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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva posouzenim vlivu pH varni vody na vybrané parametry ob-
sazené v pivu. Konkrétné byl sledovén vliv slozeni vody na EPM, obsah organickych kyselin,
iso-a-hotkych kyselin a vitamind skupiny B. Analyza organickych kyselin byla provedena
pomoci iontové chromatografie s vodivostnim detektorem (IC). Kapalinova chromatografie
s detektorem diodového pole (HPIWAD) byla pouzita ke stanoveni iso-a-hoikych kyselin
avitamini skupiny B.

V teoretické ¢asti prace jsou blize popsany a charakterizovany suroviny, ze kterych se pivo
vyrabi- slad, chmel, voda a kvasinky Saccharomyces cerevidtdeje vénovana pozornost
jednotlivym fazim v technologii vyroby piva. Blize popsany jsou také pouzité instrumentalni
metody.

Experimentalnicast se vénuje piipravé syntetické vody adici chemikalii do deionizované
vody. Takto vzniklé¢ modely tvrdé a mékké vody byly pouZity pii vateni svétlého spodné kva-
Sen¢ho piva. V této kapitole je také podrobné popsan postup vatfeni piva apouzité suroviny.

V riznych fazich pivovarského procesu byly odebrany vzorky sladiny, mladiny, mladého piva
a stabilizovaného piva. Nasledné byly vzorky upraveny podle pouzité metody a analyzovany.

Z naméfenych vysledkt vyplyva, ze pH vody ovlivnilo obsahanalyti béhem vyroby piva
i ve finalnim produktu. Tvrda voda se projevila jako lepsi extrakéni Cinidlo a jeji slozeni (pH)
pozitivné ovlivnilo ur¢ité procesy probihajici pfi vafeni piva. Jednim z nich bylo ziskani sla-
diny o vys$i hodnoté¢ EPM v porovnani snékkou vodou. V pivu z tvrdé vody bylo také sta-
noveno vétsi mnozstvi vitamind skupiny B. Naopak pH varni vody neovlivnilo isomeraci
a-hotkych kyselin pfi chmelovaru.

KLICOVA SLOVA

varni voda, EPM, organické kyseliny, vitaminy B, sdoiké kyseliny, HPLC, IC



ABSTRACT

This diploma thesis focuses on evaluating the influence of brewing water pH on selected beer
criteria. We specifically observed how the composition of water affects EPM, volume of or-
ganic acida, iso-alpha acids aBdvitamins. Organic acids analysis was done with ionic
chromatography (IC). Liquid chromatography witA\D detector (HPLCDAD) was used to
measure iso-alpha acids aBditamins.

The theoretical part of my work describes and characterizes materials which were used
during brewing- malt, hop, brewing water and yeasts Saccharomyces cerevisiae. Then it fo-
cuses on individual phases of brewing technology. Specific attention was paid to used instru-
mental methods.

The experimental part is dedicated to synthetic water production by adding chemicals to
deionized water. These models of hard and soft water were used for brewing pale bottom fer-
mented beer. The whole procedure of brewing is also thoroughly described in this chapter as
well as used raw materials. Samples of worts and beer were taken during different phases of
brewing. Then they were modified according to the chosen method and analyzed.

According to the results water pH affects analytes volume during the beer manufacturing
and in the final product. Hard water seemed to be a better extraction buffer and its composi-
tion (pH) positively affected some of the processes happening during beer production. One of
them was obtaining higher EPM compared to soft water. The beer made from hard water also
contained more vitamins B. On the contrary brewing water pH did not affect iso-alpha acids.

KEYWORDS

brewing water, EPM, organic acids, B vitamins, iso-alpha acids, HPLC, IC
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1 UVOD

Pivovarstvije spojeno didskou ¢innosti jiz od pocatku civilizace. Pivo je celosvétové obli-
beny alkoholicky napoj, ktery se ptipravuje z obilného sladu, vody, chmel&vasinek. Jeho
konzumace ve svété neustale stoupa a Cesti konzumenti se fadi mezi nejveétsi spotiebitele.
Ceské pivovary maji u nas velkou tradichviak v dnesni dobé se i do tohoto odvétvi dostala
globalizace takze téméf vSechny velké pivovaryjsou jiz souéasti nadnarodnich spoleénosti.

V poslednich letech zaznamenaly velky boom minipivovary. Ani svou produkci, ani vybave-
nim se nemohou rovnat vétSim konkurenttim, ale i pfesto si naSly své misto na trhu prostied-
nictvim vyroby pivnich speciall, které¢ se €81 vétsi a vétsi oblibé. A mozna prave diky tomu

se stéle vice rozviji tzv. homebrewingpoli vaieni v domacich podminkach. Domovarnictvi
je vsak limitovano dostupnosti vybaveni a pfistroji pro vyrobu piva a dostupnymi technolo-
giemi. Castym krokem domaciho vafeni piva je chemicka uprava varni vody, nebot’ rizné
pivni styly upiednostituji rizné slozeni a pH varni vody.

Technologie pivovarnictvi se ngtile vyviji a vylepsuji, a to otevira moznost zkoumat
procesy béhem vateni piva vice do hloubky. Jednou ze studovanych vlastnostiyarni voda.
Kazdy pivni styl si zada jiné sloZeni varni vody. Nékteré pivovary maji dokonce vlastni zdroje
vody. Diky tomu jsou jejich produkty origindly, které nelze snadno reprodukovat. Voda ma
také prokazatelny vliv na chemické a senzorické charakteristiky piva.

V soucasné dobé existuje mensi mnozstvi publikaci a ¢lanku, které popisuji vliv pH
a iontové sily varni vody na extrahovatelnost latgkiia¢h procesii pii vateni piva. JelikoZ je
pivo vysoce komplexni matrice, kvarikifice a identifikace slozek piva je pofad problema-
tickd, a proto si tato oblast zaslouzi dalsi vyzkum a vyvoj.

Cilem této diplomové prace je posouzeni vlivu slozeni varni vody na vybrané analyty
v technologii pivaPro experimenty byla uvafena piva plzeiského typu z mekké a tvrdé syn-
tetické vody a \pribéhu vyroby odebrany vzorky sladiny, mladiny, mladého
a stabilizovaného pivaNasledné byly vzorky podrobeny analyzam. Pro stanoveni byly pou-
zity dvé separacni techniky — HPLC a IC.Posouzeni rozdili mezi mékkou a tvrdou vodou
bylo zajisténo statistickou metodou analyzy rozptylu (ANOVA).



2 TEORETICKA CAST

Teoretickacast této diplomové prace stmeé shrnuje informace ptgbné k pochopeni pro-
blematikymozného vlivu varni vody.

2.1. Situace pivovarstvi ve gété a CR

Pivo je fermentovany syceny alkoholicky napoj, pfipravovany z jecného nebo pseniéného
sladu, vody, chmele a kvasinek [1]. Je to jederjzice celosvétové oblibenych napoji
azaujima paté misto na Zebticku Cetnosti konzumace ve svété hned za ¢ajem, kavou, mlékem
a sodou [2].

Celosvétova produkce piva se Vposlednich letech drzi té€sné pod 2 miliardami hektolitfi
zarok (viz Obrazek ). Z Obrazku 2je patrné, ze ¢esky roéni vystav Sena svétové produkcei
podili spiSe zanedbatelné. V roce 2016 se rocni produkce vySplhala na rekordnich
20,5milionu hl. V lonském roce dos$lo na tuzemském trhu k mirnému poklesu.
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Obrazek 1: Svétova produkce piva v miliardachhektolitrii

V Ceské republice je trh rozdélen do dvou segmentii. Prvni zaujimaji velké pivovary, jejich
pocet je 45 a na Ceském vystavu se podili z 98 %. Velkym hitem poslednich let jsou minipi-
vovary, kroku 2016 jejich pocet ¢ital 370 (Obrazek 3. Jedna se o malé pivovary, jejichz ro¢ni
vyroba nepiesahuje 10 tisic hl. Jejich obliba ve spole¢nosti roste diky velké rozmanitosti piv-
nich styld, které ptipravuji [3].

Rozmach domaciheaieni piva je s boomem minipivovart spojen. Ackoli se to mize zdat
snadné, domovarnictvi ssbou piinasi ur¢ité komplikace. Hlavni piekazkou domovarnika
neni dostupnost surovin nebo znalosti, ale paradoxné to byva legislativa. Zakon o spotiebnich
danich¢. 353/2003 Sb. osvobozuje doma uvaiené pivo od spotiebni dané, pokud ro¢ni pro-
dukce neptesahne 200 1 na domdacnost. Déle pivo musi sladek vatit pouze pro svou spotiebu,
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popf. pro ¢leny domacnosti a osoby blizké. Pivo nesmi prodavat a zarovenn musi vyrobu piva
oznamit na piislusném celnim ufadu spolu s datem a mistem zahéjeni vyroby a oekdvanym
mnozstvim vyrobeného piva za rok. Déle je nezbytné vést evidenci o vyrobeném pivu, kterd
musi byt uschovana 10 let [5].
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Obrazek 2: Cesky vystav v milionech hektolitri

60 -

Obrazek 3: Pocet nové vzniklych pivovarii v CR

2.1  Suroviny pro vyrobu piva

Mezi z&kladni suroviny pro vyrobu piwsa fadi slad, voda, chmel a kvasinky. V nasledujicich
kapitolach budou popsany podrobnéji.
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2.1.1 Slad

Provyrobu sladu jsou zakladnimi surovinami je¢men dvourady Hordeum distichum a voda,
popt. pii vyrobé pseni¢ného piva psenice. Hlavnimi produkty jsoswvétlé, tmavé a specialni
slady[4, 5].

Je¢né zrno neboli obilka se sklada abalovych ¢asti, pluch a plusek, zarodku (embrya)

z n¢hoz pii kliceni vychazeji podnéty k aktivaci enzymu v zrnu, a z endospermu, ktery zau-
jima nejvétsi cast obilky [6].

Vlhkost sladu se u $tlych sladi pohybuje kolem 3,5 %, u tmavych sladu asi 2 % [5].
Ve sladu jsou nejvice zastoupesagharidy, které tvoti 80 % hmotnosti zrna. Vyrazné pieva-
zuji polysacharidy, skrobové a-glukany a neskrobové B-glukany. Ptiblizné 10 % hmotnosti
jecného zrna tvori neSkrobové polysacharidy jako je celulosa, hemicelulosa, pentosany
alignin. ZvysSeny obsah [-glukani ztéZzuje sladafské anasledné pivovarské zpracovéani
Z diivodu snizené piistupnosti Skrobovych zrn enzymim, dale dochazi ke zvySovani viskozity
roztoki a sniZeni koloidni stability piva [1, 4]. Nejvice variabilni slkou ze vSech zivin, jez
se nachazi v endospermu arje skrob a jeho obsah je priméru v rozmezi 6665 % [6].
Skrob jeémene je tvéen d¥ma slzkami— amylosou a amylopektinemv jeémeni jsou tyto
slozky v ponmeru 22 & 26 % amylosy a 74za78 % amylopektinu [7].Amylosa je tvofena
glukosovymi jednotkami spojenynai-1,4 glykosidovymi vazbami. Takto vzniklé dlouhé fe-
tézce se formuji do Sroubovice. Amylopektin je slozen z glukosovych jednotek vazanych vaz-
bamia-1,4, kvétveni dochazi kazdych 7 az 8 glukosovych jednotek (vazba a-1,6) [5]. Dusi-
katé latky jsou wrnu pfitomny pievazné ve formé rozpustnych frakci albumind, globulindg,
hordeint a glutelint. Pro sladatské a pivovarské ucely je jejich obsah optimélni v rozsahu 10

a2 11,5 % [4].
I CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH
S | o } o % 1¢) | Q
A > / \>1 ’/ > < Amylosa
. OH -o-’\ OH -0-1\ OH -0-I\ OH
\ i 4 — —
OH \ on OoH OH
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& O/
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g } CH,OH éH, CH,OH CH,OH
’ 0, 0 O, 0 Amylopektin
‘ OH -0\ oH Lo-I\ oH -o-\ oH
i\ OH OH OH OH
n

vvvvv

a-1,6-glykosidova vazba

tzv. amylasy [8]. Nejvyznamnéjsimi je a-amylasa ap-amylasa.a-Amylasy se vyturi
Vv obilovinach béhem kli¢eni. Klicek produkuje latku podobnou kyseling giberelové, kterd
indukuje tvorbu hydrolytického enzymualeuronové vrstvé. V nenakli¢eném zrnu enzym
neni pfitomen. a-Amylasy $tépi a-1,4 glykosidické vazby uvniti molekuly. Produkty jsou
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dextriny a pii delSim ptisobeni enzymu také maltotriosa, maltosa, isomaltosa a glukosa [9]. Jiz
v nenakliceném jeC¢meni je aktivni B-amylasa a jeji obsah pii sladovani stoupa [8]. Enzym
$tépi od neredukujiciho konce vazby a-1,4, produktem $tépeni je maltosa [5].

Ve sladu jsou mimo jiné pfitomny i vitaminy. Nejvyznamnéjsi jsou vitaminy skupiny B,
které se dostavaji i do piva [10]. Vitanii (thiamin) je ve sladu obsazen v rozmezi koncen-
traci 2-5 pug thiaminu na 1 g sladRiboflavinu (vitamin B2) obsahuje slad o néco vice. Kon-
centrace riboflavinu ve sladu kolisa od 4 do ighy. Obsah vitaminu B3 (kyselina nikoti-
nova) muze byt ve sladu 91-127 ug/g [11].

Slad také obsahuje organické kyseliny, které jsou pfitomny uz v jeémeni. V procesu slado-
vani se vsak hladina organickych kyselin méni. Nejvétsi zmény jsou patrné béhem kliceni
asuseni sladu.Nejvice se méni koncentrace kyseliny mlé¢né pii nedostateéném provzdusio-
vani pii maceni a kliceni [12].

Organické kyeliny, fosfore¢nany a dalsi latky ovliviiuji pH sladu, a proto je tento para-
metr dillezitym ukazatelem spravné provedeného sladovéani. Hodnota pH sladu je méfena ne-
ptimo, kdy je méfeno pH pfipravené tzv. kongresni sladiny, do které prechéazi extrahovatelné
latky ze sladu. Hodnota pH kongresni sladiny ze svétlych je¢nych sladi je 5,80-5,95. U sladu
tmavych a barvicich je pH nizsi (5,50-5,80) kvuli pfitomnosti produkti Maillardovy reakce.
Pfili§ nizké pH je zpusobeno piitomnosti velkého mnozstvi sirnych latek ve sladu a je indi-
katorem nedostacujiciho stupné rmutovani [13].

2.1.2 Chmel

Chmel je nenahraditelnou surovinou pii vyrobé piva, protoZze tomuto alkoholickému napoji
davasvou typickou hotkost a aroma [5].

Z botanického hlediska byva chmel zatfazovan do ¢eledi rostlin konopovitych [5]. Chmel
otaivy se z morfologického hlediska rozliSuje na téi poddruhy — Humulus japonicus, Humu-
lus yunnanensia Humulus lupulug5, 14]. Dnes se vyhradné péstuje chmel evropsky kulturni
(Humulus lupulus ssp. europeus) pivovarnictvi se rozliSuje dale na subvariety Cervénak
nebo zelenak dle zbarveni chmelové révy. BAropé, konkrétng v Ceské republice, Némecku,
Polsku aSlovinsku, se hojné péstuji Cervenaky se svou ervenou az fialovou barvou zpisobe-
nou pigmentaci anthokyan¥elenaky, které jsou péstovany v Anglii, USA nebo Austrdlii,
anthokyany neobsahuiji [5].

Chmel je vlhkomilna dvoudoma rostlina naro¢na na svétlo. Pro pivovarské tcely se péstuji
pouze samiéi rostliny, zatimcosamci se pouzivaji pti Slechténi. Hlavnimi ¢astmi chmelové
rostliny jsou kofenova soustava, réva s pazochy, listy a kvétenstvi, jenz se v obdobi vegetace
preméfiuje v chmelové hlavkyKofenova soustava je mohutna a dobfe vyvinuta, jeji zaklad
tvoti zdfevnatéla babka, ze které vyrlstaji vedlej$i oddenky nazyvané vlky. Ty je nutné od-
stranit, aby newerpavaly z pudy rezervni latky. Réva vyrusta z babky po dobu jednoho ve-
geta¢niho obdobi a vine se pravoto¢ivé podle vodicihodratku. Na postrannich vétévkach vy-
rasta kvétenstvi, z kvétenstvi se vyviji dimelové hlavky. Skladaji se ze stopky, vieténka, pra-
vych a krycich listend. Pti oplozeni rostliny obsahuji navic semeno [5, 15].
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2.1.2.1Chemické sloZeni chmelu

Zralé chmelové hlavky obsahuji fadu sekundarnich metaboliti, pryskyfice, silice a fenolické
latky [14].

Tabulka 1: Priimérné slozeni susenych chmelovych hlavek[14]

Slozka obsah (% hm.)
a-kyseliny 2-17
B-kyseliny 2-10
Silice 0,5-3
Fenolické latky 3-6
aminokyseliny 0,1
Popel 10
vosky, mastné kyselin' 1-5
celulosa, lignin 40-50
monosacharidy 2
Pektiny 2
Proteiny 15
Voda 8-12

Obsah vodyvlivituje vlastnosti chmelu béhem jeho skladovani. PFili§ vysusené chmelové
hlavky s obsahem vody pod ¥ se droli a dochazi u nich ke ztratam hotkych latek, které
jsou dulezité pfi vyrobé piva. Naopak zvyseny obsah vody nad 1% ma za nasledek zvysené
riziko napadeni mikroorganismy. Chmel také vice podléha oxida¢nim a polymera¢nim zmé-
nam [5].

Chmelovych silic obsahuje chmel 835%hm. Jedna se o smés latek rizného chemického
sloZeni, fyzikalnich vlastnosti a aroma, jejichz celkové mnozstvi a zastoupeni jednotlivych
slozek je zavislé nagenetickych vlastnostech odridy, podminkach péstovani, sklizné
i skladovani. Chmelové silice udé€luji pivu charakteristickou vuni [16].

Fenolické latkyreprezentuji skupinu chemickych latek, které jsou charakterizovany pii-
tomnosti alespoil jednoho benzenového kruhu. Jedna se o taniny, flavonoidy, flavony, flavo-
noly, flavanonaly, flavanony, flavan-3-oly a proanthokyanidiny. Koncentralegaskych
pivech se pohybuje od 50 do 150 mg/l [17, 22}olb az 80 % pochéazi ze sladighmelove
polyfenoly se podileji 20 az 30 % na celkovém obsahu Igéenolt v pivu v zavislosti
na davce adradé pouzitého chmele [21, 22]. Polyfenolymaji redukéni schopnosti, a tim zne-
mi s dusikatymi latkami pribéhu chlazeni mladiny a fermentace a také maji vlixhoikost
piva. Fenolové slouceniny s niz§im stupném kondenzace a vyS$im poctem hydroxylovych
skupin maji piznivy a¢inek na redoxni vlastnosti mladiny a piva [22]. Jsou to antioxidanty,

13



zabranuji tvorbé zakalt nebiologické povahy a oddaluji starnuti chuti sto¢eného piva [18, 19]
Oxidaci a kondenzaci ztraci polyfenolové slatiny své pozitivni vlastnosti [5]. Podileji se
natvorbé zékali vznikem komplexu flavanoll s proteiny, také pfispivaji k tmavsi barve
a drsné chufs, 20].

az 30 % hmotnosti suroviny. Jedna se o derivaty floroglucinolu a jejich transformeo-
dukty, které se tvid pii chmelovaru. Jsou zodpovédné za intenzitu a charakter hotkosti piva,
stabilizuji pivni gnu a diky antisepticky ucinkim zvysuji biologickou trvanlivost piva. Za-
kladnimi slozkami jsou mékké chmelové pryskyftice (a-hoiké kyseliny, B-hotké kyseliny),
nespecifické mekké pryskyfice a tvrdé pryskyfice. Obecné se jednad o latky chemicky po-
dobné, nepolarniho charakteru a citlivé na oxidaci. Nej@é&jsi podil na celkové hosti
piva pati transformanim produkéim chmelovycho-hotkych kyselin, které se $ chmelovaru
izomeruji na pislusné cis- a trans-isa-hotké kyseliny[5, 24].

R
0~ < 0
O
l\_,_/
a-hoike kyseliny p-hoike kyseliny

Obrazek 5: Strukturni vzorce pryskyric chmele [24]

a-Hotké kyseliny jsou slabé kyseliny, ve vod¢é a vodnych roztocich velice obtiZzné diso-
ciuji. Jsou tvofeny smési sedmi znamych analogt — humulonu (3570 %), kohumulonu (20
55 %), adhumulonu (35 %), prehumulonu (110 %) a posthumulon(l -5 %). Jsou che-
micky nestélé, a proto snadno podléhaji izomeracim, oxidacim a transformacim postrannich
isoprenoidnich fetézcii. [zomeraci, kdy se méni Sesticlenny cyklus na péticlenny, vznikaji iso-
a-hoiké kyseliny [25]. Bhem varniho procesu se formuji igeeyseliny ve dvou prostoro-
vych formach, cis- a trans- v pém 2:1 ve prosgch stabilgjsi cis-formy. Vlivem misobeni
faktoni ovliviujicich proces starnuti ubyva rychleji forma traesy, se projevuje jednak sni-
zenim hdkosti piva, jednak tvorbou senzorickyzaéeloucich latek [26].

Ve chmelu jsou zastoupeny B-horké kyseliny ve smési analogt, z nichz nejvyznamgjsi
jsou kolupulon (2055 %), lupulon (3055 %) a adlupulori5-10 %). Obsah da&ich analog,
prelupulonu(1-3 %) a postlupolunu, je velmi nizky [14, 27]. Jednotlivé analogy se strukturn
lisi radikdlem R na druhém uhliku aromatického jadra Qbirazek 5. Protaze B-hotké kyse-
liny neobsahuiji terciai alkoholovou skupinu v aromatickém jadru, nemohou na rozdi- od
hotkych kyselin pti chmelovaru izomerovat.fRomnost dafiho isoprenylového kimiho fe-
tézce zmisobuje,ze molekula jako celek ma hydrofaysi charakter-Hotké kyseliny jsou
proto ve vod v porovnanis a-hofkymi kyselinami mnohem méng rozpustné. Uniki@i struk-
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tura je na druhé strarzdrojem antimikrobilich vlastnosti a schopnostigobit proti celé

fad® mikroorganisni. Za nejdilezitéjsi vlastnostp-hotkych kyselin, ktera ukuje jejich cho-

vani Ehem zpracovani a skladovani chmele i &tphu vyroby piva, Ize povavat zngnou
nestabilitu v pitomnosti kysliku a sklon k oxidaim reakcim. Ve &sim rozsahu dochazi

k oxidatnim zménam Ehem dlouhodobého skladovani nezpracovanych hlavek [14]. Nejdéle
znamymi oxid&nimi produkty transformace jsou hulupony, které dosahuj¥5® hotkosti
iso-a-hotkych kyselin [14, 28]. Hulupony vznikaji ve chmelilhem dlouhodobého skladév

ni a jsou spokné s humulinony hlavnimi produktyijpozeného starnuti chmele zégtupu
vzduchu [14].

2.1.3 Voda

Pivo je slozeno asi z 94 % z vody, proto se voda stava esencidiyt,éasto opomijenou
slozkou pfi vyrobé piva [29]. Plati, ze voda musi spliiovat parametry pro pitnou vodu (Vy-
hlaska ¢. 83/2014 Sb.), tznze musi bytzdravotné a hygienicky nezdvadna, nesmi obsahovat
mikroorganismy, chemické kontaminanty a nesmi zapachat [30].

V piirodnich vodach nejcastéji zastoupenymi ionty jsou sodné, draselné, amonné, vape-
naté, hofeCnaté, manganaté, Zeleznaté, zelezité a hlinité kationty. Vyznamné anionty jsou
chloridy, uhli¢itany, hydrogenuhli¢itany, dusitany, dusi¢nany, sirany, fosfore¢nany
aktemicitany [5, 29]. Nebot’ se jedna o pitnou vodu, piitomnost toxickych kovi je neza-
douci [29].

Ve vodach tvoii zpravidla pfevazujici podil soli vapniku a hoic¢iku. Dfive se pro obsah
téchto soli uzival termin tvrdost vody [4]. Tento pojenvyjadiuje soucet obsahu vapenatych,
hofe¢natych a barnatych iontd nebo se povazuje za obsah vSech kationtll s nabojem vétSim
nez jedna. Uhli¢itanova tvrdost vody, nékdy také nazyvana piechodnd, odpovida obsahu hyd-
rogenuhli¢itani vapniku a hotc¢iku. Béhem chmelovaru se hydrogenuhlicitany alkalickych
kovli méni odstépenim oxidu uhli¢itého na vice ¢i méné€ rozpustné uhli¢itany. Neuhli¢itanova
tvrdost vody (stald) je tvofena vapenatymi a hofe¢natymi solemi kyseliny sirové, chlorovodi-
kové, dusi¢né, ale i jinych, které se varem neméni [4, 5].

Tabulka 2: Rozdéleni vody podle celkové tvrdosti [31]

druh vody mmol/l  némecky stupeii (°D)
meékka voda <1,3 <7

stifedné tvrda voda 1,3-2,5 7-14

tvrda voda 2,5-3,8 14-21,3

velmi tvrda voda >3,8 > 21,3

Dals§imi parametry, kterymi je posuzovana kvalita vody, je pH a iontova sila. Na poméru
zastoupenvodikovych a hydroxidovych ionti zavisi aktualni hodnota pH [5]. Hodnota pH je
definovana jako zaporny dekadicky logaritmus hydroxionowkgationtu.
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pH = —log[H;0"] (5]

lontova silaje suma vSech elektricky nabitych ¢astic v roztoku, at’ uz se jedna o anionty
nebo kationty [32].

I:U:%Zmiziz :%ZCiZiZ [32]

Kviili témto parametrim se rozliSuji rizné druhy pivovarskych vod na zakladé typu vyra-
béného piva. Jednim z niclle voda plzeniska. Z hlediska tvrdosti vody jen¢kka, ma maly
podil anorganickych slozek a je vhodna pro vyrobu silné chmelenych spodné kvaSenych piv.
Mnichovska voda je fazena mezi vody stfedni az tvrdé, oBahuje malé mnozstvi chlorida
asirani a naopak vysoké mnozstvi uhli¢itant a vapniku. Dortmundska voda je velmi tvrda,
zde pfevazuje neuhli¢itanova tvrdost vody nad uhli¢itanovou. U vody videnského typu pie-
vlada uhli¢itanova tvrdost vody, pro piva s pfechodem mezi svétlym a tmavym je velice tvrda.
Pro vyrobu vysoce chmelenych, svrchné kvasenych svétlych piv typu Ale se pouziva voda
Burton on Trend. Tato voda vykazuje vysokou tvrdostsekym obsahem sirant [5].

Rozpusténé soli jsou ve vod€ zastoupeny sice v hizkych koncentracich, ptesto vyrazné
ovliviiuji senzorické vlastnosti piva, enzymatickou aktivitu pfi rmutovani a reguluji procesy
béhem vareni, chlazeni a kvaseni mladiny [29].

Napiiklad Vapenaté iontymohou byt ve vodé zastoupeny ve vysokém mnozstvi
(az 200 mg/l) [5].Véapnik je nezbytny, protoze snizuje pH rmutu interakcemi s fosfaty a pro-
teiny sladu. Snizovani hodnoty pH je pfiznivé pro optiméalni¢innost n€kterych sladovych en-
zymu — podporuji stabilitua-amylasy pied tepelnou denaturaci [5, 29]. Pfidavani chloridu
nebouhli¢itanu vapenatého tlumi piibarvovani rmutt, vyluhovani barevnych latek, polyfenolt
a kyseliny kiemicité pfi vyslazovani, a tim se snizuje nebezpe¢i nadmérného piibarvovani
mladiny [5]. Niz§i hodnoty pH snizuji rychlost extrakce mékkych chmelovych pryskytic
a jejich konverzi na rozpusyjsi iso formy. Mladim poté vykazuje mensi hotkost a obsahuje
méné konzervanti. Vapnik je téZ napomocny pfii precipitaci nezadoucich slouc¢enin dusiku
béhem vareni piva (aminokyseliny a proteiny) a zabrafiuje nadmérné extrakci dusikatych latek
ze sladubéhem rmutovani [29]. Pozitivni vyznam ma také ve flokulaci kvasnic V&jpnik
iniciuje sraZeni oxalatu pochazejiciho ze sladu za vzniku pivniho kamene ($tavelanu vapena-
tého [29]. Se stavelany tak reagujeza vzniku nebiologickych zakal. Stavelan vapenaty také
zpusobuje pfepénovani piva, tzv. gushing [5].

Hofeénaté ionty v mladin€ a pivu z vétsi ¢asti pochazi ze sladu, pouze asi tietina je z varni
vody. Hofec¢naté soli jsou vice rozpustné nez vapenaté a neovliviiuji tolik hodnotu pH. Hoi¢ik
stimuluje pii fermentaci aktivitu kvasni¢nich enzymt a je kofaktorem pro nékteré enzymy.
Vyssi koncentrace hote¢natych iontlh mize neptiznive ovlivnit chut’ piva [5].

Alkalické kovy, konkrétné sodné a draselné iontye vyskytuji ve vodé v nizsich koncen
tracich, do piva se dostavaji spiSe ze sladu. Sodik ma dilezitou roli pfi regulaci transportu
drasliku vmetabolismu kvasinek. Draslik vykazuje inhibi¢ni u¢inky na nékteré sladové en-
zymy pii ptipravé mladiny, av§ak ma pozitivni fyziologicky vyznam v pribéhu kvaSeni. Hyd-
rogenuhli¢itan a uhli¢itan sodny neptiznivé zvysuji hodnotu pH rmutt a mladin, protoze vzni-
kajici fosforecnany jsou rozpustné a maji alkalickou reakci. Piva po nich mivaji drsnou pii-
chut’ [5].
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Ve vod¢ jsou také pritomny v riznych koncentracich kovy. Napiiklad manganaté ionty
jsou vnizkych koncentracich dulezité pro mnozeni a latkovou vyménu kvasinek. Pasobi takeé
jako kofaktory enzymu a pozitivné pasobi na proteolytick&ozlusténi sladu. Ve vyssich kon-
centracichvsak maji negativniacinky na vitalitu kvasinek. Obsah Zeleznatych a Zelezitych
ionta je v prirodnich vodach nizky. Vysoky obsah zeleza ve vod¢ pouzivané pii sladovani
zhorsuje kvalitu sladu. Slad mé poté tmavsi barvu, pfi rmutovani se zpomaluje proces zcukie-
ni a zpusobuje pfibarveni rmutt, mladiny a pény piva. Snizuje také plnost chuti a charakter
hoikosti piva. Koncentrace niz$i nez 0,1 mg/l Zzeleza pfiznivé ptisobi na biosyntézu rezymu
dychaciho fetézce, ale vy$si koncentrace zvysuji degeneraci kvasinek béhem fermentace. Ze-
leznaté ionty se sice welké Casti vylou¢i v mlaté a kalech, ale vzhledem kejich tcasti
na nebiologickych zakalech a negativnim senzorickym vlastnostem je nutné jejich obsah
vevarni vodé upravovat.Zinecnaté ionty jsou zasedutlezité pfi kvaseni mladiny. Podporuji
syntézu proteint, rist kvasnic, stimuluji fermentaci a omezuji tvorbu sulfanu. Pfi vysokych
koncentracich jsou vSak pro kvasinky toxické ahorsuji fyzikalné-chemickou stabilitu piva
Podobny toxicky efekt byl pozorovan také pii vysSich koncentracich méd’natych iontt. Kati-
onty hlinité, cinaté¢ a olovnaté jsou pro kvasinky toxické, negativné ovliviuji fyzikalné-
chemickou a senzorickou stabilitu piva. B& se dostavaji jako rezidua herbicidu, které se
pouzivaji k ochrané chmelu [5].

Siranové anionty jsou pii kvaseni zdrojem oxidu sificitého, ktery vykazuje antioxida¢ni ak-
tivitu a ma pozitivni vliv na koloidni a senzorickou stabilitu piva. Sirany vapenrat&&até
zvySuji v reakcich dosfore¢nany kyselost rmutii a sladin a konkrétn¢ siran hotfe¢naty ma
zanasledek nepfiznivou hotkou chut’ piva. Pii koncentracich kfemicitanu sodného nad
40 mg/l se zpomaluje fermentace a v pseuvori zakal. Vysoké koncentrace tvoti pivni ka-
men a destabilizuje peptidy v piviEsforeénany zaseovliviuji pH piva. Slad obsahuje v 1 kg
3-7 g fosfata [5].

Co se tyce halogenidd, chloridy mohou inhibovat flokulaci kvasinek. Chlorid sodny do ur-
¢ité miry zvysuje plnost chuti piva, avSak pii vysokych koncentracich zptisobuje slanou a drs-
nou chut’. V koncentracich 400 mg/layssich zpomaluje fermentaci a zhorSuje Cifeni piva.
Fluoridy ptidavané do pitné vody wpivovarstvi nemaji vliv na pribéh kvaseni, avSak jiz
od 1mg/1 zvySuji intenzitu barvy piva, a to ptredev§im v mékkych vodach [5].

Dusitany jsou meziproduktem biochemického rozkladikobin a c¢asteéné vznikaji
pfi fermentaci redukci dusi¢nanii. V pitné a pivovarské vodé je obsah dusitanovych aniontt
sletbvan, piipustna koncentrace je 0,1 mg/l, vy$si koncentrace mize indikovat znecisténi vo-
dy mikroorganismyZemédé€lstvi pouzivajici intenzivni hnojeni zpisobuje zvySovani dusic-
nani ve spodnich vodach. Samotné dusi¢nany Skodlivé nejsou, ale mohou byt redukovany
na dusitany, které jsou toxické pteasinky. Proto mohou byt dusi¢nany ptitomny
Vv pivovarské vodé do 50 mg/l, vnékterych zemichje hranice sniZzena az na polovinu [5].

2.1.4 Kvasinky

v’ 7

Kvasinky Saccharomyces cerevisiaerjgitdo pododdeni Ascomycotina (houbyigeckovy-
trusné) jsou heterotrofni eukaryotni organismy s pevnogcbon sénou [33, 34].

Kvasinky musi byt vitalni, zdravé a nesmi obsahovat kontaminanty, jako jsou bakterie ne-
bo divoké kmeny kvasinek. Teplotanény koncentrace kysliku, vyssi koncentrace ethanglu
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pH, osmoticky tlak dostupnost zivin, atd. jsou stresové faktarye kterymi se kvasinky bé-
hem kvaSeni mladiny musi vypotadat [33, 35]. Stresoveé faktory maji vliv na kameu chd
a kvalitu kvasnych produk{33]. Pro sladky je dilezité, aby kvasinky produkovaly nepietrzi-
té zadany senzoricky profil pro dany druh piva, aby se po ukon¢eni kvaSeni daly snadno oddé-
lit od média a aby byly sklagtatelné po delsi dobu do dalsiho fermenta¢niho cyklu [35].

2.1.4.1Svrchni a spodni pivovarské kvasinky

Spodni pivovarské kvasinky Saccharomyces cerevisiae carlsbergensis nebo uvarum se pou-
Zivaji pii vyrobé piva typu lezaku. Jejich optimalni teplotni rozmezi jeI5 °C, kvasnice se-
dimentujina dn¢ kvasné nadoby a produkuji vyssi koncentrace sifi¢itand [33]. Svrchni pivo-

varské kvasinky Saccharomyces cerevisi@ouzivaji pii vyrobé piv typu Ale a dalSich dru-

hi piv s teplotou kvaseni 18-22 °C, kdy pgrokvaseni jsou kvasinky vynaSeny na povrch

média do kvasni¢né deky [4, 5].

2.1.4.2Ethanolové kvaseni

U kvasinek Saccharomyces cerevisiae, které jsoucozaay jako mikroorganismy fakulta-
tivné anaerobni, se vyskytuji dvézné zmisoby vywivani sacharidi — energeticky vyhod-
n¢jsi aerobni dychani (respirace) a anaerobni alkoholoviekidfermentace). Volba mezi
témito dwma typy respirace je zavisla zejména na dostupnosti kysliku. U kvasinek se vysky-
tuje Pastediv efekt, i kterém dochazi ke zpomaleni glykolyzy v aerobnim peds$t Ve-
kery pyruvat vznikly glykolyzou je vyiit v Krebso¥ cyklu, fermentace je tedy potkena.
Tento efekt mé odiny vliv na fermentujici kvasinky, mezi které patSaccharomyces cere-
visiae. Pokud kvasinka roste v médiu s dostatkem glukosy a zdroji dusiku, pak se inhibice
fermentace v exponendid fazi ristu kvasinek neprojevuje. Saccharomyces cerevisiae vyu-
ziva v exponencilai fazi aerobni respiracifiplizné z 3-20 %. Avsak pii vycerpan zdroju
dusiku a pechodu bugk do staciongni faze dochazi k potten fermentace a vyiiti aerob-
niho dychani je zvgeno o 25100 %. Nedostatek dusiku, a timigpbeny nedostatek amon-
nych ionti pravéépodobré vede k potldeni aktivity enzymu fosfofruktokinasy, ktery je vy-
znamnym regulatorem procesu glykof [33].

Z Obrazku 6je patrné, ze z 1 molu glukosy se v prubéhu glykolyzy vytv&i dvé molekuly
pyruvatu a 2 molekuly ATP [33]. Za anaerobnich podminek docliaaikpholovém kvaeni
k dekarboxylaci pyruvatu enzymem pyruvatdekarboxylasou. Waélrelektrony jsou igi-
many jinymi organickymi sloteninami. Vznikly acetaldehyd je redukovan enzymem alko-
holdehydrogenasou na ethanol (@larazek J. Fri vyrob¢ piva jsou kvasinky &n¢ vystavery
koncentraci ethanolu v rozmezi cca63%6 obj., pi vareni piva o vysoké stujpvitosti mize
koncentrace dosahovat 40 % obj. Nadrrné mndastvi ethanolu zjssobuje ngaddoucizme-
ny v metabolismu, sta¥bburek a v extremnich ijpadech i bu&nou smrt. Buscnd mem-
brana totiz ztraci pisobenim ethanolu svou propustnost, fluiditu a integritu [33].
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Obrazek 6: Schéma glykolyzy

Uvolnéna energie se skladuje ve formé sloucenin s makroergickymi vazbami s vysokym
obsahem volné energie, tj. energie vyuzitelné. K t€émto slou¢eninam patii zejména ATP,
NAD* a jeho redukovana forma NADH. Cést energie z chemickych vazeb se odvadi ve formé
tepla— z pomérné velkého mnozstvi sacharidi se jen mala ¢ast prevadi navystavbu burnky.
Proto butika redukuje acetaldehyd na ethanol, ¢imz ziskdvda NAD™ potfebny pro oxidaci glu-
kosy [5].
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Obrazek 7: Schéma ethanolového kvasent

Kvasinky ziskavaji energii oxidaci sacharida [5]. Pfitom preferuji jednoduché cukryglu-
kosu a fruktosu- ty jsou vzdy utilizovany jako prvni, nebot’ jsou do bunék transportovany
pasivné difuzi a Gcastni se biosyntetickych drah pfimo. Na rozdil maltosa, nejvice zastoupeny

energie a spravné genetickgbaveni kvasinek. Az po spotiebovani glukosy se za¢ne produ-
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kovat enzym maltasa, jejimz tkolem je hydrolyza maltosy uvniti buiiky na glukosu, ktera je
dale zpracovavana. Rozklad maltotriosy je jesté komplikované€jsi. Pokud jsou kvasinky stre-
sované, nemusi dojitjkjimu rozlozeni a mlatotriosa zistava v mlading. Dextriny jsou velké
molekuly, do bun¢k nevstupuji, zlstavaji v médiu a tvoti t€lo v chuti piva, tzv. chlebovi-
tost [35].

2.1.4.3Vliv sloZeni varni vody na biochemické procesy

Mineralni sloZeni varni vody ovliviiuje ¢innost kvasinek. V susing kvasinek je nejvice zastou-
penym majoritnim prvé&m fosfor, ktery je piiblizné z poloviny vazan v nukleovych kyseli-
néch, bilkovinach, lipidech a vitaminech [5].

Nezbytny je pro kvasinky zinek, ktery ptisobi jako kofaktor mnoha enzymu vcetné alko-
holdehydrogenasyZinek je obsazen ve sladu, po vyslazenise dostava ¢ast do sladiny,
alenejvice ho zstava v mlatu. Dal$imi Ukoly zinku jsou stimwdcepiijmu maltosy a maltotri-
osy a spravna flokulace [13inek také pomaha l1épe snaset stresové podminky. Pfi nedostat-
ku zinku se kvasinkynnozi velmi malo nebo viibec, proto se vyrazné zpomaluje fermentace.
Potiebné mnozstvi zinku pro optimalni fermentaci se pohybuje v rozmezi 0;4807 ppm [5].

Hoft¢ik je kofaktorem vice nez 300 enzymu [13]. J dulezity pro metabolické procesy,
ucastni se syntézy ATP. Pokud hoi¢ik chybi, kvasinky nemohou rist. Stejné€ jako zinek chrani
hot¢ik pied stresem. Permeabilita membran je ovlisma Mg ionty, kterépozitivng ovliviuji
toleranci bugk k ethanolu [33].

Antagonista hoiciku je vapnik [33]. Ovliviiuje totiz fyziologii kvasinek potlacenim aktivity
enzymil zavislych na hotc¢iku. Hlavni role vapniku je flokulace kvasinek po skon¢eném kva-
Seni. Cini tak vazbami na buné&nou sténu mikroorganismii [13].

Draslik se ucastni osmoregulace, slouZi jako kofaktor enzymu zapojenych v oxidacni fos-
forylaci, metabolismu proteint a sacharidu [13].

Dal$imi vyznamnymi prvky jsou sodik, sira, kiemik a z minoritnich a stopovycprvka to
je zelezo, mangan, méd’.

2.1.4.4vyznamné metabolity vznikajici béhem fermentace

Alkoholy, estery, acetaldehydy, monoterpenoidy, organické kyseliny, glycerol, vicinalni di-
ketony nebo sirné slganiny produkované kvasinkami davaji vznik charakteristickynt@hu
vym a aromatickym profiim, ceha je vywivano i vyrobé riznych druli piv [33].

Pti kvaseni vznikaji kromé ethanolu a oxidu uhli¢itého dalsi vyznamné latky ovlivitujici
vyslednou senzorickou chut’ piva. Jednémi z nich jsou vyssi alkoholy, které vznikaji jako ve-
dlejsi produkty syntézy nebo katabolismu aminokyselifelkové mnozstvi vyssich alkohold
kolisd mezi 50150 mg/l [5]. Pfevladaji n-propanol, isobutanol, 2-methylbutanol, 3-
methylbutanol, 2-phenylethanol a isoamylalkohol [33]. S metabolissaelmridi je spojena
tvorba glycerolu, terého pivo mize obsahovat az 1 g/l. Tékavé fenoly vznikaji dekarboxylaci
fenolovych kyselin sladu [5].

Dalsi skupinou senzoricky vyznamnych latek jsou estery. Vznik ester spjat s metabolis-
mem lipidi. Kvasinky vytvd&i dva typy estdr. estery octové kyseliny a estery mastnych ky-
selin s ethanolem (ethylestery). Estery octové kyseliny vznikaji pomoci alkoholacetyltransfe-
rasy z acetyl-CoA a alkoholu. Nepdy produkce estérje v prvni fazi kv&eni, kdy vznikaji
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kondenzaci organickych kyselin a alkaingB3]. Ty mohou pochéazet meziprodukti pie-

meény sacharidu a jejich mnozstvi vzrista s koncentraci ptivodniho extraktu, zdkalem mladiny
amnozstvim zkvasitelnych cukri. Celkovy obsah esterti se pohybuje mezi 20100 mg/l. Nej-

vétsi podil tvoti ethylacetat, dale se v pivu nachazi isoamylacetét, isobutylacetét, ethylkap-
ronat a 2-fenylacetét [5].

Karbonylové latky se v pivu vyskytuji mnozstvi 10-50 mg/l. Nejvice je zastoupen ace-
taldehyd, v nizké karntraci glyoxal, methylglyoxal, furfural, benzaldehyd a dal$i. Vicinalni
diketon biacetal je pro kulturni kvasinky extrémné toxicky. Pti slabé reduk¢ni schopnosti kva-
sinek zlistava biacetal v pivu a dava mu nepiijemnou viini a chut’ po Cerstvém masle a medu
[5].

Ze sirnych sloucenin se nejvice vyskytuji sulfan a oxid sifi¢ity. Sulfan zptisobuje v mladém
pivu nepfijemnou vini a chut, pozdéji se ztraci vymyvanim proudem oxidu uhli¢itého
pti dokvasovani. Sulfan navic mize reagovat s alkoholy nebo aldehydy za tvorby nezadoucich
thioltl (merkaptanit). Oxid sifi¢ity v pivu pochazi témét vyhradné z reakei, pfi kterych jsou
sirany v mladig redukovanykvasinkami béhem hlavniho kvaseni. Dal§imi sirnymi metabo-
lity jsou dimethylsulfid (DMS) a dimethylsulfoxid (DMSO), thioalkoholy, sulfidy, disulfidy,

thioestery a thioaldehydy [5].
Béhem fermentace se spotfebovavaji aminokyseliny a do mladiny se vylucuji organické

kyseliny, které ovlivituji hodnotu pH piva. Plati, Ze mensi buiky produkuji vice organickych
kyselin a spdebovavaji vice bazickych latek, cmvliviiuje pH. S velikosti bitky roste

i produkce estér kyseliny octovée podmimé zvgenou aktivitou alkoholacetyltransfera-
sy[36]. Na produkci organickych kyselina i vliv iontova sila varni vody, nebot’ tyto kyseli-

ny jsou v rovnovaze se svymi solemi. Plisobi jako pufry, a tak udrzuji pH. Mnoho kvasinek je
schopno pouzit nékteré karboxylové kyseliny jako zdroje uhliku pro rust. Také by mohly re-
gulovat intraceluldrni pH buiiky, a tim pfispét k rovnovaze intracelularniho ndboje zvySenim
piijmu K* iontd [37]. Tékavé kyseliny jsou @z 99 % zastoupeny octovou kyselinou (asi
200 mg/l), déle pak kyselinami propionovou, maselnou a hexanovou. Schéma vzniku kyseliny
octové je znazornéno na Obrazku 8 Octova kyselina vznika oxidaci acetaldehydu. Reakce je
katalyzovana aldehyddehydrogenasou [Z&ktupci netékavych kyselin jsou kyseliny mléc-

N4, pyrdiroznova, jableéna, citronova a dalsi. Vysoké koncentrace kyseliny mlééné jsou indi-
katorem mikrobialni kontaminace@isobené bakteriemimlééného kvaseni [5].
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Obrazek 8: Schéma vzniku kyseliny octov§eji dalsi vyuziti v bunce [13)]

2.1.4.5Chemické sloZeni bunécného materialu pivovarskych kvasinek

Swina burgk Saccharomyces cerevisiae obsahuje obvykle: dusikaté |1atl60 46, cukry
15-37 %, lipidy 2-12 %, minerkni latky 6-12 % a dale jsouifiomny rekteré vitaminy [34].
Voda tvai hlavni¢ast protoplasmy kvasinek, jeji obsah je obvykle8&3% [33]. Asi tii
¢tvrtiny Z toho tvofi voda intracelularni a asi ¢tvrtinu voda hydratacni a voln4, ktera je vazana
povrchovymi silami [5].
SusSina pivovarskych kvasinek obsahuje velky podil polysacharidii, pfevdzné mannan
a glukan [34] Svrchni pivovarské kvasinky obsahuji vice glykogenu nez kvasinky spodni [5].

Dilezitou slozku bunéénych membran tvofi lipidy. Jedna se o fosfolipidy a mastné kyse-
liny. Neékteré lipidy reguluji permeabilitu bunééné st€ny a ovliviiuji transport substratu
dobuiky. Steroly se podili na stavbé bunéénych membran a zajistuji jejich konzistenci
apropustnost, podileji se na transportu aminokyselin, pyrimidind a narespira¢ni aktivité kva-
sinek [5].

Kvasinky obsahuji témét vSechny formy dusikatych latek. Vyuzivaji dusik piitomny
v mladiné za Gcelem proteosyntézy a metabolismu dalSich latek. Hlavni ¢ast dusikatych latek
tvofi jednoduché a slozené bilkoviny s riznymi prostetickymi skupinami. VétSinou jsou
Vv bunce ptitomny jako apoenzymy [13, 35].

Vitaminy kvasinka pouziva jako soucast kofaktorti enzymu [13]. Vitamin B2 (riboflavin)
se ucastni redoxnich reakci v Krebsové cyklu, B-oxidaci, transportu elektront a dalSich bio-
chemickych procesech [3&iboflavin je ve vodé rozpustny vitamin, ktery se nachazi ve vol-
né formé¢, ale i fosforylovany jako FMN a FAD. Tyto biologicky aktivni formy jsou spojeny
senzymovymi komplexy, které se podili na riznych metabolickych procesech. PoSkozené
nebo mrtvé buitkky mohou vitamin uvoliiovat do prostfedi, takze mize snadno skoncit béhem
vafeni piva i ve findlnim vyrobku [10]. Vitamin B2 je citlivy na svétlo. Pfi studiu ter-
mostability riboflavinu bylo zjidténo, Ze v piitomnosti bivalentnich kationtd (Zn?*, Ni?*, Co**,
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C&*) a vhodném pHvitamin tvoii stabilni komplexy, které vyrazné snizuji tepelnou degra-
daci [39]. Vitamin B3 (niacinje souc¢asti koenzymi NAD* a NADP' Gcastnici se biochemic-
kych procesu. Ty mohou piijmout elektrony a redukovat se na NADH a NADPH [40].

2.2 Technologie vyroby piva

Vyroba piva se skladda mkolika zakladnich technologickych postupl. Nejprve se pfipravi
sladina z 6zemletého sladu a vody. Nasledné je scezena sladina povatena s piidavkem chme-
lu a po zchlazeni je wikla mladina zaockovana inokulem. KvaSeni mladiny probiha
Vv ur¢itém teplotnim rozmezi. N&sleduje dokakovani piva, filtrace, pasterace, staceni a expe-
dice piva [13].

2.2.1 Priprava sladiny

Nejdiive je nutné rozemlit slad ve Srotovnicich na sladovy Srot tak, aby doslo k dokonalému
vymleti endospermu sladovych zrn na dhdpodily ¢astic a zaroven se zachovala celistvost
obalovych pluch [4]Neposkozené pluchy podminuji tvorbu filtra¢niho kolace pti scezovani

a vyslazovani mlata. Pokud dojde k rozemleti plpohy ve filtraénim kolaci se velmi rychle
ucpavaji a doba scezovanisgazné prodluzuje [13]. Navic dochazi kvolnéni latek, které
zhorSuji organoleptické vlastnosti piva. Mleti sladu probihd za ucelem zptistupnéni extraktiv-

nich latek sladu arychleni jejich rozpousténi. Hlavni podil extraktu sladiny, ktery se uvol-

fiuje ve varnim procesu do roztoku, pochazi z endospermu sladového zrna. Endosperm obsa-
huje pfevazné skrob, dale dusikaté latky, neskrobové polysacharidy @&nzymy. MnoZstvi
aslozeni extraktu ziskaného ve varnim procesu z rozemletého sladu zavisi na vlastnostech od-
rudy je¢mene, ze které byl slad pfipraven, na stupni rozlusténi sladu, vysledku mleciho efektu

a technologii pfipravy mladiny [5].

Po rozemleti sladu je sladovy $rot smichan s varni vodou o teploté¢ 35-38 °C. Dochazi
k tzv. vystirani [4] Pfevod latek do roztoku pfi vystirani ovlivni cely dal$i proces vyroby piva
1 jeho kvalitu. Mnozstvi rozpusSténych latek zavisi na sypani (mnozstvi a slozeni pouzitych
surovin na véarku) a na objemu vody v hlavnim nal@(b]. Pro svétla piva se voli vétsi na-
lev, aby se ziskal fid$i rmut, protoze pti rmutovani se urychluji enzymové reakce, podporuje
se ¢innost amylolytickych enzymt a dochazi rychleji kecukieni sladiny. Ridsi vystirka dava
veétsi mnozstvi ,,uslechtilého* extraktu, svétlejsi barvu sladiny a jemnou chut pivu [5].

Po vystirani nasleduje rmutovani, jehoz cilem je ptevedeni optimalniho podilu extraktu su-
rovin, piredevsim zkvasitelnych cukrl, do roztoku plsobenim amylolytickych, proteolytic-
kych, kyselinotvornych a oxida¢né-redukenich sladovych enzymu. Pro spravnou aktivitu en-
zymu je dulezité dodrzovat urcité teplotni rozmezi [5]:

— 35-38 °C: Kyselinotvorna teplota.oBporuje rozpousténi latek extraktu apiistupriuje
pusobeni sladovych enzymd.

— 45-50°C: Peptonizacni teplota. Je aktivni enzym $tépici B-glukany. Dochazi k proteo-
lyze astépeni fosforecnant.

— 60-65 °C: Nizsi cukrotvorna teplota. Aktivita amylolytickych enzymu, konkrétné B-
amylasy. V roztoku se 3%uje podil redukujicich cukra.

— 70-75 °C: Vyssi cukrotvorna teplota. gistuje optimalni pisobeni termostabilni a-
amylasy. Klesa viskozita roztoku, ptirtstek redukujicich cukrii neni jiz tak vyrazny.

— 76-78 °C: Odrmutovadieplota. Inaktivace enzymu [1, 5].
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Zpusoby rmutovani se déli na dekok¢ni a infuzni. Dekokcni zplisob rmutovani se vyzna-
cuje postupnym vyhtivanim jednoho az tfi podilti rmutu. Po vystirani se ¢ast vystirky prevede
dormutovaci panve, kde se zahtiva na technologicky dulezité teploty (viz vyse), poté se vraci
zpét do vystiraci panve ke zbylému objemu. Tento postup se oznacuje jako jednormutovy.
V ptipadé dvourmutového postupu se tento proces opakuje dvakrat, u tfirmutového ttikrat.
Infuzni zpisob zajistuje rozpusténi a Stépeni extraktu sladu s dlouhodobéjsim tcinkem slado-
vych enymi bez povatfovani rmutu. Jedna se o zahtivani celého objemu vystirky ve vystiraci
panvi, popf. rmutovacim kotli. Tento postup se pouziva spise pro vyrobusvrchné kvasenych
piv [4, 5].

Po odrmutovéni nédsleduje scezovani ve scezovaci kadi. Jedifidtseiopii které se od-
déluji latky rozpusténé pii rmutovani od nerozpustného podilu. Poté nasleduje vyslazovani
mlata horkou vodou ziskané vodni vyluhy, tzv. vystielky se spoji s predkem a davaji celko-
vy objem sladiny. Gém scezovani je ziskat ¢irou sladinu a maximum extraktu [5].

2.2.2 Priprava mladiny

Sladina se nasledné vaii s chmelem. Cilem chmelovaru je odpafit piebyte¢nou vodu a docilit
tim obsahu extraktu mladiny, kterd odpovida typu vyrabéného piva, odpafit t€kavé latky jako
jsou chmelové silice a dimethylsulfid, inaktivovat enzymy, rozpustit a izomerovat hotké latky
chmele aozpustit dalsi slozky chmele, pfedevs§im fenolické latky[4, 5]. Varem se téZ médum
strilizuje [13]. Také sesnizuje pH mladiny a koaguluji bilkoviny. Chmeleni se provadi
Vv jedné, dvou nebo tiech davkach chmele. Chmelovar mize probihat za atmosferického tlaku
nebo dynamickym varem, kdy se tlak zvySuje a snizuje. Vysledkem chmelovaru je mladina,
ktera se filtraci oddéluje od chmelového mlataPied zakvasenim je nutné mladinu ochladit

nazakvasnou teplotu a dostate¢né provzdusnit [5].
K charakterizaci hotkosti piva slouzi IBU (Mezinarodni jednotka hotkosti). Je to veli¢ina

vyjadiujici obsah hotkych latek (iso-a-hotké kyseliny, fenolické latky, atd.) v pivu vmg hoi-
kych latek na litr piva [23].

Pfi chmelovaru se extrahuji a-hotké kyseliny a dochazi k tepelné konverzi na is@-hoiké
kyseliny. Vznikaji dva stereocisomerytrans a cis@brazek 9 [41]. Beta kyseliny jsou velmi
malo rozpustné ve veédcaz je dano pitomnosti hydrofobnich postranni¢btzci v mole-
kule. Ri teplo& 100 °C a pH 5,6 je rozpustnost beta kyselin p@zeng/l, pii¢emz rozpust-
nost alfa kyselin za stejnych podminek f#lzné 250 mg/l [14].

Znacna cast hotkych latek je z mladiny vyloucena pii whirlpoolu, také béhem fermentace,
zrani a zavéretné filtraci piva. Na izomeraci a-hotkych kyselin ma vliv hodnota pH. Plati,
ze se zvysujicim se pH (5,0 — 5,6) se zvysuje stupeni isomerace. Kromé toho pfitomnost kie-
micitanu vapenatého a hofe¢natého v mladin€ rychlost isomerace zvysuje. Naopak pokles iso-
merace je spojen s vysokou hustotou mlagday.
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Obrazek 9: Mechanismus izomerace humulonu na isohumulon [41]

2.2.3 Kvaseni mladiny a dokvaSovani piva

Kvaseni neboli fermentace mladiny probihd ve dvou fazich. V prvni fazi, kterd se nazyva
hlavni kvaseni, dochézi k pomnozeni pivovarskych kvasinek a zkvaSeni podstatné Casti vyu-
zitelnych latek z mladiny. Ve druhé fazi fermentace, dokvasovéani a lezeni piva, pomalu
dokvasuje zbyly extrakt pod mirnym tlakem, pivo seyti oxidem uhli¢itym acifi [5].

Pro spravnyrubéh hlavniho kvaseni je dilezité slozeni mladiny, jeji koncentrace a stupen
provzdusnéni, daleteplotni pribéh, doba kvaseni avlastnosti pouzitého kmene kvasinek. Dale

kvaseni ovliviiuje druh fermentorugputisob cirkulace, podminky tlaku, atd. [5].
Na pocatku je dulezité, aby mladina byla dostate¢né provzdus$néna. Kvasinky spotiebova-

vaji kyslik velice rychleKyslik je pro kvasinky nezbytny, protoze ho potiebuji k syntéze lipi-
da. Pti nedostatku kysliku kvasinky nemohou rist, negativné to ovliviiuje stabilitu piva a sen-
zorické vlastnosti [35].
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Podle druhu pouzitych kment kvasinek rozliSujeme kvaSeni spodni a svrchni. Svrchni
hlavni kvaSeni trva 2 az 8 dni, teplota by se méla pohybovat mezi 15-22 °C. Doba hlavniho
kvaseni pti pouziti kvasinek spodnihokvaseni je 7 az 12 dnu pfi studeném vedeni v rozsahu
teplot 5-9 °C, pii teplém vedeni se teplota pohybuje mezi 1522 °C[4, 5]. Béhem tohoto ob-
dobise postupné projevi tato Ctyfi stadia:

— Pti zapraSovani sena hladiné mladiny vytvaii péna, ktera je vyvolana vznikajicim
oxidem uhli¢itym [4, 5]. Zacina se tvofit od stén kvasné nadobpéhem 12 az 24 hodin.
Kvasinky se v tuto chvili nachazeji v lag-falirné klesa hodnota extraktu a pH, tep-
lota mirné stoupa [5].

— Po024 hodinach od zakvaSeni se tvofi nizké aZ vysoké bilé krouzky. Kvasinky se na-
chazi vexponencialni fazi ristu. Dochazi k maximalnimu vyvinu oxidu uhli¢itého, pH
klesa az nahodnotu 4,7, hodnota extraktu klesa o0 0,8 az 1,2 % a teplota stéle stoupa.

— Vysoké hnédé krouzky se tvofi tieti az paty den od zakvaseni mladiny. Hnédé zbar-

veni je zpusobeno kaly vynasenymi z kvasiciho média. Kvasinky jsou ve stacionarni

fazi ristu. Hodnota pH stale klesa az na4,4, extrakt klesa o 1,0 az 1,8 % za jeden den,
teplota vzrusta na maximum, na kterém se udrzuje pfiblizné dva dny. V tuto chvili je
nutné zacit s chlazeninis].

— Propadani deky na hladin¢ média zpusobuje aglutinace a sedimentace kvasnic. Tu-

to tmavou vrstvu pény je nutné sbirat, protoze latky v ni dbsazené by negativné ovliv-
nily senzorické vlastnosti piva. Hodnota extraktu s&ge pozvolna, kvasinky se
narustové kiivce nachazi ve zpomalentustu [5].

Hlavni kvaseni probiha v kvasnych nadobach v prostorach zvanych spilka. Pro hlavni kva-

Seni staciondrnim zplsobem se pouzivaji oteviené a uzaviené kvasné nadoby rtizné kon-
strukce. Material kvasnych kadi musi byt vici pivu indiferentni [5].

Dokvasovani a zrani piva probiha v lezackych nadobach pti nizké teploté, teplota klesa
z 5 °C na 20 °C. Vprvnich tfech dnech je prokvasovani zbylého extraktu nejrychlejsi a ex-
trakt klesa asi na polovinu. 8alsim obdobi je pokles extraktu jiz pozvolny. Déle se upravuje
chut aviné mladého piva apfirozenym Ccifenim se vyluuji vysokomolekuldrni latky
Z roztoku. SloZeni piva se optimalizuje a pivo ziskava koloidni stabilitu. Pti tradi¢ni technolo-
gii je obvykle doba dokvasovani u vyéepnich piv 21 dnti, u lezaki je toaz 70 dna [5].

Po dokvasovani se pivo dale upravuje, aby se zvysila jeho kvalita a trvanlivost. Odstranuji
se kvasnice, pivo se filtruje nejcastéji pres kiemelinové filtry, dale se mize odstfed’ovat, pas-
teruje se a poté g& staci do vhodnych obalt [5]. Hodnota pH konecného piva se 1isi podle
pivnich styli a pohybuje se v rozmezi 4,24,6. Neobvykly pokles pH je zapii¢inén bakterialni
kontaminaci [35].

2.2.4 Homebrewing

Pii domacim vafeni piva je sladek Casto limitovan z hlediska vybaveni pivovarié proto pie-
vazné z pocatku si zjednoduSuje praci pouzivanim sladovych vytazki nebo mladinovych ex-
traktil, které rapidné zkracuji proces vareni. Sladové vytazky se vyrabi zahuSténim sladiny
na velice viskdzni kapalinu. Mladinovy extrakt jeadstaté zahus$téna mladina, kterou staci
pouze natedit vodou a zakvasit [5].
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Pivovar je takéomérné naro¢ny na prostor. Pii vyrobé lezackych piv, které kvasi spodné
pfi nizkych teplotach, je nutné chlazeni. Ne kazdy ma vSak moznost umistit kvasnou nadobu
nebo stocené pivo v lahvich do lednice. Proto jsou mezi domovarniky oblibené pivni specialy,
které kvasi pii pokojovych teplotich a neni nutné tak vyrazné chlazeni jako u piv svrchné
kvaSenych [5].

2.3 Analytické metody pro analyzulatek obsazenych v pivu

2.3.1 Chromatografie

Chromatografie je metoda zaloZena na separaci a identifikaci latek ve smési [42]. Ve vSech
chromatografickych systémech je jedna faze nepohybliva (stacionarni) a druha fazeiYmobiln
se vuci stacionarni fazi pohybuje spolu se separovanymi latkami [43]. Z hlediska charakteru
mobilni faze rozliSujeme plynovou chromatografii (gas chromatography, GC) a kapalinovou
chromatografii (liquid chromatography, LC). Jak v plynové, tak i kapalinové chromatografii
miuize byt stacionarni faze tuha nebo kapalna [44].

Zatimco plynova chromatografie je vhodna piedev§im pro separaci tékavych, malo
Cistfedné polarnich a tepmé stabilnich latek, kapalinovou chromatografiilze pouzit
I pro separadiatek tepelné nestalych, siln¢ polarnich nebo i iontovych a vysokomolekularnich
ptirodnich ¢i syntetickych polymert. Kolonovéa vysokoucinna kapalinova chromatografie
(high perfomance liquid chromatography, HPLS@) soucasné dob¢ pouziva ¢asto vzhledem
k dobré reprodukovatelnosti, vysok#livosti a rychlosti separace, zejména pii pouziti jemné
zrnénych ¢astic naplné, vysokych pracovnich tlakt a detektorti s prato¢nymi celami [44].

2.3.2 Kapalinova chromatografie

HPLC je vsoucasné dobé piedni separa¢ni technika urcena pro chemickou analyzu, separaci
aptipadné purifikaci vzorku [42]. Kapalinova chromatografie umoziuje ovliviiovat separaci
jak volbou stacionarni, takniobilni faze, ktera se vétSinou aktivné ucastni interakci se sepa-
rovanymi latkami a se stacionarni fazi [44].

Kapalinové chromatografy se skladajtagti, které zabezpecuji transport mobilni faze,
davkovai vzorku, separaci jeho slozek a jejich naslednou detekci, zaznam a zpracovani sig-
nalu. Schéma kapalinového chromatografu jeObsazku 10 Mobilni faze ze zasobnikie |
davkovanavysokotlakym c¢erpadlem na separa¢ni kolonu, ktera jeumisténa v termostatu.
Poprojiti kolonou jsou vzorky zavédy do detektoru, kde jsou detekovany a zaznamenavany
jako zavislost odezvy detektoru na ¢ase. Tomuto zapisu se fika chromatogram. K identifikaci
latek se pouziva retencni ¢as, Z vySek nebo ploch piki po kalibraci pomoci standardi latek je
ur¢ena jejich koncentrace [44].
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Obrazek 10: Chromatograf Agilent 1260 Infinity zjednodusené schéma HPLC

2.3.2.1Cerpadla

Cerpadla pro HPLC musi byt konstruovana z materialti, kterd vykazuiji odolnostici chemic-
ké korozi ipti pouziti pomérné agresivnich mobilnich fazi. Také by néla byt schopna davko-
vat kapalinybezpulznim zptuisobem, tzn. bezkolisani pritoku pfi pracovnich tlacich, a to
az do 30-40 MPa mastavitelnymi prutoky pro urcity typ kolon [44].

2.3.2.2Zaiizeni pro davkovani vzorkii

Vzorky se zavadéji na kolonu kapalinového chromatogrgfumoci davkovacich ventili se
smyckou naplnénou vzorkem bez pferuseni toku mobilni faze. Pfepinani poloh automatickych
davkovacu je ovladano elektricky nebgneumaticky a plnéni smycky i jeji davkovani je fize-
no pocitacem, ktery se vyuziva i ke zpracovani dat [44].

2.3.2.3Detektory pro HPLC

Detektory pro HPLC lze rozd¢lit do dvou skupin: na detektory selektivni, jejichZ signal je
umérny pouze koncentraci analyzované latky v eluatu, a na detektory univerzalni, které po-
skytuji signal umérny urcité vlastnosti eluatu jako celku, tj. separované latky 1 mobilni faze

[44]. Spektrofotometrické detektory pracujiU¥-VIS oblasti elektrenagnetického zafeni.
Detelované latky musi absorbovat zafeni vinové délky pouzité k detekci [44].

Vysoce selektivni a specifické jsou fluorimetrické detektory [43]. Detekovana latka v cele
detekbru absorbuje budici zafizeni z UV oblasti, jehoz ¢ast vyzaii ve formé fluorescen¢niho
zateni o vyssi vlnové délce, které se zpravidla méti pod uhlem 90° k zafeni budicimu. Ja-
ko zdroje budiciho zafeni 1ze pouzit nizkotlaké rtutové vybojky s interferen¢nim filtrem nebo
laserypro dosazeni vysoké citlivosti detekce zejména v kapilarni kapalinové chromatografii
[44].

Univerzalnim detektorem, ktery lze pouzit pii gradientové eluci, je detektor rozptylu svétla
natuhych c¢asticich rozptylenych v proudu plynu po pfedchozim odpaieni mobilni faze
(evaporative light-scattering detector, ELSD)jeKo uspésné funkci je zapotiebi, aby vSech-
ny slazky mobilni faze mély dostate¢né velkoutékavost oproti separovaym latkam [44].
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2.3.2.4Kolony ve vysokoiiéinné kapalinové chromatografii

Komer¢ni kolony pro HPLC nejéastéji tvoti rovné bezesvé trubice vyrobené Zesténé nere-
zoveé oceli, ptipadné z tvrzeného skla, titanu nebo pevného polymeru opatieného na koncich
fritami, které vkoloné zadrzuji ¢astice napln€. Rozméry kolon se fidi podle Gcéelu pouziti.
K analytickym separacim vétSinou slouzi konvenéni kolony o délce 1625 cm avnitinim
priméru 3—4,6 mm Sasticemi o velikosti 3-10 um. Kratsi kolony (o délce cca 3—6 cm)
ostejném vnitfnim priméru umoznuji dosdahnout jednodusSich separaci za krat$si dobu
S vyznamnou usporou rozpoustédel. Separace na mikrokolonach o délce 125 cm a vnitinim
pruméru 1-2 mm umoziuji jesté veétsi uspory mobilni faze a dovoluji vysokou hmotnostni
citlivost detekce. Kolony pouzivané pro gelovou chromatografii biopolymert nebo syntetic-
kych polymera jsou obvykle delsi (25-100cm) a §irsi (6-10 mm) nez analytické kolony. Se-
mipreparativni a preparativni kolony maji vnitini primér od 0,6 do 5 cm a propramyslové
separace se pouzivaji spiSe kolony s vétSimi priméry [44].

Naplné se pripravuji jak z porovitych anorganickych materialu, tak i z organickych poly-
mertl. NejCastéji se pouzivaji materidly na bazi silikagelu, bud’ bez prav, nebo jako nosice,
chemicky modifikovaného navazanim nepolarnich nebo polarnich stacionarnich fazi. Materia-
ly na bazi silikagelu jsou méné stabilni v mobilnich fazich o pH vétsi nez 8,5. Proto se kromé
silikagelu pouzivaji i jiné anorganické nosice — oxid hlinity, zirkonicity, titani¢ity nebo grafi-
ticky uhlik, které jsou chemicky odolnéj$i a usnadnuji tim separace bazickych sloucenin, které
vét§inou vyzaduji mobilni faze svysokym pH (1214). Poérovitost materialt zavisi
na velikosti molekul separovanych latek [44].

2.3.2.5Chromatografie v systémech s obracenymi fazemi (RPC)

Tento chromatograficky mod seswucasné dobé HPLC pouziva nejéastéji, protoze zpravidla
umoziuje Uspésné separace velmi pestré Skaly vzorkl, obsahujicich nepolarni, sttedné nebo

siln€ polarni a nékdy 1 iontové ¢i ionizovatelné latky. Princip separace vyuZiva polarnich

a disperznich interakci mezi analyzovanymi latkami, mobilni a stacionarni fazi. Stacionarni
faze jsou nepolarni ¢i mirn€ polarni — vétsinou chemicky modifikovany silikagel s vazanymi
oktadecylovymi, oktylovymi €i jinymi alkylovymi ¢i alkylarylovymi, ale 1 nitrilovymi skupi-

nami. Mén¢ Casto se pouziva chemicky modifikovany oxid zirkonicity ¢i titanicity, anorga-

nické neice potazené vrstvou nepolarnich polymert, ¢astice zesiténych lipofilnich organic-

kych polymert ¢i specidlné pfipraveného porovitého grafitického uhliku s dostatecnou me-
chanickou stabilitou, dobie definovanou a stabilni strukturou p6ora [44].

Mobilni faze jsou vzdy polarngjsi nez faze stacionarni a skladaji se vétSinou z vody
ajednoho ¢i vice polarnich rozpoustédel rozpustnych ve vode, nejcastéji se jedna o methanol,
acetonitril nebo THFCharakter organického rozpoustédla a v mensi mife i typ chemicky va-
zané nepolarni stacionarni faze ovliviiuji velikost retence i selektivitu separace [44].

Systémy sbracenymi fazemi jsou nejvhodngjsi pro separace latek, které se lisi velikosti
hydrofobnich ¢asti molekul, pfipadné poctem a charakterem polarnich funk¢nich skupin. Jsou
tedy velmi vhodné pro separace cleniti homologickych nebo oligomernich tad, pro separace
isomeri v8ak vykazuji mensi selektivitu nez systémy s normalnimi fazemi [44].
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2.3.3 Iontové-vyménna chromatografie
Iontové-vyménna chromatografie vyuziva jako stacionarni fazi ménice ionti — ionexy. Jedné
se o makromolekularni matrici nesouci vhodné funkcni skupiny, na které je iontovou vazbou
pfipojen protiion Sopaénym nabojem. Tento protiion je vyménovan iontem stejného zna-
ménka naboje obsazenym v kapalné fazi. Mezi ionty opacného néboje se uplatiiuji elektrosta-
tické pritazlivé sily [43].

Mobilni faze musi obsahovat vhodnéotpionty, které se separovanymi ionty soutézi
o0 interakce #pacné nabitymi funkénimi skupinami ionext. Retence iontovych latek klesa
srostouci koncentraci protiiontd v mobilni fazi. Kvodnym mobilnim fazim se ¢asto ptidava
organické rozpoustédlo a obvykle se pracuje pii zvysené teploté, diky tomu se retence snizuje
a méni se také selektivita separace organickych iontovych latek [45].

Ionexy, jejichz funkéni skupiny jsou zésadité a slouzi k vyméné aniontd, se nazyvaji
anexy. Katexy maji funkéni skupiny kyselé a slouzi k vyméné kationtii. Silné ionexy jsou
ionizovany v celé oblasti pH, slabé katexy pouze v alkalické a slabé anexy pouze v kyselé
oblasti pH [43, 45].

K detekci se obvykle pouzivaji detektory vodivostni. Av§ak vzhledem k vysoce vodivému
eluénimu ¢inidlu by citlivost detektoru na ionty vzorku byla sniZzena. Proto se pied detektor
zatazuje supresor, ktery potlacuje jejich u¢inek [43].

2.4  Analyza rozptylu (ANOVA)

Analyza rozptylu (Analysis of varience) je statistickd metoda, které&i k posouzeni rozdilu
mezi vice skupinami analyzovanych d&ducasti je ovéteni vlivu nahodnych faktorti na roz-
ptyl dat. Zakladmh Ukolem této analyzy je posouzeawinki jednotlivych fakto# (kategori-
anich nezavislych prosmnych) na zavisle proénnou kvantitativniho typu. Cilem analyzy
rozptylu dat je zjisténi, zda nameiené koncentrace anatywykazuji statisticky vyznamny roz-
dil mezi skupinamirékkou a tvrdou vodou). Pro tentaicel je vhod® pouziti jednofaktoroe
analyzy rozptylu, kdy je u kaé skupiny testovan jeden parametr, a to koncentn&i€ho
analytu. Ukolem je zjistit, zda jsou rozdily mezi skupinamisgeny koncentraci dameé
analytu, nebo ndhodnymi chybami. Proto se voli nulova hypéte ktera fika, ze mezi sku-
pinami rozdil neexistuje. Pokud je tato hypotéza zamitnuta, znamep@ dary parametr
na rozéleni vzorka do skupin vliv ma [46, 47].
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3 CILE PRACE

Cilem prace bylo posouzeni vlivu pH varni vody na vybrané parametry obsazené v pivu, kon-
krétn€ na stupniovitost piva a obsah organickych kyselin, vitaminti B a iso-a-hotkych kyselin.

K analyzam byly pouzity vzorky piv, jez byly uvafeny v domacich podminkéach ze synte-
tické vody.Ke zhodnoceni vlivu mékké a tvrdé vody byly pouzity metody kapalinové chro-
matografie s DAD detektorem a iontové chromatografie s vodivostnim detektorem.
K posouzni statisticky vyznamnych rozdili byla pouzita analyza rozptylu.
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4 EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Laboratorni pomicky a vybaveni
4.1.1 Seznam chemikalii

Tabulka 3: Standardy a ostatni chemikalie pouzité pri stanoveni organickych kyselin

Mr

Nazev (g/mol) Cistota Vyrobce Zemé pivodu  CAS ¢islo
Kyselina octova 60,05 1000+ 4 mg/l FLUKA Analytical Svycarsko 64-19-7
Kyselina mlé¢na 90,08 1000+ 4 mg/l FLUKA Analytical Svycarsko 50-21-5
Kyselina chlorista 100,46 99,9 % SIGMA ALDRICH Némecko 7601-90-3

Tabulka 4: Standardy a ostatni chemikalieupité pri stanoveni vitaminii B

Nazev (gylnzol) Cistota Vyrobce Zemé pivodu gﬁi
Riboflavin 376,36 >98 % SIGMA ALDRICH USA 83-88-5
Niacin 123,11 >99,5%  SIGMA ALDRICH Svycarsko 59-67-6
Eﬂ%%ﬂlr;ri g 169,18 >98% SIGMAALDRICH  Némecko  58-56-0
Kyanokobalamin 1355,37 >99,2%  SIGMA ALDRICH USA 68-19-9
Mravenc¢an amonny 63,06 >99 % SIGMA ALDRICH USA 540-69-2
Acetonitril 41,05 99,9 % SIGMA ALDRICH Némecko 75-05-8
Kyselina mravenci 46,03 85 % Lach-Ner, s.r.o.  Ceska republika 64-18-6/1
Tabulka 5: Standard a ostatni chemikalie pouzité pri stanoveni iso-a-horkych kyselin

Nazev (gyln:ol) Cistota Vyrobce Zemé pivodu  CAS (islo
ICS-14 - 65,2 % Labor Veritas Svycarsko -
Kyselina fosfore¢na 98,00 85 % SIGMA ALDRICH Némecko 7664-38-2
Na2EDTA 372,24 99 % SIGMA ALDRICH Francie 6381-92-6
Methanol 32,04 >99,9% SIGMA ALDRICH Némecko 67-56-1
Acetonitril 41,05 99,9% SIGMA ALDRICH Némecko 75-05-8
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Tabulka 6: Chemikalie pouzité pri pripravé syntetické vody

. Mr . . Zemé s
Nazev (g/mol) Cistota  Vyrobce pitvodu CAS ¢islo
Hexahydrat chloridu hofeénatého  203,3 pa ~ ach-Ner  Ceska o g1 106
S.r.o. republika

Hexahydrat chloridu vapenatého 219,08  pa. ~ -ooh-Ner  teska o) s
S.r.o. republika

Tetrahydrat dusiénanu vapenaté- 236,15 p.a. Lach-Ner, Cesk§ 13477-34-4

ho S.r.o. republika

Uhlicitan vépenaty 10009  pa  ach-Ner Ceska o, 5,
Ss.r.o. republika

] . Ceska

Siran sodny 142,04 p.a. Lachema . 7757-82-6
republika
- Ceskd
Hydrogenuhlic¢itan draselny 100,12 p.a. Lach-Ner, ces 2 298-14-6
S.r.o. republika
Hydrogenuhli¢itan sodny 84,01 a  Lachema %K j41ccg
yarog y ’ p-a. republika
- Ceska
Dihydrogenfosfore¢nan draselny 136,09 p.a. Lach-Ner, eska 7778-77-0
S.r.o. republika
Heptahydrit siranu hofetnatého 246,47  pa. ~ -achNer Ceskd 00 098
S.r.o. republika

4.1.2 Seznampouzitych laboratornich pomucek a pristroji

— Automatické pipetyspicky

— Pasteurovy pipety

— Centrifuga¢ni zkumavky (50 ml)

— Plastové zkumavky (10 ml)

— Sklenéné vialky, uzavéry se septem

—  Mikrofiltry nylonové (pramér 0,45 um)
— Injekeni stiikacky (plastové, 5 ml)

— Laboratorni sklo (kddinky, odmérné baiiky, odmérné vélce, nalevky,...)

—  Srotovnik na slad (dvouvélcovy)

— Hrnec s termostatem Bielmeier (B7

— Scezovaci hrnec Bielmeier (80

— Nerezova chladici smycka

— Sklenéné litrové lahve s uzavérem

— Zatizeni na staCeni piva

— Kvasné nadoby s kvasnymi zatkami (8,5
— Vortex

— HPLC Agilent 1260 Infinity

— IC 850 Professional

— Ultrasonic Compact clean®S@BO00A 2,5 (PowerSonic s r.0.)

— Centrifuga Z 36 HK (HERMLE Labortechnik GmbH)
— Analytické vahy Kern AES 200-4C

— Refraktometr

—  pH metr
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4.2 Priprava syntetické vody

Pro vafeni piva byla pfipravena synteticka voda adici chemikalii do destilované vody. Takto
byl vytvofen model mékké a tvrdé vody [48].

4.2.1 Priprava mékké vody

M¢kka voda byla piipravena ze tii zasobnich roztoki — S1, S2 a S3. Zasobni roztoky byly
piipraveny v odmérnych bankéch, do kterych byly pievedeny navazky danych chemikalii
uvedené Vrabuke 7. Poté bylyodmérné banky doplnény po rysku destilovanou vodou. Varni
voda byla pfichystana pfidanim 10 ml S1, 9 090 ml S2 a 10 ml S3 a do celkového objeniu 10
byla doplnéna destilovanou vodou [48].

Tabulka 7: Chemikdlie pouZité pro pripravu mékké syntetické vody [48]

finalni koncentrace (mg-1™)

zasobni roztok peql? czr A m (Q)
S1 11
MgCl2-6H20 120 1,458 4,254 12,168
CaCl»6H:0 160 3,206 5,672 17,500
Ca(NO3)4H,O 30 0,601 1,860 3,542
S2 51
CaCOs 340 6,814 10,201 0,0936
S3 11
NaxSOs 230 5,288 11,046 16,334
KHCO 3 25 0,977 1,525 2,502
NaHCO; 20 0,458 1,220 1,678

4.2.2 Priprava tvrdé vody

Tvrda voda byla piipravena ze étyt zasobnich roztoki — H1, H2, H3 a H4. Zasobni roztoky
byly ptipraveny v odmérnych baiikéach, do kterych byly pfevedeny navazky danych chemika-

lii uvedené vTabuke 8. Poté byly banky doplnény po rysku destilovanou vodou. Do celkové-

ho objemu 10 | bylo pipetovano 100 ml H1, 9 090 ml H2, 100 ml H3 a 100 ml H4. Zbytek
tvotila destilovana voda [48].

34



Tabulka 8: Chemikdlie pouZité pro pripravu tvrdé syntetické vody [48]

zésobni roztok peq-l"  finalni koncentrace (mg1?) m (Q)

CZ+

H1 1l
CaClz6H.0 685 13,727 24,285 7,491
Ca(NOs)z4H,O0 100 2,004 6,200 1,181
H2 51
CaCO; 1665 33,367 - 0,458
H3 11
KHCO 3 75 2,932 - 0,751
KH 2P0, 30 1173 2,910 0,408
NaHCO3 270 6,207 = 2,268
NazSOs 395 9,081 18,971 2,805
H4 11
MgSOs#7H,O 815 9,904 39,143 10,044

4.3 Technologie vareni

V rdmci studia vlivu varni vody na vybrané analyty bylo uvaieno pivo zmékké a tvrdé vody

ve tiech opakovanich. Jednalo se o lezaky, tedy svétla spodné kvasena piva. V rdmci techno-
logie byl pouzit svétly plzensky slad (sladovna Bernard, Rajhrad), chmelové pelety Sladek
a spodni kvasinky Saflager&3.

4.3.1 Rmutovani

Navazka svétlého plzenského sladu (2 kg) byla rozemleta ve Srotovniku. Nasledné byl roze-
mlety slad piisypan do hrnce s vodou o teploté 38 °C. Bylo provedeno rmutovani infuznim
zpusobem dle postupu, ktery je uvedenTabuke 9. Cely objem byl v 5minutovych interva-
lech michan vatfechou. Po skonceni procesu byl kompenzovan odpar doplnénim destilovanou
vodou Poté bylo provedeno scezovani ve scezovaci nadobé. Doba scezovani byla pfiblizné
90 min. U sladiny bylyasledné refraktometrem zméteny hodnoty EPM a pH.
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Tabulka 9: Proces rmutovani

etapa T(°C) t(min)
vystirani 38 20
peptonizace 52 30

nizsi cukrotvorna 62-64 30
vyssSi cukrotvornda 72-74 20
odrmutovani 80 15

4.3.2 Chmelovar

Celkova doba chmelovaru byla 90 minutcléneleni byly pouzity chmelové pelety. Do hrnce
bylo pfevedeno 7 | sladiny. Sladina byla pifivedena k varu a vdanych ¢asovych intervalech
byl pfidivan chmel Sladek (obsah alfa kyselin 8,08, jak je uvedeno vrabuke 10.
Pii chmelovaru nebyla varna zakryta poklici, abyhly vytékat nezadouci sirné latky, jako
jsou DMS a thiolykteré by neptiznivé ovliviiovaly senzorické vlastnosti vysledného piva [5].

Tabulka 10: Navdzky chmelu a celkové IBU

Sladek

t(min)  m(g)
90 8,75
60 8,75
15 11,38

IBU=70

Po ukonceni tohoto postupu, byl uskutecnén whirlpooling mladiny z diivodu rychlejSiho
chlazeni a lepSiho vyc¢ifeni mladiny. Mladina byla zchlazena pomoci nerezové chladici smy¢-
ky, ktera byla ponofena v mladiné a v potrubi smycky byla vedena studena voda. Poté bylo
zméteno EPM a pH mladiny.

4.3.3 KvaSeni a zrani

Mladina byla zchlazena na zakvasnou teplotut(l4 oddélena od kalu po chmelovaru
dokvasné nadoby. Inokulum bylo pfipraveno rehydrataci kvasinek Saflager28 (11,5 Q)
ve 200 ml sladiny po dobu 30 minutlddina byla zaockovana pfipravenym inokulem a pro-
vzdusnéna. Kvasna nadoba byla uzaviena vikem s kvasnou zatkou a dana do lednice
S nastavenou teplotou 14 °C.

Jako zakladni ukazatele ukonceni kvaSeni byly propadla deka na hladiné¢ mladého piva
a ustalena nebo velmi pomalu klesajici hodnota EHMiInota EPM byla pii staceni piv
v rozmezi 7,37,0 %.Po ukonéené fermentaci bylo pivo stoceno do litrovych lahvi. U mladé-
ho piva bylo zméteno EPM a pH. Poté bylo sto¢ené pivo ulozeno do lednice s hastavenou
teplotou 7 °C, kde bylo ponechanddkvaseni a zrani po dobu tfi tydna.
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4.4  Instrumentalni metody

Pro stanoveni vybranych analytli ve vzorcich, které byly ziskany v riznych fazich vareni piva,

byly pouzity dvé separacni techniky — iontova chromatografie s vodivostnim detektorem
avysokouéinna kapalinova chromatografic s DAD detektorem. Organické kyseliny byly sta-
novovany pomoci iontové chromatografie, zatimco vybrané vitaminy skupiny Boahisik<¢
kyseliny byly analyzovany pomoci HPLC. V nasledujicich podkapitolach budou jednotlivé
metody podrobné&ji popsany.

4.4.1 Metoda pro stanoveni organickych kyselin pomoci IC

Pomoci iontové chromatografie byly stanovovany kyselina mlé¢na a octova ve slading, mla-
din¢, mladém a stabilizovaném pivu. Nastaveni pfistroje je shrnuto v Tabuke 11. Chromato-
gram standardd organickych kyselin je n®@brazku 11 Reten¢ni ¢as kyseliny mlééné byl
11,17 min, kyseliny octové 14,22 min.

Vzorky sladiny, mladiny, mladého piva a stabilizovaného piva byly nejprve odplynény
pomoci ultrazvuku pfiblizné 20 minut. Poté byly zfiltrovany ptes mikrofiltry s velikosti port
0,45um. VSechny vzorky byly natfedény 1:1 destilovanou vodou.

Tabulka 11: Parametry nastaveni IC

Nazev a typpiistroje 850 Professional IC

Objem nastiiku 20 wl

Prutok MF 0,6 ml/min
SloZeni MF 0,5 mmol HCIQ
Teplota 30°C

Tlak 5,27 MPa

Nazev a typ kolony  Metrosep Organic Acids 250/7,8

Detektor Conductivity detector
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Formate 11,81

&
Acetate 14,22
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Lactate 11,17
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Obrazek 11: Chromatogram standardii organickych kyselin

4.4.2 Metoda pro stanoveni vybranychvitamini skupiny B

Vzorky sladiny, mladiny, mladého piva a stabilizovaného piva byly analyzovany pomoci vy-
sokou¢inné kapalinové chromatografie s DAD detektorem. Zacileno bylo na riboflavin, nia-
Pro lepsi separaci sloucenin byla pouzita gradientova eluce. Nastaveny gradient je uveden
v Tabuke 13. Chromatogram standarditamintt B je naObrazku 12Retenc¢ni ¢as vitaminu B3
byl 2,16 min, vitaminu B2 8,66 min.

Vzorky sladiny, mladiny, mladého piva a stabilizovaného piva byly nejprve odplynény
pomoci ultrazvuku pfiblizné 20 minut. Poté byly zfiltrovany pies mikrofiltry s velikosti port
0,45um. Nasledné byly vzorky pievedeny do vialek a podrobeny analyze.

Tabulka 12: Parametry nastaveni HPLC

Nazev a typ pristroje HPLC Agilent 1260 Infinity

Objem nastiiku 4l

Pritok MF 0,5 ml/min

Slozeni MF A: 40— 100 %10 mM mravencj:an amonny, 0,1 % kyselina mravenc¢i
B: 0— 60% ACN, 0,1 % kyselina mravenci

Kolona Polar C18 (3,0x150 mm; 2,6 um)

Teplota 40°C

Detekce 260 nm, 270 nm, 271 nm, 292 nm, 360 nm

Detektor DAD
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Tabulka 13: Zvoleny gradient MF

MF
t(min) A (%) B (%)
0.00 100 0
2.00 100 0
12.00 40 60
14.00 40 60
15.00 40 60
15.10 100 0
22.00 100 0

vit B3 vit B6

|
E | vit B2
I vit B12 /
| \ |
| M

Obradzek 12: Chromatogram standai aitamini skupiny B(stanoveni pri 262, 271, 292 a 360 nm)

4.4.3 Metoda pro stanoveni isoe-hoikych kyselin

Vysokoucinna kapalinovd chromatografie byla pouzita pii stanoveni obsahu iso-a-hotkych
kyselin vmlading, mladém a stabilizovaném pivu. Nastaveni pfistroje je uvedeno vTabuke
14. Chromatogram standardu je @arazku 13 Reten¢ni ¢as isokohumulonu byl 7,761 min,
isohumulonu 10,012 min a isoadhumulonu 10,559 min.

U vzorkli mladiny, mladého a stabilizovaného piva byla provedena extrakce iso-a-
hoikych kyselin — isohumulonu, isokohumulonu a isoadhumulonu. Danb@entrifugacni
zkumavky bylo pipetovano 10 ml vzorku, GyB kyseliny fosforecné a 10 ml isooktanu.
Zkumavka ssbsahem byla 1 minutu vortexovana. Poté byl piidan 1 ml methanolu amés byla
umisténa do vany ultrazvuku na 15 minut. Smés byla vloZena do rotoru centrifugy a odstiedé-
na po dobu 5 minut pfi 2 000rpm. Po oddé€leni fazi byly z horni faze odebrany 4 ml prizrac-
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ného supernatant§upernatant byl vysusen proudem dusika vyextrahované kyseliny byly
néadedné rozpustény ve 2 ml methanolu. Obsah byl pfeveden do vialek.

Tabulka 14: Parametry nastaveni HPLC

Nazev a typ pristroje HPLC Agilent 1260 Infinity

Objem nastiiku 4 ul
Priitok MF 1 ml/min
SloZeni MF 35 %: 0,1 % HPQy, 0,2 MM NaEDTA
65 %: ACN
Kolona Poroshell 120 EC C18 (4,6x50 mm; 2,7 pm)
Teplota 40°C
Detekce 270 nm
Detektor DAD

Vyhodnoceni dat bylo provedenopxogramu Agilent Chemstation. Kalibra¢ni kiivka
byla sloZena ze ¢tyt kalibra¢nich bodi o koncentraci 4,2; 8,4; 16,8 a 33,6 mg/l. Vyhodnoceni
probéhlo pomoci linearni regrese a piesnost méfenych analytl byla posuzovana podle kore-
laéniho koeficientu R?, ktery u viech analytéi dosahoval hodnot R? > 0,999.

isochumulon

isokohumulon

isoadhumulon

Obrazek 13: Chromatogram standardu ICS-Mafoveni pii 270 nm)
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4.5 Statisticka analyza dat

K posouzeni statisticky vyznamnych rozdilti mezi naméfenymi daty byla pouzita Analyza
rozptylu (ANOVA, Analysis of varience) pomoci MS Excel a XLSTAT. Hladina statistic-
ké vyznamnosti byla zvolena 95. Hodnota kit byla stanovena na 7,71. Pomoci boxo-
vych grafii byly zobrazeny primérné hodnoty a rozptyl dat.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE
5.1 Vliv varni vody na zakladni kvantitativni ukazatele piva

Pted samotnym vafenim piva bylo zméfeno pH piipravenych modelt syntetické¢ vody. Pri-
meérna hodnota pH mékké vody byla 7,68 + 0,23 prumérna hodnota pH tvrdé vody byla vyssi,
a to 8,47 £ 0,08. V porovnaniteretickym pH byly naméfené hodnoty nizsi. Teoretické pH
modelu mékké vody bylo 7,83 a tvrdé vody 8,49 [48].

Z Obrazku 14je patrné ze jiz pii rmutovani se rozdil pH mékkych a tvrdych vod srovnal.
Béhem rmutovani klesa pHkvuli pisobeni sladovych enzymd, které z nukleovych kyselin
uvolnuji fosfore¢nany. Ze sladu se také uvoliuji organické kyseliny. Pfi chmelovaru se zvysSu-
je acidita mladiny srazenim fosfore¢nanti v pfitomnosti vapenatych a hofe¢natych iontu.
Ke snizovani pH ddle pfispivaji chmelové hotké kyseliny a produkty Maillardovy reakce.
Pti kvasSeni klesa pH aktivitou kvasinek, které spotfebovavaji aminokyseliny a produkuji or-
ganické kyselinyMeéni se pH také kvuli vznikajicimu oxiduuhli¢itému, ktery se v roztoku
rozpousti za tvorby kyseliny uhlic¢ité [5].

Zmeény pH béhem vareni piva

8,3 k
75 o\

T
T
o
6,2
5,5
4,8
varni voda sladina mladina mladé pivo
—»—mékka voda 1 —3— mékka voda 2 ——mékka voda 3
—0—tvrdd voda 1 ——tvrda voda 2 —@—tvrda voda 3

Obrazek 14: Zmény hodnoty pH varni vody a v jednotlivych fazich varieni piva

Jako zakladni kvantitativni ukazatele pfi vafeni piva byly zvolenyEPM (extrakt ptivodni
mladiny) a ABV (Alcohol by Volumg Extrakt ptivodni mladiny byl pouzit pro vyjadieni
celkového obsahu sacharidi v médiu. Primérna hodnota EPM sladiny z mékké vody byla
12,6+ 0,1 %, EPM sladiny z tvrdé vody byl 13,8®,05 % (vizObrazek 1% Vyssi vytéznost
v tvrdé vodé je dana vy3sim obsahem Mg?* a Ca* ionttl, které stabilizuji a-amylasy a zvysuji
jejich aktivitu [49 50]. Po chmelovaru hodnota ERPMrné¢ stoupla, divodem pravdépodobné
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byla extrakce latek z chmele.Wlkému poklesu doslo pti fermentaci, kdy kvasinky utilizo-
valy sacharidy za vzniku ethanolu a dalSich metabolitd. Jiz mirnéj$i pokles nastal béhem
sekundarni fermentace a zrani v lahviaibot’ kvasinky z velké ¢asti vyCerpaly substrat a jiz
nebyly tolik vitalni jako na pocatku kvaseni. Odchylky mezi jednotlivymi vzorky mohou byt
zapti¢inény odlisnou koncentraci biomasy v lahvich. NaObrazku 16e znazornén pribéh kva-
Seni v8ech vzorki mladin. Jak kvasinky spotfebovavaly substrat, klesala i hodnota EPM
a naopak rostla koncentrace ethanotuédiu. Ptiblizné po 70 h kvaseni se ustanovila rovno-
vaha a zmény byly uz pouze pozvolné.

Zmeéna EPM béhem vareni piva

14,1

12,3

10,5

8,7

EPM (%)

6,9

51

3,3

1,5
sladina mladina mladé pivo pivo
—3— meékka voda 1 —3— mékka voda 2 —3¢—meékka voda 3

—0—tvrda voda 1 ——tvrda voda 2 ——tvrda voda 3

Obrazek 15: Zmény hodnoty EPM v jednotlivych fazich vareni piva
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Zmény EPM a ABV pfi kvaseni
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Obrazek 16. Zmény EPM a ABV v pritbéhu kvaseni mladiny

5.2 Vliv tvrdosti varni vody na obsah organickych kyselin v jednotlivych
fazich vyroby piva

Vysledky analyz organickych kyselin jsou uvedenyabulkach 15 16. Grafické znazornéni

je uvedeno pomoci boxovych grafii (Obrazek 18 Na Obrazku 17je vzorovy chromatogram
vzorku¢. 22 finalniho piva z tvrdé vodyRetencni ¢asy byly podobné retenénim Casiim stan-
dardt. Kyselina mlé¢na a octova jsou majoritnimi organickymi kyselinami v pivu, a proto
byly v pivu stanovovany [12].
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Obrazek 17: Chromatogram vzorku piva

Tabulka 15: Wsledky stanoveni kyseliny octové ve vzorcich

kyselina octovd ¢ (mg/l) Fwic = 7,71
druh vody primér min max P F
sladina mekka 34,00 33,64 34,18
0,7063 0,1640
tvrda 34,21 33,26 34,87
mladina mékka 34,92 33,83 35,87

0,0998 4,5510
tvrda 36,51 35,61 37,02

mladeé mékki 8791 8640  89.94
pivo 00786 5,5162

tvrda 111,25 93,26 127,32

pivo meékka 122,42 105,56 143,49

0,5623 0,3982
tvrda 115,28 112,72 118,97
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Kyselina octova ve slading Kyselina octova v mladiné
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Obrazek 18. Boxové grafy obsahu kyseliny octové ve fazich vyroby pineié (S) a tvrdé (H) vody

V ramci studia vlivu varni vody na obsah kyseliny octové nebyly nalezeéagne fazi vy-
roby piva statisticky vyznamné rozdily (vikabulka 13. Kyselina octova byla stanovena
uz veslading. Jedna se o kyseliny vyextrahované ze sladu béhem rmutovani. V obsahu kyse-
liny octové v mékké a tvrdé vodé nebyly zjistény statisticky vyznamné rozdily. Zatimco
v mékké vodé zistava koncentrace octové kyseliny v podstaté stejna jako ve slading, v tvrdé
vodé se objevil mensi nartst. Pii kvasSeni a dozravani dochdzi k prudkému zvysSeni mnozstvi
kyseliny octové v médiu. V lag-faziastu kvasinek a brzké fazi fermentace dochazi
k akumulaci kyseliny octové [36B¢hem lag-faze kvasinky utilizuji sacharidy aerobni respi-
raci, vznikly pyruvét je zpracovavan a vstupdje Krebsova cyklu. Po vycerpani kysliku
Zz médiaje respirace potlacena a pievlada anaerobni alkoholové kvasSeni. Pyruvat jepfeménén
na ethanoh oxid uhli¢ity. AZ ve stacionarni fazi, kdy kvasinky spotfebovaly témét veskery
substrat, opét pievlada aerobni dychani. Vznikla kyselina octova je preménéna na acetyl-CoA,
ktery je vyuzit v syntéze dalSich organickych kyselin v Krebsové cyklu nebo pfi syntéze lipi-

di. PouZity druh kvasinek, sloZeni média a podminky fermentace ovliviiuji syntézu kyseliny
octové [51].

Béhem fermentace doslo k vyraznémuzvyseni koncentrace kyseliny octovéNejvétsi roz-
dily byly naméfeny v mladém pivu, nicméné analyza rozptylu neukazala statisticky vyznamné
rozdily v ramci dat. Tento rozdil bptavdépodobné zpisobeny rozdilnympomérem mineralt
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v tvrdé a mékké vodé, coz muze bud’ pozitivné, nebo negativné ovlivitovat Groven syntézy
organickych kyselinSituace se vSak vyrovnala v pivu a kvasinky umékké vodé dohnaly ztra-
tu pfi sekundarnim kvaseni.

Zahrani¢ni publikované ¢lanky uvadi koncentrace kyseliny octové v pivu v rozmezi od 30
do 200 mg/l [33, 36, 51, 53Koncentrace kyseliny octové v pivech uvaienych z mékké a tvr-
dé vody v ramci této diplomové prace se pohybovala od 106 do 144 mg/I.

Vysoké koncentrace kyselinyctové mohou znadit i pfitomnost octovych bakterii rodu
Acetobacter nebo Gluconobactéelikoz se jedna o striktni aeroby, v nasyceném pivu oxi-
dem uhli¢itym se nemohou mnozit a rast, ale mohou prezivat. Za ptistupu kysliku oxiduji
ethanol na kyselinu octovou. Vysoky obsah kyseliny octové v pivu ma negativni vliv na sen-
zorické vlastnosti, protoze kyselina ma charakteristické aroma a zptisobuje neptijemnou pa-
chut na jazyku [5].

Tabulka 16: Wsledky stanoveni kyselinylécné ve vzorcich

kyselina mlééna ¢ (mg/l) Fiit = 7,71
druh vody  pramér min max P F
sladina meékka 94,49 93,35 95,95
0,6203 0,2874
tvrda 93,87 92,55 95,48
mladina meékka 94,74 93,86 95,92
0,1181 3,9418
tvrda 98,04 95,33 100,67
mladeé meékka 22555 179,34 271,00
pivo 0,0988 4,5894
tvrda 287,48 266,54 306,74
pivo meékka 300,06 299,22 304,71

0,1020  4,4690
tvrda 298,37 288,99 299,44
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Kyselina mlétna ve sladiné Kyselina mléfna v mlading
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Obrazek 19: Boxové grafy obsahu kyseliny mlécné ve fazich vyroby piva z mékké (S) a tvrdé (H) vody

Vysledky stanoveni kyseliny mlééné ve vzorcich jsou uvedeny Wabuke 16 a s tim souvi-
sejici boxové grafy jsou mabrazku 19viz vyse). Kyselina mlé¢na byla stanovena stejné jako
kyselina octova uz ve sladiné. MiiZe se skladat ze dvou izomerit — D-kyseliny mlé¢né, ktera
pochazi Fe¢mene a jeji obsah kolisa pii sladovani, a L-kyseliny mlé¢né, ktera je bakterialni-
ho ptvodu [36, 52]. Rozdily ¥ slozeni varnich vod nemély na obsah kyseliny mlécné vliv
vodé se koncentrace mirné zvysila, coz by mohlo souviset s extrakci organickych kyselin
z chmelu.Vysoka produkce nastala pii fermentaci ¢innosti kvasinek. Stejné jako u kyseliny
octové i zde byl stejny trendrezdilu mekké a tvrdé vody v mladém pivu a pivu. V mladém
pivu bylo vtvrdé vodé vice kyseliny mlééné nez v meékké (P = 0,098 8, F = 4,589 4Ppacna
situace nastala pivu, kdy koncentrace kyseliny mlééné v tvrdé vodé zlstala stejna, v mekké
vode byly stanoveny vyssi koncentrace (P = 0,102 0, F = 4,469 0).

Rizné clanky uvadéji velké rozsahy koncentrace kyseliny mlééné v pivu. Konkrétné
Vv lezacich se toto rozpéti pohybuje od 37 do 233 mg/l, u piv typu ale 44276 mg/l a u tma-
vych silnych piv se koncentrace pohybovala mezi 276 a 292 mg/l [36, 52]. Obsah kyseliny
mlécné v pivech uvarenych z mékké a tvrdé vody byl v porovnani se zahranicni literaturou
spise vyssi, pohyboval se od 289 do 305 mg/l.
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MIécné bakterie mohou byt diivodem vysokych koncentraci kyseliny mlééné. Mohou se
pomnozovat uz ve slading, mladin¢ i béhem dokvaSovani. Dafi se jim v rozmezi pH 4 az 7.
Optimalni teplota rastu je 20 az 30 °C, avsak vyskytuji se i kmeny psychrofilni, které mohou
rast pti nizkych teplotach béhem kvaseni a zrani piva [5].

5.3 Vliv tvrdosti varni vody na obsah vybranych vitamini skupiny B
v jednotlivych fazich vyroby piva

V rdmci pzorovani vlivu varni vody na obsah vitamint skupiny B byly stanovovany vitami-

ny B2 (riboflavin), B3 (niacin), B6 (pyridoxin) a B12 (kyanokobalamin). Koncentrace po-
slednich dvou zminénych vitamint byla ve vSech vzorcich pod mezi detekce. Naopak vitami-

ny B2 a B3 byly stanoveny ve vSech vzorcich. Vysledky analyz stanovenyclvitamini skupi-

ny B jsou uvedeny Wabulkdch 17a 18. Pro vétsi nazornost jsou uvedeny i boxové grafy
(Obrazek 21 22). NaObrazku 20e chromatogram vzorkiReten¢ni ¢asy vitamind ve vzorcich
(vitamin B3 t = 2,158 min, B2,t= 8,664 min)pdpovidaly retenénim ¢astim standardd.

Obrazek 20: Chromatogrampikovaného vzorku (stanoveni pri 262, 271, 292 a 360 nm)
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Tabulka 17: Wsledky stanoveni obsahu vitaminu B3 ve vzorcich

vitamin B3 ¢ (mg/l) Frit = 7,71
?/2’(;3’ pramer min max P F
sladina mékka 31,68 30,07 33,18
0,0007 92,2144
tvrda 40,85 40,25 41,36
mladina mékka 36,13 32,92 41,56
0,0674 6,2091
tvrda 43,05 42,14 43,97
mladée mekki 897 6,70 10,59
pivo 0,7838 0,0861
tvrda 9,34 8,54 10,11
pivo mékka 8,99 7,97 10,02 0,0448 8.3243
tvrda 10,97 10,47 11,63
Vitamin B3 ve sladiné Vitamin B3 v mladiné
44 - 46 —
42 a4 4+
40 % 42 1 $

+ Mean « Minimum/Maximum

B3 | SLH

Vitamin B3 v mladém pivu

L

B3 | 5LS

11,5 +
11 +
10,5 + T
10 + T
- 9,5 4+
;E =+
A -
] 3,5 + ‘L
a1
7.5 1
; + Mean + Minimum/Maximum
6,5 +—
B2 | MPH B2 |MPS

£ (mgf1]

36 + +

+Mean « Minimum/Madmum
34 |

T

B2 | MLH B3 | MLS

Vitamin B3 v pivu

125 + .. )
+Mean « Minimum/Madmum
12 +
11,5 +
1l
[ 1
10,5 +
10 + —|.-
9.5 1+
9+ -+
85 1+
8l 1
7.5 —
B3 |PH B |PS

Obrazek 21: Boxové grafy s obsahem vitaminu B3 ve fazich vyrobykié (S) a tvrdé (H) vodé
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Pii stanoveni vitaminu B3 byly ve sladin¢ zjistény statisticky vyznamné rozdily mezi tvr-
dou a mékkou vodou (P = 0,0007, F =92,214)'vrda voda zfejmé fungovala jako lepsi ex-
trakéni Cinidlo diky rozdilnénu pH a iontoveé sile. pfitomnosti kvasinek hladina vitaminu
B3 rapidné klesla, nebot’ kvasinky vitamin vV mladiné vyuzivaji pii biochemickych procesech
a k syntéze kyseliny nikotinové nedochézi Mjrné¢ zvysena koncentrace vitaminu ve stabi-
lizovaném pivu wvrdé vodé mohla byt zpisobena uvolnénim bunééného obsahu pii autolyze
kvasinek.Nebot" podminky domaciho vafeni jsou omezené, nemohly byt zajistény stejné
podminky dozravani iahvich kvuli rizné koncentraci biomasy.

Dostupna literatura uvadi obsah vitaminu B3 v pivu 5 mg/l ¥anétené hodnoty jsou
vys$§i v porovnani s literaturou, a to-812 mg/l. Vysoky obdavitaminu mize byt dan tim,
7e pivo po stoceni nebylo dale nijak upravovano na rozdil od komerc¢nich piv, ktera se filtruji
a ¢asto 1 pasteruji.

Tabulka 18 Wsledky stanoveni obsahu vitaminu B2 ve vzorcich

vitamin B2 ¢ (mg/l) Fiit =7,71
?/r(;j dh;/ prumér min max P F
sladina mékka 0,90 0,84 0,93

0,0385 19,2210
tvrda 1,00 0,96 1,01

mladina meékka 1,09 0,97 1,18
tvrda 1,14 1,11 1,16

0,5513 0,4221

mladeé mékka 029 027 033

pivo 00008 83,2461
wrdd 057 053 062

pivo mékka 077 0,70 0,90

0,3008 1,4099
tvrda 1,02 0,62 1,25
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Vitamin B2 ve sladiné Vitamin B2 v mladiné

1,05 - 1,25 +
1.2 +

1 r
1,15 +
_.95 - - 1,1 +

+

TL05 1
0.9 + +
1 4+
0,85 +

. . 0,95 + 4+ Mean « Minimum,/Maximum
+ Mean » Minimum/Maximum
08 L1 09 —
B2 |SLH B2 |5LS B2 | MILH B2 | MLS
Vitamin B2 v mladém pivu Vitamin B2 v pivu

0.7 L4 - +Mean * Minimum/Madimum

0,65 + 1.3 +
4 T
0.6 1,2 +
0,55 +
1.1 +
= 05 T =
o :
=045 4 =
04 4 0.9 +
+ Mean « Minimum/Madmum
0,35 4 0.5 T+
+

0,3 + $ 0,7 + 3

0,25 L 0.6 L

B2 |MPH B2 | MP S B2 |PH B2 |PS
Obrazek 22: Boxové grafy s obsahem vitaminu B2 ve fazich vyrobykié (S) a tvrdé (H) vodé

Pii studiu vlivu varni vody na obsah vitaminu B2 byl pozorovan velmi podobny trend jako
Vv piipad¢ vitaminu B3. Statisticky vyznamné rozdilpyly zjistény ve sladiné¢ a mladém pivu
(viz Tabulka18). V tvrdé vode¢ se vitamin B2 ze sladu vyextrahoval 1épe, nez v mékké vodé.
Pfi¢inou zfejmé mohlo byt rozdilné pH varni vody. Riboflavin je termostabilni vitamin, diky
tomu béhem chmelovaru nedoslo k jeho ztratamPti kvaseni doslo k ur¢itému poklesu obsahu
vitaminu, nejvétsi rozdil byl pozorovan v mékké vode. V tvrdé vodé k tak vysokym ztratam
nedoslo ziejmé diky tomu, Ze riboflavin tvoii stabilni komplexy s ionty Zré*, Ni?*, Co’,
Cu?*, C&*, Mg?*[39]. V pivu koncentrace vitaminu stoupla pravdépodobné uvolnénim ribof-
lavinu pfi autolyze kvasinek.

Dostupna literatura uvadi koncentraci riboflavinu v pivech 0,25 mg/l [26]srovnani
stanovenych hodnot a literatury jsou stejné jako v pfipad¢ vitaminu B3 koncentrace vitaminu
B2 nékolikanasobné vyssi — 0,6 az 1,2 mg/l. Opét je divodem ziejmé vynechani postfermen-
tacnich Uprav.
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5.4  Vliv tvrdosti varni vody na obsah isoa-hoikych kyselin v jednotlivych
fazich vyroby piva

Vysledky analyz isax-hotkych kyselin jsou uvedeny v Tabulkdch 1920 a 21 Vzorovy chro-
matogranvzorku ¢. 1 mladiny zmékké vody je uveden n®brazku 23Oproti standardu doslo
k mensimu urychleni v eluci isoe-hotkych kyselin ve vzorku. Reten¢ni ¢as isokohumulonu
byl 7,481 min, isohumulonu 9,610 min a isoadhumulonu 10,256 min.

isoadhumulon

.i.

B3

——

isokohumulon isohumulon

Obrazek 23 Chromatogram vzorku pivéatanoveni pii 270 nm)

Byl sledovan ucinek varni vody na nejvice zastoupené analogy iso-a-hotkych kyselin iso-
humulon, isokohumulon a isoadhumuloimalyza rozptylu neukazala zadné statisticky vy-
znamneé rozdily wnekké a tvrdé vodé u zadného stanovovaného isomeru. Isomery hoikych
kyselin nejsou stabilni atxovych grafii (Obrazek 24Obrazek 252 Obrazek 2§ je patrné, ze
dochazi k jejich postupné degradaciase. Navic vdomovarnickych podminkach neni mozné
dosahnout takové vytéznosti isomert a-hotkych kyselin. Z celkového mnozstvi hotkych latek
chmele se do vysledného piva dostane maximalné 30 %, pticemz piiblizné 20 % zlstane
v chmelovém mlatu, 20 % je zachyceno v kalech a-30% se pii fermentaci navaze
na kvasinky a do kvasné dekyoiseraci také ovliviiuje doba chmelovaru (idealnich je 90
minut) a hodnota EPM (¢im vyssi stupiiovitost sladiny, tim vétsi vytéznost) [5].
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Tabulka 19: Wsledky stanoveni isokohumulonu ve vzorcich

isokohumulon ¢ (mg/l) Fuwic = 7,71
druh pramér min max P F
vody
mladina mékka 1,04 0,93 1,14
0,5836 0,3545
tvrda 1,07 1,05 1,10
mladé mekké 057 045 075
pivo 0,6376 0,2590
tvrda 0,62 0,54 0,67
i ekka 4 2 4
pivo me ,a 0,40 0,26 0,6 05619 03991
tvrda 0,49 0,35 0,59
Isokohumulon v mladiné Isokohumulon v mladém pivu
1,2 - 0E T
-+ Mean + Minimum/Maximum — +Mean * Minimunm,/Maximum
1,15 T !
-’r o7 +
1,1 1 -
_ il _0es T
E”’s ] . E 06 T *
= . = J. .
. 0,55 +
Jr 05 -+
&%= 0,45 + J.
0% - ICOHUA | ICOHUM | oa L ICOHUM | ICOHUM |
MLH MLS MPH MP 5
Isokohumulon v pivu
0,7
+ Mean * Minimum/Maximum
0,65
0,6
T
0,55
= 0,5 +
%u,as
0,4 l +
0,35
0,3
0,25 ) ) 1
ICOHLIM | ICOHUM |
PH Ps
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Tabulka 20: Wsledky stanoveni isohumulonu ve vzorcich

isohumulon ¢ (mg/l) Fuwic = 7,71

druh
vody

mladina mékka 2,23 1,97 2,49
tvrda 2,29 2,15 2,41

pramér min max P F

0,7584 0,1085

mladé mekka 0,74 042 1,13
pivo 0,9758 0,001
tvrda 0,75 0,52 0,94
i ékka 1 7
pivo me ,a 0,50 0,3 0,76 07393 01273
tvrda 0,57 0,34 0,79
Isochumulon v mladiné Isohumulon v mladém pivu
e T +Mean + Minimum,/Maximum 3T +Mean * Minimum/Madmum
2 | 1.2 +
T 11 + T
24 + T N
%2*3 T ¥ Zos9 + T
s22 1+ T =08 +
‘I' 0.7 + T +
21 +
J’ 0.6 1+ J.
2T 05 +
L8 = IHUMUL | HUMUL | 0.4 - HUMUL | HUMUL |
MLH MLS MPH MPS

Isochumulon v pivu

0.9 -
4+ Mean s Minimum/Maximum
0e 1+
0.7 4 T ]'
Bos 1
= +
(%]
0.5 4 +
o4 4 JT
0.3 - HUMUL | iHUJﬁJLl
PH PS

Obrazek 25: Boxové grafy s obsahem isohumulonuékie (S) a twdé&H) vode
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Tabulka 21: Wsledky stanoveni isoadhumulonu ve vzorcich

isoadhumulon ¢ (mg/l) Fwic = 7,71
druh vody  pramér min max P F
mladina mékka 44,63 39,83 50,44
0,8564 0,0372
tvrda 45,26 43,22 46,96
mladeé mekks 17,68 11,26 2555
pivo 0,9472 0,0050
tvrda 17,35 13,33 20,68
pivo mékka 10,36 6,02 17,15 05314 04681
tvrda 13,25 8,59 16,90
Isoadhumulen v mladiné Isoadhumulon v mladém pivu
53 — _
+Mean + Minimum/Maximum 28 +Mean + Minimum,/Maximum
51 | 26 T
]’ 4 1 T
a9 1
22 1
=47 T =0 4 T
EdE + E 18 +
1] T + w + +
el J' 16 |
14 + J'
a1+ J. 12 + Jr
3a L IADHUM | IADHUM | 10 - IADHUM | IADHUM |
MLH MLS MP H MPS
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6 ZAVER
Varni voda je jednou ze zékladnich suropfivyrobé piva a znalost jejihcsloZzeni a pH je
nezbytné pro spravny prubéh celého varniho procesu.

V podminkach doméciho pivovaru bylo uvareno celkem 6 varek svétlého spodné kvasSe-
ného piva plzenského typu, konkrétné 3 piva zmékké a 3 piva z tvrdé syntetické vody. Hod-
nota pH mékké vody byla o osm desetin nizsi nez pH tvrdé vody. V pribehu vareni byly ode-
brany vzorky sladiny, mladiny, mladého a finalniho piva, které po dobu & tydalo
v lednici. Vtéchto fazich byla zméfena hodnota pH a EPM. Také byla provedena analyza
organickych kyselin pomoci IC s vodivostnim detektorem,rangeh vitamin skupiny B
a isoa-hotkych kyselin pomoci HPLC s detektorem diodového pole. Pro posouzeni rozdilu
mezimekkou a tvrdou vodobyla zvolena statisticka analyza dat (analyza rozptylu), pficemz
hladina vyznamnosti byla 9%.

Z namétenych vysledk bylo zjisténo, ze pH varni vody mélo vliv na extrakci latek
pfi sladovani. Sladina ptipravena z tvrdé vody méla EPM vyssi nez 13 %, zatimco sladina,
ktera byla pfipravena z vody mékké, méla v priméru EPM rovno 12,6 %. SloZeni tvrdé vody
mélo totiz pFiznivéjsi vliv na aktivitu amylas pii rmutovani Sou¢asné vyssi koncentrace zkva-
sitelnych cukri je pro technologii vyroby vyhodnéjsi, nebot’ mladina mize byt vice prokvase-
na, a tim je ziskan produktvgssim obsahem alkoholu. Lze tedy fici, ze tvrda voda je
Z hlediska vytéznosti EPM a ABV vyhodné;jsi.

Organické kyseliny jsou vyznamnymi acidulanty, nebot’ snizuji hodnotu pH a ovliviuji
organoleptické a senzorické vlastnosti piva. Jsou obsazeny jiz ve sladu a jejich obsah kolisa
béhem vyroby piva. Analyza byla zaéfena na kyselinu octovou a mlécnou jako majoritni
zastupce organickych kyselin v pivu. Tyto kyselthty stanoveny ve slading, mladiné, mla-
dém i stabilizovaném piviVliv mékké a tvrdé vody na obsah kyseliny mlé¢né a octové nebyl
prokdzanBéhem vareni piva sice dochazelo kykyvim v obsahu organickych kyselin, ale na
finalni produktslozeni varni vody vliv nemélo.

Dale byl studovan vliv pH varni vody na obsah vitamina skupiny B. Byly stanovovany vi-
taminy B2, B3, B6 a B12, posledni dva zminéné byly pod mezi detekce. Vitaminy skupiny B
jsou pfitomny jiz ve sladu a nejvétsi zmeény koncentrace se déji béhem kvaseni. U vitaminu
B2 byl prokazan vliv slozeni varni vody ve sladin€ a mladém pivu. Tvrd4 voda byla lepSim
extrakénim Cinidlem a bivalentni ionty obsazené vtvrdé vodé tvotily stabilni komplexy
s vitaminem B2. Ve stabilizovaném pivu ANOVA neprokazala statisticky vyznamné rozdily
kvili velkému rozptylu dat. Je mozné, ze dalsi méfeni by ukazala opak. Statisticky vyznamné
rozdily byly zjiStény 1 u vitaminu B3, konkrétné ve sladin€ a stabilizovaném pivu. Stejné jako
u vitaminu B2 byly vyss§i koncentrace naméfeny v tvrdé vodé. Z provedenych analyz vyplyva,
ze pH varni vody mélo vliv na obsah vitamint B v pivu.

Z isomeru a-hotkych kyselin byly stanovovany nejvice zastoupené analogy isohumulon,
isokohumulon a isoadhumulon, které se nejvice podili na hotkosti piva. Nejvétsi koncentrace
iso-a-hotkych kyselin byly naméfeny v mladiné a v pribéhu dalsiho zpracovani jejich obsah
klesal.Na zaklad¢é analyz obsahu isa-hotkych kyselin vpriibéhu vateni piva nebyly naleze-
ny statisticky vyznamné rozdily mezi mékkou a tvrdou vodou. Slozeni varni vody tedy nemé-
lo vliv na stabilizované pivo.
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Z naméfenych vysledki plyne, ze varni voda ma uréity vliv na zkoumané parametry.
Ve finalnim vyrobku — stabilizovaném piw — bylo zjisténo, Ze tvrda voda je vhodnéjsi
Z hlediska lepsi vytéznosti EPM a obsahu vitamini B. Je pravdépodobné, ze slozeni varni
vody bude mit vliv i na dalsi parametry v pivu, a proto si tato problematika zaslouzi dalsi
zkoumani. Redmétem dalsiho vyzkumu by mohlo byt zastoupeni jednotlivysicharidi nebo
napiiklad vytéZnost chmelovaru pii vafeni v domacich podminkach.
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ELSD — detektor rozptylu svétla

DAD - detektor diodového pole

DMS - dimethylsulfid

DMSO- dimethylsulfoxid

IBU — mezinarodni jednotka hotkosti

IC — iontovy chromatograf

HPLC — vysokot¢inna kapalinovéd chromatografie

RPC- chromatografie v systémech s obracenymi fazemi
THF — tetrahydrofuran

UV-VIS — ultrafialova a viditelna oblast
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