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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva pribéhem fermentace z pohledu ¢erpani vybranych sacha-
ridd (maltoza, glukoza a fruktdza) pivovarskymi kvasinkami. V rdmeci praktické ¢asti byl
proveden pokus za ucasti dvou kment komercnich kvasinek Saccharomyces cerevisiae Sa-
flager W-34/70 a Saccharomyces cerevisiae Safale S-04 a dvou kmenti ziskanych z Vyzkum-
ného ustavu pivovarského a sladatského v Praze Saccharomyces cerevisiac RIBM 96 a Sac-
charomyces pastorianus RIBM 146. Proces fermentace byl proveden se vSemi ¢tyfmi kmeny
za dvou raznych teplot (10 °C a 25 °C) a sledovan byl po dobu 9 dni, v pribéhu kterych byly
provadény pravidelné odbéry vzorki. U kazdého vzorku byl analyzovan pomoci HPLC s
detektorem RI obsah sacharida a provedena doplikova méteni - hustota, pH, opticka denzita
a celkovy pocet mikroorganismi. Rychlejsi utilizace probihala za teploty 25 °C. Pfi obou
teplotach byla nejrychleji ze sledovanych sacharidt utilizovana glukéza, poté nasledovala
fruktéza a jako posledni maltéza. Mezi pribéhem zkvaSovani maltézy, glukézy a fruktozy

pouzitymi kmeny byly pozorovany odchylky.

Kli¢ova slova: mladina, zkvasitelné cukry, pivovarské kvasinky, fermentace, maltdza,

glukoza, HPLC-RI
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ABSTRACT

This diploma thesis deals with the process of fermentation from the perspective of utilisation
of carbohydrates (maltose, glucose and fructose) by brewer's yeast. In the practical part, there
was an experiment with two strains of commercial yeasts Saccharomyces cerevisiae Saflager
W-34/70 and Saccharomyces cerevisiae Safale S-04 and two strains Saccharomyces cere-
visiae RIBM 96 Saccharomyces cerevisiae RIBM 146 obtained from the Research Institute
of Brewing and Malting, PLC. The fermentation process was performed with all four strains
at two different temperatures (10 °C and 25 °C) and was followed for 9 days during which
regular sampling was performed. For each sample, the carbohydrate content was analyzed
by HPLC-RI and additional measurements were made at the same time (specific gravity, pH,
optical density and total number of microorganisms). More effective utilisation was pro-
cessed at the temperature 25 °C. At both temperatures, glucose was the fastest utilised car-
bohydrate, followed by fructose and the last maltose. Differences were observed among the

utilisation of maltose, glucose and fructose.

Keywords: wort, fermentable carbohydrates, brewer's yeast, fermentation, maltose, glucose,

HPLC-RI
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UvVOD

V Ceské republice patii pivo mezi oblibené napoje, jehoZ obliba v sou¢asné dobd
stale roste. Na trhu se objevuji nova piva, coz klade vysoké naroky na jeho vyrobu. Kvalita
surovin, v¢. kvality kvasinek rozhoduje o kvalité vysledného napoje. Substratem pro pivo-
varské kvasinky jsou zkvasitelné cukry v mlading, proto jejich obsah a dostupnost rozho-

duji o rychlosti a efektivité¢ fermentacniho procesu.

Hlavnimi sacharidy mladiny jsou monosacharidy glukéza a fruktoza, disacharidy
maltdza a sachar6za a trisacharid maltotriéza. Tyto sacharidy vznikaji z polysacharidi kas-
kadou $tépeni a v procesu vyroby sladiny a mladiny se uvoliiuji do roztoku. Kvasinky tyto
sacharidy nejprve musi transportovat dovnitt své buiiky a procesem anaerobni glykolyzy
vytvafi ethanol. Porozuméni podminkam ovliviiujicim rychlost a efektivitu utilizace cukrii

umoznuje 1épe tidit kvasny proces ve velkovyrobé i v malovyrobé.

Cilem diplomové prace byl popis chovani vybranych ¢tyf kmenti kvasinek vhodnych
pro spodné kvasena a svrchné kvasend piva v laboratorné pfipravené mlading a analyza ob-

sahu zkvasitelnych cukrii v této mladiné v prubehu fermentacniho procesu.
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I. TEORETICKA CAST
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1. VYROBA SLADINY A MLADINY

Zakladem pro vyrobu piva jsou pouzité suroviny. Jejich kvalita je zakladem pro vy-
robu kvalitniho vysledného népoje. Ze surovin se nejprve pfipravuje sladina, coz je roze-
mlety slad vafeny v pitné vod¢, ze kterého se po scezeni odpaiuje voda. Vysledny produkt
ziskany infiznim nebo dekok¢nim zplsobem je zahuStény a se snahou zachovat hlavni
slozky vytazku, zejm. maltozu. Sladina je tedy roztok s extrahovanymi latkami ze sladu po
rmutovani. Povaienim sladiny s chmelem se ziskava mladina, nékdy oznaCovana za ,,mladé
pivo“. Mladina tak obsahuje nejen zkvasitelné latky ze sladu ¢i sladovych nahrazek, ale i
extraktivni latky z chmele a chmelovych produktti. Vyroba mladiny je diilezitou fazi pfi vy-
rob¢ piva, nékdy také oznacovanou za ,,vafeni piva“, na kterou navazuje kvaseni mladiny
(hlavni kvaseni), dokvaSovani, zadvére¢né Gpravy a staCeni. Vyroba z hlediska slozeni suro-

vin a podminek vyroby se nastavuje dle druhu vyrabéného piva.

1.1. Suroviny pro vyrobu piva

Finalni vyrobek pivovarského priimyslu — pivo - je napoj pfipraveny ze ze tii zaklad-
nich surovin — sladu, chmele a vody a to procesem kvaseni kulturnimi pivovarskymi kvasin-

kami.

1.1.1. Slad

Slad jako vychozi surovina se vyrabi ve sladovnach ze sladovnického jeCmene na-
klicenim a hvozdénim. Jednotlivé druhy sladii s typickymi vlastnostmi se ziskaji tpravou
technologii méaceni a kli¢eni jeCmene. Je tak mozné regulovat biosyntézu a aktivitu slado-
vych enzymil pisobicich na ur€ité slozky extraktu. Ovlivnit tak Ize pfedev§im miru degra-
dace vysokomolekularnich latek, redoxni potencidl ¢i aciditu sladu (Basatova, 2010).

Pro ptipravu sladu jsou vyuzivany pfevazné odrudy jarniho je¢mene setého dvouta-
deho variety nici (Hordeum distichum var. nutans) a v mensi mife také odriidy jinych obil-
nin, napf. pSenice, kukufice, prosa (jahelny slad) (Hajek, 2005). Je€men ma pluchaté zrno,
byly ale vyslechtény i odridy s bezpluchym zrnem (Buresova, 2013). JeCmen péstovany
v Ceské republice je mozné rozdglit na:

=  dvourady (jarni) urceny pro vyrobu sladu, coz je zdkladni surovina pro vyrobu

piva. Pro vyrobu Ceského piva zapsaného v Rejstiiku chranénych zemépisnych

oznaceni byla vytvofena nova kategorie doporuc¢enych sladovnickych odrtd.
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= vicetady (ozimy), ktery se pouziva na vyrobu krmiva (Buresova, 2013).

Druh vyrobeného sladu se tidi podle nastaveni teploty suSiciho vzduchu, pfi nizsi
teploté se vyrabéji svétlé slady, pfi zvySovani teploty suSiciho vzduchu se ziskavaji tmavsi
slady. Rozdéleni sladii podle barvy (Prokes 2017; Chladek, 2007):

= svétly slad — charakteristicky piiznivym extraktem a dostate¢nou enzymatickou

silou, s nizkou barvou, slouzici k vyrobé svétlého, lehkého a specialniho piva.
= bavorsky slad je charakteristicky vysokou barvou, vyraznéj§im aromatem, Ce-
hoz se dosdahne vyrazné hlubsim rozlusténim pii kliceni. Je¢men pro vyrobu
bavorského sladu je klicen (Iustén) o 1-2 dny déle s vy$$im obsahem vody a pfi
vyssi teploté. Zeleny slad je prelustén a odlisné hvozdén s cilem podpofit tvorbu

melanoidl. Dotahovan je pfi teplotach okolo 105 °C. Obsah vody je okolo 2 %.

Dalsi typy specialnich sladi slouzi pro zvyraznéni urc€itych kvalitativnich a specific-
kych vlastnosti zakladnich typt svétlych a tmavych piv ¢i pro vyrobky charakteristickych
odlisnych vlastnosti, napt. diastaticky slad, karamelovy slad, barvici slad a pSeni¢ny slad

(Basatrova, 2010; Prokes, 2017).

1.1.2. Nahrazky sladu

Kromé sladu se pfi vyrobé€ piva mohou pouzivat sladové nahrazky, cozZ se €ini casto
z ekonomickych diivodi, z diivodu dostupnosti samotného je¢ného sladu, nebo z technolo-
gickych ¢i obchodnich ditvodt. Nahrazovani tradi¢nich surovin, ¢ili surogace, se déje ¢as-
te¢né a spiSe v zemich s mensi pivovarnickou tradici nebo praveé z ekonomickych diivodi
v nadndrodnich spolecnostech. Lze se s nimi setkat ptfi vyrobé béznych i specidlnich piv.
Tyto nahrazky lze délit riznymi zplsoby, nejcastéji na Skrobnaté a cukernaté nahrazky.
Skrobnaté nahrazky jsou tepelné opracované obilniny (nesladovy je¢men, triticale, ryze, ku-
kufice, pSenice aj.), obilné vlocky (z je¢mene, pSenice ¢i ovsa), precisténé frakce obilnych
zrn (kukufice, ryZe, Cirok), pfedvatené obilné vlocky (z kukufice a ryze), obilné mouky,
obilné skroby (bramborovy, tapiokovy) aj. Cukernaté sladové ndhrazky predstavuje fepny a
titinovy cukr (sachardza — surova i rafinovanad), invertni cukr (po enzymové hydrolyze sa-
chardzy), hydrolyzaty Skrobi, hydrolyzaty sladovych vytazkl, glukosové a dextrinové si-
rupy z bramborového, pSeni¢ného popt. kukutiéného skrobu, mladinové extrakty (koncen-

traty) aj. (Basatova, 2015; Cejpek, 2014; Malomo, 2012).
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Surogace miiZze usnadnit vyrobu a snizit ndklady na ni. Nahrazovani surovin se vSak
muze projevit v senzorickych vlastnostech vysledného napoje. Pii vyrob¢ s pouzitim slado-
vych néhrazek je tfeba dbat na enzymatickou aktivitu. Pfi zpracovani vice nez 15 % podilu
Skrobnatych nahrazek zpravidla nestaci sladové enzymy a musi se pouzit enzymové prepa-
raty. Pfikladem pouziti nesladové obiloviny miize byt napt. ¢irok ¢i jahly, které se pouzivaji
jako pomocné latky s cilem odleh¢it chut’ piva za soucasného snizeni nakladd na vyrobu
piva. Cirok se pouZiva pro vyrobu piva v nékterych rozvojovych zemich v Africe, coZ je
dano nepiiznivym podnebim pro péstovani je¢mene (Schnitzenbaumer, 2014).

Zvlastni skupinou sladovych néhrazek jsou sladové vytazky. Sladové vytazky jsou husté
sladové sirupy, ziskané varenim sladu a vody (inflze) a naslednym odpafenim vody pomoci
vakuovych odparek pracujicich za nizkych teplot od 40 do 60 °C. Cilem je ziskani vytazku
s obsahem maltdzy a se zachovanou aktivitou sladovych enzymu. Sladové vytazky lze roz-
délit na nediastatické neboli kanditni, diastatické neboli pekaiské pro uziti v potravinaistvi
a siln¢ diastatické neboli textilni pro prumysl. Sladové ndhrazky pouzivané pro vyrobu piva
jsou hnédé aZ nafervenalé medové barvy a sladké sladové chuti. Obsahuji rozpustné extrak-
tivni latky sladu, které ptesly do roztoku pivovarskym rmutovanim. (Basatova, 2015; Pro-

ke, 2017)

1.1.3. Voda

Voda ma podstatny vliv na charakter a jakost piva (Pelikan, 2004). Voda, ktera se
pouziva pfi piipravé mladiny, musi mit charakter pitné vody a vyhovovat v§em poZadavkiim
na pitnou vodu podle soucasné legislativy (Chladek, 2007). V zavislosti na technologickém
postupu se spotiebuje na vyrobu 1 tuny sladu 10 az 15 hl vody a na 1 hl vystaveného piva je
potieba dalSich 12 az 15 hl vody (Rop, 2009).

Stupen tvrdosti vody ovliviiuje kvalitu piva. Pro vyrobu piva je ideélni tvrdost vody
meékka az stitedné tvrda. Vhodnéjsi pro vyrobu svétlého piva je mékka voda, pti vyrobé tma-
vého piva tvrds$i voda tolik nevadi (Kosat, 2000). Pivovary, které se potykaji s tvrdou az
velmi tvrdou vodou, pouZzivaji upravny vody, kde je voda upravovana na pozadovanou tvr-
dost. Proto vznikaji rozdily mezi pivem vafenym v riznych lokalitach. Diive se tvrdost vody
délila na trvalou ¢ili stalou a pfechodnou, coZ je oznaceni v praxi se stale vyskytujici. Trvala
tvrdost (nekarbonatovd) je zplisobena piitomnosti vapenatych a hotecnatych soli (chlo-
ridy, sirany), pfechodné tvrdost (karbonatova) pak zavisi na rozpuSténém hydrogenuhlici-

tanu vapenatém. Pojem tvrdost vody muze byt v literatufe riizné definovan, v pivovarstvi je
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Casto chapana jako soucet vapenatych, hofecnatych a ptipadné barnatych iontii. Kromé tvr-
dosti vody jsou dillezité i dalsi slozky pouzité vody pro vyrobu piva, jejichZ obsah je zavisly
na lokalité zdroje. Jedna se kromé vyse uvedenych dale o obsah iontl sodnych, draselnych,
zelezitych/zeleznatych, zine¢natych, méd’natych, mangannatych, siranovych, dusitano-
vych/dusi¢nanovych, aj. Rizné slozeni vody je tieba zohlednit pfi vyrob¢, kdy se nékteré
vody hodi vice k vyrobé vybranych typt piv (Palmer, 2006).

Vyhlasené plzenskeé pivo se vyrabi z plzenské vody, kterd je mékka, ma maly podil
anorganickych slozek a hodi se pro silné chmelena spodné¢ kvasena piva. Mnichovska voda
je na hranici hodnoceni jako stfedné tvrda az tvrd4, obsahuje malo chloridii a sirani, vice
uhlic¢itanti a vapenatych iontti. Dortmundské voda je velmi tvrda, nekarbonatova tvrdost pre-
vazuje nad karbonétovou. Videnska voda pro piva s pfechodem mezi svétlym a tmavym je
velmi tvrda, s ptfevladajici karbonatovou tvrdosti (Basatova, 2010).

Celkova tvrdost je souctem tvrdosti stalé a prechodné. Diive se vyjadiovala ve stup-
nich némeckych (°n), nyni v mmol/l, pficemz jeden stupeit némecky byl ptivodné definovan
obsahem 10 mg oxidu véapenatého (CaO) v jednom litru vody, coZ je po pfepoctu na noveé
jednotky 0,0179 mmol/l"!, a podle jeji hodnoty se vody d&li na:

= mekké do 1,4 mmol/l, tj. do 8 °n

= stfedné tvrdé do 2,1 mmol/l, tj. do 12 °n

= tvrdé do 5,3 mmol/, tj. do 30 °n

= velmi tvrdé nad 5,3 mmol/, tj. do 30 °n.

1.1.4. Chmel

Sistice (hlavky) sami¢ich rostlin chmele (Humulus lupulus L., Cannabinceae) jsou
jednou ze zakladnich surovin pro vyrobu piva. Obohacuji pivo nejen o hotkost, plnost chuti
a vini, ale 1 o fadu latek, jenz zvySuji jeho hodnotu z pohledu pivovarské technologie, ale
také z pohledy vyzivy €loveéka a farmakognosie. Mezi tyto latky patii polyfenoly chalkonové
fady, z nichZ nejvyznamné;jsi je prenylflavonoid xanthohumol (XN) a jeho izomer flavanon
1soxanthohumol (IX) (Hofta, 2004).

Charakter a intenzitu hotkosti piva urcuji pryskytice v chmelu. Ty se rozdéluji do
nekolika typtl, nejcasteéji na mekké a tvrdé, resp. na mekké chmelové pryskytice (a-hotkeé
kyseliny, ptevazné¢ humulon, kohumulon a adhumulon, a B-hotké kyseliny, pfevazné lu-
pulon, kolupulon, adlupulon), nespecifické mékké pryskytice (humulinony, luputriony) a
tvrdé pryskyftice (humulinové a hulupinové kyseliny) (Anon, 2002). Vzhledem k povaze a

reaktivité se jedna o dobte prostudované latky (Taniquchi, 2014). Odrady chmele se mohou
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lisit napt. pomérem a-hotkych a B-hotkych kyselin nebo hodnotami absolutniho obsahu
téchto kyselin (Basarova, 2010), coz je ptredurcuje k urcitému pouZziti.

Chmel mimo uvedené latky obsahuje mnoho dalSich sloucenin. Mezi slouceniny
s vyznamem pro chut’ a viini piva patii chmelové silice. Ty se dé€li na uhlovodikovou frakei,
kyslikatou frakci vznikajici oxidaci uhlovodika a frakci sirnych slouc¢enin. Uhlovodikova
frakce silic tvoii v ¢erstvém chmelu nejvétsi podil (Basarova, 2010). Tato frakce obsahuje
alifatické uhlovodiky, monoterpenové, diterpenové a seskviterpenové uhlovodiky, z nichz
oxidace seskviterpenového uhlovodiku o-humulenu, (1E, 4E, 8E)-2,6,6,9)-tetrame-
thylcykloundeka-1,4, 8-trienu (Velisek, 2002). Tato uhlovodikova frakce je znama jako
hlavni sloZky oleje z chmelu. Obsah a vzajemny pomér téchto terpenoidnich latek 1ze vyuZit
1 pro klasifikaci chmelovych odrid (Takoi, 2010). T€kavé uhlovodikové frakce chmelovych
silic béhem chmelovaru vytékaji s vodni parou a do mladiny a piva ptechéazeji pro svou niz-
kou rozpustnost jen nepatrn€. Slozky kyslikaté frakce jsou mnohem rozpustnéjsi ve vode¢,
dostavaji se az do piva a spolu s t¢kavymi kvasnymi produkty vytvareji aroma piva (Kosat,
2000).

Mezi dal$i obsahové latky chmele 1ze zatadit polyfenolové latky zahrnuji bohatou
smés s prevazujicim podilem flavonovych glykosidl, anthokyanogent, katechini a volnych
fenolovych kyselin. Jsou to vétSinou reaktivni, ve vodnych roztocich dobfe rozpustné latky,
snadno podléhajici oxida¢né-redukénim preménam a vykazujici vysokou reaktivitu viici bil-

kovinam (Kosat, 2000).

1.1.5. Chmelové pripravky

Chmel je objemny a lepkovy produkt, ktery neni vhodny pro piepravu a dlouhodobé
skladovani. Z tohoto diivodu vyrabi chmelové piipravky, u kterych dochazi ke sniZeni ob-
jemu, a tak zpomaleni potencidlniho oxida¢niho rozkladu cennych slozek. Chmelové hlavky
jsou zpracovany do raznych podob, nejcastéji se jedna o chmelové piipravky vyrobené me-
chanickou upravou nebo extrakci. Pfi mechanické upraveé dochazi k rozdrceni, stlaceni a
extrudovani do pelet, které se pak déli do jednotlivych typt dle obsahu ptivodniho chmele
(Basarova, 2010; Kowalczyk, 2013). Chmelové hlavky, chmelovy prasek nebo pelety mo-
hou byt extrahovany rozpoustédlem a mohou slouzit k produkci extrakta. Tato forma snizuje
hmotnost a objem ptirodniho chmele a to vice nez je tomu u chmelovych ptipravkl vyrobe-
nych mechanickou tpravou. Poskytuji tak vétsi uspory pti doprave a skladovani. Navic kon-

centrovany stav zlepSuje vyuziti chmele v malych mnoZstvich, kterych je tieba pouzivat pfi



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 19

mensich vyrobach piva (Basatova, 2010; Kowalczyk, 2013). V minulosti byla pouzivana
ruznd rozpoustédla k vyrobé chmelovych extraktl (napt. methanol, dichlormethan ¢i hexan),
ale jejich pouzivani narazelo s postupujicim casem na problematiku dopadt na zivotni pro-
sttedi, zdravi lidi a ndkladnost. Dnes se nejcastéji pouzivaji dva typy c¢inidel — ethanolovy

extrakt a superkriticky CO; extrakt (Kowalczyk, 2013).

1.2. Vyroba sladiny

Zakladni surovinou k vyrobé piva je slad. Ten se ziskdva po sklizni a nasledném
fyziologickém zréni jeCmene ve sladovnach procesem sladovani, které probihé ve ttech za-
kladnich fazich — maceni, kliceni a suseni (hvozdéni). Takto ziskany slad je nasledné Sroto-
van, probihd vystirdni a rmutovani, na jehoz konci, resp. v pribchu scezovani se ziskava

sladina.

1.2.1. Maceni

Cilem macenti je zvysit obsah vody v zrnu z ptivodnich 10—15 % (tento obsah se na-
zyva konstituéni voda) na 4047 % (obsah vody, kterd se dostane do endospermu a tento
stav se nazyvd domoceni zrna) pro zahajeni enzymatickych reakci. Pro proces maceni se
v soucasnosti nejvice pouziva vzduSného maceni, kterda ma tfi hlavni faze. Prvni faze se
oznacuje jako prvni namoceni, kdy je tfeba dosdhnout na celkovy obsah vody 30 %. Tento
proces trva 2—6 hodin v zavislosti na teploté vody a stavu zrna. Poté nasleduje vzdu$na pte-
stavka trvajici 14-20 hodin, kdy je nezbytné odvadét vznikajici CO2. Druhé namoceni trva
6—10 hodin a obsah vody se zvysi na 38—40 %. Opét nasleduje s potiebou odvadet vznikajici
COa,. Tteti namoceni trva obvykle 4—-6 hodin a obsah vody se zvySuje na 42—44 %. JeCmen
se nasledné necha okapat 2—4 hodiny v pneumatickych kli¢idlech. Existuji 1 jiné typy maceni

jako napft. zaplavové maceni, sprchové maceni, aj. (Kosat, 2000)

1.2.2. Kliceni

Cilem klic¢eni je aktivace enzymového systému zrna a docileni pozadovaného rozlus-
téni. Prib¢h enzymatickych reakci je ovliviiovan zejména stupném domoceni jeCmene,
vhodnou teplotou a pfistupem kysliku. K aktivaci enzym@ dochazi nejprve v aleuronové
vrstve, ze které dale postupuji do endospermu. Proces kli¢eni zahrnuje fadu enzymu degra-
dujicich slozky obsazené v endospermu. V dusledku tohoto procesu dochazi k degradaci

Skrobovych granuli v bunécné stén¢ endospermu (Ingr, 2001). Tyto strukturni a biochemické
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zmény slozek endospermu se oznacuji jako modifikace. Endosperm poskytuje mékkou a
moucnatou konstrukci a umoziiuje ptiznivou vlhkost a vhodné prostfedi pro enzymatické
reakce, aby snadné&ji dochazelo ke Stépeni obsahovych slozek (Gupta, 2010; Kadlec, 2009).
Pisobeni enzymii vede k morfologickym zménam (riist obilek), histologickym zménam
(mé&knuti endospermu) a k metabolickym zménam ($t€peni vysokomolekularnich zdsobnich
latek). Zmény dalSich slozek jeCmene pfti skladovani, jako neskrobovych polysacharidi, po-
lyfenol a lipidd, jsou nezbytné pro pritbéh vyroby piva a 1 na nich zavisi kvalita finalniho

vyrobku (Basatfova, 1999).

1.2.3. SuSeni (hvozdéni)

Hvozdéni je proces suseni sladu. Cilem je sniZzeni obsahu vody v obilkach na ptivodni
vlhkost zrna a postupné snizeni vlhkosti pod 4 %. Dojde tak k zastaveni vegetacnich po-
chodt pii zachovani enzymové aktivity a vytvotreni chut'ovych, barevnych a oxidoreduk¢-
nich latek, které jsou pro slad charakteristické. Hvozdéni je koneCnym procesem vyroby
sladu, kdy se zeleny slad nejprve piedsusi na hvozdé pii teplotach do 60 °C a nasledné se

dosusi na 80 az 105 °C. Suseni ma tii zakladni faze: (Kosar, 2000; Prokes, 2017):

1. Rustova faze
V této fazi dochazi k poklesu vody na 20 %, coz je ptivodni obsah vody v zrnu.
Teplota suseni je do 40 °C a zrno v této fazi muze dale klicit.

2. Enzymaticka faze
Zrno ztraci vlhkost pod 20 %. Teplota dosusovani je 40—50 °C, zrno ztraci ve-
getacni schopnost, enzymatické reakce stale probihaji.

3. Chemicka faze
Zrno ztraci vlhkost pod 10 %, dosusenti je pii teploté nad 60 °C. Dochazi k za-
staveni enzymatické ¢innosti, v zrnu nastavaji chemické reakce, pficemz se vy-

tvari chut'ové, aromatické a barevné latky.

1.2.4. Srotovani sladu

Ugelem mleti sladu je dokonalé vymleti endospermu sladovych zrn na vhodné podily
jemnych a hrubych ¢astic pfi zachovani celistvosti obalovych pluch. Mechanické rozruSeni
zrna je potiebné pro zptistupnéni extraktivnich latek sladu a urychleni jejich rozpousténi a
fyzikélni chemické a biochemické zmény, které probihaji pfi rmutovani a v dalSich fazich

pfipravy mladiny. (Basatova, 2010)
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Pluchy a endosperm ptedstavuji hlavni slozky sladového zrna. Ty se li§i navzijem
svym slozenim a fyzikalnimi vlastnostmi. Plucha ma pfi Srotovéni zistat pokud mozno ne-
porusend, protoze pii pozd¢jsi separaci mlata v piipadé pouziti scezovaci kadé méa pomoci
vytvofit kyprou a snadno propustnou vrstvu mlata (je potfebné udrzet vyssi porozitu mlata).
Pokud dojde k rozdrceni pluchy, intenzivnéji se vyluhuji nékteré latky a pivu mohou dodat
nezadouci drsnou chut’ (Chladek, 2007). Plucha obsahuje kromé nerozpustné celulozy, po-
lyfenoly, pentdzany, hoiké a barevné latky, jejichz vyluhovani vzrista s dobou kontaktu a
s poskozenim pluchy (Kosat, 2000).

Endosperm sladového zrna obsahuje extraktivni latky, které 1ze ve varnim procesu
vyuzit. Jedna se zejména o Skrob a jiné sacharidy (Chladek, 2007). Jemné rozemleti endo-
spermu je naopak od pluch ptedpokladem pro pozadovany pribéh rmutovani a vysoky varni
vytézek. Pti kliceni postupuje rozlusténi piisobenim enzymil od zdrodku smérem ke Spicce
zrna, a tudiz i mira rozlusténi se méni podél podélné osy zrna. Nejméné rozlusténa Spicka
zrna tvori pfi Srotovani hlavni podil hrubé krupice, a naopak dobte rozlusténé spodni partie
endospermu zrna se pii priuchodu valci snadno rozdrti na jemnou krupici a mouku. Hruba
krupice se tézko rozpousti a pomalu zcukiuje. Je-li zastoupena ve vétSim podilu, klesd do-
sazitelné prokvaSeni mladiny a vzriistd obsah nezcukieného extraktuv mlata. Zpracovani

hrubsiho Srotu proto vyzaduje intenzivnéjsi a delsi rmutovani (Kosaft, 2000).

1.2.5. Vystirani

Cilem vystirani je kvalitni smiSeni sladového Srotu (event. Skrobnatych nédhrazek sladu)
s ndlevem varni vody. Vybér surovin, jejich mnoZstvi, zplisob vystirani a rmutovani jsou
prvnim ptedpokladem docileni slozeni sladiny dilezitého pro urcity typ piva. K zajisténi
potiebné kvality chemickych a biochemickych reakci, které probihaji pfi rmutovani, scezo-
vani a pfi vafeni v chmelovaru, je nezbytné pii Srotovani a vystirani optimalné regulovat
mechanické a fyzikalni procesy (Basatova, 2010).

Mnozstvi sladu a ndhrazek pouzitych pro jednu varku se nazyva sypani. Objem vody
pouzity k vystirce se nazyva nalev a urcuje se dle sypani a typu vyrabéného piva. U dobie
rozlusténych sladl se vystira pfi teplotach 35 az 38 °C. Nékdy se provadi zaparka, coz je
zahtati Casti vystiraci vody k varu. Po skonceném vystirani se pricerpanim této horké vody

zvysi teplota vystirky na peptonizacni teplotu (Kadlec, 2002).
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1.2.6. Rmutovani

Cilem rmutovani je rozstépeni a pievedeni optimdlniho podilu surovin (sladu event. slado-
vych nahrazek) do roztoku v potfebném zastoupeni jednotlivych latek dilezitych pro dalsi
technologicky postup a tak zajiSténi potiebné kvality piva. Procesem rmutovani dochazi
k zajisténi $tépeni slozitych molekul na jednodussi, zejm. se tak ziskavaji zkvasitelné cukry.

Skrob jako fyziologicky a hospodatsky dilezity polysacharid se uklada v zasobnich
organech rostlin (napf. hlizdch brambor nebo v semenech kukuftice, pSenice a ryze) ve formée
Skrobovych zrn. Zakladni stavebni jednotkou Skrobu je molekula glukozy, kterd umoziuje
kozidovymi vazbami a vétveny amylopektin, obsahujici a-(1—4) a a-(1—6) vazby. Podle
ptuvodu Skrob obsahuje 20 az 25 % amylozy a 70 aZ 80 % amylopektinu (Kosaft et al., 2000).

Amyléza je témét linearni polymer s nékolika dlouhymi fetézci o sttedni molekularni
hmotnosti 10°° Da. Amylopektin je vysoce rozvétveny polymer s etnymi kratkymi vétvemi
a s vysokou molekulovou hmotnosti 10" Da. Amylopektin tvofi piiblizn& 35 % hmotnosti
z celkového sloZeni zrna a tim je nejvice zastoupenou slozkou v je¢meni. Nasleduji proteiny
(ptiblizn€ 10 % hmotnosti) a amyl6za (10% hmotnosti). VEétve v amylopektinu se v nekteré
odborné literatute rozd€luji na A, B, C fetézce, v zavislosti na jejich délce, relativni poloze
a vétveni. A tetézce se skladaji z kratkych vétvi, nachazeji se na vnéjsich okrajich molekuly
amylopektinu a nevétvi se, B fetézce jsou delsi, nachazeji se ve vnitinich oblastech molekuly
a vétvi se. C fetézec predstavuje redukujici konec hlavniho fetézce. (Gous, 2016)

Samotné slozeni Skrobu se lisi dle rostlinného druhu a odridy, rostlinného organu a
za v zavislosti na podminkach, ve kterych rostlina roste. Tyto rozdily jsou dany biosyntetic-
kymi procesy, resp. pfitomnosti riznych isoforem enzymd a rliznou aktivitou enzym. Bio-
syntetické drahy zahrnuji enzymy jako skrobové syntasy (SS), glukéza-1-fosfat adenyltrans-
feraza, enzymy napomahajici vétveni (SBE) a enzymy rusici vétveni (DBE). Tyto enzymy
jsou pritomné ve vSech tkdnich vyvijejicich se obilek, ale nejhojnéjsi jsou v rozvijejicim se
endospermu. NejvyznamnéjSim DBE v jeCmeni je isoamyldza. Z dalSich 1ze uvést limitni
dextrinazu, kterd se prevazné ucastni $t€peni vazeb na urovni vétveni amylopektinu v pri-
behu kli¢eni a ma tak vyznam v hodnoceni kvality sladu (Gous, 2016).

Proces S§tépeni Skrobu katalyzuje enzym a-amylaza, ktera $tépi a-1,4-glykosidové
vazby nespecificky uprostied fetezcli amylozy a mezi linedrnimi fetézci amylopektinu. Tvofi
se tak kratsi fetézce, rychle klesd molekulova hmotnost struktury a viskozita roztoku. Amy-

16za je plisobenim a-amylasy Stépena na oligosacharidy se 6 az 7, amylopektin pfevazné s 6
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az 13 glukozovymi jednotkami (Kosat, 2000). Procesu hydrolytického $tépeni se ale ucastni
vice enzymil a krom¢ a-amylasy, také B-amylaza, limitni dextrindza (LD) a a-glukosidéaza.
Enzym p-amyldza postupné odstépuje z neredukujicich koncti téchto oligosacharidi
maltézu. Limitni dextrindza hydrolyzuje a-(1,6) vazby ve vétvenych fetézcich a tim tvoii
linearni oligosacharidy, které mohou byt dale hydrolyzovany a-amylasou a 3-amylasou. En-
zym a-glukosidaza $tépi predevsim a-(1,4) vazby od neredukujicich konct a produkuje glu-
kosu. Celkova schopnost degradace Skrobu na maltozu se v pivovarnictvi oznacuje jako di-
astaticka mohutnost enzymii (DPE). (Hu, 2013)

Mgfeni diastatické mohutnosti (DP) vSak nemusi vzdy pfesné¢ odhadnout mnozstvi
zkvasitelnych cukri vznikajicich pfi rmutovani nebo zkvasitelnost mladiny. Tato nepfesnost
je dana zavislosti DP zejména na aktivit¢ f-amylasy s mensim vlivem ostatnich enzymii.
Proto se jako ptesnéjsi ukazuje vyuziti kombinace Kolbachova Cisla, sledovani aktivity DPE
a termostability f-amylasy (Hu, 2013).

Stépeni skrobu probiha ve tiech stupnich pii ptisobeni fyzikalné-chemickych vlivi a
za Ucasti enzymi. Jednotlivé stupné€ se oznacuji mazovaténi, ztekuceni a zcukieni. Pti zahii-
vani vodni suspenze sladového Srotu Skrobova zrna postupné bobtnaji, praskaji, amyldza
vytvati koloidni roztok a z amylopektinu vznika visk6zni Skrobovy maz. Bobtnani a zmazo-
vaténi Skrobu je fyzikdlné-chemicky dé&j, ktery je zavisly predev§im na rychlosti a teploté
zahiivani a na druhu jeémene pouzitého k vyrobé sladu. Skrob sladii z jeémene z chladnych
oblasti bézn¢ mazovati pfi teploté 50 az 52 °C, z jeCmenil z mirn¢ teplych oblasti sttedniho
pasma pii 52 az 53 °C a z teplych oblasti pfi 54 aZ 57 °C. Enormni vykyvy teplot v daném
ro¢niku, napt. vysoké teploty v mirném pasmu, mohou zménit podminky mazovaténi Skrobu
pfi rmutovani, a to az nad teploty 65 °C. Pti dodrzovani bézného rezimu prodlevy pii nizsi
cukrotvorné teploté 62 °C (B-amylasova prodleva) mliZe pak dojit ke zméndm sloZeni mla-
diny (Basatfova, 2010). Pro srovnani, ryzovy Skrob mazovati pti 80 az 85 °C (Kosat, 2000).

Z technologického pohledu se postupy rmutovani déli na dekok¢ni a infuzni. De-
kokéni postupy se realizuji s postupnym vyhiivanim jednoho az tfi podilti rmutu (postupy
jednormutové, dvourmutoové a tiirmutové) na technologicky diilezité teploty a povafovanim
téchto podild. Infuzni postupy zajistuji rozpousténi a st€peni extraktu sladu dlouhodobym
ucinkem sladovych enzymtl bez mechanického a tepelného plisobeni povafovani rmut

(Basatova, 2010).
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Povatovani rmuti ma své prednosti i limity. Nevyhodou postupii s vyuzitim povafovani jsou
vys$si Casové a energetické naroky. Naopak mezi vyhody lze zaradit:
e zvySuje jakost piva (pitelnost, plnost, zaokrouhluje se chut’, pivo ma osobity
charakter),
o zlepSuje vytézky (koagulace ¢asti bilkovin zlepSuje vytéznost hotkych latek
a zajist'uje vyssi mnozstvi polyfenoli),
e vyssi obsah melanoidini a polyfenol dava lepsi ptedpoklady pro vyssi anti-
oxidac¢ni schopnost a pro senzorickou stabilitu piva,
e s poctem rmutil se zvyraziuji vyhody dekokce (redukce mikroorganismi, od-
pafeni nékterych nezadoucich slouc¢enin),

e zvySuje ustojnou (pufrovaci) schopnost mladiny a piva.

Naopak infuzni postupy jsou z pohledu €eskych sladki netradi€nimi postupy, které
poskytuji piva s niz8i plnosti chuti a niz$i pitelnosti, tzv. chutové mékka a nevyrazna. Vy-
hodou je nizsi energeticka a ¢asova narocnost, ktera byva jesté zvyraznéna pouzitim vysoce
rozlusténych, tzv. prelusténych sladi (Enge, 2005). Mezi nevyhody rmutovani bez povaro-
vani rmutl lze zatadit:

e je nevyhodné pro odridy je¢mene Ceského typu, které nebyvaji tak rozlus-
téné,

e dochazi k problematické hydrolyze beta-glukant,

e dochazi k nedostatecné separaci negativnich tékavych latek (dochazi k ni az
béhem procest v chmelovaru),

e niz§i varni vytéZzky, horsi zcukfteni,

e vyssi Cirost hotovych piv, nizsi barva.

1.2.7. Scezovani

Po rmutovani nésleduje proces scezovani, kterym se ziské filtraci rmutu sladina.
V prvni fazi se s vyuzitim filtracni vrstvy mléata oddéli hlavni podil v suspenzi zadrzené sla-
diny, coZ se oznacuje jako scezovani ptedku. Ve druhé fazi se pak mlato promyje horkou
vodou, coz nese oznaceni vyslazovani mléta (Kosaf, 2002). Scezovani je na rozdil od rmu-
tovaciho procesu prevazné fyzikalnim procesem (filtrace). Velkou roli v procesu scezovani
ma kvalita sladu, slozeni sladového Srotu, mira degradace vysokomolekularni latek docilena

pfi rmutovani, teplotni podminky a procesni zafizeni (Basatova, 2010).
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V zavislosti na homogenité rozlozeni vrstvy mlata v jednotlivych komorach a dal-
Sich faktorech, ovlivitujici proces scezovani a vyslazovani v primyslovém métitku, se mo-
hou jednotlivé parametry scezovaciho a vyslazovaciho procesu ménit (Vandenbussche,
2001). Filtrovatelnost sladiny i piva je podle soucasnych poznatkli ovlivnéna nejen mnoha
vysokomolekularnimi latkami extraktu sladu (polysacharidy, polyfenoly, mineralni latky),
ale 1 kalicimi ¢asticemi bakterii (Enterobacter agglomerans, Microccus, Pseudomonas spp.
aj.) pochazejici ze sladu, coz se da do urcité miry eliminovat intenzivnim michédnim pii rmu-

tovani (Basaiova, 2010).

1.3. Vyroba mladiny

1.3.1. Chmelovar

Posledni operaci varniho procesu je chmelovar, ktery je také z hlediska tepelné ener-
lik funkci. Pfi chmelovaru dochazi ke sterilizace mladiny, denaturaci enzymi a zastaveni
vSech dobihajicich enzymatickych reakci ve sladin€. Zarovei jsou pievedeny dulezité hotké
chmelové latky do roztoku a dochézi k jejich izomeraci. Do roztoku prechdzi chmelové si-
lice, které jsou odpovédné za chmelové aroma piva, tvoii se chutové a aromatické latky a
reduktony. Ve sladin€ jsou i nékteré tékave slouc¢eniny odpoveédné za nepiizniveé senzorické
vjemy piva, které jsou v této fazi odpafeny. Dochazi ke koagulaci bilkovin, polyfenoll a
nékterych dalSich latek za tvorby lomu vypadavajiciho z roztoku a k zakoncentrovani mla-
diny na kone&nou stupiiovitost (Semik, 2003).

Bylo vyvinuto mnoho systémt chmelovaru s internimi ¢i externimi vataky, vysoko-
tlaky (vysokoteplotni) var, nizkotlaky var, dynamicky nizkotlaky var Soft-boiling ,,Sho-Ko*
a dal8i. PouZziva se stripovani mladiny, postevaporace pro odstranéni neZadoucich t¢kavych
latek po chmelovaru (vakuovym odpafovanim, mzikovych odpatenim. Kazda zména tech-
nologického zatizeni je ale spojena s rizikem zmén senzorického charakteru piva (Mikyska,
2015).

Béhem chmelovaru izomeruji a-hotké kyseliny nebo-li humulony, dochazi ke kon-
trakci jejich Sesticlennych cykla na péti¢lenné a vznikaji rozpustné iso-a-hotké kyseliny ne-
boli isohumulony. Soucasné dochazi k izomeraci dvojné vazby v postrannim fetézci. Z kaz-

dého homologu se tvoti Ctyfi izomery (Basarova, 2010; Caballero, 2012).
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Z analyz vyplyva, ze pomérn¢ vysoké koncentrace a-kyselin jsou v mlading, ale jiz
ne ve vysledném produktu. Dlvod Ize spatfovat pravé v tepelné izomeraci humulont, kdy
ucinnost izomerace je udavdna do 50 % (ne vice nez 50 % a-kyselin je izomerizovano).
Vzniklé intenzivné hotké iso-a-kyseliny jsou mirné kyselé (pKa. hodnoty kolem 3) a jsou
mnohem vice rozpustné v lezacich (v hodnotach pH mezi 4,2. az 4,4.) nez chmelové kyseliny
(pKa hodnoty kolem 5,5). Navic maji iso-a-kyseliny pfiznivy vliv na stabilitu pivni pény
(Caballero, 2012).

B-kyseliny nemohou pii chmelovaru izomerovat. Vykazuji vSak nestabilitu v ptitom-
nosti kysliku a sklon k oxida¢nim reakcim, coz ma velky vyznam pfi zpracovani a skladovani
chmele. Oxida¢nimi produkty transformace B-kyselin jsou hulupony. Tyto produkty jsou
pfitomny i v Cerstvych chmelovych vyrobcich (lisovany chmel, pelety), kdy v dasledku oxi-
dace pii poskliziiovém zpracovani chmele a pii skladovani chmele jejich obsah vzrista. Oxi-
dacni produkty ve starSich chmelech do zna¢né miry kompenzuji pti chmelovaru pokles hot-
kosti piva dany ubytkem a-kyselin. Hot¢ici vydatnost oxidac¢nich produktt téchto kyselin
dosahuje pfiblizn€é 3540 % hotkosti iso-a-kyselin. Nové technologické ptistupy zkouseji
vyuzit neoxidované B-kyseliny pfidané do chmelovaru nebo vyuzivaji pre-oxidované p-ky-
seliny, ¢imz lze dosdhnout vyssi hotkosti ve srovnani s neoxidovanymi kyselinami. (Krofta,
2013)

Pti chmelovaru dochazi také ke koagulaci bilkovin v mlading, coz je ptredpoklad pro
koloidni stabilitu piva. Obsah bilkovin v je¢meni miZe kolisat od 8 do 12 %, vyjimecn¢ az
16 %. Z celkového mnoZstvi bilkovin asi jedna tfetina pfechazi do hotového piva. PiestoZe
jejich mnozstvi ve vysledném napoji je malé, maji bilkoviny zfetelny vliv na kvalitu piva, a
proto se mé& hodnota obsahu bilkovin v je¢meni pohybovat v rozmezi od 10,5 do 11,7 %.
Dusikaté latky v je€meni nejsou tvofeny pouze pravymi bilkovinami, ale také dal§imi lat-
kami obsahujici dusik v riznych vazbach a o rizné molekularni hmotnosti. Rovnéz jejich
uloha neni stejnd. Hlavni ¢ast bilkovin se podili na tvorbé buné¢ného substratu, jiné dusikaté
latky plni biologickou funkci katalyzatorti a jsou 1 soucasti nékterych hormonti je¢mene.
Dusikaté latky jsou uloZeny pfedevsim v aleuronové vrstvé. (Prokes, 2000)

Odstranéni bilkovin se d¢je koagulaci, kterd probiha ve dvou stupnich. V prvni fazi,
ktera je spiSe chemické povahy, bilkoviny denaturuji, dochazi k rozpadu terciarni struktury,
ztraceji své prostoroveé usporadani, ale stale ziistavaji jesté rozpustné. Tento d¢j, kdy dochazi
ke vzniku neuspotadané koloidni formy ¢éstic, je dan dehydrataci podpotenou vyssi teplotou

chmelovaru. Pfi zahtivani dochazi ke §tépeni vodikovych vazeb a predevsim disulfidovych
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mustkl proteind, ¢imz proteinové molekuly vzadjemné agreguji ¢i mohou reagovat s jinym
nizkomolekuldrnimi latkami a vlivem zmén oxida¢né-redukéniho potencialu podpofit vylu-
¢ovani z roztoku. V druhé fazi, ktera je fyzikalné-chemické povahy, pak nastava v izoelek-
trickém bod¢ vlastni koagulace, tj. sraZzeni bilkovin do viditelnych vlocek. (Prokes, 2000;
Basarova, 2010).

Bilkoviny maji i dal$i vyznam pfi chmelovaru, ucastni se Maillardovy. Jedna se o re-
akci aminokyselin (bilkovin) s redukujicimi sacharidy. Tyto reakce jsou podobné jako pfi
hvozdéni sladu. Produkty reakce jsou vyznamné senzoricky aktivni latky jako je furan-2-
karbaldehyd nebo 5-hydroxyfuran-2-karbaldehyd, ale také vysokomolekularni barevné pro-
dukty, tzv melanoidiny, které udavaji barvu piva (Preedy, 2009). Schéma tvorby téchto latek

je uvedeno na obr. €. 1.

Obr. €. 1: Schéma tvorby melanoidinii (pfevzato z Basatova, 2010).
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Pti reakci dochézi adici aminoskupiny aminokyselin na karbonylovou skupinu sa-
charidt k tvorb€ iminu (Schiffova baze). Imin se Amadoriho pfesmykem transformuje na 1-
amino-1-deoxyketosu (obecné glykosylamin), kterd podléha enolizaci pfi sou¢asném uvol-
néni aminoskupiny. Dalsi reakce kromé enolizace zahrnuji dehydrataci, Stépeni, kondenzaci
a izomeraci a vedou ke vzniku reduktond a nésledné vyslednych barevnych melanoiding.
(Basarova, 2010; Vanderhaegen, 2007)

Znalost reakci probihajicich pii chmelovaru a podminek vzniku jednotlivych senzo-
ricky aktivnich produktii umoznuje nastaveni technologického postupu s cilem zajisténi po-

zadovanych charakteristik piva.

1.3.2. Chlazeni a odluc¢ovani kala

Naésledujicim technologickym postupem je vyrazeni mladiny do pfipravené vifivé
kadég, coz je proces precerpani horké mladiny. Horkd mladina se musi pfed zakvaSenim
ochladit na zdkvasnou teplotu a zaroven dochazi k odstranéni hrubych i jemnych kalt a
k provzdusnéni mladiny. Hruby kal vznikl vysrdzenim bilkovin pti chmelovaru a kromé bil-
kovin obsahuje 1 polyfenolické a hotké latky. JelikoZ lom (vysrazené bilkoviny) je t€Zsi nez
mladina, dojde k jeho usazeni a vyc€efeni mladiny, kterd se od n¢j oddéli. Tento proces je
dilezity jak z hlediska nasledujiciho kvaseni (kal mize zanéaset povrch kvasinek), tak z hle-
diska hotkosti a pénivosti piva. Hork4 mladina dosahuje teploty pies 90 °C a je tfeba ji snizit
na pozadovanych 4—7 °C pro klasické kvaseni. U zrychlenych postupt se teplota snizuje na
10-15 °C, u svrchniho kvaseni pak na 12-18 °C. Béhem zchlazovani dochazi také k pro-
vzdusnéni sterilnim vzduchem, ke kterému dochazi nejlépe pfi teplotach kolem 40 °C. Timto
procesem se zajisti vhodné podminky pro nasledujici kvaseni. (Basatova, 2010; Chladek,

2007; Kadlec, 2009)
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2. CHEMICKE SLOZENI MLADINY

Je¢men obsahuje 80-90 % susiny, kterou tvoti velké mnoZstvi riiznych organickych
dusikatych a bezdusikatych latek a také anorganické latky. Zastoupeni jednotlivych slozek
je variabilni a zavislé na genetickych vlastnostech odridy je¢mene, pouzité agrotechnice,
péstebnich podminkach vcetné slozeni pidy a klimatickych podminkdch dané¢ho ro¢niku
(Basatrova, 2015). Odriidovou vlastnosti jecmene je napft. podil velkych a malych Skrobo-
vych zrn v endospermu, ktery ma vliv nejen na zcukteni sladiny, ale i na pribéh mleti a
slozeni sladového Srotu (Basatrova, 2010).

Mladina musi obsahovat dostatek zkvasitelnych latek (asi 90 % tvofi cukry), kvasin-
kami snadno absorbovatelné dusikaté latky (obsah aminodusiku podle pivodni koncentrace
piva v rozmezi 100 az 200 mg 1", vyjadieno v poméru k celkovym dusikatym latkam asi 21
az 22 %, primétené mnozstvi mineralnich latek a dalSich exogennich biokatalyzatort, sto-
povych prvki a vitamint (Basafova, 2010; Moll, 1994). Naopak mladina by neméla obsa-
hovat velké koncentrace dusi¢nantl, coz je dano potencidlné nebezpecnou redukei dusi¢nanii
na dusitany, které se mohou pfeménit na N-nitrososlouceniny, které maji negativni dopad na
lidské zdravi (Cepicka, 1991). Pivo jako potravina nesmi obsahovat zdravi $kodlivé latky a
voda pouzitd pro jeho vyrobu musi vyhovovat legislativnim narokiim kladenych na pitnou
vodu. Ptipadné kontaminaci lze €elit i nékterymi technologickymi postupy jako je naptiklad
zvySeni zakvasné davky pivovarskych kvasinek. To je vSak pouze ¢aste€né feSeni a nese
s sebou nebezpeci negativniho vlivu na senzorickou kvalitu vysledného produktu. Kompli-
kaci mohou piedstavovat také latky tvorici zakal (napt. dextriny, hotké polyfenolové a vy-
Semolekularni dusikaté latky). Ve vyssi mife tyto latky mohou narusit fyziologické procesy
kvasinek, proto je jejich obsah v mladiné doporucen do koncentrace 12 mg/100 ml (Basa-

fova, 2010, Basatova a Cepicka, 1985).

2.1. Mladina jako zdroj substrati pro mikroorganizmy

Buiiky kvasinek pfijimaji Ziviny celym svym povrchem a o tomto procesu rozhoduji
vlastnosti cytoplasmatické membrany, kterd tvoii rozhrani mezi butikou a okolnim prostie-
dim a je chrdnéna bunécnou sténou. Bunécna sténa kvasinek je velmi pevna, chrani buniku
ptfed nepfiznivym mechanickymi vlivy a mohou ji voln¢ prochazet nizkomolekularni slou-
¢eniny (Basatova, 2010). Cytoplazmatickd membrana je semipermeabilni, oddéluje dvé pro-
sttedi s riiznou koncentraci osmoticky aktivnich Castic a slouzi tak k fizeni toku latek do a

z bunky kvasinek.
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V kapitole Rmutovani (kap. 1.2.6) bylo popsano §tépeni skrobu, coz je jeden z nej-
jako substraty pro kvasinky. V mladin¢ dochdzi i k dalSim zménam a Stépeni vysokomole-
kularnich latek na jednodussi. Kromé skrobu se ve sladu nachazi i neskrobové polysacharidy
a to zejména hemicelul6zy, které jsou vazany v bunéénych sténdch na vysokomolekularni
bilkoviny a odpovidaji za jejich pevnost. Do hemiceluléz fadime heteroglukany a heteroxy-
lany. Vyznamnou skupinu latek z heteroglukanta piedstavuji B-glukany, kterym se dnes vé-
nuje pozornost zejména ve vyziveé cloveéka jako soucast vlakniny. B-glukany hraji vyznam-
nou ulohu v nizkoteplotnich varnich procesech. B-glukany jsou polysacharidy, u kterych
jsou glukopyranosové jednotky spojeny pievazné vazbou B-(1—4), méné pak vazbami -
(1—-3), které dodavaji molekule pruznost. Do heteroxylant se fadi arabinoxylany, coZ jsou
polysacharidy, u kterych jsou pentézy vazany vazbami -(1—4). Tyto neskrobové polysa-
charidy ze sladu prechézi do sladiny a nasledné zac¢ina kaskada reakcei, které vedou k jejich
degradaci (Obr. €. 2). Cely proces zacina aktivitou endo-p-glukanazy a B-glukansolubilazy
(B-D-glukan exohydroldzy). Komplex enzymii vede k tvorb¢€ jednodussich latek, napt. cello-
bidzy, ze kterych nasledné vznikaji jednotlivé molekuly glukozy. Obdobny proces probiha i
u arabinoxylanti, ov§em vyznam je niz$i ve srovnani s predchéazejici skupinou. Vysledkem
pusobeni komplexu enzymd je tvorba xylézy (Kosat, 2000; Basatova, 2010; Kadlec, 2002;
Kanauchi, 2011; Belitz, 2004).

Obr. €. 2: Schéma stépeni B-glukant (prevzato z Basatova, 2010).
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Pro technologii piva je zadouci uplné rozlozeni B-glukant, jinak se zvysuje viskozita
mladiny, snizuje varny vytézek, zhorSuje filtrovatelnost a prodluzuje doba zcezovéani. Obsah
B-glukan® v je¢meni zavisi na odradé, lokalité a vegetacnich podminkach. Obsah glukanti
ve sladu Ize ovlivnit podminkami sladovani v rozmezi 40-300 mg/1 ve sladiné. Ve sladiné
je limit obsahu B-glukanti 150-200 mg/1 (u exportnich sladil). Snizit jejich obsah Ize i pfi-
davkem vhodnych enzymt (B-glukanazy) na pocatku rmutovani (Havlova, 2001).

Béhem rmutovani dochézi k enzymatickému stépeni i jinych latek nez polysacharida.
Vlivem plisobenti lipaz, lipooxygenaz a dalSich enzymti dochazi k oxida¢nim zménam lipidi,
coz vede k tvorbé karbonylovych slou¢enin. Vlivem endopeptiddz dochazi k degradaci pro-
teind za vzniku aminokyselin. Tyto procesy nemaji ale takovy vyznam jako enzymatické

reakce polysacharidi (Basatova, 2010).

2.2. Naroky kvasinek pouzivanych prFi vyrobé piva na rastové prostiredi

Mladina ptedstavuje pro kvasinky bohaty zdroj zivin. Aby je mohly vyuzivat, je ne-
zbytné Ziviny prenést dovniti bunck kvasinek. K tomu mize u nizkomolekularnich latek a
latek lipofilni povahy dochazet pasivné. Vyssi vyznam v regulaci toku latek mé ovSem ak-
tivni transport, ktery je zajistovan integralnimi proteiny v cytoplazmatické membran¢.
Tento transport zajistuje pfenos polarnich molekul a iontt a také ptenos latek s vyssi mole-
kulovou hmotnosti, které pasivné pies cytoplazmatickou membranu nemohou projit. Tyto
pfenasece navic podléhaji dalsim vliviim a vytvaii se tak komplexni regulacni sit” pro vstup
latek do buiiky a jejich export z bunky kvasinek (Basafova, 2010; Rosypal, 2003).

Prvnim ptedpokladem zivota a fungujicich metabolickych procest je pritomnost
vody. Vysoka aktivita vody je nezbytna i pro bunky Saccharomyces cerevisiae a to mini-
malné ve vysi 0,65. Voda je naprosto nezbytna také pro fermentaci, kdy ale miize rozdil
koncentraci sacharidi mezi vnéj$i a vnitini stranou cytoplazmatické membrany zplsobit os-
moticky stres s negativnimi dopady na buniky kvasinek (Walker, 2016).

V piedchozi kapitole Mladina jako zdroj substratii pro mikroorganismy (kap. 2.1)
byla nejvétsi pozornost vénovana sacharidim. Sacharidy pfedstavuji pro kvasinky zdkladni
zdroje uhliku. Ackoliv glukdza se bézn€ pouziva jako jediny zdroj uhliku pro rust kvasinek
v laboratofi, tento monosacharid neni obecn€ voln¢ dostupny ve vysokém mnozstvi v pra-
dina pfi vyrob¢ piva), sachar6za (melasa pro vyrobu rumu), laktéza (syrovatka) a ptipadné i

fruktoza (napt. v Agave spp, s polyfruktany pro vyrobu Tequily) (Walker, 2016).
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V mladin€ jsou kromé glukdzy ptitomny i dalsi sacharidy, kterym je v technologii
vyroby piva vénovana zvySena pozornost. Jedna se o maltézu (obvykle 50 az 60 % ze vSech
sacharidl), maltotriézu (15-20 %) a glukozu (10 az 15%). Z téchto sacharidi ptednostné
kvasinky vyuzivaji glukozu. Jeji utilizace je rychla a efektivni. I kdyz maltéza snadno fer-
mentuje, je jeji utilizace naro¢néjsi. Pro pienos do buiiky jsou potiebné permedzy a nasledo-
vat musi St€peni maltdzou. Maltotridza je pak nejméné preferovany sacharid pro bunky Sac-
charomyces cerevisiae. V literatufe se také popisuji dalsi sacharidy. Z monosacharidu l1ze
uvést fruktozu, u které dochazi k rychlé utilizaci. Z disacharidi vyskytujicich se pfi pouziti
sladovych nahrazek 1ze zminit sachar6zu, ktera do bun¢k kvasinek piechazi az po rozstépeni
invertazou (Alves, 2013). Invertdza (B-D-fruktofuranosiddza) je vyznamnym enzymem,
ktery je vazén na bunécnou sténu kvasnic a ktera $t€pi sachar6zu ze zivného prostfedi na oba
monosacharidy, tj. glukozu a fruktozu, pied jejich transportem do nitra buniky. Tento pochod
je velmi rychly (fddové minuty), nebot’ jedna forma invertazy je lokalizovana v mannanpro-
teinovém komplexu bunécné stény a v periplasmatickém prostoru mezi bunécnou sténou a
plasmatickou membranou. Béhem kvasného procesu se invertaza v malém mnozstvi uvol-
fluje do prostiedi a jeji aktivitu je mozno vzdy stanovit v hotovém nepasterovaném pivu (.
v nepfitomnosti kvasni¢nych bungk) (Srogl, 2007). Sacharidy jako substraty pro kvasinky

ilustruje obr. €. 3.

Maltose Acti ) Maltotriose
(G-G) ctive transport (G-G-G)
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facilitated diffusion
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Obr. €. 3: Vybrané sacharidy jako substraty pro Saccharomyces cerevisiae (ptevzato z Ste-

wart, 2016).
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Basarova (2010) uvadi, ze monosacharidy jako glukoéza a fruktéza mohou projit do
bunky kvasinek pfimo. Tim ovSem neni myslen obyc¢ejny pasivni piestup pies cytoplazma-
tickou membranu kvasinek. Jedna se o facilitovanou difuzi pomoci HXT (Hexose Transpor-
ter) proteini s vysokou afinitou ke glukoze. Celkem bylo identifikovano 20 gena kodujicich
proteiny, které jsou podobné HXT. Proteiny HXT se fadi do rodiny MFS (Major Facilitator
Superfamily), které zajist'uji facilitovanou difiizi mnoha substrati, tedy transport na energii
nezavisly. Kvasinky Saccharomyces cerevisiae patii mezi organismy s nejveét§im zastoupe-
nim téchto pienasecovych systémii (Ozcan, 1999).

Vyuziti maltézy a maltotridzy kvasinkami nejprve vyzaduje, na rozdil od monosa-
charidt, aktivni transport téchto latek dovnitt kvasinek. Pfi sledovéani utilizace maltdzy a
maltotridzy je patrny vyznam pienaseCovych systému pii srovnani fermentace kmeni svrch-
nich a spodnich pivovarskych kvasinek. Vysledky pokusii ukédzaly, ze typy jednotlivych
kmeni svrchnich a spodnich kvasinek nemaji na utilizaci téchto sacharidi vliv. Rozdil se
vSak prokazal mezi obéma skupinami, kdy spodni pivovarské kvasinky utilizuji tyto sacha-
ridy kompletné na rozdil od svrchnich kvasinek, které pouze caste¢né. Jednim ze zvazova-
nych vysvétleni je praveé funkce permeaz (Stewart, 2016). V cytoplasmé jsou tyto sacharidy
hydrolyzovany a-glukosiddzou (maltazou) za vzniku molekul glukézy, ktera je dale meta-
bolizovéana na ethanol (Alves, 2013). Pfedchozi genetické a biochemicke studie zaméiujici
se pfedevsim na utilizaci maltdzy pti fermentaci zjistily, ze metabolismus maltozy je kodo-
van v locus MAL se tfemi geny. Téchto mist je pét (MAL 1, 2, 3, 4 a 6) a kazdy lokus
obsahuje alespon jednu kopii tii riznych gent kodujicich transportéry nebo enzymy (Alves,
2013; Basarova, 2010). Jelikoz kvasinky vyuzivaji sacharidy mladiny nebo zivnych ptd po-
stupné a jejich bytek je mozné a vhodné vyjadrtit kinetickymi rovnicemi (Basatova, 2010).

Kvasinky pro svij rist, buné€nou proliferaci, strukturdlni zmény a enzymatické po-
chody potiebuji pfijimat dusik. Ze vSech dusikatych latek umi kvasinky vyuzit okolo 30 %,
coz se oznacuje jako volny aminodusik (Free Amino Nitrogen, FAN). Obvykl4d hodnota
FAN pro mladinu se pohybuje od 150 do 250 mg/Il. Hlavnim zdrojem dusiku v mladin€ jsou
pro kvasinky malé peptidy, aminokyseliny a amonné ionty. Hodnota FAN také urcuje zkva-
sitelnost mladin a rozhoduje o nachylnosti piva k rozvoji kontaminace. Piva s vys§im obsa-
hem volného aminodusiku se snaze mikrobiologicky kazi. Hodnota FAN ma také vliv na
chut’ piva kvili vztahu k tvorbé nékterych senzoricky vyznamnych latek (napiiklad vyssich
alkoholt, karbonylii a estertt). I ptes existenci rozdilt v utilizaci dusikatych latek mezi kva-

sinkami svrchniho a spodniho kvaseni, plati pfima iméra mezi rGstem kvasnic a potiebou
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dusikatych latek. Jednotlivé rozdily nemusi byt dany rozdilnym kmenem, ale zavisi i na ob-
sahu sacharidii v mladin€ a na dalSich podminkéch fermenta¢niho procesu. (Basatova, 2010;
He, 2014; Stewart, 2016).*

Kvasinky jsou fakultativné anaerobni mikroorganismy, coz znamena, ze mohou sa-
charidy vyuzivat oxida¢nim i fermenta¢nim metabolismem. Z poc¢atku kvaSeni je oxidacni
metabolismus blokovan vysokou koncentraci sacharidii a kyslik mizi z mladiny béhem né-
kolika hodin. Je to proto, ze kyslik je nezbytné nutny jako riistovy faktor pro membranovou
biosyntézu mastnych kyselin (naptiklad kyselina olejova) a sterolti (naptiklad ergosterol).
Jelikoz v anaerobnich podminkach naopak kvasinky tyto latky (kyselinu olejovou a ergoste-
rol) nedokdazi syntetizovat, nazyvaji se auxotrofy. Proto je pro efektivni alkoholické kvaseni
nezbytné zajistit na zacatku fermentace kyslik, nebo latky esencialni dodavat do média. Za-
roven to znamena, ze vliv kysliku bude pro fermentacni procesy zasadni. Rozpustény kyslik
ovliviyje rust kvasinek, rychlost vyuzivani aminodusiku a dal$i metabolické procesy. Pro
kvasinky spodniho kvaseni se vyuziva obsahu kysliku 5—7 mg/1, z ¢ehoz se vyuzije zhruba
15 % pro syntézu sterolli a 15 % pro syntézu nenasycenych lipidi (Basatova, 2010; Walker,
2016).

Z dalSich latek majicich vliv na rtst kvasinek lze zminit n€které anorganické latky,
zejm. vliv zinku. Jeho nedostatek miize vést ke zpomaleni hlavniho kvaSeni. Z dalSich latek
se pak sleduje obsah hot¢iku, fosforu ¢i siranti. Z vitaminl jsou dulezité biotin a kyselina

pantothenova.

2.3. Mikrobialni kontaminace

Kontaminaci je chdpana pfitomnost neZadoucich mikroorganismu ve sto€eném pivu,
ptfipadné kvasni¢nou kontaminaci se oznacuji veskeré kvasni¢né buiiky, které se negativné
projevuji v ur¢itém misté vyroby (Basatova, 2010).

Technologie vyroby mladiny pouzitim vysSich teplot vytvari podminky nevhodné
pro mikroorganismy. To se méni s klesajici teplotou mladiny, kterd se mize stat vhodnym
médiem pro mnozeni nékterych bakterii a kvasinek. Toto nebezpeci se zvysSuje v piipadé
otevienych kadi s mladinou, pti nedodrzeni hygienickych pozadavkia na pracovni prostiedi
a také v domécich podminkach pti malovyrobé. V dalsi ¢asti budou rozd€leny kontaminujici
mikroorganismy podrobné, obecné ale Ize fici, ze vétSina kontaminujicich mikroorganismi
pusobi v pivovarském provozu neptimo, tj. vyuziva rozpusténého kysliku, zivin a ristovych

faktorii a zménou vlastnosti kultiva¢niho prostiedi. Vyjimkou jsou pak kvasinky vytvatejici
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toxin bilkovinné povahy, ktery negativné plisobi na citlivé pivovarské kvasinky (Basatfova,
2010).

Kontaminaci mizeme rozdélit na primarni a sekundarni. Primérni kontaminace za-
hrnuje kontaminované suroviny vstupujici do vyroby piva, tedy zejména slad a vodu. Pro-
blematickym mistem priméarni kontaminace jsou i samotné kvasnice. Opakovanym pouzitim
se neméni pouze jejich fyziologie, ale zvySuje se i riziko kontaminace. Primérni kontaminace
se tykd vyrobnich prostor, vybaveni a pracovniki. Z tohoto pohledu jsou problematicka
zejména skladovaci nadoby a prostory, prostory s vyssi vlhkosti, mista s nefiltrovanym me-
ziproduktem a delsi dobou lezeni, pfipadné prostory s horsi sanitaci. Pozornost je dnes vé-
novana také oSetfeni piva (pasterace) a plnickam. PIn¢ automatizované linky maji za cil ri-
ziko mikrobialni kontaminace snizit na minimum (Vaughan, 2005). Sekundarni kontaminaci
rozumime kontaminaci vysledného produktu, tedy toho, ktery jiz prosel pasteraci. Pti této
kontaminaci hraji vyznamnou ulohu Cistota a udrzba potrubi. Podobné jako ve zdravotnictvi,
1 v potravinafstvi je dnes vénovana pozornost tvorb¢ biofilmu, jeho odolnosti vici béznym
sanitacnim technikdm a negativnimu vlivu na vysledny produkt (Basafova, 2010; Matoul-
kova, 2012; Priha, 2015; Walker, 2007; Shabani, 2010; Branyik, 2004; Maifreni, 2015).

Z pohledu technologie vyroby piva je piikladem citlivého mista proces klic¢eni, kdy
jsou vytvotreny vhodné podminky a béhem kli¢eni se mikroorganizmy rychle mnozi. Preva-
zuje rust bakterii Celedi Enterobacteriaceae, rodu Pseudomonas a Leuconostoc (Justg,
2011). Dalsim podobné citlivym mistem je jiz dfive zminénd zchlazena mladina v otevie-
nych kéadich nebo proces plnéni pasterovaného piva a Cistota potrubi (Bokulich, 2013). Tato
mista by méla byt pravidelné kontrolovana, napt. v systému HACCP, a v ptipadé potieby by
méla byt zavedena napravna opatieni s cilem snizit riziko primérni i sekundarni kontami-
nace.

Mezi nejvyznamnéjsi bakterie adaptované na podminky pivovarského prostredi fa-
dime bakterie mlé¢ného kvaseni. Typickym a Castym zastupcem je Lactobacillus brevis,
ktery je fazen mezi pivu Skodici mikroorganismy. Lze tak nalézt jak v meziproduktech (mla-
dina, mladé pivo), tak i v hotovém pivu. Tato bakterie zpisobuje v hotovém pivu zakal a
kyselou vlini a chut’ (Suzuki, 2011; Vriesekoop, 2012).

Nezadouci mikroorganizmy lze dle Kosate (2000) rozdélit do nékolika skupin. Prvni
jsou latentni zarodky, které se vSak vyskytuji vzacné (rod Bacillus, Clostridium, Micro-
coccus, Celedi Enterobacteriaceae, aj.). Problematickd je u této skupiny tvorba toxickych

produktli, napt. mykotoxin. Druhou skupinou jsou indikatorové mikroorganizmy, které
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jsou ve srovnani s predchazejici skupinou méné nebezpecné (rod Acetobacter, Acinetobac-
ter, Klebsiella, Debaryomyces a nékteré kmeny Saccharomyces). Pivo jako vysledny napoj,
neni prostiedi idealni pro mnozeni mikroorganismt. Proto tieti skupinou jsou pivu nepfimo
Skodici mikroorganismy, které mohou zasdhnout vyrobu, ale ve vysledném produktu se jiz
nemnozi (n&ktefi zastupci rodts Enterobacter, Obesumbacterium, Candida a Hansenula). Ze
je pivo nepfiznivé prostiedi, ale neznamena, Ze by se jiné mikroorganismy v ném nemohli
mnozit. Takzvané pivu potencialn¢ Skodici mikroorganismy se mohou v pivu za urcitych
podminek mnozit (napt. Lactobacillus plantarum, Lactobacillus lactis, Micrococcus kristi-
nae, Zymomonas mobilis, Saccharomyces cerevisiae nebo Saccharomyces pastorianus). Ta-
kovymi podminkami je pfitomnost kysliku, zvySené pH piva (nad 4,7) a niz$i chmeleni. Po-
sledni skupinou jsou pivu Skodici mikroorganismy, které se pomnozuji v pivu za vzniku
zékalu (Lactobacillus brevis, Lactobacillus. lindneri, Pediococcus damnosus, Pectinatus ce-
revisiiphilus a Saccharomyces diastaticus. Soucasn¢ dochazi ke zméné chutovych vlastnosti

piva, vznik zapachu, tvorba diacetylu a k dalSim poskozeni vysledného napoje.
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3. BIOCHEMICKE PROCESY PRI VYROBE PIVA

Podminky a prabeh biochemickych procest zavisi na podminkach fermentace, kvalité a
dostupnosti surovin, kmenech kvasinek a dalSich faktorech. Tyto procesy pak urcuji obsah
a zastoupeni vyslednych latek a tak i podobu a kvalitu vysledného produktu. Samotny prin-
cip vyroby alkoholickych napoji fermentaci sacharidli je pomémé jednoducha technika.
Nicméné, pro vyrobu alkoholickych népoji, jako je pivo nebo vino, neni jedinym vysledkem
produkce ethanolu, ale ziskani komplexniho napoje s vyvazenou chuti. Jelikoz biochemické
procesy nevedou k pouhé tvorbé ethanolu ze sacharidit mladiny, ale pomoci enzymu kvasi-
nek k tvorb¢ dalsich senzoricky vyznamnych latek, je vybér a aplikace spravného kvasinko-
vého kmene velmi dilezitym krokem ve vyrobé piva (Sarma, 2013).

K pochopeni biochemickych procesti vyznamnym zplsobem dopomohly moderni analy-
tické metody a jejich vyvoj. Tyto metody umoznily identifikovat ptes 1000 latek ovliviuji-
cich senzoricky profil piva. Slou¢eniny s nejvétsim dopadem na aroma a chut’ piva jsou pro-
dukovény kvasinkami v procesu hlavniho kvaseni. Senzoricky aktivni substance produko-
vané pfi hlavnim kvaSeni mohou byt rozdéleny do péti hlavnich skupin: latky obsahujici
siru, organické kyseliny, vyssi alkoholy, karbonylové latky a tékavé estery. Rizné kmeny
kvasinek pfi tom produkuji odlisnd mnozstvi klicovych chutovych latek v zavislosti na svém

genetickém profilu (Skach et al., 2009).

3.1. Metabolismu sacharidu

Ptedchazejici text popsal sacharidy jako dilezity zdroj uhliku v mlading a potfebu jeho
prestupu do buné€k kvasinek k utilizaci. Této problematice se vyzkum vénoval jiz v historii,
kdy napt. zavislost zkvasitelnosti cukrii na vlastnostech kvasni¢ného kmene uvedl S. R.
Griffin ve své praci v roce 1970. Prace G. G. Stewarda a spolupracovnikt z roku 1986 po-
tvrdily jako hlavni limitujici faktor pocatku vyuzivani maltézy mladiny kvasinkami pokles
hladiny glukézy (Basatova et al., 2002). Jako zdroj uhliku a energie pro kvasinky mohou
slouzit 1 jiné latky, jakymi mohou byt napf. glycerol, laktat, ethanol, methanol, alkany, aj.

Za aerobnich podminek vétSina kvasinek utilizuje sacharidy procesem glykolyzy a
navazujicim Krebsovym cyklem. U pfevazn€ fermentujicich kvasinek je energie tvofena
v prubehu kvaseni. Pti distribuci pyruvatu vznikajiciho mezi respiracni a fermentacni reakci

je dulezitd aktivita pyruvatdehydrogendzy, ktera se nachazi v mitochondriich a produkuje
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acetylCoA pro vstup do Krebsova cyklu, a cytoplasmatické pyruvatdekarboxylasy, ktera na-
pomaha vzniku acetyaldehydu a tim i ethanolu. Produkty metabolismu kvasinek mohou byt
nejen CO», ethanol, H+, ale 1 glycerol, acetat, sukcinat a dalsi. Obsahy a pomér zastoupeni

jednotlivych latek 1ze ovlivnit u riznych kment kultivaénimi podminkami (Kopecka, 2012).

3.2. Biochemické procesy v ramci kvasSeni mladiny

Ugelem hlavniho kvaseni mladiny je kontrolované kvaseni roztoku s obsahem sacha-
rida, tedy vyroba mladého piva, které jiz obsahuje disledkem Cinnosti kvasnic alkohol, oxid
lity a teplo, které je nutno odvést tak, aby proces kvaseni mladého piva probihal pti pozado-
vané teploté (Chladek, 2007).

Ptestupem sacharidli z mladiny do téla kvasinek béhem kvaseni postupné klesa hla-
dina sacharidii a méni se jejich pomér v kvasicim médiu. Nejdiive a nejrychleji je zkvaso-
vana glukéza. Velkou rychlost zkvasovani ma i sachar6za, ktera vchazi do kvasni¢né buiky
jiz jako dva monosacharidy glukéza a fruktoza. Teprve po poklesu hladiny gluk6zy na urci-
tou uroven dochéazi ke zkvaSovani hlavniho pivovarského sacharidu, tedy maltozy (Basa-
fova, 2010).

Pti bézném postupu kvaseni mladiny jsou 2 % extraktu zpracovana v aerobnim
cyklu. Mozny energeticky zisk 38 molekul ATP z jedné molekuly glukosy neni dosazen,
protoze meziprodukty odbouravani jsou pouzity jako zakladni kameny pro syntézu sterold,
lipidii a aminokyselin. Pouze za aerobnich podminek tvoii kvasinky zasobni latky — glyko-
gen a trehalosu (Kosar, 2000).

Pivovarsky nejvyznamnéjsi ¢asti metabolismu kvasinek je anaerobni glykolyza a
tvorba ethanolu. V roce 1800 sestavil Francouz Gay-Lussac chemickou rovnici ethanolo-
vého kvaSeni. Stanovil, Ze z jedné molekuly monosacharidu vznikaji dvé molekuly etanolu
a dvé molekuly oxidu uhlicitého:

CsH1206 — 2CHsOH + 2CO» + energie (230 kJ)

v

V dnesni dobé¢ existuji mnohem podrobnéjsi informace, a tak jednotlivé faze popisuje
hojn¢ pouzivané Embdenovo-Meyerhofovo-Parnasovo schéma (EMP) (obr. ¢. 4). Energe-
ticky zisk z ptemény jedné molekuly glukosy na alkoholy pfi kvaSeni je pfedstavovan dvéma
molekulami ATP. Pti dalSich reakcich dochdzi ke ztratam energie, které se projevuji riisstem
teploty kvasici mladiny (Kosar, 2000). Jelikoz vznikajici teplo je tteba odvadet, hraje udrzeni

teploty roli v regulaci kvaSeni. Optimalni teplota kvaSeni u vétSiny kment pivovarskych
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kvasinek se sice pohybuje v rozmezi 25 az 30 °C, ale z technologického a kvalitativniho
hlediska se nevyuzivaji podminky intenzivniho kvasného procesu. Pro spodni kvaseni se
v tradi¢ni vyrobé uplatiiuje studené vedeni v rozsahu teplot 5 az 9 °C, u intenzifikovanych
postupi teplé vedeni v rozmezi teplot 12 az 16 °C. Pti svrchnim kvaseni se teploty pohybuji
mezi 15 az 22 °C. ZvySovani teploty pfi stacionarnim spodnim kvaseni ma za nasledek zvy-
Senou aktivitu kvasinek, zhorSeni trvanlivosti pény, barvy piva, prudsi pokles hodnot pH,
vyssi ztraty hotkych latek, vétsi autolyzu kvasni¢nych bunék a nizs§i akumulaci glykogenu

v bunkach (Basarova, 2010).

Obr. ¢. 4: Embdenovo-Meyerhofovo-Parnasovo schéma (EMP) (pfevzato z Basatové).
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CO»
neutralni pyrohro;novei g > acetaldehyd ——> ethanol
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vicinalni diketony
vy3Si alkoholy
mastné kyseliny acetyl-CoA aminokyseliny
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cyklus

porfyriny  bilkoviny
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3.2.1. Tvorba etanolu a CO2

72,0665 g extraktu vznika 1 g ethanolu, 0,9565 g oxidu uhli¢itého a 0,11 g kvasnic.
V tomto kvasném procesu se uvolni 569,1 £ 5,9 J na 1 g extraktu. V odborné literatute 1ze
nalézt ale rizné informace, coz je dano provedenim experimentu (Basaiova, 2010).

Glukoza je aktivovana vazbou zbytku kyseliny fosfore¢né za vzniku gluk6za-6-fos-
fatu, nasledného vzniku fruktdza-1,6-bisfosfatu a pti spotiebé dvou molekul ATP se kaska-
dou dal$ich reakci vytvori tfiuhlikata sloucenina glyceraldehyd-3-fosfat, kterd nasledné vede
k tvorb¢ klicové slouceniny kyseliny pyrohroznové. Tento proces vede k tvorbé 2 molekul
ATP z jedné molekuly hex6zy. Za anaerobnich podminek kvasinky pyruvat dekarboxylu-
vuji pyruvatdekarboxylazou na acetaldehyd, ktery je nasledné¢ redukovan za ptispéni alko-
holdehydrogenazy na etanol za soucasného vzniku CO». B&hem glykolyzy dochazi k rege-
neraci ADP a produkci NADH. ProtoZe jsou zdsoby NAD" v buiice omezené, je nutné je
regenerovat predanim H" z NADH jiné molekule. Tato situace je podstatou ethanolového
kvaSeni, kdy H" je pfedan acetaldehydu za produkce ethanolu. Vznikly NAD" je potiebny
pro dalsi oxidaci glukdzy (Basatova, 2010; Naydenova, 2014).

3.2.2. Tvorba vysSich alkoholi

Syntézu vyssich alkoholt ovlivituje slozeni aminokyselin, které predstavuji hlavni
zdroj asimilovatelného dusiku v mlading a jsou absorbovany kvasinkami. Vychytavani ami-
nokyselin se d¢je fadou aminokyselinovych transportérii nachazejicich se v bunééné mem-
bran¢ kvasinek (Procopio, 2014). Produkce vyssich alkoholll souvisi zejm. s metabolickou
drahou izoleucin—leucin—valin (Basafova, 2010). V pivu bylo popsano vice neZ 35 vysSich
alkoholt. Nejdulezitéjsi slouceniny lze klasifikovat na alifatické (n-propanol, isobutanol, 2-
methylbutanol a 3-methylbutanol) a aromatické (2-fenyletanol). Alifatické vyssi alkoholy
prispivaji k "alkoholické" nebo "rozpoustédlové" viini piva a vytvareji teplo v Ustech. Aro-
maticky alkohol 2-fenylethanol ma sladkou viini a pozitivné pfispiva k vlini piva, zatimco
aroma tyrosolu a tryptofolu je nezddouci (Hui, 2006). Celkové mnozstvi vysSich alkohol

kolisa mezi 50 a 150 mg/I (Basatova, 2010).

3.2.3. Tvorba dalSich senzoricky vyznamnych litek

Z dal$ich vyznamnych latek vznikajicich pfi vyrobé piva lze uvést estery ¢i karbo-

nylové slou€eniny. Estery jsou tvofeny zejména v pribchu intenzivniho faze hlavniho kva-
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Seni enzymatickou kondenzaci organickych kyselin a alkoholti. T¢kavé estery piva lze roz-
delit do dvou hlavnich skupin: estery kyseliny octové a estery mastnych kyselin se stiedné
dlouhym fetézcem (MCFA). I ptes Sirokou $kalu riznych estera, které 1ze nalézt v pivu,
ma vyznam hlavnich jako aromatické slozky piva: ethylacetat (aroma po fedidlu), izoamy-
lacetat (bandnové aroma), isobutylacetat (ovocné aroma), fenyl ethylacetat (riize a medové
aroma), ethylhexanoat (sladké jable¢né aroma) a ethyloktanoat (kyselé jable¢né aroma)
(Pires, 2014). Tyto tékavé estery vznikaji pfi reakci spotfebovavajici energii a za Gcasti né-
kolika enzym, napt. alkohol acetyl transferazy I a II. Rovnovéha mezi syntetickymi enzymy
vedoucimi k tvorbé esterii a enzymy s hydrolytickou aktivitou je dilezita pro obsah téchto
¢isté miry akumulace kyseliny (Nedovi¢, 2014).

Z karbonylovych sloucenin jsou nejvice zastoupeny acetaldehyd, glyoxal, methyl-
glyoxal, furan-2-karbaldehyd, fenylacetaldehyd, benzaldehyd aj. Pti biosyntéze valinu a izo-
leucinu vznikaji diketony, mezi kterymi méa vyznamné postaveni biacetyl, jelikoz je pro kva-
sinky toxicky. Pfi slabé redukeni aktivité kvasinek diacetyl navic zdstava v pivu a tim mu
udili neptijemnou viini a chut’. Kvasinky maji schopnost v prib¢hu kvaSeni redukovat sen-
zoricky nepiiznivé karbonylové pochéazejici ze sladu a jsou pfic¢inou staré chuti piva.

Posledni skupinou jsou sirné metabolity, ze kterych maji vyznam zejm. sulfan, oxid
sifiCity a dimetylsulfid. Tyto latky vznikaji z aminokyselin methioninu a threoninu. Sulfan
sam dava mladému pivu nepiijemnou viini a chut’ a dale mize reagovat s alkoholy nebo
aldehydy za tvorby neZadoucich thiolt. Oxid sifi¢ity vznika béhem hlavniho kvaSeni. Jeho
pfitomnost neni Zadouct, jelikoZ zpiisobuje neptijemnou piichut. Dimetylsulfid je charakte-
risticky ovocnou chuti a vlini mladého piva (Basatova, 2010).

Tvorba téchto doprovodnych latek spolecné s latkami vznikajicimi pfi vyrobé sladiny

a mladiny vytvari v komplexu organolepticky profil kone¢n¢ho produktu.

3.3. Stresové faktory pivovarskych kvasinek

V soucasnosti se fada faktort neptiznivé ovliviiujicich chovani kvasnic oznacuje jako
stresové faktory. Jejich plsobeni snizuje viabilitu i vitalitu kvasnic a miize vést k poskozeni
kvasni¢nych buné¢k a v disledku az k jejich thynu. Pfitomnost environmentalnich a techno-
logickych stresti klade vysSi naroky na vybér vhodnych kmeni kvasinek pro vyuZiti pii vy-

robé piva (Sigler, 2011).
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Stresovych faktorti je velka Sife a reakcim na jednotlivé typy faktort se vénuje dnes
1 v technologii potravin pozornost. I pfes tuto variabilitu ma reakce na stresové podnéty spo-
le¢ny geneticky zéklad. Dochazi tak k zastaveni normalnich bunécnych procest, k iniciaci
exprese genl kodujicich stresové proteiny a k degradaci poskozenych proteinti vlivem
stresu. Hlavnim typem stresové odpovédi je nespecificka stresova odpovéd’ (Sigler, 2011;
Bleoanca, 2013).

Mezi fyzikalni stresové faktory s vyznamem pro pivovarstvi lze zaradit ptisobeni
tepla. Teplotni stres zahrnuje jako ptisobeni vyssich, tak nizsich teplot. Teplotni Sok plisobici
na buiiky vyvolava nejen zvysenou toleranci k pozdéj$im teplotnim vykyvim, ale i k etha-
nolovému stresu piipadné k jinym stresim. Principem tohoto procesu je akumulace treha-
16zy, ktera zabraniuje tepelné denaturaci bunéénych bilkovin (Sigler, 2011).

Dal$im vyznamnym faktorem je osmoticky stres, ktery zavisi na koncentracnich gra-
dientech na cytoplazmatické membrané kvasinek. Je vyznamny zejména u mladin s vysokou
koncentraci extraktu. Podobn¢ jako v pfedchazejicim odstavci, i zde hraje protektivni roli
trehaldza. Pro sniZeni negativniho vlivu osmotického tlaku 1ze pouzit kovy v zakvaSované
mlading a obohaceni o rustové faktory (Sigler, 2011; Hohmann, 2002).

Stresovym faktorem je i pisobenim aktivitnich forem kysliku, jako jsou volné kysli-
kové radikaly a reaktivni formy kysliku jako napt. peroxid vodiku. Tento typ stresu se ozna-
Cuje jako oxidativni stres, ktery zasahuje zejména membranoveé lipidy Saccharomyces cere-
visiae. Antioxidacni roli zde plni vitaminy rozpustné v tucich, vitamin A a E, které mohou
zmirnit poSkozeni strukturalnich ¢asti bunék a kyslikem indukované riistové defekty (Sigler,
2010; Bendova, 1970).

Ethanolovy stres je jednim z hlavnich environmentélnich stresii vznikajicich pfi pro-
cesu vareni piva. Ethanol primarné cili na membrany, zvySuje jejich tekutost a propustnost,
coz ovliviiuje transportni systém zakladnich sloucenin, jako jsou aminokyseliny a
gluko6za. Jeho hromadéni ohrozuje celou fadu bunéénych funkci, coz vede k redukci rych-
losti metabolismu, zpomaleni riistu a snizeni Zivotaschopnosti, v kone¢ném diisledku je od-
poveédny za stagnaci kvaseni. Pti vysokych koncentracich ethanolu bylo také prokazano, ze
zpusobuje zmeény konformace proteinti a vede k jejich denaturaci, ptikladem muze byt vliv
na klicové glykolytické enzymy pyruvatkinazu a hexokinazu (Novék, 2006; Bleoanca,
2013; Menggen, 2010). Kromé& ethanolu mohou na kvasinky negativné piisobit mladinové
kaly, nékteré latky s antimikrobialni aktivitou nebo nékteré peptidy s inhibi¢nim u¢inkem

(Sigler, 2011).
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Z chemickych vlivii 1ze déale vyzdvihnout ptisobeni nékterych kovi, které je typické
ireverzibilni inhibici n€kterych enzymatickych komplexii, nebo pisobeni dusitanti. Dusitany
vznikaji plisobenim gramnegativnich bakterii z Celedi Enterobacteriaceae, které maji schop-
nost redukovat dusi¢nany pfitomné ve vod¢. Dusitany mohou plisobit samy negativné, kdy
inhibuji rust kvasinek, pfipadné se mohou pfeménit na nebezpe¢né N-nitrosaminy (Basa-
fova, 2010).

Z technologicky vyznamnych stresti 1ze zminit vliv pH a opakované zakvaSeni. Pti
kvaseni mladiny dochézi ke snizeni pH ze zhruba 5,5 na hodnotu kolem 4,0, coz ovliviiuje
produkci aromatickych latek — produkce dimetylsulfidu se snizuje, zatimco mnozstvi dia-
cetylu narasta. Toto snizeni pH mladiny mtize ovlivnit ristovou rychlost a replikativni délku
zivota kvasinek. Kombinace nizkého pH s nartstajici koncentraci ethanolu mé vliv na pro-
teiny plazmatické membrany, kdy je jeji stabilita niz8i a vznikajici buniky vykazuji nizkou
miru preziti. Opakované zakvaSeni neni samostatnym stresovym faktorem, ale opakovanym
nasazenim kvasinek muze dochazet ke snizeni jejich viability, vitality a fermentacni schop-
nosti. S opakovanym zakvasenim dochazi k postupnym zménam fyziologie, flokulace, po-

vrchového néboje a viability kvasinek (Sigler, 2011).
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4. KULTURY KVASINEK POUZIVANE PRI VYROBE PIVA

4.1. Pivovarské kvasinky

Kvasinky jsou heterotrofni eukaryotni mikroorganismy, nalezici mezi houby (Fungi).
Cesky nazev dostaly pro schopnost vétsiny druhti zkvagovat nékteré sacharidy na ethanol a
oxid uhli¢ity (Silhankova, 2002).

Jako pivovarské kvasinky jsou oznacovany kulturni kvasinky, které se pouzivaji
k produkei spodné ¢i svrchné kvasenych piv. Zakladnich rysem standardnich produkénich
kvasinek jsou dobie definované vlastnosti, které by se mély menit pouze minimalné, a to i
pti opakovaném nasazeni (Kopecka, 2014). Pivovarské kvasinky jsou v pivovaru mikrobio-
logické spolecnosti European Brewery Convention (EBC) definovany jako kulturni kva-
sinky pouzivané k produkci spodné nebo svrchné kvasenych piv. Do této Siroké definice I1ze
zahrnout i nékteré kvasinky a kvasinkové mikroorganismy pouzivané v mensi mife k vyrob¢
specialnich piv, jako jsou Lambic, Krieg, Pombe aj. (Basatova, 2010).

Tvar bun¢k kvasinek souvisi se zptisobem vegetativniho rozmnozovani, jez se déje
bud’ pucenim, nebo d€¢lenim, nejcastéji je tvar kratce elipsoidni, piipadné vejcity az kulovity.
(Silhankova, 2002). Pivovarské kvasinky jsou fazeny do dvou druhit — Saccharomyces
pastorianus a Saccharomyces cerevisiae. Geny dileZitych vlastnosti jsou uloZeny jak v ja-
derné, tak mitochondrialni DNA. Kombinace chromosomil v kazdém jednotlivém provoz-
nim kmeni pivovarskych kvasinek je jedine¢na a umoznuje jeho identifikaci (Basafova et
al., 2010). Pivovarské kmeny jsou typické polyploidii (vyskyt tfi a vice chromozomovych
sad v buiice), nejcastéji tetraploidii nebo aneuploidii (ne vSechny jsou zastoupeny ve stejném
poctu) (Krescankova, 2015). Obecné se predpoklada, Ze vétsi pocet kopii genu vede ke sta-
bilité kvasinkového organismu a mize znamenat také zvyseni produkce enzymi, které ve-
dou k rychlej$im procestim v mladin€. U polyploidnich kment v§ak byva nékdy popisovana
chromozomalni nestabilita, coZ v disledku miiZze vést ke zmény ve flokulaci a vyuZiti mal-
totridzy. K nekterym zmeénam ve vlastnostech kvasinek muze dochazet také caste¢nou ¢i

uplnou ztratou mitochondrialni DNA (Bokulich, 2013).

4.2. Svrchni a spodni pivovarské kvasinky

Kmeny svrchnich a spodnich pivovarskych kvasinek se vzajemné lisi fyziologickymi
a genetickymi vlastnostmi a jedna se tedy dva rozdilné druhy rodu Saccharomyces. Svrchni

kvasinky jsou geneticky blizké rodu Saccharomyces cerevisiae, zatimco spodni kvasinky
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tvoii heterogennich druh a jsou jednim z nejlepsich ptikladl pfirozenych hybridt kvasinek
(Dostélek, 2013).

RozliSeni kvasinek na spodné a svrchné kvasici je zaloZeno zejména na jejich floku-
la¢nich vlastnostech. Flokulace je reverzibilni schopnost kvasinek se shlukovat a nasledné
se rychle usazovat nebo stoupat k povrchu média. Principem flokulace je interakce bunéc-
nych stén kvasinek, kterd, jak se dnes predpoklada, je zajistovana lektiny na povrchu jedné
bunécné stény a cukernymi zbytky na bunécné sténé druhé buiiky. Tato vlastnost je z hle-
diska technologie vyroby dilezita, jelikoz usnadiiuje u€inné odstranovat bunky kvasinek
spolu s balastnimi latkami z fermentacniho média a ulehcuje tak nasledné¢ vyrobni faze,
dokvasovani a filtraci. (Bokulich, 2013; Kopecka, 2015).

Svrchni pivovarské kvasinky S. cerevisiae se pouzivaji ptfi vyrobé piv typu Ale a u
dalSich druhti piv s teplotnim rozmezim 18 az 22 °C (Basatfova et al., 2010). Tyto kvasinky
jsou po skonceni kvaseni vynaSeny na povrch fermentacni kapaliny (do kvasni¢né deky),
kde tvofi hustou pénu (Kopecka, 2012).

Spodni pivovarské kvasinky S. cerevisiae (carlsbergensis), popt. (uvarum) se pouZzi-
vaji pii vyrobé piva typu lezakl v teplotnim rozmezi 7 az 15 °C. Spodni kvasinky se v ko-
necné fazi shlukuji ve vlocky (flokuluji) a sedimentuji na dn¢ kvasné naddoby. Po stdhnuti
piva se properou vodou a po promyti se znovu pouziji pro dalsi fermentaci (Kopecka et al.,
2012).

Rozdily jsou i v utilizaci sacharidl. Druhy S. cerevisiae, S. pastorianus a S. bayanus
vykazuji zna¢nou variabilitu pfi vyuzivani galaktozy, maltozy, melibiozy, sachardzy a tre-
haldzy za aerobnich a anaerobnich podminek. Pfikladem muze byt utilizace melibiozy, kdy
spodeni kvasinky tento sacharid vyuZivaji a svrchné kvasici kmeny ji vyuzivat neumi
(Krescankova, 2015). Jinym ptikladem muze byt klasicky kvasny test s rafindzou, kterou
svrchni kvasinky zkvaSuji pouze z jedné tfetiny, zatimco spodni kvasinky Uplné (Basafova,

2010).

4.3. Divoké kvasinky

Divoké nebo-li ,,cizi* kvasinky jsou kvasinky jiné nezli kulturni pivovarské kva-
sinky. Divoké kvasinky se vyskytuji v riznych fazich vyroby piva, nejvétsi problémy vSak
pusobi pii hlavnim kvaseni produkci nezddoucich chuti a aromat. Mimo to mohou zpomalit
¢i dokonce zastavit kvasny proces. Nebezpecim je také moznost jejich pfeneseni do vysled-

ného produktu, kde rostou a poskozuji ho. Alkohol a chmelové komponenty jsou pro vétSinu
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bakterii inhibujici. Nékolik mikroorganismi, které poSkozuji pivo, ma vSak schopnost rtst i

v tomto prostedi (Matoulkova, 2013, Bulgass, 2011).

Divoké kvasinky jsou bézné rozdélovany do dvou skupin:
1. Kvasinky rodu Saccharomyces
2. Kvasinky patfici do jinych rodd, tzv. non-Saccharomyces
Rod Saccharomyces je z hlediska své skodlivosti povazovan za vice rizikovy a to
z toho diivodu, Ze je schopny rlst anaerobné a mize tak konkurovat kulturnim kvasinkam
pii kvaSeni cukrii obsazenych v mladiné za souc¢asné produkce nezadoucich aromatickych
latek. Schopnost produkovat fenolické latky dekarboxylaci fenolickych kyselin mladiny je
charakteristickd pro amylolytické (tj. kvasinky schopné $tépit dextriny). Skupina non-Sac-
charomyces divokych kvasinek je riiznorodd — zahrnuje napt. kvasinky rodu Candida, Klo-

eckera, Zygosaccharomyces, aj.

4.4. Kmenove sbirky

Proces fermentace v pivovarstvi je fizenym procesem vyroby piva, ktery se neobejde
bez Cisté kultury, na kterou jsou kladeny vysoké pozadavky. Pivovarské kvasnice se ziska-
vaji od znamych dodavatelii v podob¢ susenych nebo tekutych kvasnic (Besatova, 2010).
Sbirky mikroorganismti maji v Ceské republice dlouholetou tradici. Ceska narodni sbirka
typovych kultur (CNCTC) byla oficialn€ ustanovena v r. 1947 jako centralni sbirka lokalnich
souboril kultur spravovanych jednotlivymi ndrodnimi referen¢nimi laboratofemi. V letech
2003-2004 spolupracovala CNCTC v mezinarodnim projektu. Biologicka centra (transfor-
mované Sbirky kultur) se stavajici kli¢ovou roli pro biotechnologicky pramysl (Zemli¢kova,

2006).

V soucasnosti, kdy se zvySuje zdjem o vyrobu piva, o zavadéni novych a modernich
technologii, o vyrobu specidlnich a netypickych piv, jsou kladeny vysoké naroky na jednot-
livé vyrobni operace a kvalitu vstupnich surovin, véetné produkéniho kmene kvasinek. Ci-
lem kmenové sbirky je poskytnout dostate¢né informace, aby mohla byt vyuZzivéana pro §i-
roké potieby. Proto byly v pribehu minulych let ovéfovany a stanovovany zékladni morfo-
logické a biochemické vlastnosti jednotlivych kmenti. Zejména jednotlivym kmenlim byla
vénovana pozornost s ohledem na technologické vlastnosti, jako jsou kvasna schopnost a
sedimentace. Pozornost je v§ak vénovana také tvorbé vedlejsich produkti, které ovliviuji

organoleptické vlastnosti, zejména produkci vyssich alkoholi (Kohoutova, 1996).
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II. PRAKTICKA CAST
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5. CILE

5.1. Hlavni cil:

=  Popsat chovani vybranych kment kvasinek vhodnych pro spodné kvasena

a svrchné kvasena piva za riznych podminek kvaseni.

5.2. Podcile:

= Vybrat vhodné kmeny kvasinek pro pokus v diplomové praci.
=  Definovat podminky pokusu.

=  Monitorovat zmény v zastoupeni obsahovych latek v prubéhu kvaseni.

6. METODIKA

6.1. Pristroje a pomiicky
=  Kapalinovy chromatograf Shimadzu LC-20AD Prominence
o  Kvarterni pumpa
o  Pétikanalovy degaser DGU-20AR
o  Autosampler SIL — 20ACHT
o  Diferencidlni refraktometricky detektor RID — 20A (vSe Shimadzu)
=  Kolona Agilent Zorbax NH> (4,6 x 250 mm x 5um)
=  Ptfedkolonovy cartridge filtr 0,2 um (Optimize Technologies)
=  Inkubator INCU-Line (VWR International)
= Spektrofotometr Shimadzu UVmini-1240
=  Analytické vahy GR-200-EC (A & D instruments)
=  Hustomér pro pivo a vino 45 mN/m, Sp. Gr. 20° C (UK)
=  pH metr (pH Spear, Oakton Illinois, USA)
=  Filtra¢ni papir KA 4 (papirna Penstejn Keseg & Rathouzsky)
= Stiikackové filtry 0,22 pm (Cronus)
=  Inkubacni sterilni plastové lahve o objemu 1000 ml
=  Kahan lihovy

= UV zafic¢
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=  Kvasné zatky

=  Bézné laboratorni pomucky a sklo

6.2. Média a chemikalie

Pro zjistovani KTJ/ml v ¢ase odbéru a pro pomnozeni kvasinek pied samotnym za-
oc¢kovanim mladiny bylo zvoleno médium Malt Broth (HiMedia, Indie). Pro vateni mladiny
byl vybran sladovy vytazek esky svétly (Sladovna Bruntal, Ceska republika) a Extrakt
chmele (YC-Iso, Yakima Chief, Washington, USA).

6.3. Kvasinky

Mezi testované kmeny kvasinek byly zahrnuty:
= Saccharomyces cerevisiae RIBM 96
= Saccharomyces pastorianus RIBM 146
»  Saccharomyces cerevisiae 34/70

= Saccharomyces cerevisiae S-04

Saccharomyces cerevisiae RIBM 96 jsou spodni pivovarské kvasinky, Saccharomy-
ces pastorianus RIBM 146 pak svrchni pivovarské kvasinky. Oba kmeny zastupuji experi-
mentalni kmeny a byly ziskdny z Vyzkumného ustavu pivovarského a sladatského v Praze.
Pro srovnani byly do pokusu zahrnuty dva komeréni kmeny hojné se vyuzivajici. Prvni ko-
mercné dostupné kvasinky jsou vhodné pro vyrobu leZédku a jednd se o spodni pivovarské
kvasinky Saflager W-34/70 ptivodem z kmenové sbirky Némeckého pivovarského institutu
ve Weihenstephanu. Druhym komeréné dostupnym kmenem jsou svrchni pivovarské kva-
sinky Safale S-04, které jsou vhodné pro vyrobu piva typu Ale. Oba kmeny byly zakoupeny

v bézné obchodni siti.

6.4. Kultivace kvasinek v médiu a v mladiné

Kmeny byly pfed zaockovanim pomnozeny po dobu 24 hodin v médiu Malt broth pfti
25 °C, coz je teplotni optimum rastu vétSiny pivovarskych kvasinek. Pfed zaoCkovanim do
lahvi byl jesté zjistén zakal kvasnicné suspenze a byla zjisténa plotnovou metodou koncen-
trace bunék (KTJ/ml). Pro vlastni pokus, tedy pro monitorovani vyvoje zastoupeni cukrii
béhem fermentace, probihala kultivace kvasinek v litrovych sterilnich lahvich (PET lahve
sterilované fedénou peroxooctovou kyselinou), pod kvasnou zatkou v 600 ml média. Mé-

diem byla mladina pfipravena ze sladového extraktu, chmelena na 40 BU. Kazda lahev (1000
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ml) byla inokulovana 50 ml 24hodinové suspenze bun¢k kvasniéné kultury. Kazdy ze Cty-
fech kment kvasinek byl kultivovan pti dvou riznych teplotach, pti kterych byl sledovan
prabéh fermentace. Zvolenymi teplotami byla teplota 10 °C a teplota 25 °C. Tyto teploty
byly zvoleny zamérmeé, jelikoz je pti nich bézné realizovéana hlavni faze kvaSeni spodné a
svrchné kvasenych piv. Pro ob¢ teploty se pro kazdy kmen kvasinek provedla kultivace ve
ttech opakovanich (pro jeden kmen kvasinek v jedné teploté byly kultivovany 3 1dhve = 3
opakovani). Dale pro kazdou teplotu byla provedena kultivace jedné lahve bez zaockovani
a tato lahev tak predstavovala kontrolu, ve které by nemél probihat zadny fermentacni pro-

ces, a neméla by se v ni projevit kontaminace.

Odbeéry pro obé¢ testované teploty probihaly v ¢asech 0, 24, 48, 72, 96, 120, 192 a 216
hodin po zao¢kovani. Fermentace a odbéry tak probihaly celkem 9 dni. V kazdém case od-
béru byl odebran vzorek v celkovém objemu 50 ml a byl stanoven obsah cukrt (fruktozy,
gluko6zy, maltozy) metodou HPLC-RI, zmétfeny pH a hustota. Byla také stanovena koncen-
trace zivotaschopnych bunék v ¢ase odbéru (KTJ/ml) a byla sledovéana opticka denzita (za-
kal) kvasni¢né suspenze pii vlnové délce A = 600 nm, coZ je metoda pro méfeni hustoty

bunécné suspenze.

6.5. Stanoveni vybranych sacharidit metodou HPLC-RI

Pro separaci sacharidli se nej¢astéji pouzivaji chromatografické metody. Z jedno-
dusSich metod 1ze uvést papirovou a tenkovrstevnou chromatografii, které jsou vhodné
zejména pro mono- a disacharidy. Pro analyzu slozek piva se z dalSich chromatografickych
metod pouZzivaji metody plynové chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (GC-
MS), metody kapalinové chromatografie — vysokoucinna kapalinovd chromatografie
(HPLC), iontoméni¢ova HPLC nebo kapilarni elektroforetické metody (CE), napt. micelarni
elektrokineticka chromatografie (MEKC). V ptipadé GC-MS a LC-MS jsou vyvijené me-
tody detekce a identifikace latek drahé a casto ¢asové naroc¢né. Metody HPLC s elektroche-
mickou detekei jsou citlivé a dostatené selektivni, proto se dnes pouzivaji pro analyzu né-
kterych ptirodnich latek, napt. alkaloidd, vitamint nebo antioxidantii v potravinach a népo-
jich. Tyto metody lze vyuzit i pro stanoveni sacharidi. (Monosik, 2013)

Pro stanoveni sacharidll 1ze vyuzit vice metod. Mezi historicky tradi¢ni chemické
metody Ize zaradit gravimetrické metody pro stanoveni skrobu a titra¢ni metody typické pro

stanoveni redukujicich sacharidl, napt. oxidace aldéz jédem, reakce s Fehlingovym ¢ini-
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dlem, reakce s méd’'natymi ionty nebo nékteré komplexometrické reakce. Mezi fyzikalni me-
tody lze zaradit polarimetrické nebo refraktometrické metody, jejiz podstatou je méfeni in-
dexu lomu. Refraktometricka detekce je zalozena na méfeni zmén indexu lomu mobilni faze
s rozpousténou latkou a indexu lomu mobilni faze bez rozpusténé latky, tedy ¢isté mobilni
faze (Magwaza, 2015; Klouda, 2003). Citlivost metody se zvySuje s rostoucim rozdilem
v indexu lomu mobilni faze s a bez rozpusténé latky. Citlivost je vSak pfedmétem diskuzi.
Nekterymi autory jsou u refraktometrického detektoru kromé nizké citlivosti diskutovany i
dalsi nevyhody, jako je napt. problematické vyuziti gradientové eluce (Nogueira, 2005).
Existuji vSak studie, které refraktometricky detektor tispé$né pouzily a to i pro analyzu sa-
charida v piveé. Soucasné vysledky tak prokazuji dostate¢nou citlivost a aplikovatelnost pro
stanoveni celkového obsahu sacharida a také pro urceni profilu sacharidi v pivé (Jurkova,
2014). Kombinace kapalinové chromatografie s refraktometrickou detekci poskytuje spoleh-
livé vysledky pro stanoveni obsahu sacharidii a to i ve srovnani s jinymi detekénimi systémy.
HPLC-RI Ize tak pouzit ke kvalitativni 1 kvantitativni analyze sacharidii v potravinach

(Laczkowska, 2015).

6.6. Priprava vzorku pro stanoveni sacharidi

Kazdy vzorek v objemu 25 ml byl napipetovan do odmérné banky o objemu 100 ml,
do které bylo pfidano 2x 5 ml €ificich Carrezovych €inidel a odmérna batika byla doplnéna
po rysku vodou. Obsah banky byl ptefiltrovan pies filtracni papir KA 4 (pomala rychlost
filtrace) a nasledné jesté pres stiikackovy mikrofiltr s velikosti p6rt 0,2 pm. Vzorek byl ana-
lyzovan pomoci kapalinové chromatografie s refraktometrickym detektorem. Mobilni fazi
byl 70% acetonitril ve vodé. Vzorky byly eluovany izokraticky pii pritoku 1,4 ml/min.
Délka analyzy byla 15 minut. Kazdy ze tii pfipravenych vzorka v ¢ase odbéru pro jeden
kmen a teplotu byl analyzovan dvakrat (n=6).

Pted vlastnim stanovenim byly pro fruktozu, glukdézu a maltézu sestrojeny kalibra¢ni
ktivky. Kalibra¢ni fady (koncentra¢ni rozsah 0,1-10 g/1) byly nafedény ze zasobnich roztokl
standardi o koncentraci 100 g/1. Kazdy bod kalibraénich kiivek byl proméfen tikrat. Z rov-

nice linearni regrese byla vypoctena koncentrace jednotlivych sacharidii ve vzorku.
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4

6.7. Dopliikova méreni

V kazdém case odbéru bylo zméteno pH pomoci pH metru Spear (Oakton Illinois,
USA) a hustota pomoci hustoméru pro pivo a vino 45 mN/m, Sp. Gr. 20° C (UK). Odebrany
vzorek z kazdého opakovani byl pfeveden do odmérného vélce a nejprve tiikrat provedeno
meéteni hustoty a nasledné tfikrat provedeno méfeni pH. Ze ziskanych vysledki byly vypo-
¢itany primeérné hodnoty pro kazdé opakovani. Nasledn¢ bylo provedeno méfeni optické
denzity kvasni¢né suspenze pomoci spektrofotometru Shimadzu UVmini-1240 pii vinové
délce A = 600 nm, opét ve tiikrat pro kazdé opakovani. Jako posledni soucést doplitkovych
meéfeni byla stanovena koncentrace zivotaschopnych bunék v ¢ase odbéru (KTJ/ml). Pro toto
stanoveni bylo pfipraveno desetinné fedéni v 5 zkumavkéch. Do kazdé z nich bylo napipe-
tovano 0,9 ml fyziologického roztoku. Do prvni zkumavky bylo napipetovano 100 pl su-
spenze kvasinek z mladiny, vzorek promichan na vortexu a pieneseno 100 pl do druhé zku-
mavky. Postup byl opakovan az do 5. zkumavky, ze které bylo odpipetovano 100 pl na me-
dium Malt Broth a rozetfeno hokejkou. Nasledovala kultivace pro kazdé opakovani pti 25
°C po dobu 24 hodin s naslednym odectem nariistu. Jedna lahev byla neockovana, a proto

slouzila jako kontrola kontaminace.
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Obr. 3: Schéma metodiky ptipravy, kultivace a odbéra vzorkii v diplomové praci.
Priprava média
Malt Broth
Priprava inokula — Inolulace 24hodinovon
(4 typy kvasinek) kulturou
Kxwaseni Kxaseni
T:=25°C.t;=216h T.=10°C,t,=216h
Se. Sp S.c. Se. Sc Sp Sc S
RIBMO6 |RIBM146| 3470 504 | Renirola RIBMO6 |RIBM146| 3470 504 | Konirola

(Gopak) | (Bopak) | (Gopak) | (3 opak) (3 opak.)

(Gopak) | (Gopk) | (3opak) | (3 opak) (3 opak.)

Odbér vzorki pro analvzu
v definovanych casovych intervalech: 0, 24,

48.72.96, 120, 192 a 216 hodin

(Odbér proveden ze viech 3 opakovani
jednotlivich kmeni)

Odbér vzorki pro analyzu
v definovanych casovych intervalech: 0, 24,

48.72.96, 120,192 a 216 hodin

(Odbér proveden ze viech 3 opakovani
jednotlivich kmeni)

Analyza vzorka pro kazdy casovy interval:
Meéteni hustoty
Meéteni pH
0OD600
CPM
Stanoveni sacharida (Fru, Glc, Mal)

Analyza vzorkal pro kazdy casovy interval:
Meéteni hustoty
Meéteni pH
OD600
CPM
Stanoveni sacharida (Fru, Glc, Mal)
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7. VYSLEDKY

Pro cely pokus byly zvoleny ¢tyfi kmeny kvasinek, dva kmeny spodnich a dva kmeny
svrchnich pivovarskych kvasinek. Kultivace byla provedena ve dvou zvolenych teplotach
odpovidajicich teplotam pro hlavni fazi kvaseni spodné a svrchné kvasenych piv. Pro kazdy
kmen a teplotu byly provedeny tii opakovani. VSechna méteni probihala ze vzorkl odebra-
nych v celkem 8 ¢asovych intervalech. Ze ziskanych hodnot pro kazdé opakovéani jednotli-
vych kment byl vypocten aritmeticky pramér jednotlivych vysledkii méfeni a tyto hodnoty
byly vyneseny do grafti prislusnych teplot.

Nasledujici grafy se zaméti na koncentrace vybranych sacharidi a jejich pokles v za-
vislosti na ¢ase. Prvnim sledovanym sacharidem je maltoza, jejiz koncentrace v mladiné€ byla
ze vsech sledovanych sacharidi nejvyssi a jejiz pokles neni tak rychly, nebot’ musi nejprve
dojit k jejimu rozstépeni. U vSech sacharidi je patrny rozdil mezi utilizaci pfi vyssi a nizsi
teploté, kdy pii teploté 25 °C dochazi k rychlejsimu poklesu koncentraci sledovanych sacha-
ridd. V piipadé maltozy doslo pfi teploté 25 °C k nejrychlejSimu poklesu u kmene Saccharo-
myces cerevisiae S-04 a od 96. hodiny je jeji koncentrace u vSech kmentli pod mezi stanovi-
telnosti (Graf €. 1). Pti teploté 10 °C neni pokles koncentrace maltézy tak vyrazny a i po
ukonceni pokusu zlstava v mladiné ve stanovitelné koncentraci. Nejvétsi pokles na konci
pokusu lze pozorovat u kvasinek spodniho kvaSeni Saccharomyces cerevisiae RIBM 96 a

Saccharomyces cerevisiae 34/70 (Graf €. 2).
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Graf ¢. 1: Koncentrace maltdzy pii teploté 25 °C v jednotlivych ¢asech odbéru.
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Graf ¢. 2: Koncentrace maltdzy pii teploté 10 °C v jednotlivych ¢asech odbéru.
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V diplomové praci byly sledovany i dva vybrané monosacharidy. Prvnim byla
glukoza piirozené se vyskytujici v mladin€ a vznikajici St€épenim maltozy. Rychlost utilizace
glukozy byla zejména pfi teploté 25 °C velmi vysoka a koncentrace v mladiné po 48 hodi-
nach byly pod mezi stanovitelnosti (Graf €. 3). Pfi této vyssi teploté nebyly zaznamenany
vétsi rozdily mezi jednotlivymi kmeny. Pii teploté 10 °C byl pokles koncentrace glukdzy
pomalejsi (Graf €. 4). Nejvétsi a nejrychlejsi pokles 1ze pozorovat podobné jako u maltoézy
u kvasinek spodniho kvasSeni Saccharomyces cerevisiae RIBM 96 a Saccharomyces cerevi-

siae 34/70.

Graf ¢. 3: Koncentrace glukdzy pii teploté 25 °C v jednotlivych ¢asech odbéru.
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Graf €. 4: Koncentrace glukdzy pii teploté 10 °C v jednotlivych ¢asech odbéru.
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Ttetim sledovanym sacharidem byla fruktoza, jejiz koncentrace byla ze vSech sledo-
vanych sacharidii nejnizsi. Dynamika vyvoje koncentrace ale odpovida predchazejicim vy-
sledkim. Pfi teploté 25 °C, jak ukazuje graf €. 5, dochdzi k rychlé utilizaci a tak 1 vyraznému
poklesu koncentrace fruktdzy u vSech pouzitych kmenii bez vétsich rozdili. Rychlejsi pokles
1ze zaznamenat pouze u Saccharomyces cerevisiae S-04, ale od 72. hodiny pokusu jsou kon-
centrace pro tuto teplotu pod mezi stanovitelnosti u vS§ech kmenti. Pfi srovnani dynamiky
ktivek neni tento pokles tak rychly jako u glukézy (Graf €. 3), kde doslo k vyraznému po-
klesu jiz u 48. hodiny od inokulace. Pti teploté¢ 10 °C byl pokles koncentrace fruktdzy po-
malejsi (Graf €. 6). Opét nejvyraznéjsi a nejrychlejsi pokles koncentraci 1ze pozorovat u kva-
sinek spodniho kvaSeni Saccharomyces cerevisiae RIBM 96 a Saccharomyces cerevisiae

34/70.
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Graf €. 5: Koncentrace fruktdzy pfi teploté 25 °C v jednotlivych ¢asech odbéru.
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Graf ¢. 6: Koncentrace fruktdzy pfi teploté 10 °C v jednotlivych ¢asech odbéru.
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Vyvoj hustoty mladiny jako prvni vysledky dopliikovych méteni ukazuji grafy ¢. 7 a
8, ze kterych je patrny pokles hustoty v prubéhu realizace pokusu. Pokles hustoty mladiny
je dan utilizaci sacharidli a produkci etanolu. Z charakteru obou grafli je patrna rychlejsi
utilizace pii teplote 25 °C ve srovnani s teplotou 10 °C. Pfi teploté 25 °C je patrny rychlejsi
pokles hustoty mladiny u kmene pro svrchni kvaSeni Saccharomyces cerevisie S-04, ktery
se ale od 96. hodiny pokusu zastavil. Pfi nizsi teploté je patrny vyznamny pokles u kmene
Saccharomyces cerevisiae 34/70. V ostatnich ptipadech jsou dynamika poklesu u jednotli-
vych kmenti pfi danych teplotach 1 hodnoty v poslednim ¢ase odbéru podobné. Hustota mla-
diny na pocatku pokusu je pro ob¢ teploty shodné, hodnoty hustoty v poslednim ¢ase odbéru

jsou pii teploté 25 °C o néco nizsi ve srovnani s vysledky pfi teploté 10 °C.

Graf. €. 7: Hustota mladiny pfi teploté 25 °C v jednotlivych ¢asech odbéru.
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Graf. ¢. 8: Hustota mladiny pfi teploté 10 °C v jednotlivych ¢asech odbéru.
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Druhou sledovanou veli¢inou dopliikovych méteni bylo pH. Z grafa ¢. 9 a 10 je pa-
trny pokles pH v pribéhu kvaseni, coz je dano tvorbou oxidu uhli¢itého a organickych ky-
selin. Na pocatku kvaseni byla hodnota pH zhruba 5,6 pro ob¢ teploty. V grafech je patrny
rozdil na poc¢atku méteni mezi zaockovanymi lahvemi a kontrolou bez inokulace. Vliv tep-
loty na pokles pH je vyrazny, avs$ak rozdily mezi jednotlivymi kmeny v danych teplotach
byly zaznamendny pouze malé. Nejrychlejsi pokles pH u vyssi teploty byl zaznamenan
u Saccharomyces cerevisiae S-04. Nejniz§i hodnoty pH v 216. hodin¢ pfi 25 °C bylo dosa-
zeno u kmene Saccharomyces pastorianus RIBM 146. Pii teploté 10 °C nejsou zazname-
nany tak vyznamné rozdily mezi jednotlivymi kmeny. V pribéhu fermenta¢niho procesu pH
klesa pfi teploté 25 °C rychleji a cilové hodnoty v 216. hodin¢ se pohybuji od 4,18 u Sac-
charomyces pastorianus RIBM 146 az k 4,50 u Saccharomyces cerevisiae S-04. Pii teploté
10 °C maji vysledné hodnoty pH mensi rozdily, od 4,83 u Saccharomyces cerevisiae RIBM
96 po 4,98 u Saccharomyces pastorianus RIBM 146.
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Graf ¢. 9: pH mladiny pii teploté 25 °C v jednotlivych ¢asech odbéru.
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Graf ¢. 10: pH mladiny pfi teploté 10 °C v jednotlivych ¢asech odbéru.
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Tteti sledovanou veli¢inou doplitkkovych méfeni byla optickd denzita kvasniéné suspenze
meéfena pti vinové délce A = 600 nm. V pribehu fermenta¢niho procesu dochazi k pomno-
zeni kvasinek a zvySuje se tak hustota bunécné suspenze v mladingé. K vyS§imu zakalu na
zacCatku kvaseni a k rychlejsi tvorbé zakalu dochazi pii teploté 25 °C. Pii této teploté Ize také
pozorovat vétsi rozdily mezi jednotlivymi kmeny. Z grafu €. 11 je patrné, Ze pii teploté 25°C
prokazuje nejvyznamngjsi zakal kmen Saccharomyces pastorianus RIBM 146, pomalejsi
rychlost narGstu v pocatku fermenta¢niho procesu lze vidét u Saccharomyces cerevisiae
RIBM 96. Z graf ¢. 12 je patrné, ze pii nizsi teploté jsou rozdily mezi jednotlivymi kmeny
mensi. Pii této teploté je nartist zakalu pozvolnéjsi a uplného maxima dosahuji kvasinky
spodniho kvaseni Saccharomyces cerevisiae RIBM 96. Naopak kvasinky svrchniho kvaseni
je patrna kontrola, u které nedoslo k tvorbé zakalu pti zadné teploté, coz je dano absenci

kvasni¢ni kultury v ni.

Graf ¢. 11: Opticka denzita kvasni¢né suspenze pti A = 600 nm pii teploté 25 °C v jednotli-

vych ¢asech odbéru.

§ 2,500 -
2 ] § X N X y
© 2000
i /(_)‘X\‘\x___'_x
1,500 - v X
B} 2 % X
] X
1,000 7 > X
0,500 -
0,000 - : : : : : : .
0 24 48 72 96 168 192 216
Cas [h]

=*=S.c. RIBM 96 =>=S.p. RIBM 146 =»=S.c. 34/70 ~x—S.c. S-04 =>kontrola



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

63

Graf ¢. 12: Opticka denzita kvasni¢né suspenze pti A = 600 nm pii teploté 10 °C v jednotli-

vych ¢asech odbéru.
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Na predchazejici vysledky optické denzity navazuji vysledky ukazujici celkovy po-

¢et mikroorganismil. Pfi teplot€ 25 °C dochazi k rychlej$imu naristu CPM, coZ je patrné u

vSech kmenti zejména do 24 hodin od inokulace, jak ukazuje graf ¢. 13. V grafech demon-

strujicich CPM byly pro lepsi ¢itelnost jednotky KTJ/ml zlogaritmovéany a vyneseny na osu

y. Dynamika kiivek pro jednotlivé kmeny je pii teploté 25 °C podobnd, pomalejsi nartst je

patrny u Saccharomyces cerevisiae RIBM 96, avsak vysledné hodnoty CPM v 216. hodiné

jsou velmi podobné. Pfi teploté 10 °C, jak ukazuje graf €. 14, je nariist CPM v Case pozvol-

né&jsi ve srovnani s vyssi teplotou. Nejpomalejsi nartist CPM je u Saccharomyces pastori-

Saccharomyces cerevisiae 37/70.

v
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Graf €. 13: Celkovy pocet mikroorganismu pfi teploté 25 °C v jednotlivych ¢asech odbéru.
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Graf ¢. 14: Celkovy pocet mikroorganismil pii teploté€ 10 °C v jednotlivych asech odbéru.
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8. DISKUZE

Diplomova prace se vénovala utilizaci vybranych sacharida ¢tyimi kmeny kvasinek
za podminek dvou raznych teplot, sledovala rychlost poklesu koncentraci téchto sacharida
a na zaklad¢ doprovodnych méfeni sledovala probihajici zmény v mlading.

Teoreticka ¢ast popsala jako hlavni zdroj uhliku a energie u pivovarskych kvasinek
zkvasitelné monosacharidy, disacharidy a trisacharidy mladiny, jejichz zastoupeni je odvislé
od zptisoby piipravy mladiny, od pouzitych surovin a také od varniho postupu. Diplomova
prace vyuzila v rdmci modelového pokusu ptipravu mladiny se sladovym vytazkem. Zvo-
lené sledované sacharidy byly maltéza, glukéza a fruktéza. Sledovani utilizace sacharida
neni dilezité pouze z energetického hlediska, ale obsah sacharidii ma vliv i na organolep-
tické vlastnosti.

Maltoza jinak oznacovana jako sladovy cukr a z ni vznikajici glukéza jsou v ramci
fermentaénich procesii standardné sledovany. V diplomové praci byla sledovana ale i fruk-
toza, ktera je 4,5krat sladsi nez glukoza, vyskytuje se pfirozené v ovoci, mize byt vyuzita i
v procesu vyroby piva. Pro zlepSeni senzorickych vlastnosti piva se mize pouzit ptidavek
sacharidi po vykvaseni. Sacharidy takto pfidané jsou vyuzity pro sekundarni kvaseni béhem
lezacké faze piva anebo jako ptidavek do filtrovaného lahvového piva. Tak se vytvaieji noveé
zajimavé prichuté, kdy se vychazi ze stimulacni tlohy sladké chuti pfi vnimani ostatnich
aromatickych slozek. V ptipadé pfidani fruktdzy dochazi k podpote vnimani citrusové chuti.
V ptipadé diplomové prace ale byla sledovana utilizace fruktézy, tedy jeji koncentrace v dii-
v¢jsi fazi vyroby. Teoreticky se mize fruktdza uvolnit ze sacharozy, ale jeji mnozstvi pfiro-
zené se vyskytujici v mlading je popisovano jako velmi nizké. DalSim faktorem ovliviiujici
nizky obsah fruktézy je Gi¢innost sacharazy, kterd je pii rmutovani kvili teploté¢ omezena.
Pti klasické vyrobé piva z tradi¢nich surovin nemusi mit fruktdza a jeji utilizace zasadni
sové narocnosti, je pravdépodobnost obsahy fruktdzy vyssi, coZ je dano potencidlni izome-
raci pfi hydrolytickych reakcich pfi vyrobé vytazku. Proto byl dotdzan vyrobce Sladovna
Bruntél, zda v uvadéném celkovém obsahu sacharidil je zahrnuta i fruktéza. Reditel sla-
dovny Ing. Vaviik se k zaslanému dotazu vyjadril: ,,Dobry den, sladovy vytazek je ptirodni
produkt, takZze pomé&r sacharidit v ném je pomérné promeénlivy. Obsah glukézy a fruktdzy
jsme parkrat méfili na kapalinové chromatografii, kde ale byl problém, Ze se sachardza hyd-
rolyzuje na glukézu a fruktozu, takze v podstaté skutecny obsah sacharozy, glukézy a fruk-

tozy presné zméfit neslo. VEtSinou jsme namétili mezi 8,5-12% fruktozy a 2-4% glukozy.
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[...]* Z tohoto diivodu byla v praci fruktéza sledovana spolecné s dvémi predchéazejicimi
sacharidy.

Glukéza 1 fruktoza jsou sacharidy transportujici se do téla kvasinek facilitovanou di-
fuzi. Narozdil od nich, maltoza vstupuje do buiiky nerozlozena a vyzaduje aktivni transport.
Proteiny transportérii a enzymy hydrolyzujici maltdézu se nejprve musi syntetizovat, coz
muze zpomalit utilizaci maltézy. Navic indukci syntézy téchto proteind inhibuje glukédza,
pii jejiz vysoké koncentraci v médiu miize po rychlém rozkvaseni dojit k zastaveni kvasného
procesu.

Pfipravend mladina vykazovala podobné koncentrace vSech tfi sacharidii v case to
jako ukazuji publikované odborné prace. Starsi prace od Patel (1973), ktera uvadi vSechny
tf1 sacharidy a jejich utilizaci do sta hodin od inokulace, ma pocatecni koncentraci maltozy
62,8 g/1, glukdzy 14,7 g/l a fruktdézy 1,3 g/l, coz jsou hodnoty blizké odnotdm zméfenym
v diplomové praci. Prace Hodzi¢ (2008) ukazuje, ze frukt6za se v mlading ptirozené vysky-
tuje a nahradou, byt’ ¢aste¢nou, za jiné obilniny se obsah maltézy neméni tolik, jako obsah
fruktézy. Z novéjsich praci uvadi sloZeni ttech pouzitych typt mladiny Huuskonen (2010),
které mély 3-5 g/1 fruktozy, 80—120 g/l maltdzy a variabilni obsah glukézy 13, 25 a 62 g/l
glukdzy. Z dalSich praci lze uvést prace Liu (2016), Gibson (2008) nebo Boulton (1991),
které¢ ve shod¢ s predchozimi studiemi a s vysledky diplomové prace, uvadéji podobné kon-
centrace sacharidi na zacatku fermentacniho procesu. Charakter kiivek se v Case lisi, coz je
déano jednak podminkami fermentace, kdy niZ$i teplota v diplomové praci vedla k prodlou-
zeni Cast poklesu koncentraci, navic s diferenciaci mezi kmeny svrchniho a spodniho kva-
Seni. Z Ceskych praci je mozné vysledky diplomové prace porovnat s praci Novaka (2004).
V této praci byla pocatecni koncentrace maltozy 68,3 g/l, glukozy 17,4 g/l a fruktozy 3,3 g/l.
K vyraznému poklesu koncentrace maltozy (sniZeni koncentrace na minimum se soucasnym
zpomalenim poklesu) u kmeni spodniho kvaseni pii teploté 13 °C doslo za 100 hodin s vy-
raznymi rozdily mezi zvolenymi tfemi kmeny. Pti teploté¢ 9 °C, coz je teplota typicka pro
piva Ceského plivodu, se rozdily mezi kmeny snizily a k poklesu doslo pozdé&ji. V ptipadé
diplomové préace u teploty 10 °C byly poklesy po celou dobu sledovani nevyrazné. U teploty
25 °C byl nejrychlejsi pokles zaznamenan u kmene Saccharomyces cerevisiae S-04 (kva-
sinky svrchniho kvaSeni) a to jiZ po 48 hodinach. U ostatnich kment byl pokles koncentrace
maltdzy pozvolngjsi, ale stale vyrazné patrny. K poklesu koncentrace glukozy u Novaka
(2004) doslo kolem 40. hodiny. V diplomové praci k poklesu tohoto sacharidu u vSech
kmeni pfi teploté 25 °C do 24 hodin od inokulace a pfi teploté¢ 10 °C u spodnich kvasinek
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kolem 192. hodiny. U svrchnich kvasinek byla rychlost utilizace glukoézy pfi teploté 10 °C
vyrazné pomalejsi. Pfi utilizaci fruktdzy dochazi u Novéaka (2004) k poklesu mezi 40. a 60.
hodinou. V piipad¢ diplomové prace je pokles koncentrace fruktozy dle o¢ekavani pomale;jsi
nez utilizace glukozy a pii teploté¢ 25 °C dochazi k poklesu mezi 48. a 72. hodinou a pii
teploté 10 °C mezi 192. a 216. hodinou u kment spodniho kvaseni.

Dopliikova méfeni vyuzivaji nepifimé sledovani fermentacnich procest zaloZzené na
méieni zmén vlastnosti mladiny z diivodu tibytku substratu a ptirtistku produktti. Pokles hus-
toty je tak dan poklesem koncentrace sacharidl s vyssi hustotou a vznikem ethanolu s nizsi
hustotou. Podobné¢ i tvorba organickych kyselin a oxidu uhli¢itého vede pii fermentaci ke
snizeni pH mladiny. Zmnozeni kvasinek Ize pak pozorovat jako zvyseni zékalu, tedy zvySeni
optické denzity. Pokles hustoty byl v pokusu diplomové prace pii teploté 25 °C z hodnoty
1,035 g/cm® na hodnoty 1,000 g/cm?® a pokles je plynuly bez vyrazného zlomu. Pii teploté
10 °C je pak tento pokles jesté¢ mirngjsi. Pii srovnani s praci Boulton (1991), ktery v pokusu
doséhl hodnot 1,010 g/cm? jiz kolem 80. hodiny, nejsou vysledky diplomové prace tak vy-
razné a snadno citelné.

Snizovani hodnoty pH kvaseni je zptisobeno posunutim tlumivé schopnosti zkvaso-
vané mladiny do kyselejsi oblasti tvorbou t¢kavych a organickych kyselin. Piivodni hodnoty
pH mladiny jsou v literatufe uvadény kolem 5,2 az 5,7 a snizi se v prib¢hu fermentace na
4,3 az 4,7, pticemz pH kvasinkovych buné€k se prakticky neméni a ziistava na hodnot¢ pfi-
blizné 6,0 (Basarova, 2010). Existuji studie, které tento rozsah popisuji jako vyraznéjsi, napf.
Misihairabgwi (2014) uvadi pokles z 5,25 na kone¢né hodnoty 3,50. Existuje mnoho studii,
které popisuji, ze pivo obsahuje organické kyseliny, jako je acetat, malat, citrat, fumarat,
formiat, laktat, sukcinat, aj. Organické kyseliny jsou jednim z dualezitych sloucenin piitom-
nych v pivu, které maji nejen hlavni vliv na kyselou chut’ piva, ale n¢které z nich také pfi-
spivaji k dal$im senzorickym vlastnostem. Kromé toho, organické kyseliny maji také vliv
na hodnoty pH, a ve svém disledku vedou k chutové stabilité (Li, 2015). Dal§im diivodem,
pro€ je vyhodné snizeni pH v mladin€je vyznam v ochrané piva pied patogennimi bakteri-
emi. V pocatecnich fazich fermentace se jednd zejména o gram-negativni patogeny (E. coli
a S. Typhimurium) (Menz et al. 2010). Pfi sledovani pH v diplomové prace doslo k jeho
vyraznému poklesu pii teploté¢ 25 °C velmi rychle jiz po 24 hodinach od inokulace a to
z hodnot kolem 5,6 na hodnoty kolem 4,4. Pii teplot¢ 10 °C byl pokles vyrazné¢ mirngjsi.
Podobné rychlého a o néco vyraznéjsiho poklesu bylo dosazeno v pokusu Liu (2016) pfi

pouziti Saccharomyces cerevisiae Safale US-05 pii 21 °C. Podobné vysledky méteni pH
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publikovala i Steiner (2011). Je vSak otazkou, jak by se pH vyvijelo déle, nebot’ bylo proka-
zano, ze pH zévisi na Case fermentace a je mozné, ze nekteré kvasinky pfitomné nasledné
v dokvasovacich lahvich by se autolyzovaly a pH roztoku by se mohlo mirn¢ zvysit, zejména
ve vyzralém pivé (Pires, 2014).

Pfi srovnani nartstu celkového poctu mikroorganismu s praci Boulton (1991) jsou
hodnoty v diplomové préci o néco niz$i s maximem log (CFU/ml) kolem hodnot 6,8 ve srov-
nani s citovanou studii, ktera dosahovala hodnot log (CFU(ml) kolem 7.,4. I charakter kiivky
se lisil a ve shod¢ se vSemi piedchdzejicimi vysledky Ize usuzovat, ze mnou provedeny po-
kus mél pomalejsi zac¢atek fermentace. Z pokust také vyplyva, ze pti nizSich teplotach je
fermentaéni proces u spodnich kvasinek efektivnéjsi a potvrzuji se teplotni optima zv1aste

pro svrchni a spodni kvasinky.
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ZAVER

Tato diplomova prace se zabyvala utilizaci zkvasitelnych sacharidii (maltdza,

glukoza a fruktdza) vybranymi kmeny pivovarskych kvasinek (Saccharomyces cerevisiae

RIBM 96, Saccharomyces pastorianus RIBM 146, Saccharomyces cerevisiae 34/70 a Sac-

charomyces cerevisiae S-04). Kromé sledovani zmén koncentrace vybranych sacharida byla

provedena doplitkova méteni — méteni pH, hustory, optické denzity a stanoven CPM.

Na zéklad¢ ziskanych vysledkt 1ze formulovat nasledujici zaveéry:

V ptipravené mladin€ byla maltoza prevladajicim zkvasitelnym sacharidem.

Glukoéza byla utilizovana kvasinkami rychleji nez fruktdza a maltéza a byla tak

vyuzivand jako pfednostni zdroj uhliku a energie.

Po glukdze je druhym sacharidem, ktery kvasinky zkvasuji, frukt6za, nasledo-
vanou disacharidem maltdzou, coZ je dano vlivem vyssi koncentrace glukdzy na

zacatku fermentace.

Pti teploté 25 °C probiha fermentace pivovarskymi kvasinkami rychleji a efek-

tivnéji ve srovnani s fermentaci pfi teploté 10 °C.

Mezi pribéhem zkvaSovani maltozy, glukozy a fruktézy pouzitym kmeny byly

pozorovany odchylky.

Kvasinky spodniho kvaSeni vykazovaly vyssi miru efektivity pii fermentaci za

nizsi teploty (10 °C) ve srovnani s kvasinkami svrchniho kvaSeni.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

CE

CO2

CNCTC

CPM

DBE

DP

DPE

EBC

EMP

FAN

Fru

GC

Glc

HACCP

HPLC

HPLC-RI

HXT

IX

KTJ

LC

LD

Mal

Capillary electrophoresis / micelarni elektrokineticka chromatografie
Oxid uhlic¢ity

Ceska narodni sbirka typovych kultur

Colony forming unit / kolonie tvofici jednotka
Starch-debranching enzyme / enzymy rusici vétveni
Diastatic power / diastaticka mohutnost

Diastatic power enzymes / diastatickd mohutnost enzymu
European Brewery Convention
Embdenovo-Meyerhofovo-Parnasovo

Free Amino Nitrogen / volny aminodusik

Fruktéza

Gas Chromatography / plynova chromatografie

Glukéza

Hazard Analysis and Critical Control Points / systém analyzy rizika a stanoveni

kritickych kontrolnich bodu

High Performance Liquid Chromatography / vysoce u¢inné kapalinové chro-

matografie

HPLC Refractive Index Detectors / HPLC s refraktometrickou detekci
Hexose Transporter / Hex6zovy transportér

Isoxanthohumol

Kolonie tvofici jednotka

Liquid Chromatography / kapalinovéd chromatografie
Limit dextrin / Limitni dextrin

Maltdza
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MEKC Micellar electrokinetic chromatography / Micelarni elektrokinetickd chroma-

tografie
MFS Major Facilitator Superfamily / superrodina pfenasect
SBE Starch-branching enzyme / enzymy napomahajici vétveni

VUPS Vyzkumny ustav pivovarsky a sladarsky

XN Xanthomol
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SEZNAM OBRAZKU

Obr. €. 1: Schéma tvorby melanoidini (pfevzato z Basatova, 2010).
Obr. €. 2: Schéma $tépeni B-glukanii (pfevzato z Basatova, 2010).

Obr. €. 3: Vybrané sacharidy jako substraty pro Saccharomyces cerevisiae (ptevzato z Ste-

wart, 2016).

Obr. €. 4: Schéma metodiky ptipravy, kultivace a odbér vzorkt v diplomové praci.
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SEZNAM PRILOH

Ptiloha €. 1: Pfiprava suspenze jednotlivych kmenii kvasinek

Ptiloha ¢. 2: Kultivacni lahve (1000 ml) s mladinou (600 ml) a kvasnou zatkou.
Ptiloha ¢. 3: Koncentrace sacharidii z HPLC-RI pfi teplotu 25 °C

Ptiloha ¢. 4: Koncentrace sacharidi z HPLC-RI pfi teplotu 10 °C.
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Ptiloha €. 1: Piiprava suspenze jednotlivych kment kvasinek

Ptiloha €. 2: Kultivaéni 1ahve (1000 ml) s mladinou (600 ml) a kvasnou zatkou.
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Ptiloha ¢. 3: Koncentrace sacharidii z HPLC-RI pfi teplotu 25 °C

Teplota 25 °C
koncentrace (g/100 ml)
Cas [h] Kmen - Fru - 6o -
X SD X SD X SD
S.c. S-04 0,55 0,02 1,98 0,13 7,52 0,61
0 S.c. RIBM 96 0,48 0,01 1,77 0,00 7,14 0,33
S.p. RIBM 146 0,48 0,01 1,74 0,04 6,96 0,08
S.c. 34/70 0,45 0,01 1,60 0,02 6,30 0,31
S.c. S-04 0,11 0,02 0,09 0,00 3,06 0,36
24 S.c. RIBM 96 0,21 0,01 0,24 0,06 5,26 0,35
S.p. RIBM 146 0,21 0,02 0,23 0,09 6,38 0,38
S.c. 34/70 0,20 0,02 0,33 0,04 5,55 0,35
S.c. S-04 0,05 0,00 0,00 0,00 0,69 0,06
48 S.c. RIBM 96 0,06 0,00 0,00 0,00 3,05 0,55
S.p. RIBM 146 0,09 0,01 0,00 0,00 2,16 0,19
S.c. 34/70 0,05 0,01 0,00 0,00 2,17 0,02
S.c. S-04 0,00 0,00 0,00 0,00 0,91 0,02
7 S.c. RIBM 96 0,00 0,00 0,00 0,00 1,01 0,04
S.p. RIBM 146 0,00 0,00 0,00 0,00 2,98 0,32
S.c. 34/70 0,00 0,00 0,00 0,00 0,93 0,32
S.c. S-04 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
96 S.c. RIBM 96 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
S.p. RIBM 146 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
S.c. 34/70 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
S.c. S-04 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
168 S.c. RIBM 96 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
S.p. RIBM 146 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
S.c. 34/70 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
S.c. S-04 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
192 S.c. RIBM 96 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
S.p. RIBM 146 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
S.c. 34/70 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
S.c. S-04 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
16 S.c. RIBM 96 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
S.p. RIBM 146 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
S.c. 34/70 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
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Ptiloha ¢. 4: Koncentrace sacharidi z HPLC-RI pfi teplotu 10 °C.

Teplota 10 °C
koncentrace (g/100 ml)
Cas [h] Kmen - Fru - G -
X SD X SD X SD
S.c. S-04 0,55 0,02 1,98 0,13 7,52 0,61
0 S.c. RIBM 96 0,48 0,01 1,77 0,00 7,14 0,33
S.p. RIBM 146 0,48 0,01 1,74 0,04 6,96 0,08
S.c. 34/70 0,45 0,01 1,60 0,02 6,30 0,31
S.c. S-04 0,45 0,05 1,51 0,13 6,53 0,48
4 S.c. RIBM 96 0,42 0,01 1,52 0,02 6,48 0,13
S.p. RIBM 146 0,48 0,02 1,85 0,11 7,64 0,66
S.c. 34/70 0,50 0,00 1,70 0,04 7,16 0,11
S.c. S-04 0,52 0,06 1,63 0,11 7,46 0,42
48 S.c. RIBM 96 0,43 0,01 1,46 0,06 7,15 0,59
S.p. RIBM 146 0,46 0,04 1,82 0,13 7,41 0,53
S.c. 34/70 0,43 0,05 1,55 0,06 6,66 0,62
S.c. S-04 0,44 0,04 1,52 0,19 7,94 0,35
7 S.c. RIBM 96 0,43 0,02 1,35 0,05 8,39 0,23
S.p. RIBM 146 0,46 0,03 1,74 0,16 9,21 0,72
S.c. 34/70 0,40 0,04 1,41 0,12 8,34 0,17
S.c. S-04 0,46 0,07 1,61 0,25 8,79 0,37
96 S.c. RIBM 96 0,34 0,02 0,78 0,12 5,57 0,07
S.p. RIBM 146 0,43 0,04 1,14 0,08 5,42 0,14
S.c. 34/70 0,38 0,02 1,02 0,19 5,43 0,12
S.c. S-04 0,48 0,05 1,18 0,22 5,35 0,92
163 S.c. RIBM 96 0,24 0,04 0,33 0,08 4,48 0,46
S.p. RIBM 146 0,43 0,03 1,22 0,11 5,77 0,26
S.c. 34/70 0,28 0,07 0,57 0,06 5,26 0,64
S.c. S-04 0,41 0,01 0,89 0,07 5,89 0,50
192 S.c. RIBM 96 0,10 0,03 0,00 0,00 4,50 0,27
S.p. RIBM 146 0,44 0,04 0,97 0,08 6,08 0,32
S.c. 34/70 0,25 0,05 0,28 0,07 6,11 0,04
S.c. S-04 0,39 0,04 0,88 0,07 5,66 0,52
216 S.c. RIBM 96 0,18 0,07 0,15 0,06 4,83 0,86
S.p. RIBM 146 0,37 0,06 0,86 0,11 5,67 0,61
S.c. 34/70 0,00 0,00 0,00 0,00 4,10 0,74
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