymi v pivé vy-
robeném klasickym zpusobem kvaSeni.

1.3. Senzorické vlastnosti vysSich
aromatickych alkoholu

Pfitomnost 2-fenylethanolu je obecné po-
vazoviana za pozitivni pro celkovy chufovy
viem. V Cisté formé voni tato latka po ru-
Zich. Jeho prahova hodnota je pfiblizné
75 mg/l, pokud je viak 2-fenylethanol pii-
tomen ve vyrobku ve vy$3i koncentraci, udé-
luje pivu medicindlni pfichut [23-26]. Tyro-
sol, vyznacujici se v Cistém stavu horkou,
ovocnou prichuti, a tryptofol, majici kvas-
ni¢nou hofkou aZ chlebovou pfichut, jsou pfi

zvySeném obsahu nositeli nepfijemné horké
a7 kvasni¢né chuti piva [23]. Udaje o pra-
hovych hodnotich v pivu se u jednotlivych
autoru podstatné lisi. Zatimco Rosculet [23]
uvadi pro tryptofol a tyrosol 200 respektive
100 mg/l, Meilgaard [24] uvadi pro trypto-
fol 414 mg/1 a pro tyrosol 200 mg/l. Chara-
lambous [25] a Szlavko [26] naproti tomu
uvadeéji hodnoty podstatné niZsi, ato 10 mg/l
pro tryptofol a 20 mg/l pro tyrosol. Dosud
opomijenym faktem je skuteCnost, Ze se
2-fenylethanol muZe, kromé svych senzo-
rickych vlastnosti, téZz diky své vysoké
omamnosti vyznamné podilet na fyziologic-
kych ucincich piva na lidsky organismus
[27]. Tyto a¢inky v3ak dosud nebyly, na roz-
dil od ethanolu, detailné studovany.

2. EXPERIMENTALNI CAST

2.1. Analytické metody

Vlastni postup analyzy pomoci extrakce
na pevné fazi a plynové chromatografie byl
popsdn Culikem et al. v predchézejicim
¢lanku [28].

2.2. Modelové kvasné zkouSky
Pro kvasné zkousky byly vybrany dva
kmeny provoznich kvasnic s oznacenim
T a W. Jednalo se o prakticky totozné kmeny
s kmenem vedenym ve sbirce VUPS pod
oznacenim 95 (Weihenstephan). Kmen 95 je
fazen k hlubokoprokvasujicim kmenim
s dobrou sedimenta¢ni schopnosti.
Kvasné zkousky
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Obr: 4 Teplomi pribéh pri kvaseni v pivovaru A a B

probihala pfi dvou
ruznych  teplotich.

Zakvasna teplota Cinila 7 °C. Na zakvaseni
byl pouzit kmen T nasazeny jiZ tfikrat v pro-
voze.

U vychozi mladiny a u mladého piva bylo
na konci kvasSeni stanoveno kromé obsahu
vysSich aromatickych alkoholu také celkové
chemické sloZeni. Pro vlastni analyzu byl
prvnich pét dni vzorek odebiran kazdy den,
poté kazdy druhy den. Pfed analyzou byl
vzorek zfiltrovan pies filtraéni papir s pfi-
davkem kfemeliny. KvaSeni probihalo pat-
néct dni.

Postup zvoleny v piipadé kvasni¢ného
kmene pivovaru B byl naprosto totoZny,
pouze zde byla mladina zakvaSena 12 g od-
stfedénych kvasnic odebranych v pivovaru
s kvaSenim v CKT. Kmen W, pouzity k za-
kvaseni, byl v tomto pfipadé jiZ dvakrat na-
sazen v provoze.

Modelové pokusy Al a Bl byly umistény
v termostatu chlazeném vodou z vodovod-
niho fadu, kdeZto pokusy A2 a B2 byly ucho-
vavany v chladicim boxu nastaveném na
8 °C. Z obr. 2 a 3 je patrny narust teploty,
zpusobeny celkovym oteplenim vody ve vo-
dovodnim fadu.

2.3. Provozni kvasné zkousky

Provozni kvasné zkousky probihaly
pifimo ve dvou pivovarech. V pivovaru
A bylo pouzito klasické vedeni. Do combi
tanku bylo sespilano 360 hl provozni mla-
diny o koncentraci pavodni mladiny 10,2 %.
Miladina byla uvafena standardnim dvou-
rmutovym zplisobem, bez pouZiti surogace.
ZakvaSeni bylo provedeno 120 1 hustych
kvasnic (kmen T, 2x nasazeny) davkova-
nymi pfimo do pfivodniho potrubi. Zikvasna
teplota Cinila 8,1 °C. Kvaseni bylo vedeno
studené, z davodu niz§iho sezénniho vy-
stavu piva. Privaidénd mladina byla pro-
vzdus$novina keramickou svickou na kon-
centraci kysliku 8,0 mg/l. Po dvanicti dnech
kvaSeni bylo pivo pfeCerpano do jednoho
tanku.

Odbér vzorku byl opét provadén kazdy
den po dobu 15 dni. Vzorek byl zfiltrovin
pfimo v provoze. Dalsi pribéh analyzy po-
moci plynové chromatografie byl totozny
s dfive publikovanym postupem [28]. Cel-
kovy chemicky rozbor byl provadén u vy-
chozi mladiny a u mladého piva po 15 dnech
kvaSeni.
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Obr. 7 Zmény obsahu tryptofolu béhem kvaseni — pivovar A a B

V pivovaru B probihalo kvaseni intenzi-
fikovanym zpusobem v CKT. Do CKT o ob-
jemu 2000 hl bylo sespildno 1897 hl mla-
diny a obsah tanku byl zakvaSen promytymi
a procezenymi kvasnicemi (kmen W, 2x na-
sazeny). Primérna koncentrace rozpusté-
ného kysliku v mladiné ¢inila 8,0 mg/1. Spi-
lino bylo 5 viarek o prumérné puvodni
koncentraci mladiny 10,1 %, po dobu 24 ho-
din. Mladina byla uvafena standardnim
dvourmutovym zpusobem bez piidavku su-
rogdtu a kazda varka byla zakvaSena zv1ast
15 miliony bunék na 1 ml. ZakvaSovaci tep-
lota ¢inila 7.5 °C a do posledni varky bylo
pridano 1.9 1 celulazy na cely objem CKT.

Vzorky byly ndsledné odebirdny v jed-
nodennich intervalech po dobu 15 dni.
U prumérného vzorku mladiny a mladého
piva bylo ur¢eno opét celkové chemické slo-
Zeni a stanoven obsah vysSich aromatickych
alkoholu.

Narozdil od pivovaru A, kde byl cely pru-
béh veden studené, bylo v pivovaru B ve-
deno kvasSeni pii vysSich teplotich.

Zvoleny teplotni priubéh v obou pivova-
rech je zndzornén na obr. 4.

3. VYSLEDKY A DISKUSE

3.1. Modelové pokusy

Vysledky vzijemného porovnani tvorby
vysSich aromatickych alkoholi u kmene
T (model A1 aA2) aW (model Bl a B2) bé-
hem kvaSeni v zdvislosti na teploté¢ kvaseni

solu i tryptofolu mél
vzestup teplot opét
pozitivni vliv na ob-
sah téchto litek. Na
rozdil od 2-fenyl-
ethanolu vsak zde
vice tyrosolu produkoval kmen T. Trypto-
folu tvofil zpocatku vice kmen W, ale diky
znacné citlivosti kmene T na skokovou
zménu teploty byla konecna koncentrace
tryptofolu 15. den kvaSeni vys§8i u kmene T.

Obr. 6 Zmény obsahu tyrosolu béhem kvaseni — pivovar A a B

3.2. Provozni zkousky

Pribéh zmén obsahu jednotlivych alko-
holi je patrny z obr. 5 az 7. Obecné lze fici,
Ze bylo nejvice vysSich alkoholu tvofeno bé-
hem studeného kvaSeni kvasnicemi kmene
T. Obsah 2-fenylethanolu v pocitku kvaseni
vykazoval znatelny vzestup a tvar kiivek byl
u obou pivovari podobny. V pfipadé tyro-
solu lze pozorovat jeho patrny pokles v pi-
vovaru B od 11. dne kvaseni, coz lze vy-
svétlit zvySenou citlivosti kmene W na
zménu teploty (bylo zapocato chlazeni),
a z toho vyplyvajici zménou prub&hu meta-
bolismu. Obdobné i koncentrace tyrosolu
byly v pivovaru A vys3i. Na rozdil od pivo-
varu A, kde mél pribéh obsahu tryptofolu
klasicky tvar, bylo v pivovaru B pozorovino
kolisdni hodnot a vysledny obsah tryptofolu
byl v porovnani s pivovarem A niZzsi.

Porovname-li mezi sebou poznatky zis-
kané z provoznich a modelovych zkousek,
obdrzime nékteré zajimavé poznatky.
Obecné lze fici, Ze mél u modelovych po-

Tab. 1 Porovndni tvorby vys§ich aromatickych alkoholii v zdvislosti na teploté kvaseni

u kmene T (modelové laboratorni pokusy)

koncentrace den kvaSeni

(mg/l) 1 2 3 4 5 T 9 11 13 15
2-fenylethanol - Al | 0,12 1,31 197 232 417 900 | 12,10 | 13,60 | 1530 | 16,20
2-fenylethanol - A2 | 0,12 131 1.98 240 330 550 7.20 9.00 9.80 | 1050
tyrosol - Al 0,02 0,12 0.20 022 0,38 0,40 040 042 0.89 0.89
tyrosol - A2 0,02 0,13 021 023 036 0,40 028 044 0,56 073
tryptofol - Al 0,16 023 021 0,22 029 0,30 0.44 047 0,79 120
tryptofol — A2 0.16 0,22 0.21 021 0,19 0.23 0,30 029 0,28 031

Al - kvasnice T, chlazeni vodou (vodovodni fad)
A2 — kvasnice T, chladici box

Tab. 2 Porovndni tvorby vysSich aromatickych alkoholii v zdvislosti na teploté kvaseni

u kmene W (modelové laboratorni pokusy)

koncentrace den kvaSeni

(mg/l) 1 2 3 4 5 7 9 11 13 15
2-fenylethanol - B1 | 0,12 1,30 200 292 399 | 1165 | 1590 | 1790 | 2020 | 2030
2-fenylethanol - B2 | 0,12 1,25 24 2,82 389 6,09 760 | 10,10 | 11,10 | 12,70
tyrosol - Bl 0,02 0,11 0,15 017 0,20 0,26 037 045 059 0,52
tyrosol - B2 0,02 0,11 0.16 018 0,22 0,19 0,23 0,30 0,30 032
tryptofol - Bl 0,16 0,18 0,22 028 033 0,53 0.60 0,89 094 1.00
tryptofol - B2 0.16 0,20 0,24 030 034 035 0.46 049 0,48 0,53

B1 — kvasnice W, chlazeni vodou (vodovodni fad)
B2 — kvasnice W, chladici box
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kusi se zvySujici se teplotou obsah sledo-
vanych latek vzestupny trend a nezavisel na
pouZitém kmeni. V pfipadé studeného ve-
deni tvofil kmen T vice tyrosolu, zatimco
kmen W produkoval vice 2-fenylethanolu
a tryptofolu. Pfi teplém vedeni produkoval
kmen T vice tyrosolu a tryptofolu, zatimco
kmen W produkoval vice 2-fenylethanolu.
Pfi provoznich zkouskach viak nastala situ-
ace odli¥na. V pivovaru A, pracujicim s kme-
nem T pri niZSich teplotach, se vytvorilo vice
vysSich aromatickych alkoholi neZ v pivo-
varu B. V pfipadé 2-fenylethanolu zde viak
doslo k opacné situaci, nez jak tomu bylo
u modelovych pokusi. MoZnym vysvétle-
nim je to, Ze zde bylo mnoZstvi produkova-
ného 2-fenylethanolu ovlivnéno pouZitou
technologii. Vzhledem k omezenému roz-
sahu této price a s ohledem na skute¢nost,
Ze nebylo moZné z technickych divodu za-
bezpecit pro provozni i modelové zkousky
totoZznou mladinu, nelze vyvozovat z ome-
zeného mnozstvi dat hlubsi zavéry. Navic se
zdé, Ze neni mozné zcela pominout vliv kon-
strukéniho usporadani technologického za-
fizeni na Zivotni prostfedi kvasinek, a z toho
vyplyvajici ovlivnéni jejich metabolismu.
Disledkem toho mohou byt podstatné
zmény v obsahu nékterych senzoricky ak-
tivnich latek a z toho plynouci pozménény
senzoricky profil vyrobeného piva.

4. ZAVER

Moderni analytické metody umoznily de-
tailni studium zmén obsahu vy$Sich aroma-
tickych alkohol béhem kvaSeni. Zmény ob-
sahu vyS8ich aromatickych alkoholi byly
studovany jak v laboratornich, tak i provoz-
nich podminkéch. Experimentilné bylo ové-
feno, Ze kromé teploty kvaSeni ma na tvorbu
vy33ich aromatickych alkoholl vliv i pouZity
kvasni¢ny kmen. Zajimavé je zjisténi, Ze se

mohou i velmi pfibuzné kvasni¢né kmeny li-
Sit v produkci vysSich aromatickych alkoholu.
I kdyZ se hodnoty obsahu tyrosolu a tryp-
tofolu v pivé pohybovaly hluboko pod jejich
prahovymi hodnotami, nelze jejich vliv na
senzoricky profil piva, s ohledem na moZny
synergicky efekt s ostatnimi senzoricky ak-
tivnimi latkami, zanedbat. Naproti tomu se
stanovené obsahy 2-fenylethanolu fadové
bliZily jeho dosud publikované prahové hod-
noté¢ vnimani. Uvédomime-li si, Ze miZe,
napriklad pfi vyrobé nealkoholického piva
na filmové odparce, dojit k zakoncentrovani
vy$8ich aromatickych alkoholi, je ziejmé,
Ze zde jiz muZe obsah 2-fenylethanolu a pfi-
padné i dalSich vy3Sich aromatickych alko-
holi sehrdt podstatnou roli pfi vysledném
chufovém vjemu u vyrobeného piva.
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