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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva vlivem studené¢ho chmeleni na stabilitu pivni pény. Byl
sledovan vliv studeného chmeleni na zadkladni charakteristiky piva, obsah hotkych
chmelovych kyselin, proteint,, fenolickych latek, vybranych mikro- a makroprvkd,
organickych kyselin a stabilitu pivni pény. V teoretické Casti jsou charakterizovany suroviny
pro vyrobu piva, latky ovliviiujici stabilitu pivni pény a postup piipravy piva. Dale je popsana
péna z fyzikalniho hlediska, je popsan jeji vznik, odvodnovani a jevy, které vedou k jejimu
zaniku. BliZe jsou popsany i pouzité analytické metody. Experimentalni ¢ast popisuje postup
ptipravy modelového piva a realizaci studeného chmeleni ¢eskou odridou Kazbek. Studené
chmeleni bylo provedeno v ¢asech 3, 5 a 10 dni s navazkami 3 g/l a 6 g/l. Pfipravené pivo
bylo nasledné analyzovano z hlediska zakladnich pivnich charakteristik, stability pivni pény,
hotkych chmelovych kyselin, fenolickych latek, proteinti, vybranych mikro- a makroprvki
a organickych kyselin. Z namétenych dat byly zjiStény korelace mezi sledovanymi parametry
piva a stabilitou pivni pény. Bylo zjisténo, Ze studené chmeleni v pivu zvySuje obsah
fenolickych a hotkych latek, jeho vliv na stabilitu pivni pény je ale negativni.

ABSTRACT

This diploma thesis deals with the influence of dry hopping on the stability of the beer foam.
It was observed how this effect affected general characteristics of beer, the content of hop
bitter acids, proteins, phenolic compounds, selected micro- and macro elements, organic acids
and the stability od the beer foam. Theoretical part characterises raw the materials for beer
production, the substances affecting the stability of beer foam and the beer brewing process.
Furthermore the beer foam is described froam a physical point of view together with the steps
of its formation and drainage as well as other phenomena that lead to its disappearance.
A detailed description of used analytical methods is included. The experimental part
illustrates the preparation of the model beer and the implementation of dry hopping with the
Czech hop variety called Kazbek. Dry hopping was carried out on day 3, day 5 and day 10
with a 3 g/l and a 6 g/l hop dose. The prepared beer was subsequently analysed for general
characteristics, the beer foam stability, bitter hop acids, phenolic compounds, protein, selected
micro- and macroelements and organic acids. Based on the measured data, there were found
correlations between the observed beer parameter and the stablity of the beer foam. The
results revealed that dry hopping in beer increases the content of the phenolic compounds and
bitter substances, but its effect on the beer foam stability is negative.

KLICOVA SLOVA
Pivo, stabilita pivni pény, chmel, studené chmeleni, iso-a-kyseliny, proteiny, fenolické latky,
ICP-OES, IC, UV-VIS, NIBEM
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Beer, beer foam stability, hop, dry hopping, iso-a-acids, proteins, phenolic compounds,
ICP-OES, IC, UV-VIS, NIBEM
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1 UVOD

Nejen v Ceské republice, ale i v zahrani¢i patii pivo Kjedném znejvice popularnich
alkoholickych néapoji. Pro Cesky trh jsou typicka predevsim spodné kvaSend piva lezdckého
typu, ktera se vyznacuji bohatou a krémovou pénou. Pro fadu konzumenti je pravé pivni péna
jednim z prvnich kvalitativnich znakti, a proto by méla byt stabilni, bohatd, méla by mit
spravnou barvu a méla by krouzkovat po sténach sklenice.

Pivni péna je disperzi plynu v kapaling, jejiz stabilita je ovlivnéna fadou faktord. Stabilitu
pivni pény podporuji predev§sim uréité bilkoviny, hotké chmelové kyseliny, nékteré
polysacharidy a kationty né¢kterych kovi. Pivni péna je negativné ovlivnéna lipidy, bazickymi
aminokyselinami a nékterymi organickymi kyselinami.

Metod pro zhodnoceni kvality pivni pény existuje celd fada. Pivni péna mtize byt posuzovana
podle krouzkovéani a ulpivani na skle. Jeji stabilita mize byt méfena metodou NIBEM,
metodou dle Rudina nebo Rosse a Clarka, ptipadné i tfepanim.

Studené chmeleni je pomérné moderni technika pfipravy piva, ktera postupné ziskava na
popularité. Jedna se o moznost, kterou lze pivu udélit zajimavé chutové vlastnosti a upravit
jeho senzoricky profil tak, aby co nejvice odpovidal zvolenému chmelovému materialu. Jedna
se ale také o techniku, které je u spodné kvasenych piv pomérné neobvykla a u které doposud
neni dostatecné prostudovany vliv na stabilitu pivni pény, kterd je pravé pro typicky ceska
piva jednim ze sté€zejnich parametri.

Cilem této diplomové prace bylo zjistit, jaky vliv ma studené chmeleni na stabilitu pivni pény.
Pro tyto ucely bylo pfipraveno spodné kvaSené pivo, u kterého bylo nasledné provedeno
studené chmeleni ve druhé fazi kvaseni v rtiznych casech s riiznymi navazkami chmelového
materidlu. U pfipravené¢ho piva byla sledovana stabilita pivni pény metodou NIBEM, byl
sledovan vliv studeného chmeleni na zékladni pivni charakteristiky, obsah hotkych
a fenolickych latek, ale 1 na obsah proteind, vybranych organickych kyselin a prvku.
Pro zpracovani dat a zjisténi rozdilu mezi vzorky byla pouzita statisticka analyza dat.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Suroviny pro vyrobu piva

Zakladnimi surovinami pro vyrobu piva jsou obilné slady, voda, chmel a vyrobky z néj
a pivovarské kvasinky. Jednotlivé suroviny budou podrobnéji popsany v nasledujicich
kapitolach.

2.1.1 Slad

Prvni ze ¢ty zdkladnich surovin pro vyrobu piva je slad. Sladem se rozumi specificky
nakli¢ena a susena obilovina. Nejcastéji se jedna o slad je¢mene dvoufadého (lat. Hordeum
distichum) [1].

Obilku jeCmene tvoii tfi Casti — obal, zarodek a endosperm. Obal je tvoien oplodim
a osemenim, hibetni ¢ast chrani plucha, bfisni ¢ast je chranéna pluskou. Nejvétsi ¢ast obilky
zaujima endosperm, jehoz svrchni vrstva, tzv. aleuronova, je slozena z hranolovych bunék
uspotadanych v fadach. Obsah téchto bunék je tvoren bilkovinami, tukem a Skrobovymi zrny.
Aleuronova vrstva je pii vhodnych podminkach aktivovana regulatory rustu [2].

Vlhkost u svétlych sladt je asi 3,5 %, u tmavych sladi pfiblizné 2 %. Vyssi vlhkost mtze byt
pric¢inou nizsi extraktivnosti sladu, pfipadné muze negativné ovlivitovat skladovéani. Celkova
vlhkost sladu by neméla piesahnout 6 % [1].
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Obrazek 1: Rez obilkou je¢mene [2]

2.1.2 Chemické sloZeni sladu

Nejvice zastoupenou slozkou je¢mene jsou sacharidy, které tvoii az 80 % hmotnosti zrna.
Majoritnim sacharidem v endospermu jeCmene je Skrob, ktery se zde nachazi v rozmezi 60—
65 %. Skrob je zde ulozen ve formé nerozpustnych granuli a slouzi jako rezervni polysacharid
a zasoba zivin pro kli¢eni zrna. Sklada se ze dvou polymernich jednotek — amylozy
a amylopektinu. Amyl6za je polysacharid s nizkym stupném vétveni tvoreny glukoézovymi
jednotkami spojenymi a-1,4-glykosidovymi vazbami. Amylopektin je tvofen glukézovymi
jednotkami, které se vazou a-1,4 a a-1,6-glykosidovymi vazbami, pfi¢emz k vétveni dochazi



kazdych sedm az osm jednotek. Zakladni uspofadani amylopektinu je vétvené. Amyloza je
mén¢ zastoupenou slozkou Skrobu, tvoii asi 20-25 %, amylopektin tvoii asi 75-80 %
[1, 2, 3].

Neskrobové polysacharidy tvoii ptiblizné¢ 10—14 % je¢ného zrna. Patii mezi né celulozy,
hemicelulézy a gumovité latky, lignin a pentozany. Obsah celulézy se v jecném zrnu
pohybuje v rozmezi 4—7 %, a to piedev§im v obalovych vrstvach. Nerozpustné hemicelulozy
a gumovité latky, tj. neskrobové a necelul6zové polysacharidy typu pB-glukanti, tvoti primérné
10 % hmotnosti zrna. Vysoky obsah B-glukant je v pivovarstvi povazovan za nezadouci,
jelikoz muze dochéazet k zvySeni viskozity roztokl, coz negativné ovlivityje filtraci piva
a stabilitu piva pii skladovani, tj. tvorbu zakalu [1, 2, 3].

JeCmen obsahuje 0,85-4,8 % lipida v susiné, kdezto slad dosahuje primérmé 3,4 % lipida
Vv susing€. Rozdil v obsahu lipidii u je¢mene a sladu je zpiisoben klicenim, pti kterém dochazi
az k 30% poklesu zejména v disledku hydrolyzy. Asi 70 % lipidi se v je¢meni i sladu
nachazi ve formé triglyceridd, pfiblizné¢ 8 % jsou volné mastné kyseliny [4]. Lipidy jsou
zastoupeny nejvice v pluchach a aleuronové vrstvé. Mezi nejvice zastoupené mastné kyseliny
vjeCmeni a sladu patii kyseliny linolova (okolo 50-60 %), linolelaidova, linolenova,
palmitova, olejova a stearova [1, 4, 5]. V jeCmeni a sladu se kromé volnych tukd nachazi
i lipidy vazané na sacharidy ¢i bilkoviny, tzv. lipoidy. Mezi lipoidy fadime fytosteriny,
fosfatidy a estery fosfolipidd s cukernatymi slouceninami [2]. Lipidy maji v pivovarnictvi
pozitivni vliv na metabolismus kvasinek a jsou spojeny s eliminaci senzoricky aktivnich
estert [1].

Dalsi skupinou latek, jez se nachdzi ve sladu, jsou dusikaté latky. Dusikaté latky sladu tvoii
komplex slou¢enin od jednoduchych aminokyselin po vysokomolekularni slozky vcetné
proteint. Bilkoviny se podle molekulové hmotnosti déli do dvou frakci — HMW (High
Molecular Weight), do kterych spadaji bilkoviny o hmotnosti v rozmezi 35-50 kDa a LMW
(Low Molecular Weight), coz jsou bilkoviny o 5-15 kDa. Molekulovou hmotnost vyssi
nez 50 kDa vykazuje jen mala skupina bilkovin [6]. Nizkomolekularni dusikaté latky
ovliviiuji metabolismus kvasinek, ale slouzi i1 jako prekurzory pro tvorbu aldehydi, které
zpusobuji tzv. starou chut’ piva. Vysokomolekularni dusikaté latky spole¢né s polyfenoly
mohou zpusobovat nebiologické zékaly. Bilkoviny ovliviuji plnost chuti piva, maji vliv na
jeho barvu a stabilitu pivni pény [1]. Obsah bilkovin v je¢meni se pohybuje v rozmezi 8-
16 %, za optimalni hodnotu je riznymi autory povazovano 10,0-11,5 % nebo 10,5-11,7 %
[2, 7]. Mnozstvi bilkovin mensi nez 7,5 % je nepiiznivé, vice nez 13% zastoupeni bilkovin je
abnormalné mnoho. Je€meny s niz§im nez 10% obsahem bilkovin nejsou sladatsky vhodné,
jelikoz jsou enzymaticky méné aktivni a je slozit¢ u nich dosahnout pozadovanych hodnot
relativniho extraktu. Pivo vyrobené ze sladu s nizkym obsahem bilkovin bude mén¢ pénivé,
stabilita pény bude nizka a pivo se bude vyznacovat slabym télem. Obsah dusikatych latek je
dan predevsim agroekologickymi podminkami [7]. Lepkové bilkoviny jsou obsazeny
Vv aleuronové vrstv€, vnéjSi strana endospermu je tvofena rezervnimi bilkovinami,
vV membrdnach endospermu se nachazeji bilkoviny histologické. Dusikaté latky v je¢meni
asladu jsou déleny do dvou skupin. Prvni skupina je tvofena dusikatymi latkami typu
bilkovin a jejich $t€épnymi produkty (aminokyseliny, peptidy a proteiny), druhou skupinu tvori
dusikaté latky, které nemaji bilkovinnou povahu (nékteré z dusikatych bazi, amonné soli) [2].
Proteiny jsou na zakladé rozpustnosti déleny na Ctyfi skupiny — albuminy, globuliny,
prolaminy a gluteliny, jejichz procentualni zastoupeni se v odborné literatufe pomérné lisi
[1, 2, 7]. Albuminy tvoti 4-12 % bilkovinné slozky je¢mene. Jsou to vysokomolekularni
bilkoviny o Mr = 70 000, jsou rozpustné ve vodé¢ a ve ziedénych solnych roztocich. Globuliny
jsou z celkového obsahu bilkovin zastoupeny 8,4-18,0 %. Stejné jako albuminy jsou
i globuliny rozpustné v roztocich elektrolytii. Globuliny Ize podle molekulové hmotnosti



rozdélit na a-globuliny (M = 26 000), B-globuliny (M; pfiblizn¢ 100 000), y-globuliny
(Mr =166 000) a o-globuliny (Mr = 300 000). Nejvétsi technologicky vyznam maji
Vv pivovarstvi B-globuliny, které zptsobuji nebiologické chladové zdkaly piva. Dalsi frakei
bilkovin jsou prolaminy, které tvoii 25-37 %, dle nékterych autorti az 50 % proteinové slozky
v zavislosti na obsahu pfijatelného dusiku v pidé. Tvoifi hlavni zasobni bilkovinu
a z aminokyselinového slozeni jsou bohaté piedev§sim na prolin a glutamin. Prolaminy jsou
ve vod¢ a roztocich soli nerozpustné, rozpousti se v 50-90% ethanolu. Jejich relativni
molekulova hmotnost se pohybuje v rozmezi 55 000—77 000 [1, 2, 3, 7]. Nejvice zastoupenou
bilkovinou v jeémeni je prolamin hordein, ktery tvoti 40—50 % vsSech je¢nych proteint. Podle
riznych autorit jsou hordeiny rozdéleny do nékolika skupin na zakladé jejich
elektroforetickych mobilit a aminokyselinového slozeni. Ne¢ktefi autofi rozdé€luji hordeiny
podle jejich elektroforetickych mobilit na 4 skupiny — B, C, D a y [8]. Zatimco Fox (2009)
rozdéluje hordeiny na D, C, B a A skupinu a tvrdi, ze hordeiny ze skupiny A jsou mozné
trypsin-amylazové inhibitory [3], Gupta et al. (2010) na zakladé elektroforetickych mobilit
a aminokyselinového slozeni rozeznava 5 skupin hordeinti — B, C, D, Z a y. B-hordeiny tvofi
70-80 % hordeinové frakce, C-hordeiny 10-20 %, D-, Z- a y-hordeiny tvofi nanejvys 5 %
celkového obsahu hordeind [9, 10]. Hordeiny skupiny B a y jsou bohaté na siru, skupina C
obsahuje jen malo sirnych komponent [9, 11]. Gluteliny jsou rozpustné v alkalickych
roztocich, tvofi 30-55 % bilkovin. Jejich relativni molekulova hmotnost se pohybuje
v rozmezi 40 000-95000 [1, 2, 7]. Dalsi skupinu bilkovinnych latek tvoii konjugované
bilkoviny — proteidy. Mezi proteidy patii fosfoproteiny, glykoproteiny, lipoproteiny,
chromoproteiny a nukleoproteiny [2].

Zastoupeni enzymu se v riznych castech obilky lisi. Aleuronova vrstva obsahuje predevsim
hydrolazy (endo- a exopeptidazy), transferdzy a oxidoreduktazy, v subaleuronové vrstveé
a endospermu se nachazi prevazné B-amylaza. V zarodku a stitku se vyskytuje velké mnozstvi
enzymu, piedevSim transferdzy a oxidoreduktdzy, které maji vyznamnou roli pii dozravani,

vvvvvv

vvvvv

Z hlediska vitamint je sladovnicky je¢men bohaty predev§im na vitaminy skupiny B. Vitamin
B1 (thiamin) je v jeémeni obsazen v mnozstvi 0,12-0,74 mg/100 g suSiny, vitaminu B2
(riboflavinu) obsahuje sladovnicky je¢men ptiblizné 0,10—0,37 mg/100 g susSiny. Vitaminu B3
(kyseliny nikotinové) obsahuje jeCmen vice, priblizné 8,0-15,0 mg/100 g susSiny. Sladovnicky
jecmen dale obsahuje vitamin B6, vitamin C, vitamin H (biotin), kyselinu listovou a vitamin E
(ve form¢ a-, B-, y-, 6-tokoferoll). Vitaminy C a E piisobi ve sladu a nésledné i pivu jako
antioxidac¢ni ¢inidla udrzujici organoleptickou stabilitu piva [2].

2.1.3 Parametry jakosti sladu

Kvalitativni znaky je¢mene jsou vyrazné ovlivnény lokalitou péstovani, roénikem, ale i trovni
hnojeni a odriiddou. Jelikoz na kvalité jecného zrna a nasledné 1 sladu zavisi kvalita piva, kteréd
by méla byt ze spotiebitelského hlediska v prubchu casu stabilni, urcuji se tzv. ukazatele
sladovnické jakosti. Prvnim zukazatell jakosti je obsah dusikatych latek, ten by se mél
pohybovat v rozmezi 10,2-11,0 %. Vyrazné vyssi, ale i nizs$i obsah dusikatych latek, vede
K nutnym upravam technologie sladovani. Dal§im ukazatelem jakosti sladu je extrakt v susing,
ktery vyjadiuje, kolik procent extraktivnich latek je schopno se uvolnit do sladiny kongresnim
rmutovacim postupem. Optimalni hodnota extraktu v susing€ sladu je 82 %. Relativni extrakt
pii 45°C je pomérem extraktu pfi teplot€¢ 45°C a extraktu pfi kongresnim rmutovani.
Optimalni hodnoty extraktu pii 45 °C jsou dle riznych autort 37-41 %, resp. 40-48 %.
Dosazitelny stupent prokvaseni informuje o obsahu zkvasitelnych latek, jeho optimalni
hodnota se pohybuje vrozmezi 79-82 %. Kolbachovo ¢islo udava stupen rozlusténi
dusikatych latek, tj. pomér dusikatych rozpustnych latek a celkového poctu dusikatych latek.
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Optimalni hodnoty Kolbachova ¢isla jsou v rozmezi 4248 %. Dal$im parametrem urcujicim
kvalitu sladovnického jeCmene je diastatiskd mohutnost, ktera podavéa informaci o aktivité
enzymil, a to predevSim [-amyldz. Diastaticki mohutnost je udéavana v jednotkach
Windische-Kolbacha, optimalni rozmezi je 220-300. Friabilita udava kiehkost sladu pii
protlaceni sitem. Sitem friabilimetru by mélo projit minimalné 75 %, optimaln¢ pak 85 %
moucnatého podilu sladu. Poslednim z ukazateli jakosti je¢mene je obsah [-glukant
ve slading. B-glukany jsou neskrobové polysacharidy wuloZzené v bunéénych sténach
endospermu. Jejich obsah by mél byt maximalné 150 g/1. Pii jejich nedostate¢ném rozstépeni,
tj. obsahu nad 200 g/l, mtze dojit ke zvySeni viskozity piva, coz muze vést ke snizené
efektivité pti filtrovani, scezovani piva nebo ke snizeni varniho vytézku [2, 12].

2.1.4 Druhy sladi

Pro svétla piva typu lezak je vyuzivan predevsim svétly plzensky slad, jehoz znakem je nizka
hodnota barvy kongresni sladiny. Plzenské svétlé slady musi byt dostatecné amylolyticky
aktivni, aby doslo k dokonalému zcukieni rmutd pii vafeni piva. Pro tmava piva jsou
vyuzivany tmavé slady mnichovského typu, které jsou typické vysokou hodnotou barvy
kongresni sladiny, vysS§im obsahem bilkovin, niz$i extraktivnosti a niz§i enzymatickou
aktivitou. Vzhledem kvyssi teplot¢ pii hvozdéni a dotahovani sladu obsahuji slady
mnichovského typu vice produkti Maillardovy reakce. Prechodem mezi slady tmavého
a svétlého typu je slad vidensky, ktery je pouzivan piedevsim k upravé barvy svétlych piv.
Pro vyrobu specidlnich piv ¢i k Gpravé vlastnosti bézného sladu jsou vyuzivany specidlni
slady, které se liSi barvou, enzymovou aktivitou, ale i kyselosti. Mezi specialni slady patii
napf. slad barvici, diastaticky, nakufovany nebo karamelovy [1].

1’ - \ DR D) 2P - s

Obrazek 2: Druhy sladu podle barvy (zleva plzensky, karamelovy, barvici)

2.1.5 Slozky sladu ovliviiujici stabilitu pivni pény

Prvni sladovou bilkovinou, kterda byla spojena s ovlivnénim stability pivni pény, byl
albuminovy protein Z (viz obr. 3 (a)). Jedna se o je¢ny serpin, jehoz molekulova velikost je
pfiblizné 40 kDa, spadé tudiZz do frakce HMW proteinii. V jecném zrnu je ptitomen ve tfech
formach — volné, vdzané a skryté. Béhem kliceni je urcity podil vdzané a skryté formy
pfevedena na formu volnou, ktera je Iépe extrahovatelna do sladiny béhem rmutovéni. Protein
Z je tvofen dvéma izoformami — Z4 a Z7, které jsou caste¢né¢ homologni. Forma Z4 je
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dominantni a ptedstavuje ptiblizn¢ 80 % proteinu. Odhaduje se, ze protein Z reprezentuje 10—
25 % vsech nedialyzovatelnych proteinii v pivu. Ze vSech bilkovin obsazenych v pivu
vykazuje protein Z nejvyssi povrchovou viskozitu a elasticitu. I pies schopnost stabilizace
pivni pény nebyl prokazan vyssi vyskyt tohoto proteinu v pivni péné nez v samotném pivu.
Stabiliza¢ni G¢inky jsou znasobeny pomoci interakci s ostatnimi proteiny. Stabilizace pivni
pény pomoci proteinu Z také zavisi na charakteru sladu — vliv na pénivost piva je mensi u
sladi s nizkym Kolbachovym indexem, u sladt s vys$sim Kolbachovym indexem je vliv vétsi
[6, 8].

Na zvySeni stability pivni pény se podili i bilkoviny, které jsou schopny vazat lipidy
a inhibovat tak jejich destabiliza¢ni vliv. Jednd se o proteiny s molekulovou hmotnosti
piiblizné 13 kDa, které¢ jsou vazany na bunécnych membranach. Jedny z téchto malo zndmych
proteint jsou je¢né hordeoindoliny a pSeni¢né puroindoliny, které vykazuji pomé&rné vysokou
hydrofobicitu, jez by mohla souviset s pozitivnim plisobenim na stabilitu pivni pény. VéEtSina
z téchto proteinti béhem rmutovani podléha aktivité proteolytickych enzymt, do vysledného
piva se dostavaji pouze jako nizkomolekularni $tépné produkty a stabilitu pivni pény ovliviiuji
zanedbatelné [6, 8].

K proteinim schopnym vazat lipidy se fadi i tzv. pifenaSece lipidi — proteiny LTP1 a LTP2
(viz obr. 3 (b, c)). Jedna se o hydrofobni bilkoviny LMW frakce s molekulovou velikosti asi
9,7 kDa nachazejici se v aleuronové vrstvé je¢ného zrna. Tvoii az 1 % celkovych proteint
sladu. Protein LTP1 je schopen inhibovat sladové cysteinové endoproteazy. Se stabilitou pivni
pény je spojovan spiSe protein LTPI, ktery se koncentruje v pivni pé€né€, protein LTP2
doposud nebyl v pivu nalezen ve vyznamnych koncentracich. Béhem varu je LTP1
ireverzibilné denaturovan, ¢imz dochazi k tvorbé jeho modifikovanych forem o stejné
sekvenci aminokyselin, ale s pfevazné lepsim vlivem na stabilitu pivni pény. Modifikované
formy LTP1 se lisi strukturou a molekulovou hmotnosti, ktera se pohybuje v rozsahu 9,6-9,9
kDa [8]. LTP1 dle nékterych autort souvisi spiSe s mnozstvim vygenerované pény nez pfimo
S jeji stabilitou, ve spojeni s HMW frakci proteint ¢i s izolovanou frakci hordein-glutelinovou
vykazuje dobré schopnosti pénu generovat i stabilizovat [6, 8]. Dle nékterych autord muze
naopak zvySend uroven denaturace proteinu LTP1 varem snizit jeho schopnost vazat lipidy,
a tim omezit i jeho schopnosti ovlivnit stabilitu pivni pény [13].

(b)

(a)
(c)

Obrazek 3: (a) Struktura proteinu Z, (b) LTP1, (c) LTP2 [14]
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Hordeiny tvoii nékolik skupin rozdilnych proteinti, které mohou odliSn€¢ interagovat
S protedzami, proto je obtizné urcit jejich ptesnou ulohu pfi stabilizaci pivni pény. Jednim
Z hordeint, ktery by potencidlné mohl podporovat stabilitu pivni pény, je bilkovinny fragment
o velikosti 23 kDa, ktery vykazuje dobré povrchové aktivni vlastnosti a jeho koncentrace je
2,7 krat vy$si v pivni péné nez v pivu. Casteénd homologni k nému je protein o velikosti
17 kDa e-1-hordein, ktery je velmi bohaty na glutamin a stejné jako piedchozi fragment
vysoce koncentrovany v pivni péné. Ne&ktefi autofi uvadi, ze tento protein v kombinaci
s LTP1 signifikantn¢ koreluje se stabilitou pivni pény u mén¢ nasycenych piv [8].

Mimo jiné jsou ve sladu obsazeny i latky nebilkovinné povahy, které jsou schopny kladné
ovlivnit stabilitu pivni pény. Témito latkami jsou vysokomolekularni neskrobové
polysacharidy, naptiklad B-glukan a arabinoxylan, rizné pentozany a melanoidiny. Efekt
zvySeni stability pivni pény pomoci téchto latek ale souvisi s vyssi viskozitou piva, kterd je
kladné spjata s redukei rychlosti vysychani pivni pény. Nekteré z téchto sacharidil jsou taktéz
schopny tvorby kiizovych vazeb s proteiny [8].

Slozky je¢mene, které ovliviiuji stabilitu pivni pény negativng, jsou lipidy, které urychluji
proces koalescence. Obecné plati, Ze méné€ negativni vliv vykazuji mastné kyseliny s délkou
fetézce C6—C10, se zvySujici se délkou fetézce dochazi k vétsi destabilizaci pivni pény.
Taktéz plati, ze stabilita pivni pény je vice negativné ovlivnéna nasycenymi mastnymi
kyselinami nez nenasycenymi mastnymi kyselinami [8, 13].

2.1.6 Voda

Voda tvoti vice nez 90 % piva. Jeji kvalita a slozeni tedy velkou mirou ovliviiuje vyslednou
kvalitu piva. Voda pouzivand v pivovarstvi musi odpovidat standardiim pitné vody (Vyhlaska
70/2018 Sb.), musi byt ¢ista a prosta bakterii a nebezpe¢nych latek [1, 15, 18].

Voda pouzivana v pivovarnictvi se déli do tii kategorii. Varni voda je zakladni surovinou
pro vafeni piva, musi vyhovovat parametrim pro pitnou vodu, musi byt zdravotné
a hygienicky nezavadna. V piipadé, ze pivovar vyuziva technologii vafeni piva z vysoce
koncentrovanych mladin, slouzi taktéz jako voda na fedéni. Servisni voda je vyuzivana k myti
a sterilaci, napt. u CIP (clean in place) stanic. Provozni voda je urcena pro jednotliva zatizeni
V pivovaru, vyuziva se ke chlazeni, pro pfipravu mycich roztoktli, pasteraci a pro parni
generatory [1, 19].

Podle zdroje se vody dé€li na spodni a povrchové. Spodni vody maji ptivod ve studnich,
pramenech a vrtech, povrchova pochazi z fek, jezer a prehrad. Povrchova voda je obvykle
vice nachylna K sezénnim vykyvim, obsahuje vys$i koncentrace suspendovanych latek,
anorganickych, organickych a mikrobialnich kontaminantt. Kvalita spodni vody je sezénnimi
vykyvy ovlivnéna méné a jeji mikrobiologicka kvalita obvykle byva dobra. Chemické slozeni
spodni vody zalezi na lokalité [1, 18].

vvvvvv

hotecnaté, manganaté, hlinité, zeleznaté a Zelezité. Z aniontd predevsim chloridy, uhli¢itany,
hydrogenuhlicitany, sirany, dusitany a dusi¢nany, fosfore¢nany a kiemicitany. Nejvétsi podil
ve vodach tvofi soli vapniku a hot¢iku [1].

Pro charakterizaci vody z hlediska obsahu vapenatych, barnatych a hofe¢natych iontd byl
vyuzivan pojem tvrdost vody. Tvrdost vody miiZze byt karbonatova, diive oznaCovana jako
pfechodna, kterd odpovida obsahu hydrogenuhli¢itanti vapniku a hoi¢iku. Pfi chmelovaru je
Z kovovych hydrogenuhli¢itant odStépen oxid uhlicity na vice ¢i méné rozpustné uhliCitany.
Nekarbonatova (nestald) tvrdost vody je tvofena piedev§im hofe¢natymi a vapenatymi solemi
kyseliny chlorovodikové, dusi¢né a sirové, jez se varem neméni [1].
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Tabulka 1: Rozdéleni vody podle jeji celkové tvrdosti [1]

Druh vody mmol/l Némecky stupenn °D
Mekka voda <1,3 <7
Stfedné tvrda voda 1,3-3,5 7-14
Tvrda voda 2,5-3,8 14-21,3
Velmi tvrda voda >3,8 >21,3

V pivovarstvi je rozliSovano n¢kolik druhti vod v zavislosti na jejim slozeni. Plzenska voda je
vhodna pro spodné¢ kvasend a siln¢ chmelend piva, obsahuje pouze malé mnoZstvi
anorganickych latek a z hlediska tvrdosti se jedna o mékkou vodu. Mnichovské voda obsahuje
vice uhli¢itand a vapniku, ale relativné malé¢ mnozstvi siranti a chloridd, jedna se o stfedni az
tvrdou vodu. Dortmundska voda je podle chemické slozeni povazovana za velmi tvrdou vodu
S prevazujici nekarbonatovou tvrdosti. Pro polotmava piva je vhodna voda videniska, u které
pievazuje tvrdost karbonatova. Velmi tvrda voda Burton on Trent je vhodna pfedevSim pro
piva typu Ale, ktera jsou svrchné kvasend a vysoce chmelena. Jedna se o vodu s vysokym
obsahem siranti, ktery miize byt ovlivnén tzv. burtonizaci, coz je uprava obsahu sirant
pomoci ptidavku siranu véapenatého. Dale rozliSujeme vodu dublinskou a kodanskou s vyssi
karbonatovou tvrdosti [1, 18].

Béhem rmutovani a chmelovaru je do mladiny extrahovano velké mnozstvi latek z pouzitych
surovin, které interaguji se slozkami varni vody, varni voda tedy ovliviiuje vSechny procesy
béhem vateni piva [2].

Vépenaté ionty maji v pivovarstvi vyznamnou ulohu v riznych fazich vyroby piva. Ve vodé
se mohou vyskytovat v mnozstvi az 200 mg/l. Vapenaté ionty ovliviiuji pH roztoku sladiny
a mladiny, reaguji s uhlicitany a fosfore¢nany, které se uvoliuji ze sladu. Vapenaté ionty jsou
dalezité¢ také pro vysrazeni oxalati. Tato reakce probihd i v hotovém pivu skladovaném
za nizkych teplot. Vapnik se Stavelany reaguje za vzniku malo rozpustného Stavelanu
vapenatého, ktery je pii¢inou piepénovani piva (tzv. gushing). Vapnik taktéz zabraiuje
piedcasné inaktivaci amylolytickych enzymt, ¢imz dopoméha ke Stépeni Skrobu. Pridavky
uhli¢itanu nebo chloridu vépenatého utlumuji vyluhovani barevnych latek, polyfenola
a kyseliny kiemicité ve fazi vyslazovani a zaroven tlumi pfibarvovani rmutd, ¢imz je snizeno
nadmérné pribarvovani mladiny. Vépenaté ionty taktéz kladné ovliviiuji flokulaci kvasnic
a koagulaci bilkovin [1, 2, 18].

VEtsi ¢ast hotecnatych iontil prechdzi do mladiny a piva ze sladu, z varni vody pochazi jen asi
tietina celkového mnozstvi. Funkce hofec¢natych kationtli je podobna tém vapenatym —
upravuje pH ve sladin€ a mlading. JelikoZ jsou jeho soli vice rozpustné, hodnotu pH ovliviuji
méné. Hoicik je taktéz kofaktorem a stimulantem nékterych enzymu ucastnicich se kvaSeni
[1, 2].

Zeleznaté a Zelezité ionty se v pfirodnich vodach vyskytuji v pomérné malych koncentracich.
Pokud je ve varni vod¢ zelezo ve vyss§i koncentraci nez 0,2 mg/l, dojde ke zhorSeni kvality
sladu, coz se projevi jeho ztmavnutim a taktéZ dojde ke zpomaleni zcukfovani rmutl, které
rovnéZz vede k pfibarvovani rmutl, mladiny a pivni pény. VyS$§i obsah Zeleza je pfiinou
snizeni plnosti chuti piva a ovliviluje jeho hotkost. V malych mnozstvich vykazuje Zelezo
pozitivni vliv na syntézu enzymii dychaciho fetézce béhem fermentace mladiny kvasinkami.
Vys§i koncentrace nez 0,1 mg/l jsou pfi¢inou degenerace kvasnic. Zeleznaté ionty se podili
na vzniku nebiologickych zakalt. Velka ¢ast Zeleznatych ionti je odstranéna spolec¢né s kaly
a mlatem, ale jejich mnozZstvi ve varni vodé je i tak nutno regulovat. Podobné negativni
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ucinky jako Zeleznaté ionty vykazuji i ionty médnaté, které jsou navic vice toxické
pro kvasinky [1, 2].

Sodné a draselné ionty se v prirodnich vodach vyskytuji pfevazné v mnozstvich, ktera nejsou
Skodliva. Do piva se dostavaji pfevazné ze sladu. Uhlicitan a hydrogenuhlicitan sodny mohou
nepfiznivé zvysit pH rmutd a mladin. Sodik rovnéz ovlivituje transport drasliku
v metabolismu kvasinek. Draslik je taktéz schopen inhibice sladovych enzymi a je dilezitym
prvkem z hlediska kvaseni [1, 2].

Manganaté a zineCnaté ionty maji velky vyznam pii kvaseni. Manganaté ionty pusobi jako
kofaktory enzymd, jsou dilezité pro mnozeni a latkovou vymeénu kvasinek. Ve vysokych
koncentracich puasobi stejné negativné jako ionty Zeleznaté. Zine¢naté ionty podporuji rist
kvasnic a kladné ovliviiuji kvaSeni, pii vysokych koncentracich jsou pro kvasni¢né bunky
rovnéz toxické, a navic negativné ovliviuji fyzikalné-chemickou stabilitu piva [1].

Jako rezidua herbicidli se do piva mohou dostdvat ionty hlinité, cinaté a olovnaté, které
negativné ovliviiuji jak zivotaschopnost kvasnic, tak fyzikalné-chemickou a senzorickou
stabilitu piva [1].

Anionty chloru kladné ovliviiuji G¢inek amylaz. Rovnéz jsou schopny inhibice flokulace
kvasinek. V niz§ich koncentracich mohou =zvySit plnost chuti piva, v koncentracich
nad 400 mg/1 uz jejich ptitomnost zptisobuje chut’ drsnou a slanou [1].

Dusitanové ionty poukazuji na mikrobidlni kontaminaci a taktéz na rozklad bilkovin, jejich
pritomnost ve varni vod¢ je nepifizniva, maximalni piipustnd koncentrace v pitné vodé je
0,1 mg/l. Koncentrace dusi¢nanti je ve spodnich vodach ovlivnéna piedev§im intenzivni
zemedelskou Cinnosti. Jejich negativni ucinky se projevuji az po redukci na dusitany, které
jsou pro pivovarské kvasinky toxické [1, 2].

2.1.7 Pivovarské kvasinky

Pivovarské kvasinky Saccharomyces cerevisiae jsou eukaryotni heterotrofni organismy z fise
hub nalezici do tfidy Ascomycetes, které jsou od ostatnich eukaryot odliSeny pevnou
bunécnou sténou. Jelikoz nejsou v soucasné dobé kvasinky pivovarské odliSeny od kvasinek
divokych, existuje vice vyuzivanych taxonomickych variant [2, 20].

Velikost a tvar pivovarské kvasinky Saccharomyces cerevisiae je dan piedevsim zpusobem
kultivace, ale 1 vn€j$imi podminkami, napt. slozenim zivného média a povrchovym napétim.
Zékladni tvar bunky je mirn€ elipticky az kulaty, pfiblizn¢ 6—10 um dlouhy a 5—8 um Siroky
[1, 20].

Chemické slozeni kvasni¢né bunky se kromé fyziologického stavu odviji od stafi kultury
a kultivac¢nich podminek. Voda tvofi asi 65-80 % protoplasmy, asi tfi Ctvrtiny tvofi voda
intracelularni, zbytek tvofi voda volna a hydratacni. SuSina bunék je zpravidla tvofena z 45—
60 % dusikatych latek, 15-37 % cukr, 6-12 % mineralnich latek a 2-12 % lipida [1].
Dle Briggse (2004) je susina kvasni¢né butiky tvotrena z 40-45 % proteiny, z 30-35 % cukry,
lipidy tvoii pfiblizné 4-5 % [21]. Velkou cast lipidua tvoii slozené tuky, jako glyko-
a fosfolipidy. Mezi sacharidy patii glukan, manan a v malém mnozstvi chitin, které jsou
slozkou bunétné stény, a glykogen, ktery se nachazi uvnitt buiiky jako zasobni polysacharid
[1, 20]. Historicky byla vyroba piva z divodu chlazeni spojena predevsim s kvasinkami
svrchnimi. Svrchni pivovarské kvasinky Saccharomyces cesevisiae jsou pouzivany pro
vyrobu piva typu ale, porter a stout, pro ktera je typické teplotni rozmezi 18-22 °C. Spodni
pivovarské kvasinky Saccharomyces cerevisiae carlbergensis nebo uvarum jsou vyuzivany
pro vyrobu piva typu lezdk pii optimalni teplot¢ 7—15 °C. Spodni a svrchni pivovarské
kvasinky se dale liSi v tvorbé senzoricky aktivnich latek a schopnosti zkvasSovat rafinosu,
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kterou spodni pivovarské kvasinky zkvasuji Upln€¢ — Stépi ji na fruktosu a melibiosu,
svrchnimi kvasinkami je §tépena jen asi z jedné tietiny. Dal$im rozdilem je slozeni bunéénych
stén a sedimentace béhem kvaseni. Spodni pivovarské kvasinky sedimentuji na dn¢ kvasnych
nadob, svrchni jsou nadnaseny vznikajicim CO2 do kvasni¢né deky [1, 2, 21].

2.1.8 Metabolismus kvasinek

Jelikoz jsou kvasinky rodu Saccharomyces fakultativné anaerobni, vyskytuji se u nich dva
zpusoby vyuziti cukrl v zavislosti na ptistupu kysliku. Energeticky vyhodnéj$im zptsobem je
aerobni dychani (respirace), energeticky méné vyhodnym zptsobem je alkoholové kvaSeni
(fermentace). Regulacnim mechanismem zavislym na koncentraci glukosy je Crabtree efekt.
Pokud je v médiu koncentrace glukézy vysoka, dochazi k inhibici respirace i v ptipad¢, ze je
dostatek kysliku. V aerobnim prostiedi se u kvasinek mtze vyskytovat tzv. Pasteuriv efekt,
ktery vede ke zpomaleni glykolyzy, tzn. Ze pyruvat vznikajici glykolyzou je spotifebovan
v Krebsoveé cyklu, ¢imz je potlacena fermentace. Na fermentujici kvasinky ptisobi Pasteurtiv
efekt odlisné — v pripadé, ze kvasinka Saccharomyces cerevisiae roste v médiu s dostatkem
glukozy a dusiku, fermentace neni v exponencidlni fazi inhibovana. V exponencialni fazi
vyuziva kvasinka S. cerevisiae aerobni respiraci v piiblizné¢ 3-20 %, a pokud dojde
k vyCerpani zdroje dusiku a pfechodu bun¢k do stacionarni faze, dochazi ke zvyseni vyuziti
aerobniho dychani od 25-100 % a zaroven k potlaceni fermentace [20, 22].
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Hlavnimi metabolickymi produkty kvasinek jsou ethanol a oxid uhlicity, které vznikaji
pti katabolismu cukrti. Cast pyruvatu, ktery vznika v pribshu glykolyzy, je dekarboxylovan
enzymem pyruvatdekarboxyldzou na acetaldehyd. Acetaldehyd je nasledné redukovéan
na ethanol alkoholdehydrogenazou [21]. Elektrony uvolnéné béhem tohoto procesu jsou
pfijimany ostatnimi organickymi slou¢eninami [22]. Pivovarské kvasinky jsou pfi vaieni piva
vystavovany ethanolu o koncentraci 3—6 %, Vv ptipad¢ vatfeni piva metodou high gravity
brewing (vafeni piva o vyS$$i stupfiovitosti) mohou byt vystaveny az 10% koncentraci
ethanolu [21]. Vystaveni kvasinek nadmérnému mnozstvi ethanolu vede k negativnim
zmé&nam metabolismu, inhibici bunécného ristu a piipadné i k bunééné smrti [21, 22].
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Obrazek 5: Schéma ethanolového kvaseni [17]

2.1.9 Senzoricky aktivni latky vznikajici béhem fermentace

Béhem fermentace je kromé& ethanolu a oxidu uhli¢it¢ho produkovéano kvasinkami mnoZzstvi
dalSich senzoricky aktivnich latek. Patfi mezi né vyssi alifatické a aromatické alkoholy,
karbonylové slouceniny, organické kyseliny, estery, vicinalni diketony, monoterpenoidy
a sirné slouceniny [1, 21].

Vyssi alkoholy vznikaji jako vedlejsi produkty syntézy a katabolismu aminokyselin. Nejvetsi
podil vyssich alkoholu v pivu tvoii 2-methylbutanol a 3- methylbutanol, dal§imi vyznamnymi
vy$8imi alkoholy v pivu jsou n-propanol, isoamylalkohol a isobutanol. Z heterocyklickych
alkoholli se v pivu vyskytuji napiiklad tryptofol, 2-fenylethanol a tyrosol. Vyssi alkoholy
se Vv pivu vyskytuji v koncentracich 100-200 mg/l, pti vysSich koncentracich ziskava pivo
silnou Stiplavou chut. Vyssi alkoholy vznikaji tzv. Ehrlichovou drahou, ktera spociva
V transaminaci aminokyseliny na a-ketokyselinu, ktera je nasledné dekarboxylovana na
aldehyd, a potom redukovana na alkohol [1, 21, 22].

Dalsi vyznamnou skupinou latek ovliviujicich senzorické vlastnosti piva jsou estery, které
maji 1 pfes svou nizkou koncentraci vyznamny vliv na aroma vysledného piva. Estery
se v pivu vyskytuji v koncentraci 20-100 mg/l a jejich mnozstvi vzrusta se zvySujici
se koncentraci puvodniho extraktu a obsahem zkvasitelnych sacharidt [1, 22]. Kvasinky jsou
schopny vytvafet dva typy esteri — estery mastnych kyselin a estery kyseliny octové
s ethanolem. Estery ethanolu nebo vysSich alkoholii s mastnymi kyselinami vznikaji ¢innosti
acyl-CoA syntetazy a alkoholacyltransferazy. Na vzniku druhé skupiny esterd se podili
alkoholacetyltransferaza. VétSina acetyl-CoA nutnd pro vznik estert kyseliny octové
a alkoholii vznika pti oxidativni dekarboxylaci pyruvatu [18, 19]. Estery vznikaji pfevazné
Vv prvni fazi kvaSeni kondenzaci alkohold a organickych kyselin. V pivu bylo nalezeno vice
nez 100 estert se specifickym aroma. Mezi vyznamné estery patii hexylacetat, isoamylacetat,
2-fenylethylacetat, ethylhexanoat. Pfiblizn€ tfetinu celkového mnozstvi esterd tvofi
ethylacetat, ktery se v pivu leZzackého typu vyskytuje v mnozstvi 8-12 mg/l [22].

Latky obsahujici siru se do piva dostavaji ptimo z mladiny v nezménéném stavu nebo ¢innosti
kvasinek. Oxid sifi¢ity je vedlejSim produktem kvasinek pifi syntéze aminokyselin, které
obsahuji siru nebo redukci siranu obsaZenych v mlading€. Sulfan udéluje pivu nepiijemnou
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pachut’, ktera je patrna uz pii jeho nizkych koncentracich, pivnimi kvasinkami je produkovan
zejména pii biosyntéze methioninu a cysteinu. Sulfan miize s nékterymi aldehydy, alkoholy
a ketony reagovat za vzniku thiold. Ze sirnych slou¢enin se v pivu mize dale vyskytovat
dimethylsulfid a dimethylsulfoxid [1, 22].

Karbonylové latky jsou v pivu oObsazeny vrozmezi 10-50 mg/l. Nejvice zastoupenym
aldehydem v pivu je acetaldehyd vznikajici z pyruvatu pomoci pyruvatdekarboxylazy.
Acetaldehyd se v mladiné vyskytuje v nejvyssi mife na pocatku fermentace, nasledné je
vyuzivan kvasinkami. Prahova koncentrace acetaldehydu v pivu je 10-20 mg/l, pti vyssich
koncentracich zplsobuje nepfijemné aroma. Vicinalni diketon diacetyl udéluje pivu
nezadouci aroma Cerstvého masla jiz pfi nizkych koncentracich (0,1-0,2 mg/l). Diacetyl je
pro pivni kvasinky vysoce toxicky a byva jimi odbouravan [1, 22].

V priibéhu fermentace vznikaji 1 organické kyseliny. Mezi vznikajici netékavé organické
kyseliny patii kyselina mlééna, jableéna, pyrohroznova a citronova. Z tékavych organickych
kyselin s niz§im poc¢tem atomd uhliku je aZz z 99 % zastoupena kyselina octova, coz odpovida
asi 200 mg/l, nasleduje kyselina maselna, izomaselna, propionova a hexanova. Vzhledem
ke zvySujicimu se mnozstvi organickych kyselin a poklesu aminokyselin se v pribéhu
fermentace zvySuje acidita mladiny. VyS$§i mnozstvi volného aminodusiku v mlading vede
ke stimulaci ristu kvasni¢nych bunék a k uvolnovani organickych kyselin. Hodnotou pH je
taktéz ovlivnéna tvorba dalSich senzoricky vyznamnych latek, jako jsou estery, diacetyl
a dimethylsulfid [1, 22].

2.1.10 Chmel

Chmel je nenahraditelnou surovinou pii vyrob¢ piva, dodavajici mu typickou hotkost a aroma
[1]. Z botanického hlediska se jedna o rostlinu z ¢eledi konopovitych, ktera je rozdélena na tii
samostatné druhy — chmel otac¢ivy (Humulus lupulus), chmel japonsky (Humulus japonicus) a
chmel oplétavy (Humulus scandens), néktefi autofi uvadéji dal$i samostatny druh Humulus
yunnanensis [1, 21].

Pro pivovarské tcely se péstuji piedev§im samici rostliny chmelu evropského, poddruhu
chmelu otaéivého, samci rostliny jsou vyuzivany pro Slechténi novych odrud [2, 20]. Podle
zbarveni révy se rozliSuji rostliny na subvariety Cervenaky, které jsou zbarveny cervené
az fialové, jejichz pigmentaci ovliviiuji anthokyany, a zelendky, u kterych tato pigmentace
chybi [1].

Zéklad rostliny tvofi zdfevnatéla babka, ze které vyrtstaji hlavni ktilovité kofeny do hloubky
az Sesti metrii a postranni koteny, které se nachdzeji jen mirné pod povrchem. Z babky taktéz
kazdé vegetacni obdobi vyriustd samotna réva, ktera se pii dosazeni vysky 50 cm vine
pravoto€ivé podle vodiciho dratu do vySky sedmi az osmi metrd. Z révy vyrlstaji tzv.
pazochy, coz jsou postranni vétévky, u jejichZ paty rostou kvétonosné vétévky se sami¢im
kvétenstvim. V prub¢hu zrani je kvétenstvi pfeménéno na plody — hlavky vejéitého tvaru,
které obsahuji chmelové pryskyfice a silice a jsou nasledné sklizeny pro pivovarské ucely
[1, 2].

Z hlediska péstovani je chmel naroény na svétlo, teplotu, ptidni podminky a vzhledem
Kk rychlému prirGstku zelené hmoty i na vlhkost. Pro péstovani chmelu jsou vhodné oblasti
S prumérnou ro¢ni teplotou 8-10 °C s vyskytem jilovito-hlinitych pid o pH 5,6-7,5
s dostatkem fosforu, drasliku, dusiku, hoi¢aku a vapniku [1, 2]. V Ceské republice se nachéazi
tfi povolené péstitelské oblasti — Zatecko, Ustécko a Triicko. Nejvétsim svétovym
producentem chmelu je Némecko, nasleduji Spojené staty americké, Anglie, Polsko,
Slovinsko a Australie. V Evropé jsou péstovany predevsim cervenaky, v Anglii, USA
a Australii zelenaky [1].

18



Odrudy chmelu se od sebe 1i8i obsahem chmelovych pryskyfic (pfedevsim o- a B-hotkych
kyselin) a silic (farnesen, karyofylen, myrcen). Na zaklad¢ pivovarskych vlastnosti, obsahu
chmelovych pryskyfic a silic a genetické ptibuznosti jsou v soucasné dobé odridy chmelu
rozdeleny do Ctyt skupin:
e Jemné aromatické odridy obsahuji ptiblizné¢ 3,5-4,0 % hm. oa-hotkych kyselin
v susing, z cehoz az 25-30 % tvori kohumulon. Farnesen je v silicich obsazen
Vv rozmezi 10-15 %, u Zateckého poloraného Gervenidku tvoii az 18 % celkového
obsahu silic. Do skupiny patii chmel Tettnang, Spalt a Lublin [1, 2].

e Aromatické odridy obsahuji 3,5-6,5 % a-hoikych kyselin s 20-40% obsahem
kohumulonu, podil farnesenu je obvykle niz$i a tvoii piiblizné 5 %. Aromatické

odridy chmelu jsou Hersbrucker, Hallertauer, Golding, Perle a Ceskd odriida Sladek
[1, 2].

e Hotké chmely obsahuji asi 8 % a-hotkych kyselin s 30% podilem kohumulonu.
Farnesen tvoii asi 2 % silic. Nékteré z chmela této skupiny jsou zdrojem ptiznivého
aroma, a proto jsou oznacovany jako poloaromatické nebo dvouucelové. Do skupiny
hotkych chmelii spadaji Ceské odriidy Bor a Premiant a anglicky chmel Northern
Brewer [1, 2].

e Vysokoobsazné odrady chmelu jsou pfevdzné hybridni rostliny s az 15% obsahem
a-hotkych kyselin s mén€ vyraznym aroma, které jsou zpracovavany pievazné
na chmelové extrakty. Do této skupiny chmelt patii odrady Nugget, Taurus
a Columbus [1, 2].

Chmel obsahuje fadu technologicky vyznamnych, ale i balastnich a nezadoucich latek. Obsah
téchto latek se odviji od odrady, roc¢niku, mista péstovani a poskliziiovych tupravach.
Nejvyznamnéjsi technologickou slozku tvoii polyfenoly, silice, a piedevs§im chmelové
pryskyfice [1, 2].

Tabulka 2: Chemické slozeni chmelu [1, 2, 25]

Slozka Obsah [% hm.]
Voda 8-12
Celkové pryskyfice 15-20
a-hotké kyseliny 2-12
B-hoiké kyseliny 2-10
Fenolické latky 26
Silice 0,2-2,5
Vosky a lipidy 1-3
Dusikaté latky 12-15
Celul6za 40-50
Monosacharidy 2
Mineralni latky 6-8
Popel 8

Po poskliziiovych Upravach obsahuje chmel pfiblizn€ 10 % vody. Pokud chmel obsahuje
mén¢ nez 10 % vody, dochazi k jeho droleni a ke ztratam technologicky vyznamnych latek,
pfedev§im téch hotkych. Pokud chmel obsahuje vice nez 12 % vody, snadno podléha
mikrobialni kontaminaci a oxidaénim zménam [1].
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az 30 % hmotnosti chmelovych vyrobkt [1]. Jedna se o derivaty floroglucinolu, déli se
do dvou skupin — a-hoiké kyseliny a B-hoiké kyseliny, které se vzajemné lisi pfitomnosti
prenylové skupiny [24]. Chmelové pryskyfice odpovidaji za intenzitu a charakter hoikosti
piva. Chmelové pryskyfice se déli na mekké chmelové pryskyftice, do kterych spadaji a-hoiké
kyseliny a B-hotké kyseliny, dale na nespecifické mekké a tvrdé pryskytice. Vétsinou se jedna
o chemicky velmi podobné latky, které jsou nepolarni a lehce podléhaji oxida¢nim zméndm
[1].

Chmelové a-hotké kyseliny jsou slabé kyseliny, které jsou pomérné malo rozpustné ve vode
a vodnych roztocich. Hotké o-hoiké kyseliny tvoii smés sedmi analogti humulonu [1].
Majoritni podil a-hotkych kyselin je tvofen humulonem (35-70 % celkovych a-hoikych
kyselin), ptiblizné 20—65 % tvoti kohumulon a 10-15 % adhumulon (viz obr. 3). Chmelové a-
horké kyseliny jsou hlavnimi latkami, které ovliviuji kvalitu chmelu, maji vyznamny podil na
stabilizaci pivni pény a taktéz vykazuji antimikrobidlni aktivitu. Pti vy$§im pH a vysokeé
teploté izomeruji a-hotké kyseliny na odpovidajici iso-a-hotké kyseliny, které stejné jako a-
hotké kyseliny ovliviiuji vysledny charakter hotkosti piva, stabilitu jeho pény
a antimikrobialni vlastnosti [20]. Izomerované a-hoiké kyseliny odpovidaji asi za 85 %
hotkosti piva. Pfi chmelovaru vznikaji dvé formy iso-a-hotkych kyselin, z toho pfiblizné 68
% téchto kyselin bude ve stabilnéjsi cis-formé, 32 % ve formé trans- [1].

Méné pivovarsky vyznamnou slozku chmelovych pryskyfic tvofi B-hoiké kyseliny [2].
Majoritni slozkou B-hotkych chmelovych kyselin je lupulon, ktery tvoti 30-55 % celkového
mnozstvi [24]. Kolupulon tvoii piiblizné 20-55 %, adlupulon 5-10 %, minoritni podil
B-hotkych chmelovych kyselin tvofi prelupulon a postlupulon [1, 24, 26]. Prvni tii
nejzastoupenéjsi analogy B-hoikych kyselin jsou na obr. 3. Chmelové B-hotké kyseliny maji
oproti a-hotkym kyselindm v molekule vétsi pocet postrannich hydrofobnich fetézcii, které
snizuji jejich rozpustnost. Oproti a-hoifkym kyselinam vykazuji nizsi stabilitu v pfitomnosti
kysliku [1]. Jelikoz jsou B-hoifké kyseliny strukturné odlisné od a-hotkych kyselin —
neobsahuji terciarni alkoholovou skupinu v aromatickém jadru — nedochazi pti chmelovaru
k jejich izomeraci. Nejvyznamnéjsi transformaéni produkty B-hoikych kyselin jsou hulupony,
které dosahuji 50-75 % hotkosti izomerovanych a-hotkych kyselin. Pfi chmelovaru vznikaji
hulupony velmi omezené, vznikaji piedev§im pii skladovani a poskliziiovych Upravach
chmelu. Jejich obsah ve chmelu se pohybuje v rozmezi 0,5-3 %. Charakter hotkosti u piva
chmeleného B-hotkymi kyselinami a jejich oxida¢nimi produkty je popisovéana jako piijemny
a rychle doznivajici [27].
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Obrazek 6: Strukturni vzorce nejzastoupenéjSich a- a p-hotkych kyselin chmele [24]

Chmelové silice tvofi zhruba 0,5-3 % hm. chmelu. Jedna se pievazné o terpenické latky, které
se dé¢li na frakei uhlovodikovou, kyslikatou a frakei sirnych slouc¢enin. Chmelové silice jsou
smési chemicky rozlisSnych latek, jejichz zastoupeni v chmelu zavisi na podminkach
péstovani, odrudg, sklizni a poskliziiovych tpravach [1, 2].

Uhlovodikova frakce tvoti 70—80 % chmelovych silic. Do uhlovodikové frakce chmelovych
silic se ftadi alifatické uhlovodiky, monoterpeny (myrcen, a- a [-pinen, limonen),
seskviterpeny (B-farnesen, B-karyofylen). Obsah téchto latek v chmelu je dan geneticky.
Béhem chmelovaru velka cast uhlovodikové frakce chmelovych silic vytéka, a proto
do vysledného vyrobku piechazi nepatrné [1, 2, 29]. Zhruba tietina chmelovych silic je
tvofena kyslikatou frakci. SloZeni kyslikové frakce je siln¢ zavislé na poskliziovych Gpravach
a skladovani chmelu, jelikoz vznikd prevazné oxida¢nimi pfeménami frakce uhlovodikové.
Do kyslikaté frakce patii smés terpenovych, seskviterpenovych, alifatickych a aromatickych
alkohold, kyselin, esterli a riznych karbonylovych slouc¢enin. Slozky kyslikaté frakce jsou
V porovnani s frakci uhlovodikovou vice rozpustné, a proto s nékterymi kvasnymi metabolity
tvofi aroma piva [1, 2].

Sirné slouceniny tvofi jen asi 0,1 % chmelovych silic. Vé&tsinou se jednd o latky s nizkym
prahovym vnimanim, které ovliviiuji aroma piva spiSe negativné [1]. Mnozstvi sirnych
sloucenin, které chmel obsahuje, je ovlivnén pfedevS§im oSetfovanim chmelnic pomoci
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pesticidii. Mezi sirné slouceniny obsazené v chmelu patii napft. thioly, sulfidy a thioestery
[30].

Skupina fenolickych latek chmelu je tvofena smési flavonovych glykosidi, anthokyanogent,
katechinti a fenolovych kyselin. Chmelovych polyfenolt je v pivu pfiblizné 20-30 %, zbylé
mnozstvi tvofi polyfenoly sladové. Obsah chmelovych polyfenolii je dan pfedevsim odriidou.
Jemné aromatické odridy chmell obsahuji vy$$i mnozstvi polyfenold nez odridy s vysokym
obsahem hotkych kyselin. Jelikoz maji chmelové polyfenoly redukéni vlastnosti, jsou
schopny zabranit oxidaci chmelovych pryskyfic. Jedna se o ve vod¢ dobte rozpustné latky
s vysokou reaktivitou s bilkovinami, se kterymi reaguji za vzniku tfislo-bilkovinnych
komplexti. Vzhledem ke svym antioxidaénim schopnostem se podileji na zabranéni tvorby
nebiologickych zakala. Pokud polyfenoly podlehnou oxida¢nim nebo kondenzaénim zménam,
mohou tvorbu nebiologickych zakalt naopak podporovat [1, 2].

2.1.11 Slozky chmelu ovliviiujici stabilitu pivni pény

Kromé¢ dodéani typické chuti a hofkosti jsou hotké chmelové kyseliny dualezité i pro tvorbu
a stabilizaci pivni pény, na které se podili spole¢né s bilkovinami. Stejné jako u bilkovin plati,
7e vy$$i schopnost tvorby a stabilizace pivni pény maji chmelové kyseliny, které jsou vice
hydrofobni. DalSim faktorem, ktery u chmelovych kyselin ovlivituje schopnost stabilizace
pivni pény, je stupen jejich modifikace hydrogenaci. Pokud je hotka chmelova kyselina
hydrogenovana, dochazi k redukci karbonylové skupiny nebo k hydrogenaci dvojnych vazeb
na postrannich fetézcich, ¢imZ dochazi ke zvyseni jejich hydrofobicity. Hydrofobni postranni
fetézce takto modifikovanych hotkych chmelovych kyselin nasledné interaguji se zbytky
aminokyselin na polypeptidovych fetézcich pomoci hydrofobnich interakci. Hotké chmelové
kyseliny jsou schopny ovlivnit stabilitu pivni pény i snizenim povrchového napéti a tvorbou
reverzibilnich kfizovych vazeb s polypeptidy pfitomnymi v pivni péné [8, 35].

Tetrahydroisohumulon

Tetrahydroisokohumulon

Dihydroisohumulon

Dihydroisokohumulon

Relativni stabilita pivni pény

Isochumulon
[sokohumulon

5
Piidavek do piva (ppm)

Obrazek 7: Porovnani relativni stability pivni pény pii pouZiti raznych forem isohumulonu [8]
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2.2 Technologie vyroby piva

2.2.1 Srotovani sladu

Srotovani je technologicky proces, pii kterém dochézi k mechanickému rozdrceni sladovych
zrn na razné podily jemnych a hrubych ¢astic. Pfi Srotovani sladu by mélo dojit k dokonalému
vymleti endospermu, a tim ke zpfistupnéni extraktivnich latek pro fyzikalni a biochemické
zmény probihajici pfi nasledném rmutovani a dalSich krocich pfi pfipravé mladiny [1].
Pfi Srotovani sladu by mélo dojit k co nejmensimu poskozeni pluch sladového zrna. Pokud
dojde k vyraznému poskozeni pluch, bude sniZzena porozita mlata, ¢imz muze byt ovlivnéna
I chut’ vysledného piva, jelikoz se zvySujici se dobou scezovani dochézi k vyluhovani vétsiho
mnozstvi hotkych a barevnych latek, pentosanti a polyfenolti. Optimalni vysledek rmutovani
zavisi predevSim na jemném vymleti endospermu, jelikoz je€né zrno neni stejnomérné
rozlusténo po celé své délce — mira rozlusténi klesd od spodni casti zrna po Spicku. Pii
Srotovani vznika ze Spicky pifevdzné hrubd krupice, kterd je malo rozpustnd a malo
zcuktitelna. Pokud bude sladovy Srot obsahovat vysoky podil hrubé krupice, bude zvySeno
mnoZstvi nezcukfeného extraktu v mlat€¢ a taktéZ klesne dosazitelny stupen prokvaseni
mladiny. Optimalni Srot by se mél skladat z nepoSkozenych obalovych €asti zrna a vysokym
podilem jemné krupice [2].

Mleti sladu miize probihat vicero zptsoby. Prvnim ze zplsobi je mleti za sucha, ke kterému
jsou vyuzivany dvou az Sestivalcové Srotovniky s hladkymi nebo ryhovanymi valci. Dalsi
zpusob Srotovani sladu je spojen s jeho kondiciovanim — kropenim sladu vodou o teploté
30 °C, které zvysuje elasticitu pluch, ¢imz je zajisténa jejich vyssi odolnost vici rozemleti.
V ptipad¢ mleti sladu za mokra je slad macen ve vod¢ o teploté 10-50 °C po dobu 10-30
minut. Pfi mleti za mokra je vlhkost sladu zvySena az na 30 %. V ptipadé mleti sladu
za mokra dochazi k extrakci nekterych latek do maceci vody, kterd se nasledné pouziva
I pro vystirani [1].

2.2.2 Vystirani

Rozemlety sladovy Srot je néasledné smichan s ¢asti varni vody. Pro vyrobu ceskych piv
z dobie rozlusténych sladi za pouziti dekokéniho postupu rmutovani je optimalni vystiraci
voda o teploté¢ 35-38 °C. Teplota vystiraci vody se muze pohybovat v rozmezi 20-60 °C
V zavislosti na mife rozlusténi sladu. Pfi vystirani je dilezité, aby se do nalevu ptevedlo co
nejvice rozpustnych latek, coz ovlivni dalsi proces vafeni piva a nasledné¢ 1 jeho
organoleptické vlastnosti. Mezi rozpustné latky sladu patii predevSim cukry, nékteré
neSkrobové polysacharidy, nizkomolekularni dusikaté latky a malé mnozstvi sladovych
enzyml. Mnozstvi vystiraci vody je zavislé 1 na typu piva. Pro podporu cinnosti
amylolytickych enzym je pro svétla piva vhodny vyssi podil vystiraci vody pro zisk fidSiho
rmutu. Pro tmava piva se naopak voli mensi podil vystiraci vody, jelikoz husty rmut vyrazné
podporuje ¢innost proteolytickych enzymd [1].

2.2.3 Rmutovani

Extraktu, ktery se pii rmutovani vylouzi pfimo do vody pouze pomoci zvysSené teploty
a michani, je pfiblizné¢ 15-17 %. Po vystirce tedy nasleduje proces rmutovani, pfi kterém je
mozno vys$§i podil vysokomolekularnich latek endospermu sladového zrna extrahovat
do roztoku za pomoci enzymaticky katalyzovanych reakci, kterych se 0castni enzymy
amylolytické, proteolytické a kyselinotvorné [1, 2]. Pfevedeni optimalniho mnoZzstvi
sladového extraktu, predevS§im zkvasitelnych cukrii, které vznikaji amylolytickym Stépenim
Skrobu, je dulezitym krokem ovliviiujicim dalsi technologické operace pii vaieni piva [1].

Amylolytické Stépeni Skrobu probihd ve tfech stupnich. Bobtnani a mazovaténi Skrobu se
odviji od rychlosti zahtivani, teploty, ale i od druhu pouZitého je¢mene. U sladu z je¢mene

23



z chladngjsich oblasti dochéazi k mazovaténi jiz pti 50 °C, u jeCmene z oblasti teplejSich mize
k mazovaténi dojit az pti 57 °C [1].

Pii ztekuceni Skrobu dochazi vlivem enzymaticky katalyzovanych reakci ke zkracovani
fetézce Skrobu, resp. amylozy a amylopektinu, k postupnému zcukieni. Optimalniho zcukfeni
1ze dosahnout spravnou volbou teploty rmutovani [1]. Na $tépeni skrobu se podili piedev§im
enzymy o-amylaza a B-amylaza. a-Amyladza je Skrobovym endoenzymem, ktery nahodné
hydrolyzuje slozky Skrobu uvnitf fetézce. Substrat nejprve $tépi na dextriny, tzn. linearni
oligosacharidy o Sesti az sedmi gluk6ézovych jednotkach, které jsou nadale Stépeny
na glukozu, maltozu a maltotridzu, pripadné oligosacharidy s 1,6-glykosidovou vazbou
[2, 31]. B-Amylaza je exoenzym, ktery hydrolyzuje molekulu Skrobu od neredukujiciho
konce. Pomoci B-amylazy dochazi k témét dokonalé hydrolyze amylozy, kdy vedle maltozy
vznikd maltotridza, kterd je nasledné St€pena na maltozu a glukézu. Amylopektin byva
hydrolyzovan jen ¢astecné, jelikoz dojde k pozastaveni enzymu v misté vétveni [2].

Pro spravnou aktivitu sladovych enzymt je pfi rmutovani nutno dodrzovat nékolik
technologickych teplotnich rozmezi:

e Kyselinotvorna teplota 35-38 °C, podpora rozpousténi latek v extraktu, zptistupnéni
téchto latek sladovym enzymum [1].

e Peptonizac¢ni teplota 45-50 °C, proteolyza, S$tépeni fosfore¢nanti a neSkrobovych
polysacharidt typu B-glukanu [1].

e Nizsi cukrotvornd teplota 60—65 °C, optimum pro pusobeni B-amylazy, zvySeni
mnozstvi redukujicich cukri v roztoku [1].

e Vys8i cukrotvorna teplota 70-75 °C, optimalni pro plsobeni a-amyldzy, pokles
viskozity roztoku, malo vyrazny ptirtstek redukujicich cukra [1].

e Odrmutovaci teplota 7678 °C, dochazi k inaktivaci enzymu [1].

Rmutovani se v zavislosti na zplsobu piechodu mezi technologickymi teplotami d¢li
na dekok¢ni a infuzni. Dekokéni rmutovani je provedeno dil¢im zahtivanim jednotlivych ¢asti
rmuti. Rmut je oddélena Cast vystirky, ktera je povaiena a nasledn¢ navracena do vystiraci
panve. Objem rmutu je volen tak, aby po jeho povafeni a navraceni zpét do vystiraci panve
doslo ke zvyseni teploty zbytku dila na dalsi poZzadovanou technologickou teplotu. Proces je
podle potieby opakovan nékolikrat. Dekokéni zpisob rmutovani se d€li na jednormutovy,
dvourmutovy a tfirmutovy [1, 2]. Infuzni rmutovani je energeticky i ¢asové méné narocné
a k provedeni postacuje jedna rmutovaci nadoba. Infuzni rmutovani spociva v zahiivani
celého obejmu dila bez povafovani ¢asti rmutu. Piva uvafend infuznim zplisobem maji
svétlejsi barvu a vyznacuji se méné vyraznou chuti [1, 2].

2.2.4 Scezovani

Po odrmutovani je nutno oddé¢lit nerozpustny podil mlata od vodného roztoku extrahovanych
latek procesem scezovani. Jednd se v podstaté o filtraci, kterd se skladd ze dvou krokd.
Prvnim krokem scezovéni je oddé¢leni predku, coz je sladina zadrzena v mlaté. Druhym
krokem je vyslazovani, kdy je promyvanim zbytku mlata horkou vodou ziskdna zfedéné cast
sladiny, tzv. vystfelky. Pomoci scezovani je ziskdna ¢iréd sladina s maximem extrahovatelnych
latek ze vstupnich surovin. Ziskany ptedek a vystielky spolu tvoii celkovy objem sladiny,
ktera je nasledné pouzita pti chmelovaru [1, 2].

Scezovani a filtrovatelnost sladiny jsou ovlivnény vstupni kvalitou sladu a slozenim
sladového Srotu, stupném degradace vysokomolekuldrnich latek (pfevazné polysacharidi typu
B-glukand a polyfenolil), teplotnimi podminkami a technologickym vybavenim [1].
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2.2.5 Chmelovar

Pii chmelovaru se sladina ziskand v pfedchozim kroku vafi v mladinové panvi s chmelem
ptfiblizné¢ 90-120 minut. Béhem chmelovaru dochazi k odpaieni piebytecné vody, ¢imz je
ziskana mladina o pozadované koncentraci, v zavislosti na dob¢ a teplot¢ dochazi k odpateni
tékavych latek, kterymi jsou n€které chmelové silice, oxidacni produkty a dimethylsulfid.
DalSim cilem je inaktivace enzymu, inhibice rezidudlni mikroflory a sterilace mladiny. Varem
mladiny taktéz dochazi k tvorbé produkti Maillardovy reakce, zvySeni barvy a poklesu pH.
Dulezitym déjem je izomerace hotkych latek chmele, pfedevSim chmelovych a-hoikych
kyselin, které se béhem varu méni na iso-a-hoiké kyseliny. Po chmelovaru vznika horka
mladina, kterou je nutno oddélit od chmelového mlata a nasledné zchladit na zdkvasnou
teplotu [1, 2].

Ke chmeleni byl vyuzivan lisovany chmel, v soucasnosti se kvtli lepsi manipulaci ve velké
mife prechazi k vyuZivani granulovanych chmelovych vyrobki. Intenzitu a charakter hotkosti
vysledného piva ovliviiuji pfedevSim a- a B- hotké kyseliny, které jsou ¢astecné rozpustné.
Diilezitym faktorem ovliviiujicim vyslednou organoleptickou kvalitu piva je praveé izomerace
hoikych chmelovych latek. Izomerace téchto latek je ovlivnéna pievazné pH mladiny
a teplotou prosttedi. Plati, Ze s niz§i hodnotou pH se rozpustnost hotkych chmelovych kyselin
snizuje, s rostouci hodnotou pH se zvySuje obsah iso-a-hotkych kyselin. Pokud je pH pfili$
vysoké, mtize dojit k vyskytu hotkych kyselin ve formé soli, které negativné ovlivni charakter
hotkosti [1].

Z hlediska hotkosti jsou nejvice vyznamné a-hoiké kyseliny, jejichz rozpustnost pii pH 5,9 je
asi 480 mg/l, pii pH 5,2 klesa na 84 mg/l a pii pH 5,0 klesa jejich rozpustnost az na 60 mg/1.
Hotké chmelové B-kyseliny jsou oproti a-hofkym kyselinam podstatné méné rozpustné.
Pti pH 5,9 se rozpousti piiblizné 12 mg/l B-hoikych kyselin, pii pH 5,2 jen 8 mg/l. pH
mladiny se bézné pohybuje v rozmezi 5,4-5,6 [1].

Obsah extrahovanych hotkych latek je ovlivnéno i chemickym slozenim varné vody. Pivo
piipravené ztvrdé vody bude vykazovat drsnou hotkost i pfi niz§im chmeleni. Charakter
hoikosti piva, které bylo uvafeno z m¢kké vody s malym obsahem uhli¢itand, bude spise
jemngjsi [1].

Béhem chmelovaru je izomerovano piiblizné 40-60 % a-hofkych kyselin a 5-15 % jich
zustava v nezménéné podobé [1]. Izomerace hotkych kyselin neni stereospecificka, mirnou
pievahu maji cis-formy hotkych chmelovych kyselin, kterych byva 50-60 % [29]. Vyslednou
hoikosti se homology 1i§i minimalné [1].

—_— HO =—-
o={_ OH
a-hotka kyselina trans-1so-o-hoika kyselina cis-1so-o-hoika kyselina

Obrazek 8: 1zomeraéni produkty a-hotkych kyselin [28]

2.2.6 KvaSeni mladiny a dokvaSovani piva
Kvaseni mladiny probihd ve dvou stupnich. Prvnim stupném je hlavni kvaSeni, pfi kterém
dochazi k mnozeni pivovarskych kvasinek, pficemz je vyuzita velka cast latek obsazenych
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v mladin€. V prvnim stupni fermentace vznikaji vedle ethanolu a oxidu uhli¢itého i ostatni
latky, které tvori vyslednou chut’ piva. Jedna se o estery, vyssi alkoholy a mastné kyseliny, ale
i diacetyl, riizné aldehydy a sirné slouceniny. Druhou fazi kvaseni je dokvaSovani a lezeni
piva. V této fazi dochazi ke zkvasovani zbylého extraktu pod mirnym tlakem, dochazi k ¢ifeni
piva a jeho syceni pomoci oxidu uhli¢itého. Zaroven dochézi k vyrovnani obsahu senzoricky
aktivnich latek [1].

Hlavni kvaSeni je ovlivnéno piedev§im slozenim mladiny a jeji koncentraci, teplotnim
prabéhem a regulaci teplot, stupném provzdusnéni mladiny, dobou kvaseni, stupném
homogenizace smési kvasnic a mladiny, ale i druhem fermentoru a jeho tvarem. V mlading by
m¢élo byt obsazeno dostatecné mnozstvi fermentovatelnych latek, vhodné mnozstvi dusikatych
a mineralnich latek, vitamint a rustovych latek [1].

Dilezitym regula¢nim faktorem kvaSeni je teplota, kterd se liSi v zavislosti na pouziti
svrchnich nebo spodnich pivovarskych kvasinek. Teplotni optimum pro spodni pivovarské
kvasinky se pohybuje vrozmezi 5-9 °C. Pii tzv. teplém vedeni, které je vyuzivano
pro intenzivni postupy, byva teplotni rozmezi az 12—-16 °C. Pro svrchni pivovarské kvasinky
je teplotnim optimem 15-22 °C. Doba hlavniho kvaSeni pii pouZiti spodnich pivovarskych
kvasinek je pfiblizné 7-12 dni, hlavni kvaseni u svrchnich pivovarskych kvasinek trva 2-8
dni. [1, 2]. Hlavni kvaSeni se déli do ¢tyt technologickych tseki:

e Pii zapraSovani dochazi béhem 12-24 hodin vlivem vznikajiciho oxidu uhli¢itého
K tvorbé pény na povrchu mladiny. Péna je tvofena nejdiive u stén kvasné kade.
Soucasné dochazi k poklesu pH a zkvasitelného extraktu a k mirnému nartstu teploty.
U kvasinek toto obdobi odpovida lag-fazi [1].

e Nizké az vysoké bilé krouzky jsou dusledkem velkého mnoZzstvi vznikajiciho oxidu
uhli¢itého. Jsou typické vyvojem bilé pény na povrchu mladiny béhem 24-40 hodin
hlavniho kvaseni. Soucasné¢ dochazi k dalSimu poklesu pH z5,2-5,6 na 4,7-4,9.
Extrakt klesa ptiblizn€ o 0,8—1,2 % a teplota dale stoupa ptiblizné o 0,5-0,8 °C béhem
24 hodin. Kvasinky se nachazi v exponencialni fazi [1].

e Béhem tretiho az patého dne dochazi k zabarvovani krouzkt vlivem vynéasenych kalt
kvasiciho média. Krouzky vzniklé pény tak ziskévaji hnédou barvu. pH klesa ptiblizné
na 4,644, extrakt klesa o dalsich 1,0-1,8 % za 24 hodin. Dochazi taktéz
ke zvySovani teploty, kterou uz je nutno regulovat. Kvasinky se v této fazi nachazi
ve stacionarni fazi [1].

e Pokud dojde k maximalni miie aglutinace a sedimentace kvasinek, vznikla kvasni¢na
deka se zacne propadat. Extrakt se snizuje pfiblizné o 0,2 % za 24 hodin a vznikla
deka na povrchu ma asi 2-3 cm. Vzhledem Kk riziku negativniho ovlivnéni hofkosti
vznikajiciho piva je nutno deku sbirat. Riistova kiivka kvasinek v této fazi odpovida
zpomaleni rustu [1].

Hlavni kvasSeni je realizovéno v tepelné izolovanych chlazenych prostorach spilky v kvasnych
kadich, které jsou vyrobeny z materidlu indiferentniho vi¢i pivu. Konstrukce kvasnych kadi
mize byt oteviend i uzaviend. Dal$i moZnosti kvasnych nadob jsou cylindrokonické tanky,
které jsou méné naro¢né na pracovni plochu a zajistuji snadnéj$i automatizaci procesu, ale
neumoznuji sbér kvasni¢né deky [1, 2].

Pii dokvaSovani a leZeni piva dochazi k fermentaci zbylého extraktu a syceni piva oxidem
uhli¢itym. Teplota pii dokvasovani klesa z piivodnich 5 °C na 2-0 °C. Ubytek extraktu je
nejvice patrny béhem prvnich tfech dntl, kdy klesa asi na polovinu, jeho nasledny pokles uz je
velmi pozvolny. Dochazi taktéz k né€kolika zméndm v pivodnim sloZeni v zavislosti na tlaku
a teploté leZzeni, ¢imz je ovlivnéna piedev§sim vyslednd chut’ a viing piva. DokvaSovani je
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realizovano ve sklepnich prostorach s teplotou okolo -2-3 °C, ve kterych je kladen diraz na
vysoké hygienické standardy. Bézna doba lezeni vycepnich piv je 21 dni, u piva lezackého
typu az 70 dni [1].

2.2.7 Studené chmeleni

Studené chmeleni je zplsob vyroby piva, pomoci kterého je mozno obohatit pivo vétSim
mnozstvim aromatickych latek chmele tak, aby jeho organolepticky profil co nejvice
odpovidal pouzitému chmelovému materialu [32]. Studené chmeleni spociva v extrakci
tékavych a netékavych latek do alkoholického roztoku, které muze zéaroven zlepsit jeho
mikrobialni a chutovou stabilitu [33]. Dosazeni pozadovaného a intenzivniho chmelového
aroma muze byt ovlivnéno technikou studeného chmeleni — studené chmeleni miize probihat
tzv. statickou nebo dynamickou metodou, dale je ovlivnéno typem chmelového vyrobku,
ale i ptitomnosti kvasinek. Na vysledném senzorickém profilu studené chmelenych piv ma
vliv i teplota extrakce, slozeni mladiny a mnozstvi pouzitého chmelu [32, 33].

Ptiprava studené¢ chmelenych piv se odviji z mladiny ptipravené klasickym zptsobem, kdy je
chmel standardné ptfidavan v pribéhu chmelovaru, pfipadné¢ az do vifivé kadé. Finalni
davkovani chmele ale probiha za studena, tzn. az po hlavnim kvaSeni nebo béhem hlavniho
kvaSeni. Silice z takto pfidaného chmelového materidlu prechdzi do piva za nizkych teplot,
pfiblizné v rozmezi 1-6 °C, proto jsou jejich ztraty nebo ptipadné transformace minimalni
[32, 33, 34].

Podle zpusobu extrakce jsou metody studeného chmeleni déleny na statické a dynamickeé.
Statické metody jsou zalozeny na prosté maceraci, pii které je chmelovy materidl vlozen
do kvasné nadoby. Pii dynamickych metodach je pivo Cerpano ptes vrstvu chmele, ¢imz je
docileno vyssiho ptestupu senzoricky aktivnich latek a snizeni doby extrakce [32].

Statické metody studeného chmeleni jsou zalozeny na pouhém vlozeni chmelového materialu
do nadoby s pivem tak, aby mohly senzoricky aktivni latky voln¢ difundovat do roztoku.
Chmelovy material je pfi statickych metodach vkladan do nadob s pivem Vv uzavienych
permeabilnich obalech, ptipadné¢ volné. Pokud je chmel ale vkladan volné, mize dojit
k technologickym problémim vlivem vzniklého sedimentu. Studené chmeleni statickou
metodou mize byt provedeno béhem hlavniho kvaseni a zrani, ale 1 do hotového piva.
Nevyhodou ptidani chmele v dobé hlavniho kvaseni je velké mnozstvi vznikajiciho oxidu
uhlicitého, ktery se chova jako nosny plyn, a tudiz miize unéset velké mnozstvi chmelovych
silic, stejn¢ tak mohou byt nékteré silice sorbovany na povrch kvasni¢nych bunék. Pokud
probéhne studené chmeleni az ve fazi zrani piva, kdy je mnozstvi kvasinek a vznikajiciho
oxidu uhli¢itého mensi, mize dojit k eliminaci problémt s ubytkem chmelovych silic. K vyssi
extrakci silic do piva az ve fazi lezeni taktéz napomaha alkohol, ktery béhem hlavniho
kvaseni vznikl. Aby bylo zabranéno oxidaci chmelovych silic, a tim 1 naruseni senzorického
profilu dané¢ho chmele, je vhodné provést evakuaci vzduchu z nadoby inertnim plynem tak,
aby neobsahovala vzdu$ny kyslik. JelikoZ jsou chmelové silice nepolarni a studené chmeleni
probihd za nizkych teplot, je tato metoda asové narocnd a moznost regulace doby kontaktu
chmelového materidlu s pivem obtiznd. V ptipad¢, ze je chmel vloZen do cylindrokonického

tanku, je moznost dobu kontaktu ukoncit odstfelenim sedimentu ze dna, ptipadné precerpanim
do jiné nadoby [32].

Pro dynamické metody studeného chmeleni je nutny pohyb extrakéniho cinidla, kterého je
dosazeno cCerpanim nebo michdanim. Vymeéna piva coby extrakéniho cinidla v okoli
chmelového produktu a plsobeni smykovych sil, které zajiStuje jeho rozpad, vyrazné
dopomaha k prestupu chmelovych silic do roztoku [32]. U¢innost extrakce chmelovych silic
pfi dynamické metod¢ studeného chmeleni zdvisi kromé rychlosti proudéni kapaliny
a charakteristice toku pfedevS§im na mnozstvi pouZitého chmelového materialu a jeho tprave,
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dobé extrakce, velikosti smykovych sil ovliviiyjicich rozpad chmelového materidlu
a na vlastnostech piva [33].

Zakladni metoda studen¢ho chmeleni dynamickou metodou vychazi z metody statické, kdy je
chmelovy produkt umistén do nadoby, ze které byl evakuovan vzduch a nésledné¢ byla
naplnéna pivem. Obsah nadoby je nasledn¢ recirkulovan i s chmelovym materialem. Moderni
dynamické metody jsou zalozeny na vyuziti tzv. chmelového extraktoru, coz je vétSinou
konicky tank vyrobeny z korozivzdorné oceli s filtrem pevnych ¢astic, ktery je schopen
separovat pivo od chmelu. Chmelovy extraktor byva vybaven pfivodem a odvodem piva,
oxidu uhli¢itého a sanitacnich prostiedkl. Kontrolu procesu extraktoru zajist'uji senzory tlaku,
teploty a prutoku. Chmelovy material byva opét umistén ptfimo do extraktoru, ze kterého je
pomoci inertniho plynu evakuovan vzduch. Kviili eliminaci nasyceni piva pracuje chmelovy
extraktor za zvySeného tlaku [32].

Utinnost dynamické extrakce ovlivituje predev§im turbulentni proudéni, které je vyvolédno
michanim nebo Cerpanim. Vstupni proud piva je regulovan spodnim nebo tangencidlnim
natokem. Pfivod piva muze byt ale umistén v celé¢ vysce extraktoru. V takovém piipadé je
zapojen tak, aby doSlo ke stfidavému pravotoCivému a levoto¢ivému piivodu, aby bylo
zabranéno tvorbé€ viri. Chmelové extraktory jsou konstruovany tak, aby je bylo mozno zapojit
piimo k pretlacnym tanklim s pivem a zaroven mohou byt napojeny na sanita¢ni jednotku

[32].
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Obrazek 9: Schematické zapojeni chmelového extraktoru [32]

(1) Télo extraktoru

(2) Viko s tésnénim

(3) Filtr pevnych ¢astic
(4) Vstup pro oxid uhliéity
(5) Vstup pro pivo

(6) Vystup pro CIP

(7) Vystup pro pivo

(8) Zasobnik oxidu uhli¢itého
(9) CIP stanice

(10) Cerpadlo

(11) Pretlacné tanky

29



2.3 Fyzikalni vlastnosti pény

Péna je obecn¢ definovéna jako disperze vzduchovych bublin v kapaling. Jedna se nejcastéji
0 dvoufazovy systém, ve kterém jsou vzduchové buiiky rozptyleny ve spojité fazi ve forme
bublin. Tvar jednotlivych bublin i celé struktury pény je dan pomérem objemt plynu
a kapaliny. Bubliny v péné s vysokym obsahem kapalné frakce jsou kulaté, pokud je obsah
vody Vv péné nizsi, ziskavaji bubliny tvar mnohosténu [36].

Na zaklad¢ podilu plynné a kapalné faze se pény rozdé€luji na malo koncentrované (viz
obr. 10 (a)), ve kterych jsou od sebe jednotlivé bubliny v kapaliné velmi vzdalené, na vlhké
(viz obr. 10 (b)), ve kterych jsou bubliny vzajemné oddéleny vétsi vrstvou kapalné faze a na
suché (viz obr. 10 (c)), které vznikaji v disledku odvodnéni vlhkych pén. V suchych pénach
je tvar bublin ovlivnén podilem plynné faze, kterd zde tvoti az 90 % objemu. Jejich tvar tudiz
v disledku vzajemného stlacovani neni kulovity, ale polyedricky. Objem vlhké a suché pény
se méni minimaln¢ [32].

(c)

(a)

Obrazek 10: (a) Malo koncentrovana péna, (b) vlhka péna, (c) sucha péna [37]

Suchd péna ma plastvovitou strukturu a jednotlivé bunky jsou oddéleny tenkymi filmy
disperzniho prostfedi. V idealnim ptipadé je tiemi sousedicimi sténami bun¢k pény sviran
uhel 120° a tvofi tzv. Gibbsuv-Plateativ kandlek, kterym proudi disperzni prostiedi. Tyto
kanalky jsou po ctyfech propojeny v tzv. uzlu ptiblizn€ pod tthlem 109°. Plateauovy kanalky
auzly spolecné tvoii rozvétvenou soustavu, skrz kterou je uskuteCnén pienos kapaliny
pomoci gravitace a kapilarnich jevu, ¢imz dochazi k vysychani pény [36, 37].

. Polyedricka buika
suché pény

' Uzel
-
Kanalek

» Kulovita buiika vihké
pény

Smér vysychani

Obrazek 11:Struktura a déje v pivni péné [36]
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2.3.1 Vznik pény

Péna mulze byt pfipravena dvéma zpisoby. Prvnim zpisobem je dispergovani plynu
Vv kapalin€ s pfitomnosti pénidel, kdy se z velkych bublin mechanickym naméhanim stavaji
malé bubliny, nebo kondenza¢nimi metodami, pti kterych dochdzi k tvorbé pény v presycené
kapalin€ chemickou reakci nebo heterogenni nukleaci [37, 38].

I ptesto, Ze je pivo nasyceno oxidem uhli¢itym, nevznika jeho péna samovolné. Pro vznik
pény je dulezita katalyticka neboli nuklea¢ni poloha. Bubliny se tudiz mohou tvofit v plynem
vyplnéné praskliné ¢i odérce na sténé nadoby (obr. 12), ptipadné na jiz existujici bubling.
Katalytickd poloha by méla byt idealné mala, aby dal$i vzniklé bubliny byly co nejmensi
atvorily tzv. krémovou pénu. Velikost bublin pivni pény je taktéz ovlivnén thlem, pod
kterym kapalina proudi do nadoby [6, 37, 39]. Pokud je nuklea¢ni centrum dokonale smaceno
kapalinou, vznikld bublina bude konkdvni a bude zaujimat co mozna nejmenSi povrch.
V ptipadé, Ze bude vznikla bublina ptili§ mal4, tlak uvniti bude vyssi nez v okolni kapaling,
coz bude mit za nésledek prasknuti bubliny a pfechod plynu do okolni kapaliny a zaroven
zanik katalytické polohy. V pfipadé, ze povrch nukleacniho centra neni smacen dokonale,
vznikaji bubliny s konvexnim povrchem a plyn je transportovan difuzi z nasycené kapaliny
do bubliny, ktera nasledkem toho roste. K uplatnéni difuze v tomto ptipadé dochazi z toho
davodu, protoze je Laplacetiv tlak uvnitt bubliny pfiblizné 800 Pa (v ptipade€, ze se jedna
0 bublinu o poloméru 0,1 mm) a tlak v nasyceném pivu se pohybuje v rozmezi 0,3-0,4 MPa
[6, 34]. Na velikost vznikajicich bublin ma kromé poloméru nuklea¢niho centra v mensi mife
vliv i povrchové napéti, relativni hustota piva a gravitaéni zrychleni [39].

Velikost vznikajicich bublin je popsana rovnici [39]:
Polomér bubliny=[3-R,,-y/2-p - g]"? (1)
kde Rm je polomér nuklea¢ni polohy (m),
v je povrchové napéti (mN-m™),
p je relativni hustota (kg-m),

g je gravitaéni zrychleni (9,8 m-s?).

Bublina
Vzduchova kapsa Bublina
Kapalina
Pevna faze
Nukleace Rist bubliny Odpojeni bubliny

Obrazek 12: Schematické znazornéni vzniku bubliny [8]

2.3.2 Nuklea¢ni aktivita

Nukleacni aktivita je jeden ze znaki ovliviiyjicich atraktivnost piva. Jedna se o jev, pii kterém
dochazi k dopliovani pivni pény nové vzniklymi bublinami, které by mélo idealné trvat
po celou dobu konzumace piva [39]. Na zakladé dopliovani vrstvy pény je mozno rozdélit
typy pén na statickou a dynamickou. Statickd péna neni dopliiovana plynem, tudiZ dochézi
k jejimu postupnému rozpadu. Dynamicka péna je naopak dopliiovana a nachazi se
Vv ustaleném stavu, tzn. Ze rychlost vzniku a zaniku bublin jsou si rovny [37].
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Nukleacni aktivita je popsana rovnici [39]:
o) =3,11C +0,0962y — 218p + 216, (2)
kde af je pocate¢ni nukleadni aktivita (-),
v je povrchové napéti (mN-m™ 1),
p je hustota (kg-m™),
C je podil CO2V pivu (Vco,/Vpive)-

Pokud je ptesn¢ definovana katalytickd poloha, ma na nukleaci nejvétsi vliv mnozstvi oxidu
uhli¢itého, jelikoz obvyklé hodnoty povrchového napéti a hustoty piva nejsou dostatecné
velké na to, aby byl jejich vliv pozorovatelny [8, 39].

2.3.3 Vysychani pény

Pokud neni péna kontinualné dopliovana, dochazi k jeji destrukci. Prvni z jevd, ktery
ovlivitluje opadavani pény je jeji vysychani. K vysychani pény dochéazi v disledku
gravitatnich a kapilarnich jevii prakticky ihned po jejim vzniku — horni ¢ast pény je
odvodnéna nejrychleji, spodni cast, ktera je v kontaktu skapalinou, zistiva mokra.
S postupnym vysychanim pény dochazi ke zten¢eni filmt mezi bublinami, a tim i k jejich
zéniku, koalescenci a celkovému hrubnuti pény. Vysychani pivni pény zévisi na objemové
a povrchové viskozit¢ piva. Vysychdni pivni pény je negativné ovlivnéno latkami
s hydrofobnim charakterem a slozkami, které zvysuji viskozitu [6, 8, 39]. Vysychani pény je
schematicky znazornéno na obrazku 11.

Vysychani pény popisuje rovnice [38, 39]:

Q=2-p-g-q-8/3-m 3
kde Q je objemovy priitok kapaliny (m*-s™2),
n je viskozita kapaliny tvofici film (Pa-s),
p je relativni hustota piva (kg-m3),
q je délka Plateauovy prepazky (m),
g je gravitaéni zrychleni (m-s~2),
d je tloustka filmu (m).
2.3.4 Koalescence
Po tom, co jsou filmy mezi bublinami vlivem vysychani zten¢eny, dochazi k tzv. koalescenci
(viz obr. 13). Jedna se o nevratny jev, pii kterém se dvé mensi bubliny slou¢i do jedné vétsi
méng stabilni, kterd mize byt konzumentem povazovana za méné pfitazlivou. Koalescenci
pivni pény urychluji vysoce hydrofobni latky, které¢ narusuji stabilitu filmi mezi bublinami.
Jedna se predevsim o lipidy, ale i rezidua mycich prostfedkii a nedokonale vymyté pivni sklo

[8, 40]. Cas koalescence, tj. doba od kontaktu dvou bublin po prasknuti filmu a jejich
splynuti, mtize byt vyrazné prodlouzen ptidavkem surfaktantd [41].
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Ztenéujici se piepazky

Kontakt piepazek Koalescence

Obrazek 13: Schematické zobrazeni koalescence [44]

2.3.5 Disproporcionace

Na rozdil od koalescence ma disproporcionace daleko vétsi vyznam pii destrukci pény.
K disproporcionaci dochazi, pokud ptfechazi plyn z mensi bubliny do vétsi na zakladé rozdilu
Laplaceova tlaku [39, 42]. Hodnota tlaku je nepfimo zavisla na velikosti bubliny, tudizZ je tlak
Vv menSich bublinach vyssi. Vysledkem disproporcionace je zanik malych bublin a zaroven
dalsi zvétSeni bublin velkych. V hornich vrstvach pény dochézi k difuzi oxidu uhli¢itého
Z pivni pény do atmosféry a difuzi kysliku a dusiku do pény. Jelikoz je kyslik 1 dusik méné
rozpustny nez oxid uhli¢ity, vznikaji na povrchu pény mensi bubliny [6, 8, 43].

Disproporcionace je popisovana rovnici podle De Vries [8, 39]:
P-6 ’

7 =13

(4)

kde rt (m) je polomér bubliny v Case t (s),
ro je polomér bubliny na pocatku (m),

R je plynové konstanta (8,3 J-K 1-mol™?),
T je absolutni teplota (K),

D je plynovy difuzni koeficient (m?-s ™),
S je rozpustnost plynu (mol-m 3 Pa?),

v je povrchové napéti (N-m™2),

t je Cas (s),

P je tlak (Pa),

0 je tloustka filmu mezi bublinami (m).
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Vice stabilni Méné stabilni

Obrazek 14:Schematické zobrazeni disproporcionace [8]

2.3.6 Stabilita pény

Aby byla vznikld péna stabilni, je vyZadovana ptitomnost pénotvorného Cinidla, coz je latka,
ktera je schopna okolo ¢asti plynu v kapaliné vytvaret stabilizujici film. Stabilita pény zavisi
na celkové soudrznosti, pruznosti a stalosti dané¢ho filmu, na jeho tloustce a viskozité
disperzniho prostiedi, ktera ovliviiluje odtok kapaliny z mezivrstev. Dal§im faktorem
ovliviiujicim stabilitu pény je tlak nasycené pary disperzniho prostiedi nad pé€nou a elektricky
naboj povrchového filmu. Stabilita pivni pény je taktéz dana zavislosti povrchového napéti
roztoku na koncentraci povrchové aktivni latky. Povrchové aktivni latky v disperznim
prostiedi jsou schopny snizovat mezifazové napéti, tudiz 1 rozdil tlaku v casticich s rozdilnou
velikosti. Tyto latky adsorbované na povrchu jednotlivych bublin slouzi taktéz jako stéricka
zabrana, ktera brani difuzi molekul kapalné faze skrz rozhrani [37].

Latky, které jsou schopny pomoci adsorpce na povrchovém rozhrani schopny tvofit
stabilizujici film, se nazyvaji pénotvorna Cinidla. Jimi vytvofeny stabilizujici film zajistuje
pevnost a pruznost prepazky, coz zvysSuje jeji schopnost odolavat mechanickym vlivim
a umoznuje ji reagovat na zmeény povrchového napéti roztoku. Kvuli zachovani tloustky
piepazek mezi bublinami by mélo pénotvorné cinidlo taktéz difundovat z Plateauovych
kanalkt do piepazek a zpét [37]. Mezi pénotvorna Cinidla patii latky, které jsou v kapaliné
schopny snizit povrchové napéti. Patii mezi né¢ mydla a detergenty s vysokou povrchovou
aktivitou, tuhé praskovité latky s lyofobnim povrchem, saponiny a rtuzné polymerni latky,
napiiklad proteiny, amfifilni polymerni latky (chitosan), modifikovana celuléza, pektiny
a n¢které galaktomanany. [34, 37, 44]. Mydlovité latky, které vykazuji vysokou povrchovou
aktivitu, jsou nizkomolekularni surfaktanty s hydrofobnim fetézcem. Mezi nejpouzivanéjsi
nizkomolekularni surfaktanty patii fosfolipidy a jednoduché formy glyceridi [44].

2.3.7 Interakce v pivni péné

V pivni péné bylo objeveno nékolik interakci, které by mohly dopomahat ke zvySeni jeji
stability. Jedna se pfedev§Sim o interakce mezi izomerovanymi oa-hotkymi kyselinami
a proteiny nebo nékterymi aminokyselinami. Tyto slouceniny mezi sebou mohou interagovat
za vzniku iontovych, iont-dip6lovych nebo hydrofobnich vazeb [45].
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fetézce isohumulonu fetézce aminokyseliny

Obrazek 15: Ptehled interakci stabilizujicich pivni pénu [40]

Asano a Hashimoto (1976, 1980) provedli vyzkum pivni pény zaméfeny na interakce mezi
izomerovanymi hotfkymi kyselinami a proteiny o riznych molekularnich frakcich. Ve své
praci se zamérili na tfi frakce proteinit o velikostech Mr = 15000, 40 000 a 90 000—
1 000 000, jejichz mechanismy se pfi tvorbé a stabilizaci pivni pény znacné lisily. Proteiny se
sttedni az vy$$i molekularni hmotnosti (Mr = 10 000-100 000) pfi kombinaci s hotkymi
kyselinami tvofily vice povrchové aktivni komplexy, coz dopomahalo ke zvySeni stability
pivni pény. Proteiny s niz§i molekulovou hmotnosti naopak tyto slouceniny tvotily pomérné
malo. Tvrzeni je podpotfeno tim, Ze proteiny o stiednich a vysSich molekulovych hmotnostech
tvorily dané komplexy s isohumulony ¢astéji z divodu vyssiho obsahu g-amino skupin lysinu,
které elektrostaticky interagovaly pravé s kyselymi skupinami izomerovanych o-hotkych
kyselin [46, 47]. Roberts (1976) nasledné na zakladé kalorimetrie tvrdi, Ze isohumulony
S proteiny obsaZzenymi v pivu sice interaguji, ale pomérné slabé, pravdépodobné jsou
interakce hydrofobni a vodikové. Zaroven fika, Ze je nepravdépodobné, aby hoiké kyseliny
vykazovaly néjakou specifitu vici jednotlivym proteiniim [48].
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Trans-isohumulon

Polypeptid
Obrazek 16: Model pivni pény podle Asana a Hashimota [49]

Simpson a Hughes (1994) navrhli novy model struktury pivni pény, ktery spociva
Vv reverzibilni vazbé proteini na hofké chmelové kyseliny. V tomto modelu jsou proteiny
propojeny vzajemné pres hotké kyseliny a kovovy kation. Model vychazi z predpokladu, ze
interakce mezi jednotlivymi komponentami struktury nejsou iontové povahy, jelikoz kovové
kationty jsou schopny se vazat jak na ionizovanou, tak na neionizovanou formu chmelovych
kyselin. Na jednom dvojmocném kationtu kovu musi byt navazany dvé molekuly
izomerovanych hotkych kyselin, coz nasledné zvysi afinitu hotké kyseliny k aminoskupinam
proteind. I kdyz pro tento model pivni pé€ny neni nutny zaporny néboj na hoiké kyseling,
kladny ndboj na aminoskupinach proteint je naopak dilezity — pokud by byl kladny naboj
néjakym zplisobem eliminovan (napf. acetylaci nebo zvySenim pH), interakce mezi proteinem
a izomerovanou hotkou a-kyselinou by byla pferusena. Simpson a Hughes navic uvadi, ze
interakce mezi hofkymi kyselinami a proteiny jsou dvojiho typu. Prvni je interakce
aminoskupiny proteinu s hoikou kyselinou na zakladé ion-dipélové vazby, druha moznost
stabilizace pivni pény probihda pomoci hydrofobni vazby postrannich fetézcti hotkych kyselin
a hydrofobnich zbytkd aminokyselin [45, 49].
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Obrazek 17: Struktura pivni pény podle Simpsona a Hughese [44]

Horka chmelova kyselina

Hydrofobni zbytek
o—Dbilkoviny

Obrazek 18: Hydrofobni interakce stabilizujici pivni pénu [49]
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2.4 Metody pro analyzu parametra piva

2.4.1 NIBEM

NIBEM je metoda méfeni stability pivni pény zalozena na méfeni vodivosti, kterou je
sledovan interval poklesu hladiny pivni pény o 10, 20 a 30 mm V zavislosti na ¢ase. Pivo je
nejdiive napénéno za pomoci trysky do Kkyvety, vzorek je nasledné umistén pod méfici
elektrody pristroje. Méfeni zacind az v dob¢, kdy péna klesne o 10 mm pod okraj kyvety
a nasledn¢ je méten pokles hladiny pivni pény o dal$ich 30 mm, celkovy nutny pokles je tedy
40 mm od okraje kyvety. Méfeni poklesu hladiny pivni pény je méfeno pomoci systému
elektrod. Centralni elektroda je zanofena v pén¢, pomoci ostatnich elektrod je sledovan pokles
hladiny pivni pény smérem doll. V piipadé, ze hladina pivni pény klesne a kontakt mezi
elektrodami je pterusen, soustava elektrod klesa az do doby, dokud opét nejsou vSechny
elektrody v kontaktu s hladinou pivni pény a cyklus je opakovan. Pro reprodukovatelny odbér
vzorku pivni pény je pouzivan rozpénovac. Varianty pristroje NIBEM-T a NIBEM-TPH m¢éri
navic teplotu, resp. teplotu, atmosféricky tlak a vlhkost vzduchu, které slouzi ke korekci
namé&fenych hodnot propadu pivni pény [50, 51, 52].

Posuvné rameno

Smér méreni

SANNNNNNNANN

Vodivostni
elektrody

A NN NN NN 9

AASNNNNANNRANANANANANANNNNNANNNNNAN

Obrazek 19: Schéma metody NIBEM [50]

2.4.2 lontova chromatografie

Chromatografie je separacni technikou, ktera spoé¢iva v interakcich analytu se stacionarni fazi
(néplni kolony) a mobilni fazi (rozpoustédlem), ke které ma specifickou afinitu. V prabéhu
separace je analyt unasen pomoci mobilni faze chromatografickou kolonou a na zakladé
diftze reaguje s fazi stacionarni [53].

Iontové-vyménna chromatografie je analyticka technika urcena pro separaci a determinaci
rozdilné nabitych nebo ionizovatelnych sloucenin. Staciondrni fize obvykle byva vyrobena
Z inertniho organického materidlu s ionizovatelnymi funkénimi skupinami, které nesou
pfemistitelné opacné nabité ionty. Mobilni fazi byva vodny pufr. Ve stavu rovnovahy mezi
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mobilni a stacionarni fazi se nachdzeji tzv. protiionty. Iontoménice s negativné nabitou
funk¢ni skupinou, které vazou pozitivn€ nabité protiionty, jsou nazyvany katexy. Anexy jsou
naopak nabité kladn¢ a vazou zaporné nabité protiionty. Separacni mechanismus je zaloZzen
na elektrostatickych pfitazlivych silach mezi opa¢né nabitymi skupinami analytu a stacionarni
faze [54].

Nejcastéji  pouzivanymi detektory v iontové-vyménné chromatografii jsou detektory
vodivostni, které poskytuji vysokou citlivost u vzorkli s vyrazné nizsi vodivosti elu¢niho
¢inidla. Pokud nema elu¢ni ¢inidlo vyrazné nizsi vodivost nez analyzovany vzorek, mélo by
byt schopno pievedeni na neiontovou formu pomoci tlumiciho systému. V nékterych
ptipadech mohou byt pouzity i UV detektory [54].

2.4.3 Opticka emisni spektrometrie s induk¢éné vaizanym plazmatem

ICP-OES je metodou prvkové analyzy, ktera spo¢iva v méfeni c¢arovych spekter vznikajicich
pti prechodu elektronti z vyssi energetické hladiny do zakladniho stavu. K atomizaci, ionizaci
a uvedeni vzorku do excitovaného stavu je vyuzito plazma o teploté az 10 000 K. Plazma je
ionizovany elektroneutralni plyn s vysokou elektronovou hustotou [55, 56].

Kapalné vzorky je nejprve nutno pievést zmlZovacem do formy aerosolu, ktery je sloZen z co
nejmensich kapének, které by bylo moZno reprodukovatelné¢ desolvatovat, odpafit,
atomizovat, ionizovat a excitovat. Nejvice pouzivanym typem zmlZzovace je zmlzovaé
pneumaticky, ktery k tvorbé aerosolu vyuziva vysokorychlostni proud plynu. Pneumatické
zmlzovace se déli do tii skupin — koncentricky, cross-flow a Babingtontiv. DalSim typem
zmlzovace pro ICP-OES je ultrazvukovy zmlZovac, ktery k tvorbé aerosolu vyuziva oscila¢ni
piezoelektricky snimac [55].

K transportu vzniklého aerosolu do hofdku slouzi mlzna komora, jejimz primarnim ucelem je
odstranéni velkych kapének z aerosolu. MlZzna komora propousti kapénky o praméru 10 um
amensi, coz je asi 1-5 % ze vSech vzniklych kapének. Zbyvajici mnoZstvi je pfevedeno
do odpadu [55, 56].

Horak je slozen ze tii koncentrickych trubiC. Vnitini trubice zajist'uje ptivod vzniklého vzorku
do plazmatu. Vné&jsi a stiedni trubici tangencialné proudi chladici a pomocny plyn, ktery ma
za ukol ochlazovat kiemenné stény hotfaku a nasledné podporovat tvorbu plazmatu, jehoz
vznik a udrzeni zaji$tuje radiofrekvenéni generator o sile 700-1500 W [56, 57].

Vzniklé zafeni se nasledné méfeno axialné nebo radialné smérem k plazmatu, nékteré
pristroje umoznuji snimani zobou smért. Separaci vinovych délek nasledné zajistuje
disperzni systém (monochromatory nebo polychromatory). Pro detekci jsou vyuzivany
fotonasobice, ptipadné¢ CCD a CID detektory [56, 57].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Laboratorni pomiicky a vybaveni

3.1.1 Seznam chemikalii

Tabulka 3: Seznam pouzitych chemikalii

Nazev Mr [g'mol™] Cistota Vyrobce Zem¢e pavodu CAS ¢islo
(+)-Katechin 290,27 >98 % Sigma-Aldrich USA 225937-10-0
hydrat
Dusitan sodny 69,00 p.a. PENTA, s.r.o. | Ceska republika 7632-00-0
Folin-Ciocalteu . . <,
cinidlo - - Sigma-Aldrich Svycarsko -
Hovézi albumin ca. 67 000 >99.0 % Serva Némecko 9048-46-8
Hydroxid sodny 40,00 p.a. PENTA, s.r.o. |Ceska republika| 1310-73-2
Chlorid hlinity 133,34 p.a. PENTA, s.r.o. | Ceskd republika|  7446-70-0
Chlorid sodny 58,44 p.a. PENTA, s.r.o. |Ceské republika 7647-14-5
Isooktan 114,23 p.a. PENTA, s.r.o. |Ceské republika 540-84-1
Kyselina 170,12 >97.5% | Sigma-Aldrich |  Némecko 149-91-7
gallova
Kyslina 36,46 36 % Analytika, s.r.0. | Ceska republika |  7647-01-0
chlorovodikova
Lugolav roztok - - - - -
Oxid uhlicity 44,01 Potravindfsky | Linde Gasas. |Ceskd republika| — 124-38-9
potravinaisky
Siran médnaty 249,68 p.a. Lach-Ner, s.r.0. | Ceska republika |  7758-99-8
pentahydrat
Uhlicitan sodny 105,99 p.a. Lach-Ner, s..0. | Ceska republika | 497-19-8
bezvody
Vinan draselno- )
sodny 282,10 p.a. Lach-Ner, s.r.0. | Ceska republika 6100-16-9
tetrahydrat
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Tabulka 4: Standardy pouzité pro elementarni analyzu pomoci ICP-OES

Nazev Mr [grmol™] | Cistota [g-dm™®] Vyrobce Zem¢ puvodu CAS ¢islo
Vapnik 40,078 1,000 0,002 | Analytika, s.r.o. | Ceské republika |  7440-70-2
Draslik 39,0983 1,000 + 0,002 | Analytika, s.r.0. | Ceska republika 7440-09-7
Hoi¢ik 24,305 1,000 0,002 | Analytika, s.r.o. | Ceské republika |  7439-95-4
Sodik 22,98977 1,000 0,002 | Analytika, s.r.o. | Ceské republika |  7440-23-5
Fosfor 30,973 1,000 + 0,002 | Analytika, s.r.0. | Ceska republika 7723-14-0
Kiemik 28,0855 1,000 0,002 | Analytika, s.r.o. | Ceské republika |  7440-21-3
Hlinik 26,98154 1,000 + 0,002 | Analytika, s.r.0. | Ceska republika 7429-90-5
Baryum 137,33 1,000 + 0,002 | Analytika, s.r.0. | Ceska republika 7440-39-3
Kobalt 58,9332 1,000 + 0,002 | Analytika, s.r.0. | Ceska republika 7440-48-4
Zelezo 55,845 1,000 + 0,002 | Analytika, s.r.o. | Ceska republika |  7439-89-6
Mangan 54,93805 1,000 + 0,002 | Analytika, s.r.0. | Ceska republika 7439-96-5
Nikl 58,6934 1,000 + 0,002 | Analytika, s.r.0. | Ceska republika 7440-02-0
Zinek 65,409 1,000 + 0,002 | Analytika, s.r.0. | Ceska republika 7440-66-6
Tabulka 5: Standardy pouzité pro stanoveni organickych kyselin
Nazev Mr Cistota Vyrobce Zem¢ puvodu CAS cislo
Kys. citronova 192,124 1,000 + 0,002 | Analytika, s.r.0. | Ceska republika 5949-29-1
Kys. mlééna 90,08 1,000 + 0,002 | Analytika, s.r.0. | Ceska republika 50-21-5
Kys. octova 60,052 1,000 + 0,002 | Analytika, s.r.0. | Ceska republika 64-19-7
Kys. jantarova 118,09 1,000 £ 0,002 | Analytika, s.r.o. | Ceské republika 110-15-6
Kys. jable¢na 134,087 1,000 0,002 | Analytika, s.r.o. | Ceské republika 617-48-1
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3.1.2

Seznam pouzitych laboratornich pomiicek a pristroju

Rmutovaci a mladinova panev

Scezovaci kad’

Srotovnik, dvouvalcovy

Refraktometr

Fermentaéni nadoby 25 | (Grainfather, Novy Zéland)

Kvasné zatky

Chladici zafizeni

Kombinovany hustomér a teplomér TILT

Bé&zné laboratorni sklo

Zkumavky plastoveé, 10 ml

Centrifugacni zkumavky (50 ml)

Kyvety

Injekéni stiikacky, 10 ml

Mikrofiltry nylonové (velikost pora 0,45 um)

PET lahve, 11

Uzavéry PET lahvi pro syceni oxidem uhli¢itym

Predvazky

Analytické vahy Kern AES 200-4C

Pasteurovy pipety

Laboratorni tfepacka

pH metr

Automatické pipety Finnpipette (Thermo Fisher Scientific, USA)
Spi¢ky Finntip (Thermo Fisher Scientific, USA)

Ultrazvuk PSO3000A Powersonic (PowerSonic s r.0., Slovensko)
Centrifuga ROTOFIX 32 A (Hettich, Némecko)

NIBEM-T, Foam Stability Tester (Pentair Haffmans, Nizozemsko)
Inpack 2000 Flasher (Pentair Haffmans, Nizozemsko)

Inpack 2000 Sampler (Pentair Haffmans, Nizozemsko)

Pivni analyzator Anton Paar 4500 M (Anton Paar, Rakousko)
ICP-OES ULTIMA 2 (Horiba Scientific, Japonsko)

Iontovy chromatograf Metrohm 850 Professional (Metrohm, Svycarsko)
UV-VIS Spektrofotometr Specord 50 PLUS (Analytik Jena, Némecko)
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3.2 Technologie vyroby piva

Pro studium vlivu studeného chmeleni na stabilitu pivni pény bylo pfipraveno spodné kvasené
pivo lezackého typu. Na vyrobu piva byl pouzit plzensky slad ze sladovny Rodinného
pivovaru Bernard v Rajhradu u Brna, za tcelem chmeleni referen¢niho piva byl pouzit
peletizovany chmel odridy Sladek (o = 7,5). Piipravena mladina byla zakvaSena kvasinkami
Saflager W-34/70 (Fermentis, Francie). Studené chmeleni bylo provedeno aromatickou
odriadou chmele Kazbek (o = 5,6).

3.2.1 Rmutovani

Rmutovani bylo provedeno vicekrokovym infuznim zplsobem Ve rmutovaci panvi.
Pro ptipravu piva bylo pouzito 20 kg plzenského sladu, ktery byl Srotovan pomoci
dvouvalcového Srotovniku a nasledné smisen a promichan se 100 1 vody. Podminky
rmutovani jsou uvedeny v tabulce 6.

Tabulka 6: Rmutovaci schéma

x Teplota [°C] Cas [min]
Kyselinotvorna teplota 38 10
Peptonizacni teplota 52 30
Niz8i cukrotvorna teplota 62 30
Vyssi cukrotvorna teplota 72 30
Odrmutovaci teplota 78 10

Pro ovéteni uplného zcukieni rmutu byla provedena jodova zkouSka Lugolovym roztokem.
Po odrmutovani byl obsah piecerpan do scezovaci kadé, kde byl rmut prokypien a scezovan
asi 20 minut.

3.2.2 Chmelovar

Ziskana sladina byla ze scezovaci kad¢ precerpana do mladinové panve, kde byla zahiivana
k varu. Chmeleni bylo provedeno Vv ¢asech 90 a 45 minut navazkou 70 g, resp. 65 g
peletizovanym chmelem odrudy Sladek s obsahem 7,5 % a-hotkych kyselin. Navazky chmele
byly voleny tak, aby bylo IBU vysledného piva rovno 30. Po dokonceni chmelovaru bylo
refraktometricky zméfeno EPM vznikly odpar byl kompenzovan vodou tak, aby vysledné
EPM bylo 12,5 %. Nasledné byla pfipravena mladina ochlazena na zakvasnou teplotu,
rovnomeérné precerpana do kvasnych nadob.

3.2.3 KvasSeni a zrani

Zchlazena mladina byla pii zakvasné teploté 12 °C zaockovana kvasinkami Saflager W-34/70
tak, aby na kazdy litr mladiny ptipadlo 0,9 g suSenych kvasnic. Primarni fermentace byla
ukonéena po 10 dnech v dobé, kdy se hustota piva ustalila na hodnoté piiblizné 1,021 g-cm™,
Poté byl za ucelem sedimentace kvasnic a vyceteni piva proveden tzv. cold crashing — pivo
bylo po dobu dvou dni ochlazeno na 4 °C.

Po cold crashingu bylo pivo sto¢eno do PET lahvi o objemu 1 1, opatieno syticim uzavérem,
nasyceno na 1,5 bar a uloZeno do chladiciho boxu s teplotou 7 °C na 30 dni.

3.2.4 Studené chmeleni
Studené chmeleni bylo realizovano pfimo v PET lahvich ve druhé fazi kvaSeni. Pro ucely
studeného chmeleni byla pouzita ¢eskd aromaticka odrida chmelu Kazbek oa = 5,6 %.
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Studené chmeleni probihalo v ¢asovych intervalech 3, 5 a 10 dni s navdzkami 3 a 6 g-I™%.
Navazky chmelu byly vlozeny do chmelovych sacki, které byly umistény do PET lahvi
na stanovenou dobu. Po vlozeni chmelového materialu bylo pivo v PET lahvi opét dosyceno
na 1,5 bar. Po ukonceni procesu studeného chmeleni byl chmelovy material z PET lahvi
odstranén a pivo bylo dosyceno na 1,7 bar po dobu sedmi dni. Jako referen¢ni vzorek bylo
pouzito pivo, u kterého nebylo realizovano studené chmeleni.

45



3.3 Specifikace vzorki

Podle postupu uvedené¢ho vyse bylo pfipraveno celkem 24 vzorkd piv, u kterych bylo
provedeno studené chmeleni a 4 vzorky referencni. Pro analyzu piva byly nésledné vyuzity
metody, které budou popsany podrobnéji nize. Vzorky byly analyzovany vzdy ve dvou

opakovanich.

Tabulka 7: Seznam analyzovanych vzorki

Oznaceni vzorku Cas studeného chmeleni [dny] Navézka chmelu [g-1"]
V33 3 3
V36 3 6
V53 5 3
V56 5 6
V103 10 3
V106 10 6
REF X X

3.4 Pouzité analytické metody

Pro analyzu vzorkl piv bylo pouzito né€kolik technik. Stabilita pivni pény byla métfena
metodou NIBEM, IBU bylo méteno pomoci UV-VIS spektrofotometrie. Spektrofotometricky
byl méfen taktéz obsah bilkovin, fenolickych latek, flavonoidi a barva piva. Prvkova analyza
vzorkd piv byla provedena metodou ICP-OES, organické kyseliny byly stanoveny pomoci
iontové chromatografie. Zakladni pivni charakteristiky byly stanoveny pomoci pivniho
analyzatoru.

3.4.1 Stanoveni stability pivni pény metodou NIBEM

Stabilita pivni pény byla zjisténa pomoci metody NIBEM na zatizeni NIBEM-T. Vzorky piva
byly na pfistroj napojeny ptes uzavér PET lahve, ktery byl prorazen hrotem vzorkovaci
trubice Inpack Sampleru 2000. Hrot vzorkovaci trubice byl spustén na dno lahve a nasledné
byl do PET lahve pfiveden potravinaisky oxid uhli¢ity o tlaku 3 bar, kterym byl vzorek
vytésnén. Reprodukovatelny odbér pivni pény byl zajistén rozpénovacem Inpack Flasher. Po
vytésnéni pény byla kyveta se vzorkem umisténa do pfistroje NIBEM-T a byl méfen cas,
béhem kterého klesla hladina pivni pény o 30 mm. Princip méfeni stability pivni pény je
popsan v kapitole 2.4.1.

3.4.2 Stanoveni hoikosti piva

Hotkost piva byla stanovena metodou EBC 9.8. Vzorky piv byly odplyfiovany v ultrazvukové
lazni po dobu 30 minut. Pro analyzu bylo pipetovano 10 ml vzorku piva do centrifugacni
zkumavky o objemu 50 ml, vzorek byl okyselen 1 ml 3 mol-I* HCI a bylo pfiddno 20 ml
isooktanu. Smés byla nasledné protfepavana po dobu 5 minut. Vznikla emulze byla 5 minut
centrifugovana pti 5000 ot-min?, supernatant byl pipetovin do kiemenné kyvety a jeho
absorbance byla nasledné métena proti isooktanu pifi 275 nm. Hodnota IBU byla nasledné
vypocitana podle vztahu:

IBU = Az75 - 50 (5)

3.4.3 Stanoveni obsahu bilkovin Hartree-Lowryho metodou

Ptfed analyzou bylo pivo odplyfiovano po dobu 30 minut v ultrazvukové lazni. Do zkumavky
bylo pipetovano 50 pl vzorku piva, které bylo doplnéno fyziologickym roztokem na 3 ml. Ke
smési bylo pfidano 5 ml roztoku 1 a smés se nechala 10 minut odstat. Po uplynuti 10 minut
bylo pfidano 0,5 ml roztoku 2, smés byla protfepana a ponechina dal§ich 10 minut pfi
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laboratorni teploté. Absorbance vzorku byla méfena spektrofotometricky pti 650 nm. Roztok
1 byl ptipraven z 50 ml 2% Na>COz v 0,1 M NaOH + 2 ml 0,5% CuSO4-5 H20 v 1% vinanu
sodno-draselném, roztok 2 bylo 3x ziedéné Folin-Ciocalteu ¢inidlo. Kalibra¢ni roztok byl
pfipraven z hovéziho albuminu v koncentraénim rozmezi 0,015 g-172-0,15 g-1"%,

3.4.4 Stanoveni celkového obsahu fenolickych latek

Vzorky piv byly odplynény v ultrazvukové lazni po dobu 30 minut. Pro stanoveni TPC byl
pipetovan 1 ml 10x zfedéného Folin-Ciocalteu ¢inidla do zkumavky, objem byl doplnén 1 ml
deionizované vody a 100 pl vzorku piva. Smés byla promichana na vortexu a ponechana
v klidu po dobu 5 minut. Poté byl piidan 1 ml 7,5% roztoku Na,CO3 a smés byla ponechana
30 minut vtemnu. Absorbance byla méfena pii 765 nm a vysledek byl vyjadien jako
ekvivalent kyseliny gallové. Kalibra¢ni roztoky kyseliny gallové byly pfipraveny Vv rozmezi
0,1 mg'ml 10,5 mg-ml™.

3.4.5 Stanoveni celkového obsahu flavonoidii

Pfed analyzou byly vzorky odplynovany v ultrazvukové lazni po dobu 30 minut. Do
zkumavek bylo pipetovano 100 ul vzorku piva, které byly doplnény 4 ml deionizované vody.
Ke smési bylo pridano 0,3 ml 5% NaNO; a vzorek byl ponechan 5 minut v klidu. Nasledné
bylo ptidano 0,3 ml 10% AICI3 a po dal$i minuté byly ptidany 2 ml 1 mol-I"t NaOH. Smés
byla doplnéna 3,3 ml deionizované vody a byla protiepana. Absorbance byla méfena pfti
510 nm. Kalibraéni roztok Katechinu byl piipraven v koncentraénim rozmezi 30 mg-I™-
100 mg-1*.

3.4.6 Stanoveni pH a barvy piva

Vzorky pro stanoveni pH piva nebyly pfed analyzou nijak upravovany, hodnota pH byla
méfena pomoci pH metru. Pied analyzou barvy byly vzorky piva odplynény pomoci
laboratorni tiepacky pti 160 ot-min™ po dobu 20 min. Vzorky piva byly ptefiltrovany pomoci
skladaného filtratniho papiru s kifemelinou a barva byla nasledné¢ stanovena
spektrofotometricky pii 430 nm. Barva piva Vv jednotkach EBC je vypoctena dle vztahu:

Barva EBC = A4z - 25 (6)

3.4.7 Analyza prvkového sloZzeni pomoci ICP-OES

Ptfed analyzou prvkového slozeni byly vzorky piva 30 minut odplyiiovany v ultrazvukové
lazni. Vzorky pro stanoveni makroprvkt (vapnik, hot¢ik, sodik, draslik, fosfor) byly 25x
ziedény demineralizovanou vodou, vzorky pro stanoveni mikroprvkt (baryum, mangan,
zinek, kiemik, hlinik, nikl, kobalt, méd’, Zelezo) byly fedény 2x. Pro stanoveni makroprvku
byla sestrojena kalibra¢ni fada v rozmezi 25 mg:1:-50 mg-1" v deionizované vodg, kalibraéni
fada pro mikroprvky byla sestrojena v rozmezi 0,5 mg-1*~1 mg-I* ve 2% ethanolu. Podminky
méfeni jsou uvedeny v tabulce 8.
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Tabulka 8: Podminky méteni ICP-OES

X Makroprvky Mikroprvky
Vykon [w] 1100 1300
Rychlost otadek ¢erpadla [ot-min™] 15 15
Priitok plazmového plynu [dm*min?] 13,2 13,2
Prittok pomocného plynu [dm® -min™] 0,2 0,2
Priitok stiniciho plynu [dm®min™] 0,59 0,25
Prutok zmlzovace [ml-min'l] 0,84 0,84
Tlak ve zmlzovaci [bar] 2,99 2,99

Zmlzovaé Pneumaticky dle Meinharda
Detektor Fotonasobi¢
Tabulka 9: VInové délky pouzité pti ICP-OES

Prvek Vinova délka [nm]
Vépnik 422,673
Draslik 766,490
Hoft¢ik 285,213
Sodik 588,995
Fosfor 214,914
Hlinik 396,152
Baryum 230,424
Kobalt 228,616
Med’ 327,396
Zelezo 259,940
Mangan 257,610
Nikl 221,647
Kiemik 251,611
Zinek 206,191

3.4.8 Stanoveni organickych kyselin pomoci iontové chromatografie

Pted analyzou organickych kyselin byly vzorky piva odplynovany vV ultrazvukové lazni
po dobu 30 minut. Odplynéné vzorky byly nésledné ptefiltrovany ptes nylonové mikrofiltry
s velikosti pord 0,45 um. Nasledné bylo 5 ml vzorku pipetovano do zkumavky a mnozstvi
bylo dopInéno 5 ml deionizované vody. Z organickych kyselin byla sledovéana kyselina
citronova, kyselina jable¢na, kyselina jantarova, kyselina mlé¢na a kyselina octova. Reten¢ni
¢as kyseliny citronové byl 8,12 min, kyseliny jable¢né 9,3 min, kyseliny jantarové 10,11 min,
kyseliny mlécné 11,58 min a retencni Cas kyseliny octové byl 14,47 min. Podminky méteni

jsou uvedeny v tabulce 10.
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Tabulka 10: Podminky méfeni IC

Objem nastiiku 20 pl
Pritok mobilni faze 0,6 ml'min®
SloZeni mobilni faze 0,5 mmol1* HCIO,
Teplota 30 °C
Kolona Metrosep Organic Acids 250/7,8
Detektor Vodivostni
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Obrazek 21: Chromatogram vzorku V106

3.4.9 Stanoveni zakladnich pivnich charakteristik

Vzorky byly pied analyzou odplynény na laboratorni tiepacce pti 160 ot:min™ po dobu 20
minut. Po odplynéni byly vzorky filtrovany ptes skladany filtr s pfidavkem kiemeliny.
Nasledné byly pievedeny do kyvet o objemu 50 ml a vlozeny do autosampleru pivniho

analyzatoru. Sledovanymi parametry byl zdanlivy, pivodni a skutecny extrakt a obsah
alkoholu v hmotnostnich a objemovych procentech.
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

Cilem prace bylo ovéfit, jaky vliv ma studené chmeleni na rizné parametry piva a jak
ovlivituje stabilitu pivni pény. Studené¢ chmeleni bylo provedeno aromatickou odridou
chmelu Kazbek v riznych ¢asech a navazkach podle schématu, ktery je uveden v tabulce 7.

4.1 Vliv studeného chmeleni na zakladni charakteristiky piva

V tabulce 11 jsou uvedeny namétené hodnoty zakladnich parametru piva, které byly méfeny
vzdy ze dvou odpovidajicich vzorki. Na zdklad¢ analyzy rozptylu s hladinou vyznamnosti
0,05 se mezi sebou vzorky v zadném parametru vyrazné nelisily. Pomoci korela¢ni analyzy
lze vypozorovat, Ze S hodnotou zdanlivého, ptivodniho, ale i skute¢ného extraktu koreluje
predevsim navazka chmele (r>0,64), nikoliv v§ak doba studeného chmeleni. Naopak je tomu
u obsahu alkoholu. Mezi obsahem alkoholu a dobou studeného chmeleni byla nalezena
stfedné silna pozitivni korelace (r>0,56), navazka chmelu na obsah alkoholu v pivech neméla
vyznamny vliv.

Tabulka 11: Stanoveni zakladnich parametrti piva

Vzorek Zdanlivy Pivodni Alkohol Al kOh_OI Skutecny
extrakt [%] | extrakt [%] [% hm.] [% obj.] | extrakt [%]

V33 2,50+0,01 |12,66+0,001 |4,245+0,001| 5,43+0,001 | 4,46+0,01
V36 2,54+0,01 | 12,71£0,01 | 4,260,001 | 5,44+0,01 4,49+0,01
V53 2,47+0,01 | 12,64+0,01 | 4,25+0,001 | 5,43+0,001 | 4,43+0,01
V56 2,49+0,03 | 12,69+0,02 | 4,27+0,01 5,454+0,01 | 4,45+0,04
V103 2,45+0,03 | 12,68+0,01 | 4,28+0,01 5,46+0,01 | 4,42+0,03
V106 2,53+0,001 | 12,74+0,04 | 4,27+0,02 | 5,45+0,03 | 4,49+0,001
REF 2,45+0,03 | 12,63+0,03 | 4,260,001 | 5,43+0,001 | 4,41+0,03

Salamon et al. (2022) ve své praci taktéZ pozorovali mirny, ale ne statisticky signifikantni
nartst obsahu ethanolu ve studené¢ chmelenych pivech. V ¢lanku uvedena koncentrace
alkoholu dosahla maxima po 22 hodinich studeného chmeleni, nasledné ale klesala [58].
Oladokun et al. (2017), ktery se ve své praci vénoval porovnavani studeného chmeleni
pfi teplotach 4 °C a 19 °C s rtizné hoikymi odridami chmele, taktéz prezentuje, ze béhem
studeného chmeleni dochazi ke zvySeni hladiny ethanolu v pivu, a to zejména pii vyssi teploté
studen¢ho chmeleni. Tento pozvolny nartist obsahu alkoholu zdivodiiuje mirnym vyskytem
monosacharidi (pfiblizné 2%) v chmelu, které se mohou v zavislosti na mnozstvi jiz
obsazené¢ho alkoholu a mnozstvi pfidaného chmele extrahovat do piva. Takto extrahované
monosacharidy by mohly byt vyuzity kvasinkami pro dal$i produkci ethanolu [59]. Narutst
obsahu alkoholu u studené chmelenych piv byl sledovan i Forsterem (2013), ktery se vénoval
novym némeckym odridam chmelu [60]. Z vysledki prace vyplyva, Zze pokud je studené
chmeleni provedeno pfi nizké teploté, bude mit na zvySujici se obsah alkoholu vétsi vliv doba
studeného chmeleni nez davka ptfidaného chmelu.
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4.2 Vliv studeného chmeleni na barvu piva

Vysledky méfeni barvy piv jsou uvedeny v tabulce 12. Z naméfenych dat je patrné, ze vzorky,
u kterych bylo provedeno studené chmeleni, vykazuji nardst barvy v priméru o 2,4 jednotek
EBC. Barva a cirost piva jsou jedny zjeho zakladnich senzorickych charakteristik, které
mohou podvédomé ovlivnit ptistup degustatora ke vzorku. Analyzou rozptylu bylo nasledné
zjisténo, Ze sledované vzorky se od reference vyznamné odlisuji (p<0,003).

Tabulka 12: Naméfené hodnoty barvy piva

Vzorek Barva [EBC]
V33 12,7+0,3
V36 13,2+0,5
V53 12,3+0,4
V56 13+0,01

V103 12,940,1
V106 12,7+0,2
REF 10,4+0,3

Se zvySenim barvy vzorkii piv pozitivné korelovala jak doba studeného chmeleni,
tak i navazka pouzitého chmelu (r = 0,52; resp. 0,80). Jelikoz u piv nebyla provedena zadna
postfermenta¢ni uprava (filtrace a pasterizace), mohlo ke zvySeni absorbance pii méfeni barvy
dojit pfitomnosti zbylych kvasinek, pfipadné vlivem vzniklého zakalu. Ten je zpusobovan
vy$8im obsahem fenolickych latek, jejichz obsah Vv pfipraveném pivu taktéz vyrazné rostl
s ¢asem 1 navazkou. Fenolické latky se v pivu ptfimo podili na tvorbé koloidnich zakali,
piipadné mohou byt oxidativné polymerizovany na slouCeniny s vyS$i molekulovou
hmotnosti, které nadale interaguji s proteiny pravé za vzniku zdkalu pomoci slabych
nekovalentnich vazeb [61]. Cejka et al. (1983) uvadi, Ze barva piva vzroste pravé o jednu
jednotku EBC s kazdymi 2,15 EBC jednotkami zakalu [65]. ZvySeni barvy pfiblizné o jeden
bod EBC i zvySeni zakalu u studené¢ chmelenych piv pozorovali i Gerhards et al. (2020), kteti
provadéli studené chmeleni za teploty 11-12 °C a 15-16 °C [67].

4.3 Vliv studeného chmeleni na pH piva

Z dat uvedenych v tabulce 13 je patrné, ze s ptidavkem chmelu doslo k mirnému, nikoli vSak
statisticky vyznamnému nartistu hodnoty pH studen¢ chmelenych piv oproti referenénimu
vzorku. Narust pH vykazoval stfedni pozitivni korelaci (r>0,59) s vy$si navazkou chmele,
doba studeného chmeleni neméla na hodnotu pH vyznamny vliv.
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Tabulka 13: Namétené hodnoty pH piva

Vzorek pH
V33 4,61+0,01
V36 4,63+0,001
V53 4,60+0,001
V56 4,65+0,01

V103 4,58+0,02
V106 4,64+0,001
REF 4,59+0,06

Lafontaine a Shellhammer (2018) sledovali pii studeném chmeleni pii teplotach v rozmezi
13,3-15 °C linearni nartist pH pfiblizn€ o 0,14 s kazdymi piidanymi 386 g chmele na hektolitr
piva nezavisle na pivnim stylu a odrudé chmelu [33]. Obdobnych vysledkt dosahl pti svych
experimentech taktéz Hauser et al. (2019) [64]. Dalsiho potvrzeni tohoto jevu dosahl
Oladokun (2017), a to jak pii provedeni studeného chmeleni za teploty 4 °C, tak
u experimentu, ktery probihal pti 19 °C s riznymi odridami chmele [59]. Naopak Gerhards et
al. (2020) nepozorovali prakticky zadnou zménu pH pii provedeni studeného chmeleni jak za
nizké, tak za vyssi teploty [67].

Hodnota pH piva mize ve vysledném pivu ovliviiovat senzorické vnimani hotkosti a mize
taktéz pozitivné ovliviiovat stabilitu iso-a-hoikych kyselin v pribéhu skladovani piva [59].
Zvyseni hodnoty pH mize taktéz vést ke zvySeni chutové stability piva béhem skladovani
a taktéZ muze maskovat nékteré nezadouci chutové vjemy [33].

4.4 Vliv studeného chmeleni na IBU piva
IBU definuji celkovou hotkost piva. Z obrazku 22 je patrné, Ze ke zvysSeni IBU oproti
referen¢nimu pivu doslo u v8ech pozorovanych vzorkd.
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Obrazek 22: Boxovy graf IBU ve vzorcich piva
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Na zvyseni IBU méla nejvyssi vliv navazka pouzitého chmele (r>0,84), Cas studeného
chmeleni vSak z hlediska hotkosti nevykazoval zésadni roli. U vSech vzorki, u kterych bylo
provedeno studené chmeleni 3 g-17, byl pozorovan nariist v priméru o 13,8+0,3 jednotek
hotkosti a vzorky se mezi sebou hotkosti nelisily. V pfipad¢ vzorkl, které byly chmeleny
6 g1, doslo k vyraznému naristu jednotek hotkosti jen v piipadé provedeni studeného
chmeleni v ¢asech 3 a 5 dni, a to primérné¢ o 20,6+0,2 IBU. U vzorku, u kterého bylo
provedeno studené chmeleni 6 g1 po dobu 10 dni, byla hodnota IBU zvysena o 12,0+0,7,
jednalo se tak o nejniz8i zaznamenany nartst hotkosti oproti referencnimu pivu. Pokles
hotkosti je pravdépodobné spojeny se snizenim obsahu iso-a-hoikych kyselin v dusledku
adsorpce téchto latek na pifidany chmelovy material [68]. Na obrazku 23 je zaznamenan
sledovany vyvoj IBU po piidani riznych navazek chmelu v zavislosti na ¢ase. Hodnota IBU
u vzork®i chmelenych 3 g1 byla v priibéhu doby konstantni, pii vys$si navazce hodnota IBU
s ¢asem klesala.
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Obrazek 23: Vyvoj IBU v case

Na senzorické hotkosti piva se kromé iso-oa-hotkych kyselin podili 1 a-hotké kyseliny,
humulinony a chmelové polyfenoly. Parkin a Shellhammer (2017) uvadi, Ze pifi studeném
chmeleni dochézi k senzorickému 1 analytickému nariistu hotkosti u piv. Tvrdi, Ze senzoricka
hotkost piv byla zvySena predevSim kvili vy$§imu obsahu extrahovanych humulinonii
a polyfenoli, nikoli v8ak kvuli iso-a-hotkym kyselinam a a-hotkym Kyselinam. Zaroven
taktéZ uvadi pozorovany pokles iso-a-hotkych kyselin ve studené chmelenych pivech [69].
Lafontaine (2018) ptedpokladd, ze k narastu jednotek hotkosti meéfenych jako sumé obsahu
humulinonii a iso-a-hotkych kyselin u studené chmelenych piv mutZe dochazet i vlivem
extrakce chmelovych polyfenold [33].
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4.5 Vliv studeného chmeleni na obsah proteini v pivu

Z obrazku 23 je patrné, ze obsah proteinli ve vzorcich piva se pohyboval v rozmezi 5,3—
5,79-1". Nejvyssi koncentrace bilkovin byla zaznamenana v referenénim vzorku. Piva
chmelend za studena vykazovala v priméru pokles koncentrace bilkovin. Kvuli vysoké
variabilit¢ v koncentraci bilkovin v paralelnich vzorcich vSak nebyl prokazan signifikantni
vliv studeného chmeleni na obsah proteint v pivu (p = 0,34).
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Obrazek 24: Boxovy graf obsahu proteintl ve vzorcich piva

Proteiny se do piva dostavaji piedev$im ze sladu. Jedna se o jednu ze slozek, ktera spole¢né
S hotkymi chmelovymi kyselinami a nékterymi kovovymi kationty vytvaii strukturu pivni
pény [6]. Obsah proteind v indickych pivech lezackého typu byl v praci Pai et al. pozorovan
v rozmezi 2,04-5,41 g/l [62]. Anger et al. sledovali ptiblizné 2,0-5,5 g/l [63]. Obsah proteinti
V pivu je ovlivnén mnoZstvim vstupnich surovin a taktéz zavisi na stylu piva. Piva ptipravena
vramci diplomové prace se obsahem proteini pfiblizuji piviim, ktera byla zkoumadna
zahrani¢nimi autory.
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4.6 Vliv studeného chmeleni na obsah fenolickych latek

Podle dat uvedenych na obrazku 25 dochéazelo k nartstu obsahu fenolickych latek ve studené
chmelenych vzorcich oproti referenénimu pivu. Mnozstvi fenolickych latek vykazovalo
stfedni pozitivni korelaci s dobou studeného chmeleni (r = 0,61) a silnou pozitivni korelaci
s navazkou chmelu (r = 0,84).
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Obrazek 25: Boxovy graf obsahu fenolickych latek ve vzorcich piva

Vyznamnou skupinou fenolickych latek v pivu jsou flavonoidy. Z dat uvedenych
na obrazku 26 vyplyva, ze ve vSech sledovanych vzorcich studené chmeleného piva doslo
i ke statisticky vyznamnému nartstu podilu celkovych flavonoida oproti referenci. Patrna je
ptedevsim vyraznd pozitivni korelace s mnozstvim pfidaného chmele (r> 0,94), dilezita je ale
i stiedné silna pozitivni korelace s ¢asem studeného chmeleni (r = 0,51).
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Obrazek 26: Boxovy graf obsahu celkovych flavonoidnich latek ve vzorcich piva

S obsahem fenolickych latek souvisi i celkova antioxidac¢ni aktivita piva, kterd dokaze
ovlivitovat jeho kvalitu a koloidni stabilitu v prubéhu skladovani. Z chmelovych latek se
Vv pivu nachazi flavonoidy jako napi. xantohumol a prenylové flavonoidy, ze sladovych latek
jsou to fenolové kyseliny a sladové flavonoidy. Koneéné mnozstvi téchto latek v pivu je
ovlivnéno puvodem pouzitych surovin, jejich poskliziiovymi Gpravami a technologii vyroby
piva [63, 73]. Mimo fenolické slouceniny, které dle Paszkot et al. (2021) ovliviiuji
antioxidac¢ni aktivitu az z 88 %, ovliviiuji tento parametr jesté melanoidiny, které vznikaji pii
hvozdéni sladu [73, 78]. Vztahem mezi antioxidac¢ni aktivitou a mnozstvim fenolickych latek
a melanoidint se zabyval Gomez et al. (2020), ktefi pozorovali nejvyssi antioxida¢ni aktivitu
Vv pivech ¢ernych, nasledné svrchné kvasenych, lezackych a nasledné nealkoholickych [73].
Paszkot et al. (2021) sledovali vliv studeného chmeleni u tmavych piv na jejich antioxida¢ni
aktivitu a mnozstvi celkovych polyfenolti. Tmava piva, u kterych probihalo studené chmeleni
pii 18 °C po dobu 7 dni za pouziti 4 riznych odrid chmelu, vykazovala zfeteln¢ vyssi
mnozstvi xanthohumolu nez bézna komeréné dostupna piva a vzajemné se lisila i mezi sebou,
a to jak v mnozstvi polyfenolt, tak v antioxida¢ni kapacité [78]. Wang et al. (2022) taktéz
sledovali rozdily mezi studené¢ chmelenymi a béznymi pivy z hlediska obsahu flavonoida a
polyfenold a jejich vlivu na antioxidaéni aktivitu. Podobné jako v pfedchozim piipadé
potvrzuji silnou korelaci mezi obsahem xanthohumolu, polyfenold a antioxidaéni aktivitou
[79].
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4.7 Vliv studeného chmeleni na prvkové sloZeni piva

Naméiené koncentrace makro- a mikroprvka ve vzorcich piva jsou uvedeny v tabulkach 14
a15. U vSech sledovanych makroprvkli kromé kiemiku je patrné, ze vlivem studeného
chmeleni doslo k nartsti jejich koncentraci s ¢asem i navazkou. U pozorovanych mikroprvki
doslo s vyssi navazkou a dobou studeného chmeleni Kk nariistu koncentrace v pfipadé hliniku,
barya, médi a manganu, obsah Zeleza a niklu ve studené chmelenych vzorcich oproti
referen¢nimu piva klesal.

Tabulka 14: Stanovené obsahy makroprvkl ve vzorcich piva

X Ca (mg/l) K (mg/l) Mg (mg/l) Na (mg/l) P (mgll) Si (mgl/l)
V33 24,4142,95 | 468,45+7,20 | 73,3443,11 | 23,96+0,32 | 217,14+2,73 | 38,49+0,80
V36 28,66+1,52 | 556,91+2531 | 83,54+1,40 | 23,91£026 | 226,09+4,79 | 38,82+1,22
V53 28,37+1,75 | 502,15£19,21 | 79,22+0,79 | 23,86+0,09 | 221,79+421 | 38,71+0,53
V56 27,48+3.31 | 533,11£9,39 | 83,38+0,66 | 22,81+0,10 | 220,20+6,13 | 38,57+0,15
V103 23,82+1,25 | 499,98+20,45 | 76,72+1,26 | 23,99+0,20 | 211,60+1,67 | 37,49+2,07
V106 30,60+4,00 | 543,05+£1522 | 82,10+0,55 | 22,18+0,25 |226,59+10,73 | 39,36+0,96
REF 14,42+1,07 | 434,28425,53 | 73,39+1,16 | 21,76+0,11 | 203,94+6,85 | 38,70+0,29

Tabulka 15: Stanovené obsahy mikroprvku ve vzorcich piva
X Al (mg/l) | Ba(mg/l) | Co (mg/l) | Cu (mg/l) | Fe (mg/l) | Mn (mg/l) | Ni (mg/l) | Zn (mg/l)
V33 0,159 0,008 <LOD 0,090 0,009 0,111 0,005 <LOD
V36 0,160 0,012 <LOD 0,139 0,008 0,137 0,006 <LOD
V53 0,157 0,007 <LOD 0,112 0,008 0,107 0,003 <LOD
V56 0,169 0,011 <LOD 0,135 0,008 0,145 0,004 <LOD
V103 0,168 0,009 <LOD 0,113 0,006 0,120 0,005 <LOD
V106 0,173 0,011 <LOD 0,128 0,008 0,156 0,006 <LOD
REF 0,150 0,007 <LOD 0,055 0,011 0,064 0,005 <LOD

Vapnik je jednim z nejvice dilezitych prvki b&hem celého procesu vyroby piva. Ovliviiuje
pH piva, upravuje metabolismus pivovarskych kvasinek a je dulezity pro stabilizaci enzymu
pti kvaseni. Jeho vliv na chut’ piva je minimalni, jeho koncentrace Vv pivu je v rozmezi 20—

15 mg/l [1, 70].

Hoft¢ik upravuje pH podobné jako vapnik, jeho ptfitomnost je dllezitd pro spravnou funkci
kvasinek, pusobi jako kofaktor mnoha enzymi. Vyssi koncentrace nez 30 mg/l jsou ptic¢inou
kyselé a hotké chuti [70].

Sodik se v pivu muze vyskytovat v rozmezi 75-150 mg/l, pfi vyssich koncentracich ma vliv
na slanou chut’ piva [70].

Zelezo se vpivu miZe vyskytovat ve formé Fe?*, Fe** nebo ve formé& komplexi
s organickymi slou¢eninami, pfi koncentracich vysSich nez 1 mg/l miize negativné ovliviiovat
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¢innost kvasinek. Podobné ucinky jako zelezo ma v pivu i méd. Oba prvky by mély byt
pritomny maximaln¢ v mnozstvi 0,1 mg/1 [70].

4.8 Vliv studeného chmeleni na obsah organickych Kkyselin v pivu

Tabulka 16: Koncentrace organickych kyselin ve vzorcich piva

Vzorek MIécna Jablecna Citronova Mravenci Jantarova Octova

(mg/l) (mg/l) (mg/l) (mg/l) (mg/l) (mg/l)
V33 36,8 206 296 187 21,3 369
V36 60,2 254 322 181 21,2 372
V53 50,8 196 287 174 20,2 352
V56 53,4 237 300 170 19,8 349
V103 43,9 186 248 165 19,3 333
V106 34,4 240 307 183 20,0 354
REF 57,1 171 297 192 23,1 402

V tabulce 16 jsou uvedeny namétené koncentrace vybranych organickych kyselin. Je ziejmé,
ze oproti referenci doslo ve studené chmelenych vzorcich k nartstu obsahu kyseliny citronové
a jablecné. Nejvyssi nartist obsahu kyseliny jable¢né a citronové byl pozorovan u vzorku V36,
a to 0 83 mg/l, resp. 24 mg/l. Mezi obsahem kyseliny jable¢né a navazkou chmelu byla
nalezena silna pozitivni korelace (r = 0,95), obsah kyseliny citronové s navazkou vykazoval
stfedni pozitivni korelaci (r = 0,42). U vSech ostatnich organickych kyselin by zaznamenan
pokles. Obsah kyseliny mlé¢né, mravenci, jantarové a octové vykazoval negativni korelaci jak
s Casem, tak i snavazkou pouzitého chmelu. Obsah uvedenych kyselin se v literatuie
pohybuje v rozmezi 44-292 mg/l (mlé¢na), 14-105 mg/1 (jableéna), 56230 mg/1 (citronova),
36-166 mg/l (jantarova) a 37-171 mg/l (octova). Z namétenych hodnot je tedy patrné, ze
piva piipravend studenym chmelenim obsahuji vétsi mnozstvi kyseliny citronové, jablecné
a octové, ale vyrazné niz$i mnozstvi kyseliny jantarové a mlécné [71].

Obsah nékterych organickych kyselin je v pivu dan ptedevs§im jejich ptitomnosti v mlading,
nékteré vznikaji 1 béhem fermentace. Organické kyseliny maji taktéz vliv na vyslednou chut’
a pH piva [72].
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4.9 Stanoveni stability pivni pény

Stabilita pivni pény byla méfena metodou NIBEM, kterou byl zaznamenan cas, za ktery se
hladina pény propadla 0 10, 20 a 30 mm. Vysledky jsou prezentovany jako primérné hodnoty
v tabulce 17.

Tabulka 17: Naméfené hodnoty stability pivni pény

Vzorek | NIBEM 10 (s) | NIBEM 20 (s) | NIBEM 30 (s)
V33 9645 18146 25244
V36 9842 1880 2665
V53 963 18048 244411
V56 966 183+7 25841
V103 10643 200+7 27345
V106 10443 193+1 25641
REF 13442 256+1 352+1

Analyzou rozptylu bylo prokazéno, Ze studen¢ chmelené vzorky se od sebe vyrazné nelisi.
Velka odlisnost ve stabilit¢ pivni pény je ale patrnd pii porovnani studené chmeleného piva
a referen¢niho vzorku (pro vSechny hodnoty NIBEM p < 0,001). Dale bylo prokazano, ze na
stabilitu pivni pény ma v piipadé studeného chmeleni negativni vliv nejen doba studeného
chmeleni, ale i pouzita navazka chmelu. Z korelaéni analyzy vyplyva, ze navazka chmele ma
konstantni negativni vliv na kazdy parametr NIBEM (r = —0,69). Negativni korelace mezi
dobou studeného chmeleni a stabilitou pivni pény se pro kazdy parametr zvySovala, r= —0,34
pro NIBEM 10, r = 0,41 pro NIBEM 20 a r = —0,51 pro NIBEM 30. Jelikoz nalezeny
korelaéni koeficient mezi vSemi parametry NIBEM byl r <0,94, dochazelo k prakticky
konstantnimu propadu pivni pény u vSech pozorovanych vzorki.

Stabilita pivni pény (NIBEM 30) byla pozorovana nékolika autory u rtuznych pivnich stylu.
Wallin et al. (2010) porovnaval stabilitu pivni pény u americkych lezaka a piv typu ale,
u kterych byla stanovena stabilita pivni pény v rozmezi 174-295 s [80]. Ferreira (2003)
zkoumal stabilitu pivni pény u péti rozdilnych piv, kterou zméfil v rozmezi 160-310 s [81].
Pramérna hodnota stability pivni pény u nealkoholickych piv byla v praci Gernata et al.
(2020) stanovena na 217 s [82]. Evans et al. (2012) sledoval stabilitu pivni pény u vzorku od
34 riznych vyrobct piv, u kterych pozorovali stabilitu pény v rozmezi 211-359 s [83].
Stabilita pivni pény se odviji od pouZitych vstupnich surovin a jejich kvality. I ptes rozdilné
pivni styly a zplsob piipravy vykazuji piva pfipravend vramci této diplomové prace
podobnou stabilitu pivni pény jako piva zkoumand zahrani¢nimi autory.
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4.9.1 VIliv hoikosti na stabilitu studené chmelenych piv
Iso-a-hotké chmelové kyseliny ovliviiuji nejen chut’ piva, ale podileji se 1 na tvorbé pivni
pény, jejiz strukturu spolecné s bilkovinami a nékterymi kovovymi kationty tvoii.

Z vysledku uvedenych v kapitole 4.4 vyplyva, ze se hodnota IBU u vSech vzorka vlivem
studeného chmeleni oproti referenénimu pivu zvysila, nicméné nejvyssi stabilita pivni pény
byla naméfena u referen¢niho vzorku, jehoz IBU bylo stanoveno jako nejnizsi. Hodnota IBU
sledovana v této diplomové praci vykazovala vysokou negativni korelaci se vSemi parametry
NIBEM. Korelacni koeficient r pro vsechny parametry NIBEM dosahl hodnoty r > —0,80, coz
znaci silny negativni vliv hotkosti na stabilitu pivni pény.

Dle studie Evanse et al. (2012), kteti sledovali komer¢ni piva rtznych styld od 34 odlisnych
vyrobct, vykazuje parametr NIBEM signifikantni korelaci (r = 0,595) s hoikosti piva [77].
Ve své dalsi studii potvrzuje pozitivni vliv IBU na hodnotu NIBEM korela¢nim koeficientem
r=0,4[86].

Neugrodda et al. (2015) se vzorky 40 piv pozorovali mezi jednotkami hoikosti a stabilitou
pivni pény méfenou metodou NIBEM slabsi pozitivni korelaci (r = 0,33), pozitivni korelace
nalezl i pfi méfeni stability pivni pény na Steinfurth foam stability testeru, ale ne pfi méteni
podle Rosse a Clarka [87].

Korelace mezi jednotkami hotkosti a stabilitou pivni pény stanovené v této diplomové praci
se Vporovnani se zahrani¢ni literaturou vyrazné 1i§i. Odlisné vysledky s nejvétsi
pravdépodobnosti souvisi s rliznou piipravou piva, jelikoZ Zadny z uvedenych autorii se
nevénoval studené chmelenym vzorkim. U studené chmelenych piv muize dochazet
k adsorbci iso-a-hotkych kyselin na pfidany chmelovy material, coz ma za nasledek relativni
snizeni stability pivni pény. Hotkost piva ztratou iso-a-hotkych kyselin ale nemusi klesat,
jelikoz z chmelu jsou pii studeném chmeleni do piva extrahovany a-hotké kyseliny
a polarngjsi humulinony, které absorbuji svétlo pii stejné vinové délce. Maye et al. (2016)
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uvadi, ze v pribé¢hu 2-3 dnt studeného chmeleni je do piva extrahovano vice nez 87 %
humulinond [90].

4.9.2 Vliv fenolickych latek na stabilitu pivni pény

Piiblizn¢ 70 % fenolickych latek, které se nachazi v pivu, pochazi ze sladu, zbylych 30 %
z chmelu [73]. Jejich pfitomnost v pivu ovliviiuje kvalitu piva, jeho hofkost a podileji se na
plnosti chuti piva [1].

Z vysledku uvedenych vyse je patrné, Ze obsah fenolickych latek se v pivu zvySoval s dobou
studeného chmeleni, ale i s navdzkou chmelu. Mezi obsahem celkovych fenolickych latek
a stabilitou pivni pény byla nalezena niz$i negativni korelace pro vSechny parametry NIBEM
(r <—0,38). Flavonoidni latky vykazovaly se stabilitou pivni pény silnou negativni korelaci
(r <-0,76).

Nézory zahrani¢nich autorii na stabilizaci pivni pény pomoci fenolickych latek se vyrazné lisi.
Bamforth (1999) uvadi, ze polyfenoly mohou v péné putisobit jako analogy iso-a-hoikych
chmelovych kyselin, a tim se podilet na zesitovani molekul bilkovin [74]. Dle Asana (1980)
se polyfenoly podili na precipitaci proteini piva v riznych fazich jeho vyroby [47]. Mezi
obsahem polyfenolil a stabilitou pivni pény nachazi pozitivni korelaci Lewis et al. (2003)
[75]. Opacny vztah mezi stabilitou pivni pény a obsahem polyfenold dokumentuje Kordialik-
Bogacka et al., ktera mezi stabilitou pivni pény méfenou metodou NIBEM a obsahem
polyfenolii stanovila korela¢ni koeficient (r =—0,42) [76]. Evans a Sheehan (2002) u piv
s vysokych obsahem polyfenold (113-309 mg/l) a stabilitou jejich pény uvadi zapornou
korelaci r= —0,54 [77]. U piv snizkou koncentraci polyfenoli (73-212 mg/l) pozoruje
Neugrodda et al. (2015) pozitivni korelaci mezi témito dvéma parametry. Z hlediska
stabilizace pivni pény byla vétSinou zkoumana pouze suma fenolickych latek, nikoli konkrétni
fenolické latky. Nekteti autofi se domnivaji, Ze u piv s niz§im obsahem fenolickych latek by
mohla stabilita pivni pény korelovat pozitivng, u piv s vys§im obsahem fenolickych latek by
tomu mohlo byt opacné pravé z diivodu ucasti fenolickych sloucenin na precipitaci proteind
pivni pény [8], [87].

4.9.3 Vliv bilkovin na stabilitu pivni pény

Proteiny jsou povaZovany za jeden z hlavnich parametrui podilejicich se na stabilizaci pivni
pény. Na stabilizaci pivni pény se proteiny podili interakcemi piedevsim S iS0-o-hotkymi
kyselinami a nékterymi kovovymi kationty.

Mezi obsahem bilkovin a vSemi parametry NIBEM byla nalezena stfedné silna pozitivni
korelace r >0,50, coz dokazuje kladny vliv bilkovin na tvorbu a stabilizaci pivni pény. Lewis
et al. (2003) uvadi vétSinou pozitivni korelace mezi riznymi hmotnostnimi frakcemi proteind
a stabilitou pivni pény [75]. Neugrodda et al. (2015) pozoroval pozitivni korelaci
vysokomolekularni frakce bilkovin se stabilitou pivni pény méfenou pomoci zafizeni
Steinfurth foam tester, podobnou korelaci uvadi vsak i u méfeni metodou NIBEM [87]. Evans
et al. (2012) pozoroval v zavislosti na zvolené metodé méfeni pivni pény a celkovych
bilkovin jak negativni, tak pozitivni vliv [83].

Vliv celkovych bilkovin na stabilitu pivni pény neni zcela jednoznacny, jelikoz ne vSechny
bilkoviny ptlisobi specificky pii tvorbé a stabilizaci pivni pény. Byla vSak prok4zana existence
nékolika proteinli o n€kolika molekulovych hmotnostech, které maji prokazatelné pozitivni
vliv jak na tvorbu, tak i na stabilizaci pivni pény, jedna se o protein Z, LTP1 a né&které frakce
hordeinii. Obecné maji na stabilitu pivni pény pozitivni vliv pfevazné proteiny s hydrofobni
strukturou [8].
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4.9.4 Vliv prvkového sloZeni na stabilitu pivni pény

Vysoka variabilita dat z hlediska stabilizace pivni pény byla pozorovana u prvkového slozeni
studené chmeleného piva. Bylo zjisténo, ze vétSina sledovanych kovovych kationtt ovlivnila
stabilitu pivni pény negativné. Pozitivni korelaci se stabilitou pivni pény pfipravenych vzorki
vykazovaly jen ionty zeleza (r > 0,60) a ionty niklu (r > 0,92).

Dle zahrani¢nich autorti je mozno rozdélit kovové kationty na 3 skupiny podle jejich afinity
k iso-a-hotkym kyselinam. Nejvyssi afinitu vykazuji ionty manganu, hliniku, niklu a cinu.
Nizsi afinita je pozorovana u iontl hot¢iku, zinku, vapniku a barya, naopak témét nulovou
afinitu k iso-a-hotkym kyselinam vykazuji ionty lithia, sodiku a drasliku. Vlivem nékterych
iontd muze dochazet az ktzv. prepénovani piva (gushingu) [8]. Kellner et al. (1987)
u vapniku nepozoroval vyznamny vliv na stabilitu pivni pény [84]. Lewis et al. (2003)
pozorovali stiedni korelaci mezi obsahem iontt drasliku, hoté¢iku, cinu a chromu se stabilitou
pivni pény. U Kationtd hot¢iku, cinu a chromu se ptedpoklada, ze jsou schopny efektivné
zesitovat molekuly iso-a-hotkych kyselin, a tim zesilit film mezi bublinami pény [75].

4.9.5 Vliv pH a organickych kyselin na stabilitu pivni pény
Jelikoz jsou bilkoviny 1 hotké chmelové kyseliny latky amfipatické povahy, predpoklada se,
ze pH bude jednim z parametrti, ktery bude mit vyznamny vliv na stabilitu pivni pény.

Pii méfeni nebyl prokazan signifikantni vliv pH na stabilitu pivni pény (r <—0,27). Siebert
(2014) u lezackych piv sledoval schopnost tvorby pény v rozmezi pH 3,7-4,6. Z jeho zavéra
vyplynulo, ze pivo bude schopno vytvofit vice pény pii vyssim pH [83]. Kosin et al. (2020)
sledoval stabilitu pivni pény u piva které bylo vystirano s pfidavkem kyseliny mlé¢né. Z jeho
vysledku vyplyva, ze pokud je pivo vystirano vodou s nizkym obsahem kyseliny mlé¢né,
mize dojit vlivem nizSiho pH k menSimu stupni disociace mastnych kyselin, tudiz i jejich
snizené rozpustnosti ve sladin¢ [88]. Predpoklada se, Ze se snizujicim se pH dojde k vyssi
disociaci hotkych chmelovych kyselin a zméndm naboje na molekuldch proteint, které
mohou dopomoci Kk migraci téchto latek do pivni pény a nasledné k jejich vzajemnym
interakcim [89]. Bamforth a Kanauchi (2003) se na zakladé vyzkumu domnivaji, ze pfi
vys$sich hodnotach pH dochazi k nartustu koncentrace zaporné nabitych iso-a-hoikych kyselin,
které jsou nasledn¢ sitovany pomoci kovovych kationtu [91].

Ze stanovenych organickych kyselin vykazovala silnou korelaci se stabilitou pivni pény
kyselina jantarova (r = 0,75), kyselina octova (r = 0,72), niz$i vliv na pé€nivost méla kyselina
mravenc¢i (r = 0,51) a kyselina mlééna (r = 0,42). U kyseliny jable¢né byla patrna stiedné
vysoka negativni korelace se stabilitou pivni pény (r = —0,54). Kyselina citronova vykazovala
jen nepatrnou pozitivni korelaci se stabilitou pivni pény (r = 0,02). Organické kyseliny
ovliviiuji stabilitu pivni pény prevazné upravou pH. Organické, predev§sim mastné kyseliny,
maji na pivni pénu nezddouci ucinky, jelikoZ naruSuji interakce proteinti a hotkych
chmelovych kyselin, coz mlze urychlit proces koalescence a tim i destrukce pivni pény.
Nékteré ztéchto kyselin mohou byt za jistych podminek syntetizovany 1 kvasinkami
Vv pribéhu fermentace. Obecné plati, Ze ¢im vice je organicka kyselina hydrofobni, tim vice
narusuje stabilitu pivni pény [8].

4.9.6 Vliv ethanolu na stabilitu pivni pény

Ethanol tvofil 5,43-5,46 % obj. v analyzovanych vzorcich piv. V ramci experimentti nebyla
prokazana signifikantni korelace koncentrace ethanolu a stability pivni pény (r = —0,09). Dle
nékterych autord v zavislosti na koncentraci milize ethanol stabilitu pivni pény ovlivilovat
pozitivng, ale 1 negativné. V nizkych koncentracich, pfiblizné 1-3 %, je jeho pfitomnost pro
stabilitu pivni pény pozitivni, jelikoZ snizuje povrchové napéti a zvySuje viskozitu piva.
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V mnozstvi nad 10 % vykazuje ethanol destabilizujici U¢inky na pivni pénu a pulsobi
podobnym mechanismem jako lipidy [6, 8, 91].
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5 ZAVER

Cilem diplomové prace bylo ovéfit, jakym zptisobem ovlivni studené chmeleni Vv riznych
navazkach a Casech stabilitu pivni pény, jeho zakladni charakteristiky a sloZzeni z hlediska
hotkych kyselin, fenolickych latek, bilkovin, vybranych mikro- a makroprvki a organickych
kyselin.

V experimentalni casti byly stanoveny zakladni charakteristiky piva, jako jsou obsah
ethanolu, zdanlivy, pivodni a skutecny extrakt a barva. Bylo zjisténo, Ze navazka pouzitého
chmelu pozitivné korelovala se zdanlivym, skute¢nym i ptivodnim extraktem, s mnozstvim
alkoholu ve vzorku souvisela doba studeného chmeleni. Rozdily v obsahu alkoholu
U pozorovanych vzorki byly minimélni. Vliv alkoholu na stabilitu pivni pény byl
zanedbatelny.

Jednou ze zakladnich charakteristik piva je jeho hotkost. Kromé typické chuti jsou
iso-a-hotké kyseliny zodpovédné taktéz za stabilizaci pivni pény. Bylo zjisténo, ze vSechna
studen€ chmelena piva byla vyrazné hoi¢i nez referencni vzorek. Pii studeném chmeleni nizsi
navazkou byla pozorovana konstantni hotkost v ¢ase, pti vyssi navazce vSak doSlo v pribéhu
Casu k poklesu koncentrace iso-a-hoikych kyselin, s ¢imZ souviselo i sniZzeni stability pivni
pény.

Vétsina bilkovin, které jsou obsazeny V pivu, pochazi zjeCmene. Stejné jako iso-o-hotké
chmelové kyseliny tvoii proteiny kostru pivni pény. Bylo zjisténo, Ze obsah bilkovin se
U pozorovanych vzorkii vyznamné neliSil od referen¢niho piva. Taktéz bylo zjiSténo, Ze
bilkoviny maji na stabilitu pivni pény pozitivni, ale ne vyrazny vliv.

VétSina fenolickych latek v pivu pochéazi z jeCmene, mensSi cast zchmele. Nekteré
Z fenolickych latek by mohly v pivni péné fungovat jako analogy hotkych kyselin a pénu tak
stabilizovat. Bylo patrné, ze se zvySujici se navazkou chmelu a dobou studeného chmeleni
dochazi k narGstu mnozstvi fenolickych latek v pivu oproti referenci. Mezi obsahem
fenolickych latek a stabilitou pivni pény byla vSak nalezena slaba negativni korelace.

Z hlediska organickych kyselin a pH byl pozorovan nartist obsahu kyseliny jable¢né
a citronoveé, pokles byl zaznamenan u kyseliny mlé¢né, mravenci a jantarové. Pozitivni vliv
na stabilitu pivni pény byl patrny predevsim u kyseliny jantarové, ostatni kyseliny nemély
jako izolované parametry vyznamny vliv na stabilitu pivni pény, stejné tak nebyl prokazan
vyznamny vliv pH, jehoz zmény byly u studené chmelenych vzorki oproti referenci
minimalni.

Kovové kationty maji ptivod ve sladu, varni vod¢ a chmelu. U nékterych kovovych kationt
se ptedpokladd, ze mohou spole¢né s hotkymi latkami a bilkovinami tvotit zdkladni strukturu
pivni pény. Nadmérnid piitomnost nékterych kovovych kationti vSak mize vést
az K ptepénovani piva nebo k nezadoucim zménam v jeho chuti. V ramci prvkové analyzy
bylo sledovano celkem 14prvki, z nichz 2 byly pod limitem detekce. Bylo zjisténo, ze
pozitivni vliv na stabilitu pivni pény maji ionty Zeleza a niklu, u vSech ostatnich byly
nalezeny negativni korelace se stabilitou pivni pény.

Z namé&fenych dat vyplyva, Ze stabilita pivni pény klesa jak se zvySujici se navazkou chmelu,
tak i s dobou studeného chmeleni. Bylo zji§téno, Ze s delsi dobou a vyssi navazkou chmelu je
do piva extrahovano vy$8i mnozstvi latek, které se podili spiSe na destabilizaci pivni pény.
Predmétem dalSiho vyzkumu vlivu studeného chmeleni na stabilitu pivni pény by mohla byt
optimalizace doby a navazky chmelového materidlu tak, aby u piva doSlo k vytvoreni
kompromisu mezi pozadovanymi senzorickymi vlastnostmi a stabilitou pivni pény.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
CCD — Charge-coupled device

CID — Charge-injection device

EBC — European Brewery Convention

EPM — Extrakt ptivodni mladiny

IBU — International Bittering Unit

IC — Tontova chromatografie

ICP-OES — Inductively coupled plasma-optical emission spektrometry
LTP — Lipid Transfer Protein

TFC — Total flavonoid content

TPC — Total phenolic content
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