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Vliv rozdilného dekokéniho rmutovani na kvalitu piva

Souhrn

Prace se zabyva vlivem jednormutového (postup A) a dvourmutového (postup B)
rmutovaciho postupu na kvalitu piva. Za ucelem analyzy byla uvarena dvé piva ze stejnych
surovin na pokusném minipivovaru. Piva se odliSovala pouze rmutovacim postupem, vse
ostatni bylo totozné.

Analyzovany byly vzorky sladin odebrané piimo pii rmutovacich postupech na
klicovych teplotach a také vzorky piv vyrobenych ze stejnych surovin v riznych pivovarech
po CR (primyslové i minipivovary).

Pro analyzu byla zvolena metoda nukledrni magnetické rezonance (NMR), pomoci
které se podafilo zmapovat vyvoj obsahu maltdozy a profilu aminokyselin ve sladinach
kazdého z postupt. I presto, Zze oba postupy v prubéhu rmutovani vykazovaly odchylky,
vysledné sladiny byly téméft totozné, bez statisticky vyznamnych rozdila.

Postup A se zdal byt vhodnéjsim pro funkci amylolytickych enzymi a konstantné
vykazoval vyssi absolutni hodnoty obsahu maltézy ve vyslednych sladinach, takze umoziuje
ziskat pivo s vyS§im objemovym vytézkem ve stejné kvalité a jesté uSettit Cas 1 energii.

PCA analyza vzorkil piv ukazala rozdé€leni mezi pivy typu Ale a Lager v aromatické
oblasti a také mezi pivy z minipivovart a z primyslovych pivovarti v oblasti sacharidd. V
zadné z analyz vSak nedoslo k vyznamnému odliSeni naSich vzorkd. PCA analyzy neukazaly
rozdil mezi odlisSnymi dekokénimi postupy. Nejvetsi vliv na NMR spektra piv maji vstupni
suroviny.

Tyto vysledky potvrdila i senzorickd analyza, kde pomoci trojuhelnikové metody
nebyl zaznamenan rozdil mezi nasimi vzorky.

Pomoci této metodiky se nepodafilo najit vyznamny rozdil mezi postupem A a
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rozdily v kvalité piva.

Kli¢ova slova: pivo, rmutovani, dekokce, kvalita, chmel, slad, rozdil, NMR, konzumentsky

test



Effect of different decoction mashing on beer quality

Summary

The influence of single (Method A) and double (Method B) decoction mashing on
beer quality were compared. Two beers were made from the same raw materials on
experimental minibrewery. Beer differed in mashing process only.

Samples of wort were collected directly during mashing processes at key
temperatures. Samples of beers produced from the same raw material in different breweries
along Czech Republic (industrial and minibreweries) were collected for comparison.

Nuclear magnetic resonance (NMR) was chosen for analysis. Development of
maltose and amino acid profile of each of the procedures were mapped. Even though both
processes show deviations during mashing, resulting wort were nearly identical, with no
statistically significant differences.

Method A seemed to be better for amylolytic enzymes function, consistently gave
higher absolute values of maltose in the resulting wort, therefore obtaining beer with a higher
volumetric yield of the same quality and save time and energy.

PCA analysis allowed a distiction between Ale and Lager beer type in the aromatic
region and also beer from industrial and minibreweries in carbohydrate region. None of the
analysis showed significant difference between our beers. PCA analysis did not reveal distinct
differences between decoction mashing methods. The largest effect on NMR spectra had input
materials.

These results were confirmed by sensory analysis where, using a triangular method, no
difference between our samples was observed.

A significant difference between the Method A and Method B was not found using this

methodology. Results showed no significant differences in the quality of beer.

Keywords: beer, mashing, decoction, quality, hops, barley, difference, NMR, sensory test
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1 Uvod

Ceska Republika historicky patif mezi pivni velmoci. V poslednich letech jsme svédky
pomalého proménovani ¢eské pivni kultury, a to predevsim stagnace spotieby piva na osobu a
vyznamného sniZeni zajmu o vy€epni pivo konzumované v hostincich. Naopak roste spotteba
piva lahvového, spotieba lezakli a specialnich piv. Zaroven zazivame boom minipivovaru,
jejichZ poéet dosahuje predvaleénych hodnot (CSU, 2016).

Jde tedy o pozvolny trend upfednostnéni kvality pied kvantitou. Kvalita potravin je v
posledni dobé vyznamnym celosvétovym tématem a dotykd se 1 oblasti pivovarnictvi.
Spatfujeme jakysi ndvrat ke kofeniim, do dob, kdy bylo ¢eské pivo nezpochybnitelnou
svétovou Spickou. Tento trend se dotyka 1 velkych primyslovych pivovart.

Vyrobcei se tak snazi o dosazeni co nejlepsi kvality a zarovenn o udrzeni ndkladd na
vyrobu. Rmutovani je proces pii vyrob¢ piva, ktery vyznamné zasahuje jak do oblasti jeho
kvality, tak 1 do oblasti ekonomické a do ¢asové narocnosti na vyrobu piva.

V Ceskych zemich bylo obvyklé naro¢né dekokéni rmutovani na dva aZ tii rmuty.
Znamé bylo i infuzni rmutovani, kdy se celé dilo zahtivalo pouze v jediné nddobé a nebylo
ani povareno. Prestoze posledné jmenovany zpisob predpokladal nejjednodussi manipulaci 1
uSetfeni na prostfedcich, nepfinadsel, zejména v piipad¢ sladi vedenych Ceskym zplsobem,
potiebnou vytéznost (Bilek a kol., 1954).

Infuzni rmutovani se pouzivalo zejména na Britskych ostrovech. Ruznorodost
pouzivanych sladd, jejichZ vlastnosti se na kontinenté a v Anglii vyraznym zpiisobem liSily,
byla hlavnim diivodem, pro¢ na ostrovech postacila jednodussi infuze, oproti dekokci
pouzivané b&hem 19. stoleti v pievazné ¢asti Evropy (EBlinger a kol., 2009).

Postupem casu dochazelo k tstupu od tfirmutového postupu. V dnesni dobé dochézi k
ustupu od postupu dvourmutového a mnoho pivovarit vaii Ceské lezdky postupem

jednormutovym. To vyvolava fadu otazek ohledné kvality a tradi¢ni vyroby lezaku ceského

typu.



2 Cil prace a védecka hypotéza
2.1 Cil prace

Cilem této prace je zhodnotit vliv jednormutového a dvourmutového varného postupu

na vyslednou kvalitu piva pomoci NMR spektroskopie a senzorického testu.

2.2 Védecka hypotéza

Neni senzoricky rozliSitelny rozdil mezi jednormutovym a dvourmutovym varnym
postupem. Lze vyuzit jednormutovy postup k uspote nakladi a casu na vyrobu piva bez

vyznamného senzorického a kvalitativniho rozdilu vysledného piva.



3 Literarni reSerse
3.1 Historie vyroby piva

Pivo je nejstars$i kulturni ndpoj lidstva a jeho vyroba je nedilné spojena jiz se
starovékymi civilizacemi. Pavodni pivo nemélo s tim dneSnim mnoho spolecného,
neobsahovalo chmel ani slad, bylo vyrabéno z tehdy dostupnych surovin. Varni proces se 1éty
zdokonaloval a pfizpisoboval novym trendiim, takze jiz ve stfedov€ku vzniklo pivo, které je
podobné dnesnimu, s pouzitim sladu a chmele (Novak, 2009).

Vyvoj pivovarnictvi se od primitivni domaci piipravy pies femeslnou piipravu, az po
soucasnou pramyslovou vyrobu, zménil. Navzdory zlepSovani techniky a technologii princip
zustaval stejny (Robbins, 2009).

Pivovarnictvi ma v Ceské republice dlouholetou tradici, kterd byla zpfetrhana az
svétovymi valkami. V dneSni dob& vSak dochazi k ndvratu k této tradici a eské pivo se opét

stava popularni diky své kvalitg, a to 1 v zahrani¢i (Verhoef, 2004).

3.2 Suroviny pro vyrobu piva

3.2.1 Voda

Voda je v procesu vyroby piva zakladni surovinou, na jeji kvalitu jsou kladeny velké
naroky z hlediska chutové a zdravotni nezavadnosti. Je nutné neustale dohlizet a dbat na
jakost pouzivané vody a kontrolovat jeji sloZeni, coz v pivovaru probihd denné a voda je
odborn¢ degustovana nékolika odborniky a chemicky kontrolovana (Basarova a kol., 2010).

V nékolika oblastech Evropy se vyvinuly zékladni typy piv v podstaté na zaklad¢
slozeni vod, které se k vyrob& pouzivaly. Dnes nejrozsifenéjSim a nejznaméjsim druhem je
spodné kvaSeny svétly lezak vyrabény v Plzni pfi pouziti plzeiiské velmi mekké vody (CaO
0,7-1,4 mmol/l). Z technologického hlediska je tedy nutné hlidat tvrdost vody a jeji
korozivitu, poSkozujici zatizeni pivovaru (Kosarf a kol., 2000).

Svym slozenim musi voda odpovidat normé Pitnd voda CSN 83 0611, ve které jsou
uvedeny chemické pozadavky na pitnou vodu. Kromé pozadavku zdravotni nezdvadnosti,
ktery musi splilovat voda prichazejici do styku s vyrdbénym napojem i nepiimo, musi byt
splnény u jednotlivych typt vod specialni pozadavky na jejich slozeni (Basafovd a kol.,

2010).
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3.2.2 Slad

Slad se vyrabi z obilovin, jeho cilem je pfeménit obilovinu na slad bohaty na enzymy
a extrakt dilezity pro samotné vateni piva ve varnich postupech. K pivovarskym tcellim je
nejvhodnéjsi jarni sladovnicky je¢men dvoutady (Basatfova a kol., 2010).

Zrna jeCmene se skladaji ze tfi ¢asti; obalu, zarodku a endospermu, jehoz vnitini ¢ast
je tvofena tenkosténnymi buitkami se zdsobnim Skrobem. Obilka jako celek je z 80—88 %
tvofena susinou, z toho Skrob zahrnuje 60—65 % jeji hmotnosti. Dalsi sacharidy se nachazeji v
men$im (pentosany 9 %, B-glukany 3,3—4,9 % a celulosa 4—7 %) az zanedbatelném mnozstvi
(sacharosa 1-2 %) (Kosar a kol., 2000).

Vlastnosti odrid jeCcmene vyrazné ovliviiuji kvalitu sladu i1 kvalitu vyrobené¢ho piva.
Slady z ozimych je¢menii mohou pulsobit technologické problémy, proto se ozimé jemeny
pouzivaji spiSe jako alternativa nebo dopln€k potieby sladu pti nizké sklizni jarniho je¢mene.
Kazda odrtida postupné ztraci béhem let své specifické genetické vlastnosti - vynos, kli¢ivost,
chemické slozeni, odolnosti proti chorobam aj. Vysev takovéto odrudy se postupné snizuje a
nasledné se odriida vyradi. Kazd4d nové odriida jecmene musi byt schvalena k vysevu a
registrovana, az poté se postupné rozsiti jeji péstovani. Vlastnosti odrid jeCmene se tedy
casem zlepSuji (Basafova a kol., 2010).

Slad je vyrabén z kvalitnich obilovin vhodnych ke sladovéani. Obiloviny musi splnovat
fadu parametr a podle nich se posuzuje vhodnost pouziti. Technologie zpracovani se lisi
zpisobem vyroby, predevsim zvolenou teplotou, délkou suseni, pozadovanym charakterem
vysledného produktu a také druhem zpracovavané obiloviny a jeji odrtidou (Kosat a kol.,

2000).

Pozadavek: Hodnota:
Vynos zrna 6,5—7t/ha
Pocet produktivnich odnozi 2-2,5

Pocet zrn v klasu 18 - 20
Hmotnost 1000 zrn 42-46¢
Vyska rostliny 70 — 80 cm
Vegetacni doba 95 — 105 dnti
Obsah skrobu 60 — 65 %
Obsah bilkovin 10-11 %

Tabulka 1 Pozadavky na sladovnicky je¢men (Kosaf a kol., 2000)
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3.2.3 Chmel

Cesky chmel je ve svété pojmem, je nazyvan téz zelenym zlatem, zejména Zatecky
polorany Cervenidk patii mezi nejlepsi svétové odridy chmele a je od 15. stoleti bran jako
standard kvality chmeldi pro své charakteristicky jemné aroma a vyvazenou hotkost, kterou
pivu dodava. V Cechach jsou vyznamnymi péstebnimi oblastmi Zatecko a Ustecko, na
Moravé Trsicko. Pro pivovarské ucely se vyuziva samicich neoplozenych hlavek obsahujicich
technologicky vyznamné latky - pryskyftice, polyfenoly a silice.

Pryskytice jsou zdrojem hoiké chuti piva. Mékké chmelové pryskytice obsahujici a-
hotké kyseliny, sklddajici se pfevazné z humulonu, kohumulonu a adhumulonu, a B-horké
kyseliny, hlavné z lupulonu, kolupulonu a adlupulonu. Tvrdé pryskyfice obsahuji humulinové
a hulupinové kyseliny.

Polyfenoly se vyznamné podileji na reakcich vzniku nerozpustnych tfislo-
bilkovinnych komplext pfi tvorbé lomu (srdZeni denaturovanych bilkovin do vlocek béhem
chmelovaru), na vylucovani hotkych kali a déale na fadé¢ oxidacné-redukcénich reakei,
uplatiiujicich se pfi vytvareni barvy a koloidni stability piva. Polyfenoly jsou také ptirozené
antioxidanty.

Silice jsou smési nékolika set organickych latek rGzného chemického slozeni,

fyzikalnich vlastnosti a jsou nositelkami chmelového aroma (Basafova a kol., 2010).

Rozd¢leni odriid chmele:
Jemné aromatické chmele — obsah a-hotkych kyselin se pohybuje mezi 3,5 az 4,0 hm % v

susing. Zastupci: Zatecky polorany ¢ervenidk (CR), Saaz (Némecko) a Lublin (Polsko).

Aromatické chmele — obsah a-hotkych kyselin 3,5 az 6,5 hm %. Patfi sem odridy jako
Cascadela (USA), Sladek (CR), Perle a Select (Bavorsko), Golding (Slovinsko) a dalsi.

Hoiké chmele - obsah o-hoikych kyselin okolo 8 hm %. Casto oznalovany jako
poloaromatické, dvouucelové nebo také jemnd hoiké. Zastupci: Bor a Premiant (CR),

Northern Brewer (Némecko) a mnohé dalsi.
Vysokoobsazené chmele - obsah a-hotkych kyselin az 15 hm %. Jedna se o hybridni odrady

chmele obvykle s hor§im aroma. Jsou vhodné na zpracovani predevsim na extrakty. Zastupci:

Magnum (Némecko), Nugget (Anglie) nebo Taurus (USA) (Zybrt, 2005).
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3.2.4 Kvasnice

Kvasinice jsou jednobunécné mikroorganismy, pro pivovarstvi jsou dulezité zejména z
pohledu latkové vymény, kdy maji schopnost pireménit jednoduché zkvasitelné cukry
(glukosu, fruktoézu), disacharidy (sacharosu, maltosu) a trisacharidy (rafinosu) na oxid uhli¢ity
a alkohol (ethanol). Na metabolismus kvasinek ma vliv sloZeni mladiny, dale pak podminky,
béhem kterych kvasnice metabolizuji a vlastnosti kvasnic samotnych, danych jejim druhem.
Taxonomie nerozliSuje, zda se jednd o kvasinky pivovarské (kulturni), ¢i o kvasinky divokeé,
uzivané¢ pro spontanni kvaseni zejména belgickych piv typu lambic. Kulturni kvasnice
rozeznavame dle zptsobli pouziti pro spodni kvaSeni Saccharomyces cerevisiae subs. uvarum
carlbengensis a pro svrchni kvaseni Saccharomyces cerevisiae subs. Cerevisiae (Kosar a kol.,

2000).

3.3 Vyroba sladu

Cilem sladovani je vytvoreni diastatickych enzymii, které zpisobuji konverzi Skrobu
na jednoduché cukry. Diastaticki mohutnost je vlastnost jeCmene, kterd urcuje miru
potencialni disociace komplexniho Skrobu na jednodussi cukry. Vysoké naroky na kvalitu
vstupniho jeCmene, jako naptiklad obsah proteinti, velikost zrn nebo obsah vody, zarucuji

bezproblémovy varni proces (Reifenberger a kol., 1997).

Proces vyroby sladu zahrnuje tii faze: maceni, kli¢eni a hvozdéni.

3.3.1 Maceni

V prubéhu maceni se zvysi obsah vody v zrnu pro zahdjeni enzymatickych reakci a
pro kli¢eni zrna. Dochazi k hydrolyze -glukant a hemicelulos a také kontrolovanému Stépeni
skrobu (Prokes, 2000).

Maceni jeCmene trva 38 — 46 hodin do té doby, dokud zrna neabsorbuji vodu o
hmotnosti témét 50% své vahy. Zvyseni vlhkosti vede k zacatku kliceni a také zbavi zrna

zbylych negistot (Topka a kol., 2000).
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3.3.2 Kliceni

Kliceni je hlavni faze vyroby sladu, pii které dochézi k aktivaci a nové tvorbé enzymu.
Ptikladem jsou amylolytické enzymy, které se podileji na hydrolyze Skrobu, glykogenu a
dalsich polysacharidii, v nichz se vyskytuji alfa-1,4-glykosidické vazby. Jsou to alfa-amylasa
a beta-amylasa a maji zadsadni vyznam pifedevS§im v procesu rmutovani. Tyto enzymy S$tépi
Skrob a tim se podileji na obsahu zkvasitelnych sacharidii ve slading. Alfa-amylasa nebyla v
je€meni prokazand a vznika teprve pii kliceni. Beta-amylasa je v malém mnozstvi pfitomna
jiz v je¢ném zrnu a pii sladovani se jeji obsah zvySuje. Pfi hvozdéni oba enzymy c¢astecné
denaturuji, alfa-amylasa vice vzhledem k znac¢né citlivosti na teplotu (Benkovskd a kol.,
2011).

Pro uspé$né zapoceti kliceni jsou nezbytné enzymy pfitomné v zarodku, aleuronové
vrstvé a endospermu. Enzym B-glukanasa degraduje B-glukany pfi sladovani a rmutovani na
oligosacharidy a glukosu. Pfi hvozdéni se enzym inaktivuje (nad 50 °C). Amylolytické
enzymy, o a P-amylasa, hydrolyzuji pfedevSim skrob. Pfi hvozdéni dochéazi k castecné
denaturaci téchto enzymu. Oproti a-amylase (teplotni optimum 70 °C, inaktivace 80 °C) je B-
amylasa citlivéjsi na teplotu (teplotni optimum 60—65 °C, inaktivace 70 °C). Cilem hvozdéni
je prevést naklicené obilky s vysokym obsahem vody do skladovatelného stavu jejich

vysusenim (pfedsuseni 60 °C, dotazeni 80—105 °C) (Topka a kol., 2000).

3.3.3 Hvozdéni

Hvozdéni je zavérecnou fazi vyroby sladu, béhem které je zeleny slad s vysokym
obsahem vody pfeveden do skladovatelného a stabilniho stavu. Zeleny slad se nejprve
predsusi na hvozdé¢ pii teplotach do 60 °C a nasledné se vyhteje a dotahuje pii 80 az 105 °C.
Obsah vody je nutné snizit az pod 2%, tim se deaktivuji veSkeré enzymy, zastavi se kliceni a
lustici pochody v zrnu a vytvofi se aromatické a barevné latky, charakterizujici dané druhy
sladd. Celkovy ¢as se pohybuje v rozmezi 12 az 24 hodin. Po hvozdéni navazuje odkli¢ovani,

Cisténi a Srotovani sladu (Benkovska a kol., 2011).
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3.3.4 Druhy sladi

Teploty hvozdéni jsou definujici pro rtizné typy sladi, naptiklad slad plzeniského typu
se dotahuje pfi teploté 85 °C, coz vede k niz$i produkci barevnych a aromatickych latek, nez
obsahuje naptiklad slad bavorského typu, ktery se dotahuje pfi teploté az 105 °C. VySSimi

teplotami lze docilit az karamelizace sladu a vytvoieni sladu karamelového (Briggs, 1998).

e Slad plzeniského typu (svétly slad, pils, bohemian)
Jedna se o svétly slad hojné pouzivany pro vyrobu svétlych piv typu lezaki, dale konzumnich
piv a pro vyrobu specidlnich piv obsahujici riznou koncentraci ptivodni mladiny. Surovinou
pro tento typ sladii je sladovnicky je¢men jarni. Diky pfiméfenému proteolytickému
rozlusténi, dotahovacim teplotdm okolo 80 az 85 °C vznika optimalni tvorba barevnych a
aromatickych latek, coz se projevuje na nizkych hodnotach barvy kongresni sladiny (3,0 az
4,2 jednotek EBC). Tyto svétlé slady vykazuji dostatecnou amylolytickou aktivitu, ¢imz
zajistuji dokonalé zcukieni rmutl. Diky pfiméiené proteolytické aktivit¢ obsahuji 1 optimalni

slozeni dusikatych latek (Briggs, 1998).

¢ Slad mnichovského typu (bavorsky slad)
Vysoka hodnota kongresni sladiny (11,0 az 17,3 jednotek EBC), vysoky obsah bilkovin, nizsi
extraktivnost, niz$i aktivita sladovych enzymu, vyrazné aroma a ptredevsim Sir$i spektrum a
vysokd koncentrace produktli Maillardovy reakce, to jsou typické znaky tmavého sladu
mnichovského typu. Tyto slady vyrobené taktéz ze sladovnického jeCmene jarniho se
pouzivaji hlavné pro vyrobu tmavych piv. Pii vyrobé dochdzi k intenzivnéjS§imu rozlusSténi
zrna béhem kli¢eni a pti hvozdéni se uplatiiuji mnohem vyssi teploty s dotahovanim pii 100

az 105 °C (Kosart a kol., 2000).

e Vidernsky slad
Slouzi hlavné pro vyrobu specidlnich piv nebo ke zvySeni sytosti barvy piv svétlych Oproti
svétlému plzeniskému sladu ma videnisky vyssi hodnotu barvy a je oznacovan jako ptechod

mezi plzeniskym a bavorskym tmavym sladem (Kosaft a kol., 2000).
e Karamelové slady

Tento typ sladl je charakteristicky vysokym obsahem cukrti, aromatickych i barevnych latek.

Slad je enzymaticky inaktivni nebo obsahuje jen nepatrnou aktivitu, ovlivnénou intenzitou
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prazeni. K vyrobé se pouziva dobie rozlustény zeleny slad nebo navlhéeny svétly slad.
Prazeni probihd v bubnovych rychloprazicich pii kone¢nych teplotach az 180 °C. Zapaienim
pii teplotach kolem 70 °C se dosahne dokonalého zcukieni v obilce a nasledné se zcukieny
slad vyhteje na karameliza¢ni teplotu. Pfed pouzitim je nutné nechat slad odlezet alespon 2 az
4 tydny z diivodu vytvofeni pfijemného aroma, které se vyrazné projevi v hotovém vyrobku

(Kosat a kol., 2000).

e Specialni slady (barvici, diastatické, nakurované atd.)
Speciélni slady se od béznych sladl odlisuji jednak enzymovou aktivitou, dale barvou, viini,
kyselosti nebo redoxni kapacitou. Slouzi k vyrobé specidlnich piv, pfidavaji se pii pouziti
nahrazek sladl, nebo k upraveé urcitych kritérii sladiny vyrobené ze sladti béznych. Jejich
piidavkem k béznym sladiim se dosahne uprav po strance senzorickych vlastnosti, predevsim

uprav v chuti, barve, aroma ¢i pénivosti vyrobeného piva (Briggs, 1998).
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3.4 Vyroba piva

srotovnik

silo rmutovaci panev  scezovaci kad®  mladinova panev

| o

mladina ¥

<1 kvasinky

deskova  kfemelinova

filtrace 4 vzduch

——  fillrace

il

k| k| |
odéerpavani pouditych kvasnic |

Obrazek 1 Schéma vyroby Ceského piva (zdroj: Bud€jovicky Budvar, n.p.)

Proces vyroby piva lze rozdélit do nasledujicich fazi:

3.4.1 Vystirani

Vystirani je proces, ktery nésleduje ihned po seSrotovani sladu, jeho cilem je prevést

do roztoku co nejvice rozpustnych latek. Samotné vystirdni Ize popsat jako dvoufizové

miseni Cerstvého Srotu s ohfatou vodou ve vystiraci panvi, kde se Srot misi s vodou o teploté

cca 45 °C. Pro svétla piva je vhodna vystirka fid$i a pro tmava piva vystirka hust$i. Kvalita

vystfeni ovliviiuje dal$i procesy vatfeni piva (Basatova, 2010).

17



3.4.2 Rmutovani

Proces rmutovani je podrobné rozebran nize.
3.4.3 Scezovani a vyslazovani

Cilem scezovani je separace tekutiny od pevné ¢asti, tedy sladiny od mlata. Ke
scezovani se uziva specialni sito, které¢ je umisténo na dn¢ nddoby, na tomto situ se vytvoii
vrstva mlata, kterd slouzi jako filtra¢ni vlozka. Vysledkem scezovani je tzv. pifedek — je to
sladina s vysokou stupniovitosti (16 — 20% obsahu extraktu).

Mlato ale obsahuje stdle mnoho vyuzitelnych cukrti a dal$ich latek, z tohoto diivodu se
praktikuje tzv. vyslazovani. Vyslazeni spoCivd v proliti mlata vodou o teplot¢ 78 °C.
Vysledekem jsou tzv. vystrelky o stupnovitosti klesajici podle toho, jak se ze sladu vymyvaji
cukry (az 0,5 — 1% obsahu extraktu). Vyslazuje se obvykle na 1-3 davky vody, nasledné
vystrelky se nazyvaji patoky a vylévaji se, protoze by zhorSovaly kvalitu piva. Vysledkem je

¢ira sladina o pozadované koncentraci (Birgss a kol., 2004).

3.4.4 Chmelovar

V této fazi je sladina povafovana s chmelem, probihaji v ni fyzikalné-chemické zmény
a vznika mladina. Béhem povarovani sladiny s chmelem dochézi k odparu vody za ucelem
dosazeni pozadované koncentrace a ke sterilaci mladiny, inaktivaci enzymut a piedev§im k
prevedeni hotkych latek z chmele do sladiny (Basatova, 2010).

Chmel ptenasi do sladiny béhem chmeleni aromatické latky obsazené v chmelovych
silicich a hotké latky prostfednictvim pryskyfic obsahujicich alfa hotké kyseliny (humulony).
Déavkovani chmelu probihd tak, ze se prvni podil citajici polovinu z celkového mnozstvi chmele
aplikuje na zac¢atku chmelovaru, druhy 50 minut pfed koncem chmelovaru a posledni davka, ktera
obsahuje nejkvalitngjsi aromatické chmele s alfa hotkymi kyselinami, se pfida 20 minut pied
koncem chmelovaru. Tento postup je znam jako chmeleni natfikrat a je typicky pro piva vyrabéna
v CR. Nasledné se mladina zbavi kald a zbytkd chmele ve vitivé kadi a zchladi na zakvasnou

teplotu (Kosar a kol., 2000).
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3.4.5 Hlavni kvaSeni

Zchlazena a provzdu$néna mladina se musi rychle smisit s kvasnicemi, aby se
redukovala moZnosti kolonizace bakteriemi. Kvaseni probiha v kvasnych tancich nebo
otevienych nadobach, kterym se fika spilka.

Cilem hlavniho kvaseni je pfeménit sacharidy na alkohol a oxid uhli€ity za pomoci
pivovarskych kvasinek a nastolit a nadale udrzovat vhodné podminky pro tento proces.
Béhem kvaSeni, v zavislosti na metabolismu kvasnic, vznikaji senzoricky aktivni latky jako
napft. vyssi alkoholy, diacetyl, estery, aldehydy aj. Kvaseni lze rozdé€lit na spodni a svrchni.

Kvasinky urcené pro spodni kvasSeni jsou hojné pouzivany pro piva ¢eského typu
k vyrobé lezékl, v tradicni vyrob¢ se teplota kvaseni u tzv. studené¢ho vedeni pohybuje v
rozsahu 5 az 9 °C, u intenzifikovanych postupii spodniho kvaseni se jedna o teploty 12 az 16
°C. Spodni kvasnice zcela zkvaSuji rafinosu, maji oproti kvasnicim svrchniho kvaSeni
rozdilné slozeni genetického materidlu a rozdilné technologické vlastnosti dilezité pro tvorbu
senzorickych latek. Na konci kvaseni sedimentuji na dno nadob (Basatova, 2010).

Kvasinky svrchniho kvaseni slouzi pro vyrobu piv typu Porter, Stout a Ale, teplota
kvaSeni se pohybuje v rozmezi 12 — 16 °C. Kvasinky svrchniho kvaseni maji oproti
kvasinkam spodniho kvaSeni vyssi tepelnou odolnost, a jak jiz bylo zminéno vySe, maji 1
rozdilné slozeni genetického materidlu a technologicky vyznamnych latek majicich vliv na
tvorbu senzoricky vyznamnych latek. Na konci kvaSeni jsou bublinkami oxidu uhli¢itého

vynaseny na povrch kvasici mladiny (Kosaf a kol., 2000).

3.4.6 Dokvasovani a leZeni

Po vykvaseni je mladé pivo pievedeno do lezackych tankd, v lezackém sklepé pfi
teplotach kolem 0 °C nastupuje faze zrani piva. Mlad¢ pivo ma zbytkovy obsah zkvasitelnych
cukri 6 — 10%, podle typu piva. Tento zbytkovy cukr se béhem nékolika tydnt pfeméni na
CO2, kter¢ doda pivu tiz. Vysledny produkt jiz zadny zkvasitelny cukr neobsahuje. Béhem
zrani piva dochdzi k mnozstvi procest, nejvyznamnéjsi z nich jsou vazani aldehydu a sirnych
komponent na CO2, degradaci alfa-acetolaktatu a diacetylu, sedimentaci kvasinek a Cefeni
piva. Pivo se nechava zrat od jednoho do tfi mésict, podle typu piva, obsahu alkoholu a typu

kvasinek (Bamforth, 2003).
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3.5 Rmutovani

Rmutovani je dilezitym krokem v procesu vafeni piva a ovliviluje typ a kvalitu
vyrabéného piva. Cilem rmutovani je vytvofit sladinu obsahujici vhodné zkvasitelné cukry,
ziviny pro kvasnice a slouceniny podilejici se na tvorbé aromatu. Konec¢né sloZeni sladiny je
zavislé na zvoleném rmutovacim postupu, méni se podle typu a kvality hotového piva. Cilem
pfi vybéru varniho postupu je vyprodukovani sladiny s pozadovanymi vlastnostmi (Koljonen

a kol., 1995).

Rmutovani zahrnuje:
1. rozpusténi latek ptimo ve vodé rozpustnych;
2. enzymatické hydrolyzy nésledované rozpusténim tady latek, dilezitych pro dany typ a
charakter piva;

3. oddéleni rozpusténych latek.

Vysledkem pilisobeni enzymatickych zmén pii vafeni piva je rozlozit velké
makromolekuly sladu na mens$i molekuly nezbytné pro rast kvasinek a kvaSeni. Ve
skutec¢nosti se Skrob rozlozi na zkvasitelné cukry, které mohou byt snadno preménény na
alkohol pomoci kvasinek. Enzymy podilejici se na hydrolyze latek zahrnuji amyléazy,
proteazy, peptidazy, transglukosidazy a fosforylazy. Hlavni faktory, které reguluji aktivity
téchto enzymi, jsou teplota, hodnota pH, doba a koncentrace mladiny (Owuama, 1997).

Termostabilita hydrolytickych enzymii Skrobu je rozhodujici pro vytézek
zkvasitelnych cukru béhem rmutovani. Profil teploty rmutovéni je rovnovahou mezi
pozadovanou teplotu pro tvorbu Skrobového gelu, ktery je zapotiebi k efektivni hydrolyze a
mife tepelné inaktivace téchto enzymu (Evans a kol., 2003).

Ze sladu jsou uvolnény dva hlavni hydrolytické enzymy — alfa a beta amylaza. Teplota
60-65 °C maximalizuje aktivitu beta-amylazy, 65-70 °C alfa-amylazy. Tyto dv¢ teploty jsou
znamy také jako niz$i a vysS$i cukrotvorna teplota. Odpocivani rmutu pii urcité teploté je

dilezité pro indukci nékterych enzymatickych zmén (Bamforth, 2000).
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Technologické teploty, mezi kterymi se zafazuje technologickd pauza, znama jako

,»odpocivani dila®, jsou nasledujici:

Optimalni teplota Nazev Enzymy Produkce
40 - 50 °C Vystiraci teplota Aktivace enzymt
50-55°C Peptonizacni teplota Proteazy a peptidazy Aminokyseliny
Niz8i cukrotvorna
60 - 65 °C Beta-amylaza Maltéza
teplota
Vyssi cukrotvorna .
65-75°C Alfa-amylaza Maltéza, Dextriny
teplota
78 °C Odrmutovaci teplota Inaktivace enzymu

Tabulka 2 Optimalni teploty pro odpocivani dila

Alfa-amylaza velmi rychle redukuje obsah nerozpustného a rozpustného Skrobu
rozkladanim jeho molekul do mnoha kratSich ftetézch (tj., Castecné fermentovatelné
polysacharidové frakce, dextrin a maltotriézu), které mohou byt utilizovany beta-amylasou.
Zatazenim dostate¢né dlouhé technologické pauzy mezi teplotnimi stupni mize alfa-amylaza
rozlozit vSechny dextriny na maltézu, glukéza a malé rozvétvené "limitni dextriny". Nicméné
konverze Skrobu rychlejsi beta-amylazou je ucinnéjsi. Beta-amylaza je selektivnéjsi nez alfa-
amylaza, protoze oddéli dva cukry najednou od Skrobového fetézce. Beta-amylaza zacne
postupné $tépit jednotky maltdozy od neredukujicitho konce velkych dextrinii produkujicich
maltozu, nejbéznéjsi cukr ve sladu. Celkové lze fici, ze alfa a beta-amylazy jsou schopné
pfeménit pouze 60 az 80% Skrobu na zkvasitelné cukry.

Protedzy jsou skupinou enzymu, které redukuji vysoko-molekuldrni proteiny na
jednodussi slozky aminokyselin Stépenim peptidické vazby mezi proteiny. Protedzy a
peptidazy jsou dva hlavni enzymy, které patii do této skupiny. Technologickd pauza pfi
peptonizacni teploté je zodpoveédna za redukovani délky vysoko-molekularnich proteini ve
rmutu, které zpiisobuji nestabilitu pény a zakal, na nizko-molekularni proteiny (MacGregor a
kol., 1999).
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Metody rmutovani je mozné rozdélit do dvou hlavnich kategorii: infuzni rmutovani a
dekok¢ni rmutovani. Infaze je nejCastéji spojena s vyrobou piva typu Ale a Stout, ale také
nekterych Lagert. Dekokéni metoda se vyvinula do zna¢né miry v dusledku pouziti malo
rozlusténych nebo enzymaticky slabych sladi. Obecné se pouziva v oblasti vyroby lezéku,
tedy Lager a Pils. Timto systémem se cast sladiny (rmut) povaii v odd¢lené nadob¢ a poté se
vrati zpét pro zvySeni teploty. Dekok¢ni rmutovani zahrnuje jedno-, dvou- nebo tfi-rmuty a

dava ptivod jedno-, dvou- nebo tii-rmutovani (Goldammer, 2000).

Soucasné pouzivané zplisoby vateni sladiny lze rozdélit do dvou zékladnich skupin:
Infazni postupy, kdy se cely objem vafi najednou: rmutovani infizni, rmutovani skokem

Dekokéni postupy, kdy se Cast objemu vati ve zvlastni nadobé: 1., I1., ITII. rmutovy postup

3.5.1 Infuzni rmutovani

Pti téchto postupech se cela varka uvafi najednou v jedné nadobé&. To ptindsi zasadni
rozdil v kvalité ale i v cen¢ hotového piva.

Inflzni rmutovani je nejméné naroénym rmutovacim postupem, pro ktery postacuje
jedind vyhiivand nadoba. Vyloucenim pfeCerpavani rmuti a vyloucenim varu rmutli se
dosahuje svétlejsi barvy a méné vyrazné chuti piva nez u dekok¢nich zpusobl. Pro zajisténi
vysokého varniho vytézku je diilezité zpracovani dobte rozlusténého sladu.

Bézny infuzni postup pro zpracovani dobie rozlusténych sladi je znadzornén na
obrazku. Srot se vystie podle vybrané technologie do vody o teploté 48-50°C, alternativné pii
60-62°C a ponecha se pfi této teploté asi 30 min. Poté se pfihfeje zapatkou nebo ohfevem na
65°C s prodlevou opét 30 minut, dale se ohfiva na teplotu 72°C s prodlevou 20 min. Nasledné
se dilo ohfeje na odrmutovaci teplotu 76°C, pfi které se ponecha opét 20 minut. Doba celého
rmutovani nepfesahne 100 min.

Vyhodou tohoto postupu jsou nizsi investi¢ni naklady na zatizeni varny, kratka doba
vlastnitho rmutovani, jednoduchost a nizs§i energetickd naro¢nost. Pro dosazeni dobrych

varnich vysledki je ptfedpokladem pouziti velmi dobie rozlusténych sladi (Kunze, 2011).
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3.5.2 Dekokéni rmutovani

Jde o zplsoby, pfi nichz k vateni dochazi tepelnym zpracovanim ve rmutovaci panvi
jedné, dvou nebo tii Casti, tzv. ,,rmuti*, odebranych postupné z pivodniho vystieného objemu
do dal$i nadoby, tzv. ,,rmutovaci kad¢“. Energetickd naro¢nost takovych postupti je sice vyssi,

ale vzrlsta téz vytéznost a predevsim kvalita vyrobku (Kunze, 2011).

3.5.2.1 Jednormutovy postup

Z hlediska délky a mechanického Uc¢inku se infuznimu postupu nejvic pfiblizuje
jednormutovy postup. Oba se s vyhodou pouzivaji u dobfe rozlusténych sladu.

Vystira se pii teplot¢ 50°C, nésleduje 15 min odpocinek, dale ohfev parou nebo
zapafeni horkou vodou na teplotu 62°C, znovu odpocinek 15 min a odbér hustého rmutu. Ten
se zcukii pii vyssi cukrovarné teploté 72°C, pfi niz se ponechd prodleva 20 min, po které se
dilo dohfeje parou na odrmutovaci teplotu 76°C. Celkova doba obsazeni rmutovaci soupravy

je cca 160 minut (Kosat a kol., 2000).

3.5.2.2 Dvourmutovy postup

Klasicky dvourmutovy postup je vhodny pro vyrobu svétlych piv plzeiiského typu pfi
zpracovani stfedné rozlusténych slada.

Vystiraji se bud’ do vody o teploté 37°C s nasledujici zaparkou na 52°C, nebo piimo
pii této teploté. Prvni husty rmut se spousti do rmutovaci panve a ohiivd s gradientem
1°C/min na teplotu 63°C, kde se zafazuje dle enzymatické aktivity sladu 10-20minutova
prodleva. Nasledné se rmut zvolna vyhieje (gradient 0,7°C/min) na teplotu 72-74°C, pfti které
obvykle béhem 5-10 minut dokonale zcukii. Po zcukfeni se rmut co nejrychleji (gradient
1,5°C/min) uvede do varu a vafi se 15-20 min. Pomalym vracenim povatfené¢ho rmutu do
vystiraci panve pii rychlém chodu michadla se dosdhne v celém objemu péanve nizsi
cukrotvorné teploty 62-64°C. Druhy, rovnéz husty rmut se zcukii pii 72-74°C a povafi 15
min. Po jeho vraceni se dosdhne odrmutovaci teploty 75-78°C. Pro podporu pénivosti je
mozno snizit objem druhého rmutu tak, aby po jeho vraceni teplota vzrostla pouze na 70-
71°C, pii které se zatradi prodleva 20-30 min. Nésledné se parnim ohfevem dilo dohieje na

odrmutovaci teplotu.
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Pti zpracovani vysoce rozlusténych sladi je pro zachovani pénivosti a plnosti chuti
piva vhodnéjsi zvolit bud’ jednormutovy postup, nebo zkraceny dvourmutovy postup, pfi
kterém se vystira pii 60-62°C, a dvéma malymi, hustymi, kratce povafenymi rmuty se teplota
zvy$i na 70-71°C a dale na 75-78°C. Podminkou tohoto postupu je vhodné umisténi topnych

z6n rmutovaci panve (Kosart a kol, 2000).

3.5.2.3 Ttirmutovy postup

Ttirmutovy postup je klasickym postupem dekokéniho rmutovani. Vzhledem k
pozvolnému zvySovani teploty a délce rmutovani je mozno s dobrym vysledkem zpracovat i
hruby Srot a hufe rozlusténé slady. Jeho nevyhodou je zdlouhavost a vysoka energeticka
narocnost. Pfi soucasné tendenci k dobie rozlusténym az pielusténym sladiim se proto
pouziva jen ziidka, spiSe u tmavych specidlnich piv, kde je vyzadovéana vyrazngjsi sladova
chut’.

Vystira se obvykle pii 37°C, odtahuje se prvni husty rmut, po jehoz vraceni vzroste
teplota dila na 50-63°C. Rovnéz druhy rmut je husty a po jeho vraceni stoupne teplota na 62-
65°C. Tteti rmut je jiz tidky, tzv. jalovy, a vzhledem k nizkému podilu nezcukieného $krobu
se muze v panvi zahfivat rychleji a jen kratce (cca 10 min) povafit. Po jeho pfecerpani do

vystiraci panve se dosahuje odrmutovaci teploty 75-78°C (Kosat a kol, 2000).

3.5.3 Srovnani rmutovacich postupi

Vlastnosti hotového piva jsou vyrazné€ ovlivnény rmutovacim procesem, a proto je pro
udrzeni charakteru kazdého piva nutné zachovavat tradicni postup. Ackoli je pti rozdilnych
technologickych postupech mozno dosahnout podobnych analytickych vysledk, je ziejmé, ze
vysledné pusobeni jednotlivych slozek piva zdsadné ovlivni vysledek pii degustaci. Zejména
u Ceskych piv, vyrabénych dekokcnim postupem, kterd maji vysokou pitelnost, mize mit

zména varniho postupu fatalni nasledky (Enge a kol., 2005).
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Obrazek 2 Srovnani rmutovacich postupti (Kosat a kol., 2000)

3.6 Kvalitativné vyznamné latky ve sladiné

Sladina je viskdzni, sladkd, hustd, lepkava a vice ¢i méné barevna kapalina. Jeji
sloZzeni je velmi slozité (pravdépodobné je piitomno tisice slozek). Zadna mladina nebyla
nikdy kompletné analyzovana. Mezi ptitomné latky patii jednoduché cukry, dextriny,
glukany,pentosany, fosfaty, rozpusténé anorganické ionty, proteiny, peptidy a aminokyseliny,
nukleové kyseliny, lipidy, ristové faktory, vitaminy, organické kyseliny, baze a fenolické

latky. Typicka sladina se sklada z asi 90 az 92% sacharidi, 4 az 5% dusikaté latky a 1,5 — 2%

sacharidy, dusikaté latky a polyfenoly (Briggs, 1998).
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3.6.1 Sacharidy

Sladina obsahuje komplexni smés sacharidi pohybujici se kolem 90% obsahu. Mezi
nejvyznamnéj$i a nejvice zastoupené patii monosacharidy glukéza a fruktéza, disacharidy
sacharoza a malzdza, trisacharid maltotriéza a dextriny. Déle také obsahuje polysacharidy
jako naptiklad cellobiosa a laminariboza. Ostatni sacharidy jsou z hlediska kvality vysledného

piva nedulezité nebo jsou zastoupeny v nevyznamném mnozstvi (Boulton a kol., 2001).
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Procenta

(&)]

Tabulka 3 Primérné slozeni 15ti sladin (Gjertsen, 1953)

Zkvasitelné sacharidy jsou hlavnim zdrojem energie kvasinek, které se preméni na
alkohol a oxid uhli¢ity jako hlavni metabolické produkty a tedy nejvyznamnéji piispivaji ke
kvalité vysledného produktu (Evans a kol. 2002).

Maltéza je nejhojnéjsi cukru v mladiné a je zcela fermentovand kvasnicemi.
Monosacharidy jsou fermentované nejrychleji, zatimco naptiklad maltotriéza pomalu a nékdy
neuplné, takze stopy mohou zistat v pivu, coz vyznamné piispiva ke specifickym
organoleptickym vlastnostem piva (Stewart, 2006).

Dextriny, pentosany a beta-glukany nejsou fermentovatelné, béhem vaieni dochazi k
jejich redukei, ale dostavaji se az do piva, kde vyznamné pfispivaji k plnosti téla, pocitu v
ustech a pitelnosti (Susan a kol., 1993).

Profil sacharidi zélezi ptfedevSim na pouzitych surovinach (je¢ny slad nebo jeho

nahrazky) a také na rmutovacim postupu piipravy mladiny (Boulton a kol., 2001).
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3.6.2 Dusikaté latky

Ve sladiné byly detekovany tisice proteind. Z pivovarského hlediska je obvykle
nejvhodné;jsi je délit do skupin definovanych specifickou vlastnosti. Nékteré skupiny proteinti
maji enzymatické schopnosti , vazi se na jednotlivé cukry, na tuky , podileji se na tvorbé
pény nebo jsou zapojeny do vazby na polyfenoly atp. (Briggs, 1992).

Dusikaté slouceniny dostupné pro fermentaci kvasinkami piedstavuji celkovy obsah
aminokyselin, amoniovych iontd a peptidii. Relativni hodnoty téchto komponent zavisi na
vstupnich surovinach a rmutovacim postupu. Nezalezi pouze na celkovém obsahu dusikatych
latek, ale 1 na zastoupeni jednotlivych aminokyselin, které hraji diillezitou roli pti vyzivé
kvasinek a tim vyznamné piispivaji ke slozeni piva, jeho aromatu a chuti (Lei a kol., 2013).

Proteiny a polypeptidy, které pteckaji az do finalniho piva , pfispivaji k plnosti chuti a
vlastnostem pény. Barva piva je ovlivnéna ptes Maillardovy reakce mezi cukry a amino-
slou¢eninami (v¢etné aminokyselin) béhem chmelovaru, ktery da vzniknout barevnym a
chutovym latkam. Proporce chutovych latek vyrobenych kvasinkami jsou zavislé na
dusikatych latkach. Obsah dusikatych latek celkové pfispiva k dobrému riistu a plsobeni
kvasinek (Briggs, 1992).

Vhodné je pouzit celkové mnozstvi rozpustného dusiku, které zavisi na druhu sladu a
typu rmutovani. Velka cast volného rozpustného dusiku je tvofena ptlisobeni enzymu v
pribéhu rmutovani. Smés enzymu sladu podilejici se na hydrolytické rozlozeni bilkovin je

velice komplexni (Lei a kol., 2013).

3.6.3 Polyfenoly

Slad obsahu komplexni smés fenoli a polyfenolt. Sladové polyfenoly jsou Casteéné
rozpustény a ¢astecné zniceny béhem rmutovani. Povaha fenolického materialu v mladiné je
silné ovlivnéna dostupnosti kysliku pfi rmutovani a procesem rmutovani. Cim déle probiha
rmutovani, tim vice polyfenold se do piva uvolni. VSechny fenoly se podili na tvorbé chuti
vysledného piva a to jak pozitivng, tak i negativné. Pozitivné se projevuji na stabilité chuti
piva, svymi antioxida¢nimi a bakterie-inhibitujicimi vlastnostmi. Negativné se mohou
projevit pii reakcemi s proteiny a vzniku zékalu piva nebo nezadouci fenolickou pachuti

(Whittle a kol., 1999).
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3.7 Ekonomické aspekty vyroby piva

Fixni ndklady v pivovarech se tykaji pracovni sily, inzenyrskych siti, opravy a odpisy
a dal$i ndklady, jako jsou sazeb a dalSich mistnich dani. Variabilni néklady se vztahuji k
efektivité pfi vyuzivani materiall a ztrat produktu vzniklych v prabéhu zpracovani.

Ptiprava mladiny pfi vyrobé piva se mize podilet na nakladech na vyrobu az 30% v
zavislosti na pivovaru a pouZitych technologiich. Cim &inn&jsi proces rmutovani je zvolen,
tim vEtsi budou finanéni a Casové uspory na vyrobu. Z finan¢niho hlediska jde o vytéZeni co
nejveétstho mnozstvi extraktu ze sladu za co nejkratsi Cas s vynaloZzenim co nejméné energie

pfi zachovani stejné kvality piva (Malone, 2001).

3.8 Nuklearni magneticka rezonance v analyze potravin

Nuklearni magnetickd rezonance (NMR) je fyzikdlnim fenoménem, pii kterém
atomova jadra absorbuji a zpétné¢ emituji elektromagnetické zafeni. Tato energie je
specifikovana rezonan¢ni frekvenci, ktera zavisi na sile magnetického pole a magnetickych
vlastnostech isotopll. VSechny isotopy, které obsahuji rozdilny pocet protont a neutrontt maji
nenulovy spin (‘H, "*C), kdezto atomova jadra obsahujici stejny pocet protonti a neutronti maji
spin nulovy ('*0). Jsou to pravé prechody mezi nenulovymi nuklearnimi spiny, které
umoziuji pozorovani NMR absorp¢niho spektra (Rabi a kol., 1938).

NMR je uznavana jako jedna z hlavnich analytickych metod (Mannina a kol., 2012).
Umoziuje rychlou a neinvazivni charakterizaci latek obsazenych v potravinach s potencidlem
poskytnout informace o velmi Sirokém spektru metaboliti a to s minimalnimi naroky na
pfipravu vzorkii. V analyze potravin poskytuje relevantni vysledky v otdzkach pivodu,
variacni rozdilnosti a kvalité potravin (Duarte a kol., 2002).

Sila této metody tkvi v kapacité - moznost podivat se na komplexni soubor latek
obsazenych ve zkoumaném vzorku pomoci jedné analyzy, kterd po aplikaci chemometrickych
metod muze identifikovat dilezité spojitosti.

Dalsi vyhodou je, ze tato metoda neuptfednostiiuje urcité skupiny latek. Je také
velmi napomocna pti zkoumani sekunddrnich metaboliti. Identifikace molekul je mozna
piimo ze spekter nebo za pouziti databazi standardl latek. Umoznuje také klasifikaci potravin
na zdklad¢ jejich finger-printu bez nutnosti podrobné identifikace latek. Déle je mozné

postihnout problematiku falSovani potravin - plivod potravin a jejich slozek, pouziti jinych
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nez deklarovanych latek, obsah latek, zpiisob zpracovani nebo nahrazeni jedné ze slozek jeji
levnéjsi variantou.

Naproti tomu jsou 1H NMR spektra potravin nevyhnutelné prekryta kviili piitomnosti
mnozstvi latek. Ptesto je identifikace téchto latek klicovym bodem analyzy, kterd je
umoznéna vyuzitim 2D experimentt, selektivnich 1D experiment nebo knihovny spekter.

Senzitivita je jednim z hlavnich limitujicich faktord této analyzy, 1 kdyz se pravidelné
zvysuje. | presto, Ze NMR analyza neni schopna detekovat vSechny minoritni latky, poskytuje
NMR spektrum jasny obraz o obsahu majoritnich latek zkoumaného vzorku (Mannina a kol.,
2012).

NMR je nastrojem ke kvalitativni 1 kvantitativni analyze potravinaiskych vyrobka a v
posledni dobé bylo vyuzito naptiklad k analyze vina, kavy, oleji nebo raj¢at. NMR analyza je
idedlnim nastrojem ke zhodnoceni obsahu latek v pivu jako naptiklad sacharidii, organickych
kyselin, aminokyselin nebo kontaminantt (DiCaprio a kol., 2014).

Pivo se sklada z vice jak 100 komponent v riznych koncentracich v fadech od setin po
jednotky procent. Krom¢ vody a etanolu, sacharidy jsou hlavnim komponentem. Dalsi
dilezité latky zahrnuji proteiny, organické kyseliny, aminokyseliny, komponenty chmele a
soli. Koncentrace aminokyselin a organickych kyselin mize slouzit jako indikator vykonnosti
kvaseni. Volné aminokyseliny ve sladin€ jsou metabolizovany kvasnicemi v prabéhu kvaseni
a Ucastni se biosyntetickych pochodi, které vedou k tvorbé dulezitych chutovych slozek, jako
napiiklad vyssich alkoholl, esteri a sirnych komponent. Sladina obsahuje aminokyseliny a
organické kyseliny pochdzeji ze sladu. Profil aminokyselin je tedy obrazem pouzitého sladu
ve sladin€ a sladu v kombinaci s metabolismem kvasnic v hotovém pivu (Nord a kol., 2004).

V pivovarnictvi byla analyza pomoci NMR aplikovana na specifické problémy, jako
napiiklad identifikace a kvantifikace sladli a chmelti, polyfenolli, aminokyselin nebo slozeni

sladiny (Lachenmeier a kol., 2005).
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4 Metodika prace

Za ucelem experimentalni Casti prace byla uvarena dvé piva metodou jedno a dvou
rmutovou pro analytickou a senzorickou analyzu. Zvoleny postup i1 suroviny odpovidaly
vyrob¢ Ceského lezaku. Cilem zvolené metodiky bylo dosahnout naprosto stejného vyrobniho
procesu za pouziti totoZznych vstupnich surovin u obou vzorkl s rozdilem druhého rmutu.
Kazda varianta byla vyrobena ve tfech opakovanich - celkem bylo provedeno 6 jednotlivych
varek — 3 jednormutové a 3 dvourmutové. Vysledkem byly tedy 3x3 sladiny, které byly
podrobeny analyze.

Z divodu omezené skladovaci kapacity a velikosti lezackych tankd bylo nutné sladiny
pted chmelovarem pro kazdy postup smisit. Ve vysledku jsme tedy méli dvé piva vyrobena
odliSnym dekok¢énim rmutovanim, kterd jsme nasledné srovnavali s podobnymi pivy z
produkce Ceskych minipivovarti i primyslové produkce, ale i nékolika vzorky vyrobenych
infuzni metodou a kvasenych svrchné (Ale).

Pro zptehlednéni jsou postupy znaceny jako postup A (jednormutovy) se rmutem R a

postup B (dvourmutovy) s rmuty 1R a 2R.

4.1 Suroviny pouZité na vyrobu

4.1.1 Slad

Na vyrobu experimentalnich varek piva bylo vyuzito bézn¢ dostupného Plzeniského
sladu, ktery je zakladem pro vét$inu piv vyrabénych v CR a jehoz podil vétsinou neklesa pod
50%, vyjma nékterych specidlnich piv (Kosaf a kol, 2000). Zakoupen byl ve sladovné
Klusacek s.r.o. v baleni 50kg. Na kazdou jednotlivou varku bylo pouZito 4 kg sladu, celkem

tedy 12 kg pro kazdy postup.

4.1.2 Voda

Voda byla vyuzita studnicni, kterd je svym nizkym obsahem mineralnich latek velmi
vhodna pro spodné kvaSené lezédky plzeniského typu. Na vystirku bylo pouzito 13,31 vody na
kazdou jednotlivou varku, celkem tedy 401 vystiraci vody pro kazdy postup.
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4.1.3 Chmele

Pro chmeleni byly vybrany dvé odriidy ¢eského chmele - Premiant a Zatecky polorany
ervenak (ZPC), které jsou nejb&znéji vyuzivané chmele na nasem tzemi. Chmele byly
zakoupeny od firmy Brelex s.r.o. v granulované formé, zabalené do inertniho obalu po 50g.
Premiant byl vybran z diivodu vysokého obsahu alfa-hotkych kyselin na prvni chmeleni, pro
dodani hoiké chuti, v mnozstvi 80g. Naopak ZPC byl vybran pro sviij vysoky obsah

aromatickych latek pro druhé a tieti chmeleni v mnozstvi 80 gramt pro kazdé.

4.1.4 Kvasnice

Kvasnice byly vybrany od firmy Saflager kmene W-34/70 (Saccharomyces
cerevisiae). Vyznacuji se stfednim stupném prokvaSeni, neutrdlnim aromatem a vysokou
sedimentaci. Jednd se o zndmy a velmi oblibeny kmen kvasnic spodni fermentace, pochazejici
z institutu Weihenstephan v Némecku. Diky svym technologickym vlastnostem se stal
kmenem primyslovym a dnes se pouziva na vyrobu piv typu Lager na celém svéte. Nachazi
pouzitii nejenom u malych pivovari, ale také u velkych pivovard na celém svéte. Doporucena
teplota kvaseni je 9 — 15°C.

Kvasnice byly zakoupeny od firmy Brelex s.r.o., v suSené podobé v inertnim obalu o

hmotnosti 500g. Kvasnice byly pied pouzitim rehydratovany dle navodu vyrobce.

4.2 Varni proces

Vareni probihalo na mikropivovaru o objemu 100 I s plynovym ohievem. Diky
jednoduchému ovladani 1ze dosdhnout stejnych podminek pfi vyrob¢. Na tomto pivovaru Ize
simulovat vyrobu piva na vétSich zafizenich. Pivovar se skladal z vice nddob - vystiraci,
scezovaci, dvé rmutovaci a jedna mladinovd panev. To umoznilo rychlé provedeni pokusu.
Sladina byla shromazdéna v mladinové panvi, kde byl po dosazeni pozadovaného objemu
proveden chmelovar — celkem 601 pro kazdy postup.

Technologicky postup, technika i vstupni suroviny byly pro vSechny vzorky stejné.

Rozdil byl pouze ve druhém rmutu.
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4.2.1 Srotovani, vystirka a rmutovani

Slad byl nasrotovan na elektrickém mlynu vzdy tésné pted kazdou vystirkou. Vystirka
byla zvolena tidsi, o pomé&ru 3.31 vody na lkg sladu. Slad se smisil s vodou o teploté 45°C a
nasledné byla zatfazena prodleva 10 minut.

Nésledovalo precerpani do rmutovaci panve, kde se proces lisil podle zvoleného
postupu. Ve rmutovaci panvi dochéazelo ke stdlému michani automatickym michadlem.
Odpocivaci prestavky byly stanoveny na 15 min pro vSechny teploty u kazdého postupu z

diivodu dosazeni co nejpodobnégjsich podminek.

4.2.1.1 Postup A (jedno rmutovy)

Dilo bylo oht4to na teplotu 53°C a zafazena prodleva 15 minut. Nasledovalo ohrati
dila na teplotu 63°C a zatfazena prodleva 15 min. Poté se odebrala 1/3 dila - rmut.

Rmut byl ohtat na teplotu 73°C, kde byl ponechan 15 min a nésledné ptiveden k varu,
ktery trval opét 15 min. Po povareni byl rmut vracen k odpocivajicimu dilu.

Teplota dila stoupla na 73°C a byla zatazena prodleva 15 minut. Poté bylo dilo ohtato

na odrmutovaci teplotu 78°C a precerpano do scezovaci kadé.
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Graf 1 Prib¢h postupu A s vyznacenym odbérem vzorkt.
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4.2.1.2 Postup B (dvou rmutovy)

Dilo bylo ohtéato na teplotu 53°C a zatazena prodleva 15 minut. Nasledovalo odebrani
1/3 dila - prvni rmut.

Prvni rmut byl ohtat na teplotu 63°C s prodlevou 15 min, dal$i ohiati na 73°C s
prodlevou 15 min a nakonec povafeni po dobu 15 minut. Nésledné byl rmut vracen k
odpocivajicimu dilu.

Teplota dila stoupla na 63°C, nasledovala prodleva 15 min a poté odebrani 1/3 dila -
druhy rmut.

Druhy rmut byl ohtat na teplotu 73°C s prodlevou 15 min a poté povaien po dobu 15
minut. Nasledn¢ byl rmut vracen k odpocivajicimu dilu.

Teplota dila stoupla na 73°C a byla zatazena prodleva 15 minut. Poté bylo dilo ohfato

na odrmutovaci teplotu 78°C a ptecerpano do scezovaci kadé.
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Graf 2 Prubéeh postupu B s vyznacenym odbérem vzorkd.

4.2.2 Vyslazovani

Vyslazovani probihalo opét stejné pro oba postupy a to vodou o teploté 78°C na objem
201 pro kazdou jednotlivou varku. Na konci vyslazovani byla kazda sladina zméfena

hustomérem.
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4.2.3 Chmelovar a chlazeni

Chmelovar byl 90ti minutovy, s pfidanim chmele v 90., 60. a 30. minuté v potadi
Premiant, ZPC, ZPC. Nasledovalo zchlazeni na zakvasnou teplotu (12°C) pomoci deskového

chladice a pfecerpani do spilky.

4.2.4 KvaSeni, staceni a lezeni

Kvaseni probihalo v oteviené kvasné kadi, deka byla pravidelné sbirdna. Hlavni
kvaseni trvalo 5 dni, poté byl tank zahrazen po dobu dvou dni a nasledovalo stoceni do 11
plastovych lahvi. VétSina kvasnic sedimentovala a nebyla stocena. Lahve byly ulozeny do

lezackého sklepa s teplotou 2°C po dobu tii tydnt.

4.3 Analytické hodnoceni obsahu latek

Pii analyze byl zjiStovan obsah sacharidi vztazenych na maltozu a spektra
aromatickym a alifatickych aminokyselin.

Pro analytické hodnoceni vzorku byla zvolena spektroskopickd metoda nukledrni
magnetické rezonance (NMR).

"H NMR spektra byla ziskana na systému TopSpin s Bruker Avance III HDX 500MHz
NMR Spectrometer vybaveného sondou SmartProbe za pouziti moédu WATERSUPP pfi
teploté 25°C.

Sledované latky byly identifikovany pomoci knihovny spekter ptedeSlych testd
jednotlivych sacharidii, aminokyselin a organickych kyselin na tomto pfistroji dle odborné

literatury.

4.3.1 Odbér a priprava vzorki

Odbér vzorkt byl proveden dle grafu €. 1 a 2. Celkem bylo odebrano 60 vzorki sladin.
Vzorky byly odebrany do 10ml plastovych zkumavek a ihned poté zamrazeny a
transportovany do laboratote. Vzorky byly postupné rozmrazovany a pfipravovany k analyze.
Nejdiive byly homogenizovany za pomoci tiepacky, poté bylo odpipetovano 2 ml suspenze do
2 ml kyvet a centrifugovdno 5 minut pfi 5000 rpm. Supernatant byl zfiltrovan pomoci
jednorazového sttikackového filtru. 400 ml filtratu bylo odpipetovano do Smm NMR kyvety a
pfidano 400 ml D,O s 0,01% TSP.
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Odbér a ptiprava vzorkl piv probihal obdobné¢ jako u sladiny, kromé mrazeni. Vzorky
piva vSak bylo nutné nejdiive odplynit pomoci sonifikace. Odbér byl proveden z lahvového
piva, aby bylo dosazeno co nejvétsi podobnosti.

Vzorky piv byly vybrany tak, aby se svym stylem i vstupnimi surovinami co nejvice
podobaly naSim vzorkiim. Bylo vybrano pét lezdka z produkce ¢eskych mini pivovart, tii
lezaky z Ceskych primyslovych pivovarti a pro odliSeni tfi vzorky piv typu Ale také z Ceské

produkce.

4.4 Senzoricka analyza

Pti senzorické analyze byly hodnoceny 2 vzorky ndmi vyrobeného piva postupem A a
postupem B (vySe popsano).

Vzorky jsme testovali pomoci trojuhelnikové metody. Tento diskriminacni test se
pouziva v pivovarnictvi k urceni existence rozdilu u podobnych vzorkli bez zaméteni na
konkrétni odlisnosti (Masuoka a kol., 1995).

Panelu hodnotitell bylo piedkladano nami vyrobené pivo v identické formé. Jako
chutovy neutralizator bylo pouzito bilé pecivo a ¢ista voda. Hodnotitelé méli urcit, ktery ze tii
vzorkll je odlisSny. Vzorky byly oznaCeny tifimistnymi kody a najednou piedlozeny
hodnotitelim k ochutnavani zleva doprava. Panel byl slozen z 35 Skolenych hodnotitelti, 20
zen a 15 muza. VSichni byli pfed provedenim senzorického hodnoceni seznameni s pritb¢hem

analyzy, metodou hodnocenti i s konkrétnimi vzorky.

4.5 Vypoclty a zpracovani dat

NMR spektra byla zpracovana pomoci programu MestReNova. Bylo vyuzito metod
integrace identifikovanych signali a analyzy hlavnich komponent (Principal Component
Analysis — PCA).

Dle Duarte a kol. (2002) byly potlaceny dva signaly etanolu (1.18 a 3.65 ppm), aby
byl eliminovan rozdilny obsah alkoholu u vzorkl piv. Potla¢eni bylo provedeno automaticky
v programu MestReNova. Dalsi silny signal vody, ktery se nachazel na 4.86 ppm byl potlacen
pomoci zvoleného méddu analyzy.

Oblast 3.2 — 5.5 ppm ukazuje silné signaly sacharidi — cukri, dextrinii. V oblasti 0.5 —
3.2 ppm nazvané také jako alifatickd miZzeme vidét slabsi signaly aminokyselin, organickych
slouc¢enin, mastnych kyselin a vysSich alkohol. Aromaticka oblast 6.5 — 9 ppm obsahuje
slabé signaly vysokomolekularnich latek s aromatickym cyklem - aminokyselin, nukleosidd,

aromatickych alkoholil a fenolickych slou¢enin. (Nord a kol., 2004).
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5 Vysledky

5.1 Meéreni hustomérem

Postup A Postup B
1. 1050 1049
2. 1051 1049
3. 1050 1050
Prumér 1050,33 1049,33

Tabulka 1 Hustota vyslednych sladin v kg/m3

Méfeni hustomérem nevykazovala statisticky vyznamny rozdil (p > 0,05).

5.2 Analyza vzorki sladin

Ve vzorcich sladin bylo zjistovano relativni mnozstvi maltézy a souctu vybranych
aminokyselin (alanin, valin, leucin, prolin, tyrosin, threonin, fenylalanin) pomoci integrace
odpovidajicich signdli na NMR spektru. Vysledky z kazdé jednotlivé varky byly
zprumérovany, piifazeny k odpovidajicimu postupu a zaneseny do grafii pro srovnani vyvoje
latek.

Integrace a PCA analyzy byly provedeny v programu MestReNova, statistické

vyhodnoceni v programu Statistica.
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Maltoza

Maltoza/Dextriny
Fenylalanin Tyrosin
|h | .
. ,..,....«ul-....-..l"_,,m.\. e £ \,_.J».-..v-....d'w.-uau‘v
Maltoza/Glukoza Maltoza/Glukoza
I Threonin
J l Prolin  Alanin Valin
I N I D Y U Ak |
QS éD ;5 AD &5 AD Sb 43 4b 3E 35 55 25 15 15 Dg
f1 (ppm)

Obriazek 1 Modelové NMR spektrum sladiny s vyfezem aromatické oblasti a vyznacenymi signaly

Latka Oblast (ppm)
Maltoza 5.435-5.405
Alanin 1.493 — 1.462
e
Leucin 0.974 — 0.946
Prolin 2.091 - 1.978
Threonin 1.344 — 1.320
Tyrosin 6.921 — 6.875
7.209 —7.181
Fenylalanin 7.343 =7.322
7.449 —7.36

Tabulka 2 Sledované latky a oblasti jejich integraci
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B Postup A B Postup B
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D1 45°C D2 55°C D3 65°C D4 65°C D575°C D6 - vyslazeni

Teplota (°C) s kody vzorkd

Graf 1 Vyvoj relativniho mnozstvi maltozy v dilech postupl A a B na klicovych teplotach

U obou postupti je vyvoj mnozstvi maltézy velmi podobny (Graf 1). Ke statisticky
vyznamné odchylce (p < 0,05) doslo po pfidani rmutu R do dila u postupu A (D5 75°C).

Nejpodstatnéj$iho nartistu dosahla maltéza pii pfechodu z teploty peptonizacni (D2
55°C) na niz8i cukrotvornou teplotu (D3 65°C), kde piisobi beta-amyldza, jejimZ hlavnim
produktem je pravé maltéza. Nariast ¢ini 67% z maximalniho obsahu a dosahuje hodnoty 85%
z maximalniho obsahu. Nardst mezi ostatnimi teplotami ¢ini v priméru 8%.

Ptidani prvniho rmutu 1R do dila u postupu B na nizsi cukrotvorné teploté (D3 65°C)
nevedlo k vyznamnému nartistu obsahu maltézy v porovnani s postupem A.

Tyto rozdily se vSak znacné vyrovnaly po scezeni a vyslazeni (D6). Rozdil v
absolutnim obsahu maltézy po vyslazeni (D6) byl vys$si u postupu A, ¢emuz odpovidaji i

méteni hustomérem, avSak nebyl statisticky vyznamny.
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B Postup A B Postup B

450 000
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Teplota (°C) s kody vzorkd

Graf 2 Vyvoj relativniho mnozstvi aminokyselin v dilech na kli¢ovych teplotach

Vyvoj relativntho mnozstvi si byl u vSech aminokyselin velice podobny, liSilo se
pouze celkové mnozstvi kazdé z nich, proto je tento graf dostatecné reprezentativni (Graf 2).

U postupu B dochazi ke statisticky vyznamnému nartstu aminokyselin (p < 0,05) od
peptonizacni teploty (D2 55°C) oproti postupu A. Dilo postupu B odpocivé na této teploté o
60 minut déle a do sladiny se uvolni o 10% vice aminokyselin nez u postupu A. Tento rozdil
je statisticky vyznamny az do odrmutovani (D5 75°C).

K nejvySSimu nartstu dochdzi jiz pii vystfeni (D1 45°C) a to o 38% z maximalniho
obsahu. Postup B poté dosahuje ptiriistku 34% po piechodu na nizsi cukrotvornou teplotu (D3
65°C), postup A v tomto ptipadé zaostava o zminénych 10%.

Nicméné po scezeni a vyslazeni (D6) opét doslo k vyrovnani obsahti u jednotlivych
postupll. Podobné jako u maltézy byl 1 zde rozdil v absolutnich hodnotach ve prospéch

postupu A, avSak opét statisticky nevyznamny. Nejvetsi odchylku zaznamenal obsah prolinu.
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D3 az D6 - 65-78°C

pC1

Bodovy diagram 1 — PCA - Dila oblast 10 — 0.5 ppm (celkové spektrum)

PCA analyza celkového NMR spektra dél ukazala jasné rozdéleni po ohfati na nizsi
cukrotvornou teplotu (D3 az D6 — 65-78°C), to bylo zplsobeno piedevsim naristem obsahu
sacharidii. Relativni rozdilnost D1 a D2 byla zplisobena slabymi signaly v oblasti sacharidi.
Doslo také ke znacnému seskupeni vétSiny vzorkti D3 az D6, oblast sacharidi byla proto

podrobena dals$i PCA analyze.

D3 az D6 - 65-78°C

.6
246 -12.3 0.0 12.3 246
PC1

Bodovy diagram 2 — PCA - Dila oblast 5.5 — 3.5 ppm (oblast sacharidt)
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PCA Bodovy diagram 2 ukazuje rozdéleni v oblasti sacharidi. Doslo ke stejnému jevu
jako v pfipad¢ predchoziho bodového diagramu. Vzorky dél D3 — D6 se vSak v této oblasti
vice rozdélili. Vzorky DS se umistili v izolované oblasti v kladné ¢asti PC2 a také nejdale od
sebe, to ukazuje na jejich relativni odliSnost v obsahu sacharidd, kterou jsme mohli vidét na
Grafu 1, kde obsah maltézy dosahl staticky vyznamné odchylky. Naopak vzorky D6 se

umistili na opacné strané s relativné malym rozestupem, coz zna¢i malou rozdilnost.

M PostupA-R [l Postup B - R1 M PostupA-R [l Postup B - R1
M Postup B - R2 M Postup B - R2
2 800 000 450 000
2 450 000
375 000
2 100 000 <
> E
‘5 <z 300 000
© 1750000 ]
c =
= IS
2 1400000 ‘S 225000
= &
; S
'(:; 1 050 000 =
o £ 150 000
©
700 000 e
75 000
350 000
0 0
65°C RO 75°C R1 100°C R2 65°C RO 75°C R1 100°C R2
Teplota (°C) s kdédy vzorkl Teplota (°C) s kdédy vzorkl

Graf 3 a 4 Vyvoj relativniho mnozstvi maltdézy a aminokyselin u rmutti na klicovych teplotach

Pozn.: Pro rmuty R a R2 byly pouzity vzorky D3 jako referen¢ni namisto RO.

Analyza rmutli uk4zala jasny narast obsahu maltézy u rmutu R oproti rmutim 1R a 2R
(Graf 3). Tento ukaz vysvétluje statisticky vyznamny rozdil v obsahu maltézy u dé€l po pridani
rmutu R k dilu postupu A (Graf 1). U vSech rmutti doslo po povateni (100°C R2) k poklesu
obsahu maltdzy.

Relativni obsah aminokyselin rostl na vSech teplotach (Graf 4). Statisticky vyznamny
rozdil zaznamenal rmut 2R na prvnich dvou teplotach (65°C R0 a 75°C R1).

PCA analyza rmuti nevedla k jejich jednoznaénému rozdéleni (napf. rmuty po

povareni) a to ani v piipadé rmutu R. To ukazuje na jejich relativni shodnost.
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Graf 5 Vyvoj relativniho obsahu maltdzy obou postupiti v ¢ase
—0— Postup A —i— Postup B
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Graf 6 Vyvoj relativniho obsahu aminokyselin obou postupt v ¢ase
Grafy 5 a 6 byly vytvoreny pro lepsi orientaci ve sledovanych procesech. Obsahuji

udaje z predeslych grafii zobrazené v Case, tim bohuzel dochazi k nutnému prekryti.
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5.3 Analyza piva
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Obrazek 2 Modelové NMR spektrum piva s vyznacenymi signaly a vysekem aromatické oblasti

w

Reprezentativni '"H NMR spektrum piva mizeme vidét na obrazku 2, nejsilngjsi
signaly se nachdzeji na 1.18 a 3.65 ppm patfici etanolu byly pro analyzu potlaceny.

Vsechna spektra byla normalizovana dle referen¢niho signalu na 0.0 ppm (TSP).
Z4dné ze spekter nevykazovalo posun signald.

Spektra byla rozdélena podle piivodu vzorkl. Oranzové nalezi minipivovarim, zelené
primyslovym pivovarim a modré nélezi pivim typu Ale. V kazdém diagramu je toto

rozdéleni znazornéno.

43



Pc2

AlS S,

0.90 /
Prumyslové

-181
4.2 21 0.0 24 42

PC1

Bodovy diagram 3 — PCA Piva oblast 9 — 0.5 ppm (celkové spektrum)

PCA analyza celkového NMR spektra vzorkli piv vedla k rozdéleni vzorkl z
minipivovarti a pramyslové produkce, ke které se pfipojily i1 piva typu Ale. Nejvétsi vliv na

rozdéleni méla oblast silnych signalt sacharidii (5.5 — 3.2 ppm).

Prdmyslové

PC1

Bodovy diagram 4 — PCA Piva oblast 3.5 — 0.5 ppm (alifaticka oblast)

PCA analyza alifatické oblasti nevedla k vyznamnému rozdéleni. VétSina vzorka se
seskupila kolem stiedu diagramu s rozdélenim dle PC2 s odchylkou jednoho vzorku z

minipivovaru.
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78 Pramyslové

Ale

Pc2

308 -15.4 0.0 15.4 30.8
PC1

Bodovy diagram 5 — PCA Piva oblast 9 — 6.5 ppm (aromaticka oblast)

PCA analyza aromatické oblasti vedla k oddéleni primyslovych piv a piv z
minipivovarii. Vzorky piva typu Ale vykazovaly nejvétsi odlisnost, presto se jeden z téchto
vzorkil ptipojil do oblasti minipivovard. Poloha skupin piv z primyslovych pivovara a piv

typu Ale je protilehla.

Pc2

Prdmyslové

-12.2
213 -10.6 0.0 10.6 213
PC1

Bodovy diagram 6 — PCA Piva oblast 9 — 8.1 ppm (Cast aromatické oblasti)

PCA analyza ¢ésti aromatické oblasti vedla k jasnému odd¢leni jednotlivych skupin,
nejvetsi odchylky dosahla piva typu Ale. V této oblasti vykazuji NMR spektra viditelné

nejvetsi rozdilnost, bohuzel sila signalt je velmi mala.

45



Plzerisky slad
Pale Ale slad

PC1

Bodovy diagram 7 — PCA Piva oblast 7.6 — 6.7 ppm (Cast aromatické oblasti)

Bodovy diagram 6 ukazuje rozdé¢leni piv podle druhu sladu. Rozd¢€leni v ose PC2 je

minimalni oproti rozdéleni v ose PC1.

5.4 Senzoricka analyza

Dle Xu a kol. (2014) je pro vyhodnoceni nutné stanovit hypotézy:
HO: Mezi vzorky neni statisticky vyznamny rozdil
H1: Mezi vzorky je statisticky vyznamny rozdil

Na hladin¢ vyznamnosti 0,05

Z poctu 35 odpovédi bylo 8 spravnych, tedy 8 hodnotitelti urcilo odlisny vzorek. Mezi
vzorky tedy neni statisticky vyznamny rozdil (p > 0,05).
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6 Diskuse

Cilem této diplomové prace bylo najit rozdil mezi jedno (postup A) a dvourmutovym
(postup B) dekok¢énim postupem pii vyrobé piva. Z historického hlediska je postup B v
Cechach tradi¢nim pro vyrobu piva plzeiiského typu a to z diivodu nizké enzymatické aktivity
ceského sladu. Tento postup je vSak Casto nahrazovan postupem A podobné jako postup B
nahradil dfive pouzivany tfirmutovy postup (Basafova a kol., 2010) a to z divodu jeho

ekonomické naroc¢nosti a relativné malému dopadu na kvalitu piva (Montanari a kol., 2004).

Dle Enge a kol. (2005) jsou informace v literatufe o rozdilech mezi jednotlivymi
dekokénimi postupy a infuzi nedostate¢né. Vyzkumi zamétfenych na tuto problematiku je
malé mnozstvi. Zahrani¢ni piva jsou vyrabéna z 1épe rozlusténych sladli predev§im infuznim
postupem, u kterého nedochazi k odebrani a povareni ¢asti dila - rmutu. Dekokéni rmutovani

je vSak charakteristické pro chut’ a kvalitu ¢eského piva.

Rozdil byl hledan pfimo v pribéhu kazdého z postupii analyzou vzorkt sladin a také
ve vysledném pivu pomoci srovnani s péti velmi podobnymi vzorky z produkce ceskych
minipivovart a tfi vzork obdobnych piv z ¢eskych primyslovych pivovarii (lezék - dekokéni
postup, spodni kvaSeni). Byly vybrany také tfi vzorky piva typu Ale z ceské produkce pro

odliseni od ostatnich vzork (infuzni postup, svrchni kvaseni).

K analyze byla vyuzita moderni technologie nuklearni magnetické rezonance (NMR).
Dle Lachenmeier a kol. (2005) dochézi u vzorki piv analyzovanych NMR k ptekryvu signali,
ktery v nékterych piipadech neni mozné eliminovat ani za pomoci 2-D NMR analyz. I piesto,
ze jsou piva organolepticky vyznamné odli$nd, neni zadnéa jednotliva latka, které by bylo
mozné tyto atributy pfifadit. Pfi srovnani 1-D NMR spekter je mozné vzorky odlisit a
kvantifikovat hlavni latky. Prekryti signalt vS§ak znemoziiuje Uplnou interpretaci vSech latek.
Vlastnosti piv jako naptiklad rozdilny typ, proces vyroby nebo plivod surovin jsou ukryty v
komplexité spekter. Rozkryti je mozné pomoci multivariacni statistické metody PCA. Tento
piistup se ukazal byt pfinosny i v dalSich odvétvich, jako naptiklad pii vyrobé jable¢nych
Stav, vina a dalSich produktti (Mannina a kol., 2012). Dle Duarte a kol. (2002) je odliseni piv
a jejich vlastnosti na zakladé PCA analyzy spekter z NMR mozné. Nejnové§jsi studie také
dokazuji, Ze je mozné pomoci této metody rozeznat mezi nealkoholickymi a alkoholickymi
pivy, pivnimi styly, druhy pouZitého sladu na vyrobu, lokalitou pivovaru, znackou piva nebo
zmapovat metabolické procesy odehravajici se pti kvaSeni (Spevacek a kol., 2016), coz se

castecné prokazalo i v naSem piipade.
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Dle Nord a kol. (2004) a na zaklad€ vlastni knihovny spekter byly pro analyzu sladin
vybrany signdly pro maltézu a souboru aminokyselin, provedena jejich integrace,
prumérovani a zaneseni do grafii. Protoze se vétSina sacharidii obsazenych ve vzorcich
(zkvasitelné cukry a dextriny) skladaji z monomerti glukdzy, je rozliSeni mezi nimi extrémné
narocné kvili prekryvu signalt. Signal v oblasti 5.4 ppm lze pfisoudit pfedev§im maltdze, ale
podili se na ném 1 dextriny (Duarte a kol., 2002). Vzorky pro NMR analyzu byly pfipraveny
dle Duarte a kol. (2002), stejn¢ jako nutné upravy vyslednych NMR spekter. Potlaceny byly
silné signaly vody (4.7 ppm) a etanolu (3.66 a 1.18) k eliminaci vlivu rGzného obsahu
alkoholu u vzorkl a ke zptesnéni senzitivity PCA analyz. Zbylé spektrum je mozné rozdélit
do tfech oblasti podle obsahu latek a sily signalii - oblast sacharidi (6 - 3 ppm), alifaticka
oblast (3 - 0 ppm) a aromaticka oblast (6 - 10 ppm). S t€mito postupy se shoduji i studie od
Lachenmeier a kol. (2005) a Nord a kol. (2004).

Pocatecni méteni hustomérem ukdzala, Ze rozdil v dopadu na celkovy obsah sacharida
u obou postupl je statisticky nevyznamny. Je vSak podstatné poznamenat, ze z hlediska
rozdilu absolutniho obsahu sacharidi vykazuje postup A vyssi hodnoty, coz pfi vyrob¢ tisict
az miliént hektolitrii piva ro¢né hraje velmi vyznamnou roli. K podobnému zavéru dospéli i

Montanari a kol. (2004).

Slack a kol. (1980) uvadi, ze pii rmutovani jsou klicové teploty nad 60°C, protoze
dochazi k mazovaténi Skrobu, tedy k rozruseni jeho mezimolekularnich vazeb, které umozni
jeho enzymaticky rozklad. To potvrzuji vysledky sledovaného obsahu maltézy ve sladinach
(Graf 1), kde pti pfechodu z peptonizacni teploty (D2 55°C) na niz8i cukrotvornou teplotu
(D3 65°C) doslo k nejvetsimu nartistu obsahu maltéozy o 67% z maximalniho obsahu. Nartst
v ramci ostatnich teplot dosahoval v priméru pouhych 8%. PCA analyza celkového spektra
dél potvrdila tyto vysledky (Bodovy diagram 1), doslo k rozdéleni na skupiny podle teplot
45°C (D1), 55°C (D2) a 65-78°C (D3-D6). Skupina 65-78°C dosahovala nejmensi relativni

rozdilnosti mezi vzorky.

Statisticky vyznamného nérlGstu obsahu maltdézy zaznamenal postup A pouze na
odrmutovaci teploté (Graf 1 — D5 75°C). To bylo zplisobeno vyznamnym nartistem obsahu
maltéozy u jeho rmutu R (Graf 3). Dle Evans a kol. (2003) je to zpisobeno zvolenim
optimalnich casii na teplotach 65°C a 75°C, ktery vede k optimalni aktivit¢ alfa- a beta-

amylazy.
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Obsah aminokyselin zaznamenal nejvétsi nartist pti vystieni (D1 45°C) o 38% z
maximalniho obsahu (Graf 2). Dalsi velky nartist o 25 - 35% nastal po odpocinku dél na
peptonizacni teploté (D2 55°C). Postup B zde zacal vykazovat statisticky vyznamny pfirtstek,
rozdil ¢inil 10% a to az do odrmutovani. Dle Enge a kol. (2005) je to dano dlouhou prodlevou

postupu B na peptonizacni teploté.

Podle Briggs a kol. (2004) dochazi pti povareni rmutti k Maillardovym reakcim, coz
jsou reakce mezi sacharidy a bilkovinami, které¢ vedou ke vzniku melanoidinti. Melanoidiny
jsou povazovany za vyznamné latky z hlediska dopadu na chut i barvu piva. Vznik
melanoidintl je dulezity pravé pro rmutovani dekokénim postupem, protoze u infuzniho
postupu nedochézi k varu. Vsechny rmuty vykazovaly pokles v obsahu maltézy po jejich
povateni (Graf 3 — 100°C R2). V nasem pfipad¢ se melanoidiny nepodafilo pomoci NMR
identifikovat a ani PCA analyzy rmutl nevedly k rozdéleni (napt. rmuty podle teploty), z toho
vyplyvd, Ze melanoidiny nemaji vyznamny vliv na obsah latek, resp. se vyskytuji v
minimalnim mnozstvi.

Z celkového zhodnoceni vysledkii z oblasti analyzy sladin vyplyva, Zze jsou si oba
postupy velmi podobné a vedou k t€éméf totoznym vyslednym sladindm a to i pfes nékteré
odchylky pii1 pribéhu rmutovani. Postup A se ukazuje byt piiznivéjsi pro funkci alfa- a beta-
amylazy a vykazuje tak vyssi hodnoty ptirastku maltézy - rmut R se v této oblasti zda byt
klicovym. Postup B naopak diky del$imu setrvéani dila na peptonizacni teploté vedl k uvolnéni
vys$§iho mnozstvi aminokyselin ze sladu - rmuty 1R a 2R nevykazovaly tak vyznamny narast
obsahu maltézy jako rmut R. Je zajimavé, Ze po scezeni a vyslazeni dochazi témét ke
srovnani hodnot obsahu maltézy 1 aminokyselin. To koresponduje s vysledky z meéfeni
hustomérem. Briggs a kol. (2004) uvadi, ze pti tidké vystirce (31 vody a vice/lkg sladu)
dochazi k uvolnéni naprosté vétsiny latek ze sladového Srotu. Toto tvrzeni nase studie vyvraci
- vyvoj obsahu maltozy (Graf 1) 1 PCA analyza oblasti sacharidii (Bodovy diagram 2), kde se
vzorky D6 u obou postupii sjednocuji, ukazuji, Ze sladovy Srot ukryva vyznamné mnozstvi
maltézy a aminokyselin k jejichz vyplaveni dochdzi vyslazenim a to i pfes zvoleni relativné
ridké vystirky. Ukazuje se, Ze zvoleni spravného pomeéru vystiraci a vyslazovaci vody je

klicové k dosazeni optimalnich vysledkii.

PCA analyza celkového spektra piv (Bodovy diagram 3) ukdzala zajimavy vysledek.
K rozdéleni dosSlo mezi pivy z minipivovari a pramyslové produkce, ke které se ptiradila i

piva typu Ale. Analyza Lachenmeier a kol. (2005) této oblasti ukazala rozdéleni piv
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mikrobiologicky kontaminovanych s vys$§im obsahem kyseliny mlé¢né. Po bliz§Sim
prozkoumani spekter naSich vzorkli nebyl zaznamenan vysoky obsah této kyseliny u Zadného
z nich. Rozd¢leni na zédkladé mikrobiologické kontaminace bylo vylouceno. Lze se domnivat,
ze spojitost vzorka Ale a primyslovych mize byt na zdkladé jejich rmutovaciho postupu,
¢emuz odpovidaji silné signdly na NMR spektru v oblasti sacharidd, které mély nejvetsi vliv
na rozdéleni v Bodovém diagramu 3. Dle Carrol a kol. (2000) se primyslové pivovary snazi
dosahnout co nejvyssi ekonomické efektivnosti vSech procesi. Vyrobni proces Vv
pramyslovych pivovarech je vysoce optimalizovany, tedy miize dochazet i k vyznamnému
zkraceni postupu A az na troven blizici se infuznimu postupu. Nase analyza sladin ukazala
(Graf 1), ze postup A vykazuje vysSi absolutni vytéznost cukernych latek, které jsou pro
velkovyrobu klicové,  Rozdélenim vzorkii piva pomoci PCA analyza na zdklad¢
infuzniho/dekokéniho rmutovani se prozatim nezabyvala zZadna studie. Presto dle Spevacek a
kol. (2016) mlize mit pouziti riiznych kment kvasinek za nasledek rtizny zlstatek zbytkovych
sacharidii a alifatickych aminokyselin v pivu, kvili jejich odliSnému metabolismu. Nord a
kol. (2004) uvadi, ze profil aminokyselin je obrazem slozeni sladiny v kombinaci s
metabolismem kvasnic. Nase PCA analyza v alifatické oblasti (Bodovy diagram 4) nevedla k

vyznamnému odliseni zadné ze skupin.

Duarte a kol. (2002) byli schopni rozlisit vzorky piv na zakladé jejich typu - Ale a
Lager. K rozdéleni dospéli PCA analyzou aromatické oblasti a to kvili predpokladanému
obsahu polyfenolll a aromatickych latek. NaSe PCA analyza v této oblasti (Bodovy diagram 5)
ukazala opét oddéleni vzorkli z minipivovart a primyslové produkce. Nejvétsi rozdily vSak
vykazovaly vzorky typu Ale. Dle Briggs a kol. (2004) to mize byt zplisobeno pouzitou
odridou chmele nebo celkovym mnozstvim pouzitého chmele. Piva typu Ale jsou zpravidla
velmi hotka a pouzivaji i dvojnadsobné mnozstvi chmele. Tomu nasvédcuje i protilehld poloha
skupin vzorkti z primyslovych pivovari a vzorkii typu Ale. Pfi naSich pozorovanich
dosahovaly vzorky viditelné nejvétsich rozdili v signalech v ¢asti aromatické oblasti 9-8.1
ppm, PCA analyza (Bodovy diagram 6) ukdzala jasné rozdéleni jednotlivych skupin. Skupina
vzorkil typu Ale opét vykazovala nejvétsi odliSeni a vzéjemnou rozdilnost. Naopak vzorky z
minipivovarti a pramyslové se seskupily do svych oblasti, vykazovaly mensi vzijemnou

rozdilnost.

V zadné z naSich PCA analyz nedochdzelo k vyznamnému rozdéleni ndmi uvarenych

vzorkll piv ani k seskupovani vzorkti kolem jednoho z nich. Naopak rozdéleni v ramci
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izolovanych oblasti minipivovari bylo ndhodné. To svéd¢i o malém vlivu rozdilnych

vyrobnich postupti.

Jasn¢ nejvetsi odliSnost vykazoval jeden vzorek piva typu Ale, u kterého bylo jisté, ze
je vyroben z anglického sladu a chmele infuznim postupem a je svrchné kvaSeny (odliSoval se
ve vSech PCA analyzach a vzdy obsazoval krajni hodnoty). To potvrdilo odd¢leni tohoto
vzorku od vSech ostatnich v Bodovém diagramu 7 - Lachenmeier a kol. (2005) v této oblasti
odd¢lili vzorky na zakladé typu sladu. Z toho vyplyva, ze nejvetsi dopad na rozdilnost NMR
spekter maji vstupni suroviny. PCA analyzou lze vzorky rozdé€lit i na zaklad¢ dalSich
vlastnosti (styl — Ale, Lager, pivod - minipivovar, primyslovy pivovar), tyto rozdily jsou
vSak mensi nez dopad vstupnich surovin. I v pfipadé studie od Lachenmeier a kol. (2005)
doslo v PCA analyze pro rozlisSeni piv typu Ale a Lager k ptekryvu vzorkli v jednom ze
segmenti jejich bodového diagramu. Na zéklad€ naSich poznatkidl se lze domnivat, Ze jsou

tyto piekryvy zplisobeny pouzitim totoznych vstupnich surovin.

Dle Enge a kol. (2005) je pii rozdilnych rmutovacich postupech mozné dosahnout
podobnych analytickych vysledkt, vysledné ptisobeni jednotlivych slozek piva vSak zasadné
ovlivni vysledek pii degustaci. Senzorickym hodnocenim dosli k zavéru, ze zvoleny
rmutovaci postup mize vyznamné ovlivnit vlastnosti hotového piva. Pii detailnim pohledu na
jejich vysledky je vSak patrné, ze mezi postupem A a B nebyly fatlni rozdily v zékladnich
senzorickych vlastnostech (tiz, hotkost, sladova a chmelové chut’ a viin€) ani v cizich viinich
a chutich piva. A to ani pfesto, Ze byl postup A zkracen. V nékterych piipadech postup A
piedcil postup B. K tomuto zavéru dosli predevsim na zakladé rozdilu v pitelnosti piva, ktery
byl ve prospéch postupu B. Dle Cejka a kol. (2011) je pitelnost komplexni vlastnosti piva,
kterd zahrnuje mnoho faktori — od senzorickych pifes vnéjSich a kognitivnich az po
fyziologické. Mattos a kol. (2005) uvadi, zZe jednotna definice pitelnosti piva nebyla dosud ani
formulovéna, ani pfijata. NaSe trojihelnikovd senzorickd analyza nevykazala rozdil mezi
nami uvafenymi pivy ani preferenci jednoho z nich. Zadny vyznamny rozdil v senzorické
kvalité piva nebyl nalezen. Ohledné pitelnosti piv vyrobenych postupy A nebo B je zapotiebi

dalSich analyz.
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Zvolenou metodikou nebylo mozné najit vyznamny rozdil mezi postupem A a
postupem B. To potvrdila i senzoricka analyza vzorka. Pokud existuji rozdily mezi postupy,
nachazi se pravdépodobné ve stopovych latkéach, které nebylo mozné detekovat pomoci NMR

nebo rozlisit na PCA bodovych diagramech.

NMR analyzou bylo zjisténo, ze nejvétsi dopad na slozeni sladiny a piva maji
suroviny, ze kterych jsou vyrobeny. Rozdilny dekokéni rmutovaci postup nema fatalni dopad
na sloZeni sladin nebo piva. Oba postupy poskytly téméf totozné sladiny a to i1 presto, Ze pii
pribéhu rmutovani dochéazelo k odchylkdm. Tyto odchylky se znacné vyrovnaly po scezeni a
vyslazeni.

Podaftilo se oddélit piva vyrobena v minipivovarech a v pramyslovych pivovarech.
Toto rozdéleni nebylo mozné uspokojivé vysvétlit predevsim kviili absenci obdobnych studii

na toto téma. K rozdéleni na zékladé poznatkt z literatury doSlo mezi pivy typu Lager a Ale v

aromatické oblasti spekter.

Postup A vykazoval vyS$i hodnoty celkového obsahu maltozy, které byly sice
statisticky nevyznamné, piesto mohou byt velmi dulezité pro vyrobu piva v primyslovych
pivovarech nebo minipivovarech s vét§im vystavem. Tento postup se jevi jako optimalné;si

pro pusobeni amylolytickych enzymt.

Lze tedy tvrdit, Ze dopad na vyslednou kvalitu piva je minimalni. Postupy nevykazaly

kvalitativni benefity v zddné ze zkoumanych oblasti.

K potvrzeni tohoto vysledku je zapotiebi dalSich analyz.
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