Ceska zemédélska
univerzita v Praze

Fakulta agrobiologie, potravinovych a prirodnich zdroju

Katedra technologickych zarizeni staveb

Moderni laboratorni metody pri vyrobé piva
Bakalarska prace

Anezka Prokopiusova

Vyziva a potraviny

Vedouci prace: doc. Ing. Ladislav Chladek, CSc

© 2022






r

Cestné prohlaseni

Prohlasuji, Ze svou bakalarskou praci "Moderni laboratorni metody pfi vyrobé piva"
jsem vypracovala samostatn¢ pod vedenim vedouciho bakalaiské prace a s pouzitim odborné
literatury a dalSich informacnich zdroju, které jsou citovany v praci a uvedeny v seznamu
literatury na konci prace. Jako autorka uvedené bakalarské prace dale prohlasuji, ze jsem v

souvislosti s jejim vytvotfenim neporusila autorska prava tietich osob.

V Praze dne 21.4.2022




Podékovani

Rada bych touto cestou podékovala panu doc. Ing. Ladislavu Chladkovi, CSc, za
odborné a podporujici vedeni bakalarské prace. Déle bych chtéla podékovat panu Ing. Michalu
Koféanovi za ochotu a cenné rady. V neposledni fad¢ také velmi dékuji své rodiné a blizkym

pratelim za podporu.



Moderni laboratorni metody pri vyrobé piva

Souhrn

Tématem bakalaiské prace je popis laboratornich metod pouzivanych pii vstupni
kontrole surovin a pfi stanoveni kvality hotového piva. V praci je uveden postup vyroby piva
anasledné u jednotlivych surovin uvedeny jakostni parametry casto podpofené Ceskymi
normami CSN. Parametry jsou uvedeny u je¢mene a sladu, chmelu, nasadnich kvasnic, varni
vody, piva a piipadnych surogatli. Popsané laboratorni analyzy jsou standardizované dle EBC,
MEBAC ¢i ASBC. Také jsou uvedené moderni laboratorni metody u stanoveni kvality surovin,
jez se vyuzivaji nebo mizou v budoucnu nahradit stavajici metody v pivovarskych laboratotich.
U analyzy piva jsou uvedeny metody, jez jsou vyhotovovany modernimi pfistroji, které

uspokojuji souc¢asné standardy kontroly kvality.

Kli¢ova slova: analyzy, dopliiky, chmel, kvasinky, laboratof, mladina, pivo, slad, voda



Contemporary laboratory methods at brewing beer

Summary

The topic of the bachelor thesis is the description of laboratory methods used in the initial
control of raw materials and in the quality determination of finished beer. The thesis presents
the procedure of beer production and then the quality parameters for individual raw materials,
often supported by Czech CSN standards. The parameters are given for barley and malt, hops,
hatching yeast, brewing water, beer and possible surrogates. The laboratory analyses described
are standardised according to EBC, MEBAC or ASBC. Modern laboratory methods for the
determination of the quality of raw materials that are used or may in the future replace existing
methods in brewery laboratories are also presented. For the analysis of beer, methods are given

which are performed with modern instruments that satisfy current quality control standards.

Keywords: adjuncts, analysis, beer, hop, laboratory, malt, water, yeast, wort
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1 Uvod

Pivo je slabé alkoholicky napoj, vyrabény ze Ctyi zakladnich surovin, a to z vody,
chmele, sladu a kvasnic. Vlastnosti a podil zakladnich surovin ovliviuji slozeni mladiny, barvu
piva, pénivost, chut’ a koloidni stabilitu piva (Kosat et al., 2000). Varni proces piva se sklada
zZ nasledujicich kroku: Srotovani sladu, rmutovani, scezovani sladiny, vyroba mladiny, separace
horkych kalii, chlazeni mladiny, provzdusiiovani mladiny, zakvasovani mladiny, hlavni kvaSeni
a lezeni piva (Chladek, 2007). Nasleduje staceni a tepelné oSetieni piva.

Aby tento proces mohl probéhnout hladce a vysledny produkt mél dostatecnou kvalitu,
je nutné provadet analyzy nejen béhem varniho procesu, ale uz pti vybéru surovin. Tato prace
se zamétuje prave na laboratorni metody vyuzivané nejen v pivovarské praxi, kde je casto nutna
rychlost analyzy a jeji vyhodnoceni. Z tohoto diivodu jsou vyuZzivany laboratorni pfistroje, které
jsou schopny stanovit nékolik parametrii najednou z malého mnozstvi vzorku. VétSina téchto
pristroju je standardizovana podle EBC, MEBAK ¢i ASBC. Avsak technicky vyvoj pifinasi
nové ¢i upravené metody pro piesnéjsi stanoveni parametrii v pivu a surovindch, které zatim
nejsou prevedené do pivovarské praxe. Tudiz tato prace ma nabidnout soupis standardnich
I modernich metod, coz mize byt piinosné jak pro odborniky, tak i pro $ir§i vefejnost vénujici
se této problematice.

2 Cil prace

Cilem bakalarské prace byl popis laboratornich metod vyuZivanych v pivovarskych
laboratofich, zejména metody stanovujici kvalitu vstupnich surovin i hotového piva. Za ptinos
si tato prace klade soupis jakostnich parametri a jejich laboratorni stanoveni, které jsou soucasti
kontroly kvality jak u surovin, tak 1 u hotového piva.



3 Literarni reSerse

3.1 Proces vyroby piva

3.1.1 Historie a sou¢asnost vyroby piva

Pivo se fadi mezi nejoblibeng;jsi alkoholické népoje v Ceské republice hned vedle vina.
Nicméné v poslednich letech se ukazuje klesajici trend oblibenosti piva v Ceské republice,
nejveétsi podil na tom maji koronavirové restrikce, jez vyrazné ovlivnily vystav piva
(Cesky svaz pivovari a sladoven, 2021). Dle statistiky Celni spravy v roce 2021 &eské pivovary
vyprodukovaly 14 368 701,6 hektolitri piva coz je méné nez piedchozich letech. Uz v roce
2020 Klesl export oproti ptedchozimu roku o 381 tisic hektolitrGi na pét milionti hektolitrg,
nicméné import do CR vzrostl o 56 tisic hektolitrt na 492 tisic hektolitrii (Ceské noviny, 2021).

Tento alkoholicky ndpoj mé v nasich koncinach velkou tradici, jeho historie saha az do
staroveku, kdy se odhaduje pocétek vareni piva, a to v Mezopotamii ptiblizné mezi 3000-4000
let pred nasim letopoctem (Chladek, 2007). Historici se domnivaji, Ze Slované v Sestém stoleti
pfinesli chmel a jako prvni na svété vaftili pivo chmelené (Chladek, 2007).

3.1.2 Vyroba sladu

Mleti sladu neboli Srotovani se provadi za ucelem vymleti endospermu sladovych zrn
na vhodny pomér jemnych a hrubsich ¢astic, které se vyuziji pozd¢ji jako filtraéni material pii
scezovani (OlSovska et al., 2017). Mechanické rozruseni je potfebné pro zpiistupnéni
extraktivnich latek sladu a jejich rozpousténi, dale pak biologické a chemické zmény probihajici
pfi rmutovani v navazujicim procesu (Basafova et al., 2010). Sladovy Srot se smicha s varni
vodou Ve vystiraci kadi a smés se za¢ne pomalu zahfivat (rmutovat), Skrobova zrna obsazena
v rozemletém sladu zacinaji pii pomalém zahfivani bobtnat a vznikne Skrobovy maz pfi teploté
52 °C (Chladek, 2007). Pii teploté 65 °C dochazi ke ztekuceni Skrobového mazu, coz je
enzymovy déj, pfi némz se zkracuji fetézce molekul amylosy a amylopektinu az dojde
ke zcukieni, kdy jsou v roztoku piitomné §t€pné produkty Skrobu (Basafova et al., 2010).

Po ukonceni rmutovani se vznikla smés rozdéluje na dvé faze, a to fazi kapalnou tzv.
sladinu a pevnou tzv. mlato (Basafova et al., 2010). Tento proces probih4 ve dvou fazich, a to
scezovani predku a vyslazovani mlata (Kosaf et al., 2000). Provadi se ve scezovaci kadi, kde
po urcité dobé mlato sedimentuje na dno kade¢ a vytvoii vrstvu vysokou 20-30 cm, ptes kterou
protéka sladina a tim se €isti (Chladek, 2007). Prvni ¢ast sladiny je kalna, a tudiZ se ptecerpava
nazpét nad mlato do té doby, nez zakal sladiny neklesne na 40-50 jednotek EBC
(Basarova et al., 2010). Sleduje se Cirost a stupnovitost sladiny, pfi¢emz po proteCeni sladiny
je potieba vysladit mlato kvili zvySenému mnozstvi extraktu (cukru) (Chladek, 2007). Mlato
se proléva horkou vodou a stupiiovitost je méfena sacharometrem, vyslazovani se opakuje,
dokud neni stupniovitost ve vystielkach do 1 % (Chladek, 2007). Vyslazené mlato se vyuziva
ke zkrmovani hospodarskymi zvitaty, vyrobé bioplynu ¢i jako ptidavek do stavebnich materiala
(Kosaf et al., 2000).
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3.1.3 Priprava mladiny

Po scezovani nastava vateni sladiny s chmelem (chmelovar) a vznika horka mladina.
Béhem vareni sladiny se postupné pfidava chmelovy granulat, chmelové extrakty nebo
vyjimecné piirodni chmel, ktery vyzaduje dalsi zafizeni pro zpracovani chmelovych Sistic
(Chladek, 2007). Vareni sladiny s chmelem ma nékolik dalezitych cil, které jsou nezbytné pro
dalsi postup. Prvnim cilem je odpafeni ptrebytecné vody a docileni obsahu extraktu, jenz je
odpovidajici typu vyrabéného piva, také odpaieni t¢kavych latek, jako jsou chmelové silice,
dimethylsulfid a jiné (Basafova et al., 2010). Dalsim cilem je inaktivace enzymu a sterilizace
mladiny (Kosaf et al., 2000). Inaktivace vSech enzymi probiha jiz pfi zahiivani mladiny az
k varu, sterilizace mladiny se zajistuje varem, snizenym pH a aseptickym ptisobenim latek
chmele a tim umrtvuje bakterie, plisné a kvasinky pochazejici ze surovin a ptredchoziho
vylou¢eni vysokomolekularnich bilkovin a tvorba lomu (Kosat et al., 2000). Pro specifickou
vlastnost piva jako je hotkost, ma velky vyznam rozpousténi a izomerace hotkych chmelovych
latek (Basatova et al., 2010). Hotké chmelové latky jako a a B-hotké kyseliny maji rozdilnou
rozpustnost a odli$né se podileji na intenzité a charakteru piva (Basatfova et al., 2010). Nejvice
hotkost ovliviiuji a-hotké kyseliny (humulony), pfi varu mladiny ¢aste¢né izomerizuji na Iso-
a-hotké kyseliny neboli isohumulony (Kosaf et al., 2000). Pfi ukonceni chmelovaru se
kontroluje obsah extraktivnich latek v mladiné, coz musi odpovidat typu vyrabéného piva
(Olsovska et al., 2017). Chmelovar také zajistuje rozpusténi a upraveni slozek chmele
a chmelovych produkti konkrétné polyfenoly, dusikaté latky, lipidy a dusi¢nany
(Basarova et al., 2010).

Po ukonceni chmelovaru dochazi ve vifivé kadi vlivem dostiedivé sily k separaci
hotkych kalii v mlading, vylouc¢enych pti chmelovaru (Basaiova et al., 2010). Mladina obsahuje
hoiké kaly, obsahujici vysokomolekularni dusikaté latky, hoitké chmelové latky, sacharidy,
mineralni latky a tuky (Basatova et al., 2010). Za vysSich teplot se vylucuji z roztoku hrubé
kaly, jemné kaly se odlucuji ve vé&tsi mife az po ochlazeni mladiny pod 60 °C
(Basatova et al., 2010). Hotby kal musi byt z mladiny Gplné oddélen kvuli zanaSeni povrchu
kvasni¢nych bunék vlockami kalu (Kosaf et al., 2000). Hruby kal lze odstranit mnoha
zafizenimi, a to chladicimi stokami, usazovaci kadi, vifivou kadi, ¢i odstfedivkami, nebo
dekantéry (Kosart et al., 2000). Jemné kaly 1ze odstranit pomoci zakvasné kad¢, sedimentacni
kadg, vifivé kadé (v kombinaci s hrubymi kaly), filtrace studené mladiny za pomoci
naplavovacich sitovych nebo svi¢kovych filtrti (Basatova et al., 2010).

3.1.4 Chlazeni a kvaseni mladiny

Pro chlazeni mladiny na zakvasnou teplotu (6 °C) se pouzivaji dnes vylu¢né uzaviené
systémy, nicméné oteviené systémy napif. sprchovy chladi¢ je vyuzivdn uz pouze ve
vyjimecnych piipadech (Basatova et al., 2010). Chlazeni v uzavienych systémech probiha
napft. v trubkovych nebo deskovych chladicich (Basafova et al., 2010). Nacez uzaviené
systémy jsou vyhodnéjsi z hlediska mensiho rizika kontaminace. Za vystupem zchlazené
mladiny z chladice se provadi provzdusnovani pomoci svicek z keramickych nebo ocelovych
porovitych materialii nebo Venturiho trubici (Basafova et al., 2010).
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Nasledujici nedilnou soucésti pro vyrobu piva je kvasny proces rozdéleny na hlavni
kvaSeni a dokvaSovani. Pfi kvaSeni piva jde o fizenou pfeménu sacharidi na alkohol a COg,
pro vytvoreni vhodnych organoleptickych vlastnosti piva (Kosart et al., 2000). Priibéh kvaSeni
zavisi na slozeni mladiny, druhu pouzitych kvasnic, zakvasné davce, teploté kvaseni, tlaku ¢i
objemu nadob (Kosai et al., 2000). Hlavni kvaseni probiha bud’ klasickym zptsobem
v otevienych kadich umisténych v chladicich mistnostech zvané spilky, nebo v uzavienych
kvasnych nadobach ¢i cylindrokonickych tancich (CKT) (OlSovska et al., 2017). Ze spilek je
nutné odvadét vznikly CO2 aby se nehromadil a nedochazelo k otravam a zivot ohrozujicim
situacim (Basafova et al., 2010). Po napusténi provzdusnéné mladiny do otevienych nebo
uzavienych kvasnych kadi nebo CKT nasleduje proces zakvasovani, jehoz hlavni ulohou je
distribuce kvasinek do celého objemu mladiny, zaroven je potieba zvySeni obsahu
rozpusténého kysliku, aby byl nastartovan metabolismus kvasinek (Kosaf et al., 2000). Pro
vyrobu piva se cilené vyuzivaji kvasinky pfevazné druhu Sacharomyces cerevisiae, existuje
ptiblizné 1000 kment tohoto druhu v mezinarodnich sbirkach (Basafova et al., 2010). Pivovary
kvasnice ziskdvaji v suSeném 1 tekutém stavu. Kvasinky se rozdé€luji na svrchni a spodni
pivovarské kvasinky, mezi zastupce spodnich kvasinek patii S. cerevisiae (carlsbergensis),
vyuzivaji se pfi vyrob¢ lezaki plzenského typu a sedimentuji na dné kvasné nadoby (Basatova
et al., 2010). Pro vyrobu piv typu ,,Ale®, ,,porter”, se vyuZzivaji kvasinky svrchniho kvaseni S.
cerevisiae subsp. Cerevisce (Kosaf et al., 2000). Rozdil mezi spodnim a svrchnim kvasenim je
teplota a délka hlavniho kvaSeni, spodni kvaSeni probiha pii teploté 7-15 °C a trva 6-8 dni,
zatim co svrchni kvaseni probiha pti 15-16 °C, mlze vystoupat az ke 24 °C a prokvaseni
mladiny trva 48 hodin (OlSovska et al., 2017). Hlavni kvaSeni se déli na ¢tyfi stadia, pfi prvnim
stadiu zacinaji rozptylené kvasnice v mladiné proces lihového kvaseni, ktery lze poznat podle
pény na povrchu mladiny a uvoliiovani oxidu uhli¢itého (Chladek, 2007). Konec prvniho stadia
se vyznacuje houstnutim pény a soustfedéni do sttedu kvasné nadoby kvili uvolnovani oxidu
uhlicitého a stoupani po sténach kvasné nadoby (Chladek, 2007). Druhym stadiem kvaseni se
vyznacuje objevovani bilych krouzkt, trva piiblizné dva az tfi dny (Chladek, 2007). Tietim
stddiem hlavniho kvaSeni jsou vysoké hnédé krouzky, kdy se méni barva bilych krouzkii na
hnédé kvuli chmelovym a tfislovinovym latkam vynasenych oxidem uhli¢itym nad hladinu
kvasici mladiny (Chladek, 2007). Nasledné probiha aglutinace a sedimentace kvasnic, pficemz
vzniké nizka hustd deka z vyloucenych latek na povrchu mladého piva, kvasinky sedimentu;i
na dno kvasné kade¢ a probihd sbér kvasnic, po jejich vyprani a promyti studenou vodou se
mizou vyuzit k dal§imu zakvaseni (OlSovska et al., 2017). Také kvasni¢na deka se musi sebrat
z povrchu mladého piva kvuli negativnimu ovlivnéni chuti mladého i hotového piva pii jejim
propadnuti do piva (Basatfova et al., 2010).

Nasleduje pfevedeni mladého piva do lezackych tankl a takzvané dokvaSovani, pfi
kterém pivo lezi pii teploté 0-3 °C pro dosazeni chutové zralosti a syceni piva vznikajicim
oxidem uhli¢itym pfi zkvaSovanim zbylého extraktu (Olsovska et al. 2017). Timto procesem
zisk4 pivo pfirozenou koloidni stabilitu (Basatfova et al., 2010). Obvykla doba dokvaSovani
a zrani trva u deseti stupnovych vycepnich piv dvacet jedna dnil, u dvanacti stupnovych lezaka
se doba vySplha az na 70 dni (Basafova et al., 2010). U svrchné kvaSenych piv probiha
dokvaSovani za ptidavku tekutého cukru na podporu dokvasovani ¢i kuléru pro zvySeni barvy
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pfi vyrobé piva typu ,,Ale®, pivo je v S témito piidavky v kontaktu osm az patnéct dni pfi teploté
13-16 °C (Basatova et al., 2010).

3.1.5 Filtrace

Filtrace piva spociva v odd¢leni suspendovanych ¢astic v pivu od filtratu, ktery je ¢iry
(Basatrova et al., 2010). Oddélované castice obsahuji mikroorganismy jako jsou kvasinky ¢i
bakterie a zakalotvorné Castice, coz jsou bilkoviny ¢i polyfenoly, odlucujici se v roztoku
s klesajici teplotou (Basatrova et al., 2010). Zpusobu filtrace je vicero, 1ze provést sedimentaci
neboli oddé€leni pevné a kapalné faze na zaklad¢ rozdilné mérné hmotnosti, nebo pomoci
porézni filtracni prepazky, kde se zachyti pevné ¢astice (Kosart et al., 2000). Dale lze filtrovat
pfes rizné filtracni materidly, nejcastéji se v pivovarech pouziva kifemelina ¢i perlit
(Basarova et al., 2010). Kiemelina se ziskava ze schranek rozsivek, mikroskopickych rostlin
fadici se k fasam fadu Diatomaceae (Basafova et al., 2010). Dulezita vlastnost je permeabilita,
tedy pruto¢nost kiemeliny, umérna jeji jemnosti a poréznost, kdy pfi filtraci vznikne filtra¢ni
kol&¢ a pritok pfes néj umozituje zachytit jemné kalové ¢astice az do velikosti 0,1 pm (Kosaf
et al., 2000). Filtra¢ni material perlit je z hlinito-kfemicitych hornin sope¢ného puvodu, pro
pouZiti se upravuje v rotacni peci zahiatim na 800-850 °C, pfi€emz vazand voda se pteméni na
paru a v materidlu expanduje (Basarova et al., 2010). Objem se zvétsi az tiicetkrat, po rozemleti
a protidéni se ziska filtraéni material (Basafova et al., 2010). Vedle filtraénich materiald jsou
rizné druhy filtrd, dnes hojné pouzivané naplavovaci filtry, jez lze rozdé€lit na deskové,
svickové ¢i sitové filtry (Kosat et al., 2000). Pfi filtraci se ¢asto pouzivaji také piipravky pro
zajisténi koloidni trvanlivosti, srazeci stabilizatory (tanin), adsorpéni (silikagel), enzymové
(papain) ¢i antioxidacni (kyselina askorbovd) (OlSovska et al., 2017). Pti pfehnaném uziti
stabiliza¢nich prostiedkil 1ze o¢ekavat snizeni plnosti chuti piva, zhorSeni pénivosti ¢i zhorSeni
senzorické stability (OlSovska et al., 2017). Dale jsou vyvijeny a vyuzivany membranové
moduly Vv jejichz poérech se zachyti koloidni latky a nedochazi k moznému predavkovani, jako
je tomu u stabiliza¢nich prostfedki (Basatova et al., 2021). Zfiltrované pivo ptechazi do
pretlaénych tankti, které se nesmi pii preCerpani provzdusnit z divodu naruSeni koloidni
a senzorické stability (Basarova et al., 2010).

3.1.6 Pasterace a staceni

Finalnim krokem vyroby piva je stdceni do oball a expedice hotového zlatavého moku.
Znacnou roli ve vybéru obalt hraji kulturni zvyklosti, tradice ¢i vyvoj trhu. Historicky se
vyuzival pro staceni hotového piva dievény sud, dnes se vyuZzivaji nerezové sudy pro piimé
spotiebitele a pro vy€epy. Mezi nejvice vyuzivané obaly piva malého objemu patii sklenéné
lahve rtiznych typd, plastové vyfukované lahve a napojové plechovky. Pro vétsi objemy piva
se vyuzivaji ocelové sudy riznych objema (10150 1), party soudky, plastové jednocestné sudy
¢1 tanky (Basatfova et al., 2021).

PInéni probihd tak, Ze se pivo sta¢i do nerezovych sudd, napojovych plechovek,
sklenénych nebo plastovych lahvi, pfedplnénych oxidem uhli¢itym na pozadovany tlak
(Olsovska et al., 2017). Po naplnéni lahve dojde k jejimu uzavieni korunkovacim strojem, ve
kterém se nejdiive korunka pfitiskne na hrdlo lahve a nasledné se pruzinou vtlaci do uzaviraciho
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krouzku (Basatova et al., 2021). Némeckd firma Krones vyvinula v roce 2019 kombinovany
plni¢ s korunkovacim strojem typ Dynafil, ve kterém se lahev naplni a uzavie béhem jedné
otacky plniciho a uzaviraciho stroje. (Chladek, 2019).

Pivovar je povinen zajistit u hotového piva po dobu deklarovanou na etiketé
mikrobiologickou, koloidni i chutovou trvanlivost (Kosaf et al., 2000). Biologické stability
piva lze dosahnout pfisnym dodrzovanim ¢istoty, zamezujici kontaminaci nezadoucimi
mikroorganismy v prub&hu vyroby piva (Kosaf et al., 2000). Jednim ze zpusobu je pasterace,
proces, pti némz dochazi plisobenim tepla K inaktivaci mikroorganismut (Basafova et al., 2010).
V pivovarech se poziva tunelova ¢i prutokova pasterizace, V tunelovém pastéru se pivem
naplnéné lahve ohftivaji postupné sprchovanim teplou a horkou vodou pfi prichodu tunelem na
teplotu 62 °C (Kosar et al., 2000). Pfi pratokové pasteraci piva (pastéry PPP) se napoje postupné
v n¢kolika sekcich ohtivaji deskovymi vyméniky na teplotu 6870 °C, vyhodou tohoto pastéru
je moznost piedehiivani studeného piva v rekuperacni sekci deskovym vymeénikem, ve kterém
prochazi protiproudné horké jiz pasterované pivo, které své teplo piedava piichazejicimu napoji
(Chladek, 2007). Piedehiaté pivo se pak dohfiva na pozadovanou teplotu v dohiivaci sekci, poté
prochazi vydrznikovou sekci, ve které setrva po dobu 60 sekund a vraci se do rekupera¢ni sekce
a dochlazovaci sekce. (Chladek, 2007). Pritokova pasterace probihd pred stoCenim piva do
spotiebitelskych oball,, zejména party soudkl, plastovych lahvi, sudd nebo tankt
(Basatrova et al. 2021). V porovnani uéinnosti pasterace vychazi lépe tunelova pasterace
predevsim v zajisténi mikrobiologické stability piva i pfes vyssi pofizovaci cenu a provozni
naklady (Basatova et al. 2021). I priitokova pasterace ma své vyhody, Z nichZ nejdilezitéjsi je,
ze nedochazi ke zméné organoleptickych vlastnosti piva a je nizsi spotieba energie pii jejim
provozu, avsak je nezbytné udrzovat dokonalou sterilitu potrubi, staCeciho aparatu 1 umytych
obalt, jinak by u¢inek pasterace ztratil smysl (Basafova et al. 2021).

3.2 Laboratorni metody p¥i stanoveni kvality vstupnich surovin

3.2.1 Laboratorni stanoveni kvality varni vody

Co se ty¢e mnozstvi suroviny je varni voda hlavni surovinou, protoze pivo obsahuje
nejvetsi podil pravé vody. Proces vyroby piva je velmi narocny na spotiebu vody, avsak jen
¢ast je vyuzita pfimo pii vyrobé piva napf. pfi rmutovani, vateni, filtraci ¢i baleni piva a vétsi
¢ast vody je vyuzita na CiSténi, at’ uz spotiebitelskych obald ¢i myti nebo sterilizaci potrubi,
kudy proudi pivo Vv jednotlivych Sarzich (Anderson et al., 2019; Olajire, 2020). Pivo je tvofeno
z 90 % vodou, ktera ma ruzné vlastnosti a parametry, které mazou ovlivnit chut’, jde o hodnotu
pH, koncentraci iontli, pfitomnost mikrobii a rezidui dezinfekénich prostiedkil
(Anderson et al., 2019). Kvalita varni vody je klicova, protoze pii nevhodném slozeni mineralti
obsazenych ve vod¢, muZe dojit k nepfiznivému ovlivnéni varniho procesu, zejména se jedna
0 poruchy kvaseni a nasledné ovlivnéni organoleptickych vlastnosti (Olsovska et al., 2017).

Ionty ve vodé¢ mizou ovlivnit pH rmutu, mladiny i piva, a také enzymatické
a neenzymatické reakce, tudiz je dilezité znat piesné slozeni vody. Mezi kli¢ové ionty ve varni
vodé¢ se fadi vapnik, hoicik, sodik dale pak draslik. Ionty zodpovédné za snizovani pH jsou
vapenaté a hoteCnaté ionty, predevsim vapenaté ionty maji diilezitou funkci ve stabilizaci o —
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amylazy béhem rmutovani, nebo také pii reakci s fosfaty, fytaty, peptidy a bilkovinami, ¢imz
snizuji hodnoty pH rmutu a mladiny (Puncocharova et al., 2019).

Pro kazdy pivovar je klicovy pfistup k vodnimu zdroji a jeho kvalita, jelikoz jeho
slozeni miize byt ovliviiovano geologickym mistem piavodu vody. Voda se rozdéluje na spodni
a povrchovou vodu, zatimco spodni voda je ziskdvana z prament a studni, povrchova voda je
ziskavana ztek, prehrad ¢i rybnik(. Spodni voda miize obsahovat vyS$i obsah iontl
arozpusténych plynt ale méné¢ mikroorganismi, zatimco povrchova voda obsahuje Céstice
zemin, organické a anorganické slozky a také mikroorganismy (Chladek, 2007).

3.2.1.1 Stanoveni parametri varni vody

Pozadavky na varni vodu lze rozd€lit na skupiny jako organoleptické vlastnosti, kde se
jedna o barvu, zakal, chut’ a viini vody, dale na mikrobiologické vlastnosti, a to pfredevsim na
nepfitomnost patogenii ¢i na obsah organickych a anorganickych latek ve vodé
(Puncochatova et al., 2019). Nejdulezitéjsi parametry varné vody jsou takové, aby varni voda
byla pitna, ¢ista a bez choroboplodnych zarodkd.

Prvni dulezita charakteristika u varni vody, kterd je podstatnd i pro samotny proces
vyroby piva je tvrdost vody, kterou lze d¢€lit na uhli¢itanovou a neuhli¢itanovou tvrdost
(Puncocharova et al., 2019). Lze také tvrdost popsat jako pfechodnou ¢i trvalou, pfechodnou
tvrdost zpusobuji hydrogenuhli¢itany hotc¢iku ¢i vapniku a béhem varu se Castecné ¢i uplné
rozkladaji, nybrz trvald tvrdost je tvofena naptiklad sirany, chloridy, kiemicitany a dusi¢nany
vapenatych ¢i hofec¢natych iontl a ve vodé zistavaji (Chladek, 2007). Celkova tvrdost vody se
da definovat jako soucet vSech iontl alkalickych zemin, jedna se pfedev§im o vépenaté,
hotfecnaté, strontnaté a barnaté ionty, avSak posledni dva zminéné ionty maji zanedbatelny
vyznam (Kosaf et al. 2000 ; Puncochafova et al., 2019). Stupen tvrdosti je mozné vyjadfit
v némeckych, francouzskych, anglickych ¢i americkych stupnich, které¢ se od sebe odliSuji,
nicméné dnes je vyuzivana jednotka mmol/l (Kunze, 2010). Z hlediska tvrdosti mizeme vodu
rozlisit na vodu mékkou, pokud obsahuje méné nez 1,3 mmol. It iontd dale pak od 1,3-2,5
mmol. I je stiedné té7ka voda, tvrda voda je od 2,5-3,8 mmol. It a velmi tvrda voda je nad
hodnotu 3,8 mmol. It (Kunze, 2010). Tvrdost vody je stanovovana dle CSN ISO 6059 (757384)
pomoci komplexometrické titrace vzorku vody pii hodnoté¢ pH=10 za pouziti indikatoru
Eriochromova ¢ern, reakce je popsana nize (1). Tvrdost vody mize byt vyjadiena v mmol/l nebo
ve °N, 1 °N se rovna 10 mg CaO nebo 7,2 mg MgO v 1 litru.

Rovnice popisujici srazeci reakci.

M2+ + H,Y2~ —» MY2~ + 2H* O

V kvalité varni vody hraje obsah iont hlavni roli coz dokazuje tabulka ¢.1, kde jsou
uvedené hrani¢ni koncentrace iontll ve vodé. Mezi ionty, jez maji nejvétsi vliv na hotové pivo
patii vapnik, hotcik, sodik, chloridy a sirany (Anderson et al., 2019). Nejdilezitéjsi je vapenaty
iont, ktery béhem rmutovani reaguje s fosforecnany ze sladu a tim snizuje pH rmutu viz rovnice
@) (Eumann, 2006; Buiatti, 2009). Dale ma véapnik pozitivni vliv na enzymovou aktivitu pfi
rmutovani, protoZze jakmile je snizena hodnota pH, nasleduje uvolnéni enzymu a diky tomu
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muze probihat proteolyza a zcukfeni, coz vede ke zvySeni vytézku extraktu a zvySeni obsahu
rozpustného dusiku (Buiatti, 2009). Dalsi pozitivni vliv pfi snizeni pH vapenatymi ionty je
spatfovan ve snizeni viskozity mladiny, a tudiz rychlejsi filtraci ktera snizuje extrakci tfislovin
a aromatickych latek (Buiatti, 2009). Vapnik napomaha i v dalSich krocich pivovarského
procesu, kde jsou vapenaté ionty nezbytné pro tvorbu lomu, srazeni bilkovin nebo také zvyseni
flokulace a sedimentace kvasinek béhem varu (Buiatti, 2009). Tyto ionty jsou také dulezité pti
zrani, kdy je zlepSeno Cifeni, stabilita a chut’ piva (Buiatti, 2009). Vapenaté ionty napomahaji
odstranovat oxalaty jez jsou pritomné béhem kvaSeni a mizou zapticinit nezadouci sekundarni
kvaseni piva (Eumann & Schildbach, 2012). Obsah vapniku je mozné uméle navysit pridavkem
chloridu vapenatého, siranu vapenatého nebo pomoci iontoménica ( Eumann, 2006).

Reakce vapenatého iontu s fosfore¢nany ze sladu.
3Ca%* + 2(HPO,)?™ - 2H* + Ca3(P0,), @

Druhym dilezitym iontem vyskytujici se ve vod¢ je hofecnaty, ale problémem je Ze nemusi mit
dostate¢né pozitivni vliv na pH z divodu vétsi rozpustnosti fosforenanu hotec¢natého, jez
vznika stejné¢ jako fosfore¢nan vapenaty (Eumann, 2006). Pro jeho nizsi rozpustnost by byl
nutny ptiblizn¢ dvojnasobny obsah hofe¢natych iontli oproti vapenatym, aby to mélo ucinek na
pH, navic hofecnaté soli nepfispivaji k dobré chuti piva ( Eumann, 2006). Nicméné hofe¢naté
ionty jsou nutné pro metabolismus kvasinek, a i v malém mnozstvi jsou podstatné jako kofaktor
enzymu (Buiatti, 2009). Proces snizeni pH za ptispéni vapenatych a hofe¢natych iontd mizou
ptekazit hydrogenuhli¢itany, které zvysuji pH rmutu (Eumann & Schildbach, 2012). Dochazi
k tomu z divodu tvorby kyseliny uhli¢ité z hydrogenuhli¢itanu a nasledné odstranéni ze rmutu,
v podob¢ oxidu uhli¢itého diky zahiivani (Eumann & Schildbach, 2012). Ve vod¢ se také
vyskytuje sodny iont, jenz ovliviiuje sladkost a jemnost v koncentracich od 70 do 150 mg/I
(Buiatti, 2009). Sodny iont je chutové piijemnéjsi ve spojeni s chloridovymi ionty nez se
sirany, ale pokud je koncentrace vyssi nez 150 mg/l mize dojit k naruSeni chuti (Buiatti, 2009).
Neékdy se také pridava do pivovarské vody chlorid sodny, jinde davaji piednost chloridu
draselnému, protoze draslik neovlivni vyslednou chut’ do kysela jako to miize byt u sodiku
(Buiatti, 2009). Nicméné pokud je spravné nadavkovan chlorid sodny, je mozné vytvorit plnost
chuti piva (Buiatti, 2009). Dalsim iontem ve vod¢ je draslik, ma podobné Gcinky jako sodny
iont, ovSem obsah ve vodé neni nijak zavratny, na rozdil od drasliku pochazejici ze sladu, kde
je ho vétsi mnozstvi (Kosart et al., 2000). Je potfebny pro metabolismus kvasinek, ale nad 10
mg/l mize inhibovat né€které enzymy (Buiatti, 2009). Dalsimi kationty ve vod¢ jsou mangan
a zelezo, pficemZ mangan se podili na aktivité¢ nékterych enzymd, nejvice pii Stépeni bilkovin,
avsak pfi vysoké koncentraci je pfibarvena péna, objevuje se zakal nebo hruba prichut’ piva,
mg /1) muze zhorsit zcuk¥eni, pfibarvit mladinu a pti pfechodu az do piva zbarvit i pénu, ovSem
jeji kvalita je diky zelezu zlepSena (Kosaf et al., 2000). Dalsi pozitivni ucinek mé Zelezo
Vv nizkych koncentracich na kvaseni, ale pfi vyssich koncentracich dochazi naopak k degradaci
kvasnic (Kosaf et al., 2000). Z ostatnich prvkl jsou podstatné jesté dva, a to zinek a méd,
pfi¢emz zinek je nezbytny pro metabolismus kvasnic a méd’ pisobi katalyticky pfi oxidacné-
reduk¢nich reakcich (Kosar et al., 2000). Ve varni vod¢ se vyskytuji i anionty jako jsou
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chloridy, sirany, dusitany ¢i dusi¢nany. Koncentrace chloridi by se méla stale pohybovat pod
50 ppm, kvili riziku vzniku koroze zafizeni z nerezové oceli, jez mizou chloridy spolecné
s horkou vodou zptisobit (Eumann & Schildbach, 2012). S tim souvisi vyskyt chloru v riznych
podobach, které by ve varni vodé nemély byt pfitomny z divodu oxidace, ktera mtze uskodit
findlnimu produktu zejména z hlediska trvanlivosti (Eumann & Schildbach, 2012). Nebo
dokonce samotny chlor miize zreagovat s mladinou a slozkami piva za vzniku chlorfenolt, ¢imz
vznikne nepfijemna medicinalni piichut’ (Eumann & Schildbach, 2012). Diky chloraci mtzou
vznikat jako vedlejsi produkty trihalomethany, které jsou povazovany za karcinogenni, je tedy
nutné dbat na obsah mensi nez 10 ppb (kdy 1 ppb = 0,001 mg/kg)
(Eumann & Schildbach, 2012). Sirany maji svij pavod z vapenatych a hofec¢natych soli,
pfi¢emz se ucastni enzymatickych a metabolickych procest, ¢imz ovliviiuji cely technologicky
proces (Kosat et al., 2000). Maji pozitivni vliv na rozklad Skrobu a bilkovin, a tudiz i na filtraci
mladiny a sedimentaci rmutu, také pfispivaji ke zvyraznéni hoikosti a takzvané kiupavé a suché
chuti, avsak pfi vyssich koncentraci mize byt chutovy profil drsny ¢i slany (Buiatti, 2009).
Dusi¢nany neptedstavuji samy o sob& problém, piesto by koncentrace ve vodé méla byt pod 50
mg/l a je to z divodu piisobeni nékterych mikroorganismu, které mtizou napomoct k piechodu
Z dusi¢nanového iontu na dusitanovy (Kosar et al., 2000). Dale pak muze zreagovat dusitanovy
iont se sekundarnimi aminy za vzniku nitrosamint, které jsou silnymi karcinogeny
(Kosaf et al., 2000). Pokud jsou ve vod¢é pfitomné dusitany, mize to znacit pfitomnost
Skodlivych mikroorganismi, mimo jiné dusitanové ionty pisobi negativné na kvasinky
a zarovenl moznost vzniku nitrosamind je stejna jako u dusi¢nanti (Kosar et al., 2000).

Tabulka ¢. 1 Pozadované chemické slozeni a limity pro varni vodu ( Eumann, 2006).

Rozsah hodnot Cilova
hodnota
Min. Max.

pH mz,1 g 9,5

Ca mz,1 70 o0 20
Mg mz/1 LH 10

Na PEM CaCO, o 20

HCO, me/l 10 50 25
Cl mz,| 30 20 50
50, me/l 20 150 100
NO, mg/l o 25

50, mg/l o 25

Zbytkova alkalinita ppm Caco, o 20 =0

THM = L 10

Fe mg/l o 0,1

Mn mg/l o 0,05

NH, mg/l 0 0,5

MOy mg/| a 0,1

Broy mg/| 0 0,01

H.5 e/l 0 5

Zakal NTU L] 0,5
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Obsah jednotlivych prvki Ize stanovit mnoha zptsoby. Dle CSN jde pfedeviim o stanoveni
metodou atomové absorpcni spektrometrie (AAS) Vv riznych kombinacich s dalsimi pfistroji
a detektory. Nasleduje piehled metod dle CSN pro stanoveni jednotlivych prvki.

e Stanoveni sodiku a drasliku dle CSN ISO 9964-2 (757378)

e Stanoveni stopovych prvkii pomoci AAS s grafitovou kyvetou dle CSN EN ISO 15586
(757381)

e Stanoveni kobaltu, niklu, mé&di, zinku, kadmia a olova dle CSN ISO 8288 (757382)

e Stanoveni vapniku a hoi¢iku dle CSN ISO 7980 (757383)

e Stanoveni vybranych prvkl optickou emisni spektrometrii a indukéné vazanym
plazmatem dle CSN EN ISO 11885 (757387)

e Stanoveni vybranych prvki véetné izotopti uranu za pouziti hmotnostni spektrometrie
s indukéné vazanym plazmatem dle CSN EN 1SO 17294-2 (757388)

Takeé 1ze provadét skupinové stanoveni iontl kde v obou piipadech je u iontové chromatografie
i konduktometricka detekce.
e Stanoveni rozpuiténych aniontd F~,Cl~,NO,”,P0,>”,Br~,NO;~,S0,%” dle
CSN EN ISO 10304-1 (757391)
e Stanoveni rozpusténych aniontl Cr0,%7,17,505%7,SCN~,S,0,%~ dle
CSN EN ISO 10304-3 (757391)

Ionty ve varni vodé je mozné rozdélit do dvou skupin, prvni z nich se fadi do primdrnich
standardi a tykaji se bezpec¢nosti vody, a tudiz jsou tyto parametry pravné vymahatelné, protoze
jsou stanoveny maximalni limity pro kontaminujici latky, nafez druhd skupina je
nevymahatelna, ponévadz se tyka predev§im chuti a pH (Anderson et al., 2019). Do prvni
skupiny patii naptiklad vedlejsi produkty dezinfekce, jde o bromi¢nany, trihalomethany, chlor,
dusi¢nany a dusitany a ke druhé skupiné se fadi méd’, chloridy, ionty Zeleza a manganu,
ktemicitany, sirany nebo hlinik (Anderson et al., 2019). lonty ve vzorcich mtizou byt stanoveny
vedle standartnich metod jako AAS nebo rentgenové fluorescence pomoci hmotnostni
spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (ICP-MS) (Anderson et al., 2019). Tato metoda
dokaze analyzovat Sirokou Skalu vzork, jeji vyhodou je mimo jiné ucinnost a specifi¢nost diky
nizkému prahu detekce a vysokému rozliSeni, nebo je mozné ji vyuzit v kombinaci s kapilarni
elektroforézou, coz je separacni technika (Anderson et al., 2019).

DalSim parametrem ve varni vod€ je hodnota pH, kterd souvisi s tvrdosti vody
a iontovou silou (Basafova et al., 2021). Ve vodé je pH méteno pomoci pH metru, pitna voda
ma hodnotu okolo 7,5. S pH souvisi zasaditost (nebo také alkalita) vody neboli schopnost
neutralizovat kyseliny (Anderson et al., 2019). Alkalita vody funguje jako pufrovaci systém,
ktery vychytava piebytené vodikové ionty a tim chrani pfed vykyvy pH
(Anderson et al., 2019). Pufrovaci systém vody je tvofen oxidem uhli¢itym nebo kyselinou
uhli¢itou, dale uhli¢itanem a hydrogenuhli¢itanem (Anderson et al., 2019). Zasaditost 1ze zméfit
za pomoci titrace s pouzitim indik4toru methyloranz, nebo také lze pouzit autoanalyzator
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s rozsahem 10-200 mg/l CaCO3s, nicméné nevyhodou je, ze barva a zakal vzorku muze rusit
stanoveni (Anderson et al., 2019).

Jak jiz bylo napsano vyse, je nezbytné dbat na mikrobialni nezavadnost vody, proto je
dilezité rozpoznat mikroorganismy ve varni vod¢é. Ve vodé, jez je ve styku s pivem je nutné
stanovit mnozstvi Escherichia coli, koliformnich bakterii, enterokokt, Pseudomonas
aeruginosa, Clostridium perfringens a mikroorganismu kultivovatelnych pii teplotach 22 a 36
°C (Basafova et al.,, 2021) . Mikroorganismy obsazené¢ ve vod¢ se také muzou nalézt
v kvasnicich a v pivu, nejcastéji jsou to zastupce rodit Enterococcus, Streptococcus
a Lactococcus (Basatova et al., 2021). Mikroby je mozné identifikovat diky polymerazové
fetézové reakci (PCR) nebo pomoci kultiva¢nich metod, avSak vzorky musi byt pied analyzou
zkoncentrovany pomoci ultrafiltrace (Anderson et al., 2019). Tyto metody jsou bud’
komplikované a nakladné jako u PCR, nebo Casové naro¢né, a ne zcela specifické jako
u kultivaénich metod, proto je mozné vyuzit pro mikrobialni identifikaci MALDI-TOF-MS
(hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za ucasti matrice s priletovym
analyzatorem) pro v¢asné rozpoznani bakterialnich rizik z vody (Graham et al., 2015; Anderson
et al., 2019). Metoda MALDI-TOF-MS je vyuzitelna ke stanoveni grampozitivnich bakterii,
pomoci membranové filtrace v kombinaci s magnetitovymi nanocasticemi konjugovanych
s vankomycinem, diky ¢emuz je mozné separovat a zjistit koncentraci bakterii Staphylococcus
aureus, Bacillus cereus a jinych bakterii (Anderson et al., 2019).

3.2.1.2 Uprava vody

Uprava kvality vody je obvykla zalezitost, pokud pivovar potiebuje zménit vlastnosti
vody, kterou recykluje z ptedchoziho pouziti nebo vyuziva vodu z vlastnich vodnich zdroja.
Vodu je mozné rozd¢lit na skupiny podle sekce, kde je vyuzivana a v kazdé technologické sekci
jsou dulezité odlisné parametry vody (Eumann & Schildbach, 2012). Jedna se o vodu
filtrovanou, servisni, varnou, fedici a vodu do kotli (Eumann & Schildbach, 2012). Napiiklad
uvody do kotli neni problém vyskytu mikroorganismi, ale spiSe obsah soli a jinych
anorganickych latek a u vody, ktera je vyuzivana na ¢isténi je to presné naopak (Kunze, 2010).
Postupy pro tpravu vody se kombinuji pravé v zavislosti na nasledném vyuziti vody, a tedy jde
o odstranéni suspendovanych latek, odstranéni rozpusSténych latek, snizeni zbytkové alkality ve
varni vod¢, eliminaci mikrobi a odstranéni rozpusténych plynt (Kunze, 2010).

Prvni fazi je odstranéni suspendovanych slozek jako je rozpuSténd zemina a rostlinné
materialy, v neposledni fad¢ také odstranéni nestabilnich slozek jako jsou zelezo a mangan,
které podporuji oxidaci a srazeni (Kunze, 2010; Eumann & Schildbach, 2012). Prvni faze je
realizovana pomoci usazovacich nadrzi, kdy suspendované latky jsou usazovany na dno,
nicméné timto procesem se neodstrani 100 % téchto latek, a proto jako dalsi krok je vyuZzivana
filtrace (Kunze, 2010). Castice rozptylené ve vodé, které zptsobuji zakal jsou pfevedeny na
nerozpustné formy pomoci soli Zeleza a hliniku, které podporuji srdzeni a diky tomu miizou byt
srazeniny nasledné odfiltrovany (Kunze, 2010). Vyuzivaji se rizné druhy filtraci, uhlikové
filtrace sreverzni osmoézou, piskové ¢i vicevrstvé filtry a v posledni dobé i ultrafiltrace
(Eumann & Schildbach, 2012; Olajire, 2020). Ultrafiltrace se osvédcila u velmi znecisténych
povrchovych vod, kdy je mozné zachytit parazity, bakterie a také viry, navic téméf odstranuje

19



zakal diky vytvoreni zarode¢né bariéry, kterd vSechny tyto mikroorganismy a latky zpiisobujici
zakal zachyti (Eumann & Schildbach, 2012). Nasledné se odstranuji rozpusténé latky
vyskytujici se ve form¢ iontd, kdy je odstranovano predevsim zelezo a hoicik (Kunze, 2010).
Za pomoci provzduS$novani, skrapéni, vstiikovani ¢i jinymi technikami jsou Zeleznaté
a hotecnaté ionty pievedeny na nerozpustné latky, a tudiz mizou byt odfiltrovany
(Kunze, 2010). Pro varni vodu je dulezitd Gprava zmék&ovani pomoci piidavku hydroxidu
vapenatého, ktery zptisobuje pfeménu hydrogenuhli¢itanii na uhliitany, které se opét srazeji
a usazuji jako uhli¢itan vapenaty (Eumann & Schildbach, 2012). Timto procesem je tedy
snizovana  uhli¢itanova  tvrdost, neuhliCitanova tvrdost neni nijak ovlivnéna
(Eumann & Schildbach, 2012). Zmékcovani vody je také mozné provést pomoci iontoménici
¢i zahfevem (Kunze, 2010). Zmeékcovani pomoci hydroxidu vapenatého popisuje tato
rovnice (3):

Rovnice zmékceni vody pomoci ptidavku hydroxidu vapenatého.

Ca(HCO3), + Ca(OH), — 2CaC0; + H,0 3

V ramci Gpravy vody se dale odstraiuji dusi¢nany, vyskytujici se predev§im ve znecisténych
vodach dusikatymi hnojivy, a jsou odstranovany pomoci iontové vymény, reverzni osmozy
a elektrodialyzy (Basafova et al. 2021). Voda miZze byt také upravena odvzdu$nénim
(deaeraci), kdy se pouzivaji vakuové odparky, membranové techniky, nebo odvétrani oxidem
uhli¢itym, dusikem nebo vodni parou (Basafova et al. 2021). Nicméné odvzdusnéna voda se
vyuziva spiSe na zfedéni vysokokoncentrovanych davek na pozadovanou koncentraci mladiny,
nebo na zfedéni nizkoalkoholickych a nealkoholickych napojt (Basafova et al. 2021). Nakonec
je voda upravena, aby byla hygienicky nezavadna, protoze pii zaneseni nezadoucich
mikroorganismi by mohlo dojit k naruseni ¢innosti kvasinek pti kvaseni (Basafova et al. 2021).
Sterilita vody je docilena pomoci pusobeni UV zafeni, 0zonu, chlorace ¢i iontd stiibra (Kunze,
2010). Sterilizace UV zafenim se provadi UV lampami pti vlnové délce 200 az 300 nm, jiz po
1 minuté jsou mikroorganismy usmrceny, pokud je dodrzena vrstva upravované vody a voda
neobsahuje zakal (Kunze, 2010; Basafova et al. 2021). Aplikace ozonu je velmi spolehliva,
protoZe ozon zpusobi oxidaci, diky které dojde k rozkladu bunéénych membran (Kunze, 2010).
Z hlediska kvality vody pro pivovarnictvi je to vhodny postup, protoze nepienasi zaddné pachy
a prichut¢ do piva, ale rozpustény kyslik ztohoto procesu miize zpusobit korozi potrubi
a zatizeni (Basafova et al. 2021). Dalsi zptisob upravy vody je chlorovani, kdy je vyuzita
kyselina chlorna vytvotend zavedenim chloru do vody (Kunze, 2010). Tento zpusob ale neni
ptili§ vyhodny, pfestoZe je levny, mize dochazet ke zménam chuti za pfitomnosti fenolll ve
vode (Kosaf et al., 2000). Proto je vyhodnéjsi pouzit oxid chlori€ity, protoze nedochazi k zadné
zméné chuti, a navic vznikaji velmi malo organické slouc¢eniny s halogeny, pfi¢emz naklady na
tuto metodu jsou nizké (Kosar et al., 2000).

Odpadni vodu vyuzitou pii pfedchozim procesu vareni piva nebo pfi sanitaci je dulezité
bezpecné zlikvidovat nebo zrecyklovat, nicméné Uprava pro bezpecné opétovné vyuziti je
nakladna a problematicka pro pivovary, proto je snaha co nejvice snizit pottebu vody pro dilci
procesy vyroby piva (Olajire, 2020). Opétovné vyuziti odpadni vody je mozné diky ¢isténi vody
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Vv bioreaktorech, at’ uz jde o membranové bioreaktory s membranovou filtraci, ¢i bioreaktor
S fluidnim loZzem (Werkneh et al., 2019).

3.2.2 Laboratorni stanoveni kvality sladu a surogatii

JeCmen je jednou ze Ctyf hlavnich pfisad potiebnych k vyrobé piva. JeCmen neboli
Hordeum vulgare dodava Skrob potiebny k vyrobé piva, ktery se na varné pfeménuje na
fermentovatelny extrakt (Kunze, 2010). Pro vyrobu sladu se nejcastéji pouziva jeCmen
dvourady vzpiimeny a ziidka péstovany je¢men pavi, ve vyrobé¢ pievazuji jarni odriady je¢mene
a pripadné pii nedostatecné sklizni se vyuzivaji ozimé odridy (Basafova et al., 2021). Pro
vyrobu ruznych druhti sladu je dalezity vybér odridy je¢mene a jeho sladovnické vlastnosti,
které lze regulovat technologicky (Basafova et al., 2021). U nés se nejcastéji pestuji a také
vyuzivaji odridy jarniho dvoufadého je¢émene, napiiklad Rubin, Jubilant, Forum, Malz nebo
nov¢j§i  odrady  jako  Splitfire, Francin ¢ Bojos a mnoho  dalsich
(Chladek, 2007; Basaiova et al. 2021). Vyrabi se svétlé slady plzeniského typu a tmavé slady
mnichovského typu, ptfipadné slad videnského typu, ktery je prechodnym typem mezi svétlymi
a tmavymi slady (Basafova et al., 2021). Tmavé¢ slady, uréené prevazné k vyrobé tmavych piv,
se vyznacuji vysokou hodnotou barvy kongresni sladiny (11-17,3 j. EBC), vys$§im obsahem
bilkovin, vyraznym aroma, niz§i extraktivnosti a niz§i aktivitou sladovych enzymu
(Basarova et al., 2021). Slad plzeniského typu se vyuziva pro vyrobu svétlych typa lezakd,
konzumnich a specialnich piv, mezi typické vlastnosti sladu patii nizka hodnota barvy
kongresni metody (3-4,2 jednotek EBC), dostate¢na aktivita amylolytickych enzymu a dobré
proteolytické rozlusténi sladu (OlSovska et al., 2017; Basafova et al., 2021). Pti¢emz kongresni
metoda je sjednoceny postup na mezinarodni urovni pro kvalitativni hodnoceni sladu
(Basafova et al., 2021).Tato metoda je zalozena na infuznim rmutovani a pro dikladné
posouzeni kvality jsou potfebné dalsi rozbory (mechanické, fyzikdlni a chemické)
(Basarova et al., 2021). Primarni ukazatel sledovany v kongresni slading je extraktivnost sladu,
dale jodova normalita, rychlost filtrace, hodnota pH, barva sladiny a dal§i ukazatele
(Kunze, 2010). V laboratofi se pomoci rmutovaci 1azné (viz Obrazek ¢. 1) stanovi vytéznost
sladu pomoci dvou vzorkd, kde jeden z nich je 50 gramt nahrubo a 50 gramti najemno mletého
sladu, nésledné je pfidano 200 mililitrG Vody a za stalého michani rmutovano tficet minut pfi
45 ° C (Kunze, 2010). Poté je teplota zvysena na 70 ° C a je pfidano 100 ml vody, dale je po
dobu jedné hodiny udrZzovana teplota, béhem celého procesu je sledovano zcukieni
(Kunze, 2010). Dalsim krokem je zfedéni rmutu za piidavku 450 ml destilované vody
a prefiltrovani, nacez je filtrace ukoncena, kdyz se filtra¢ni kola¢ zda suchy (Kunze, 2010).

vvvvvv

vvvvvv

avSak obecné plati ¢im vyS$i procentualni hodnota tim lepsi slad (Kunze, 2010). Také je
porovnavan extrakt u obou vyse uvedenych vzorki a pokud rozdil hodnot je maly, tim lepsi je
slad, protoze mleti ma maly dopad na extraktivnost sladu (Kunze, 2010).
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Obrazek ¢. 1. Rmutovaci piistroj 1-CUBE urceny pro laboratote

(Dostupné z: https://www.1-
cube.com/produkty?categoryld=18471&id=854858&action=itemDetail&0id=6544091&nid=
11556)

1-CUBE -

3.2.2.1 Stanoveni ukazateli kvality ve sladovnickém je¢meni a sladu

Dulezitymi ukazateli kvality jeCmene je predevSim kli¢ivost, energie kli¢eni a také
rychlost klic¢eni (Kosaf et al., 2000). Tyto parametry jsou podstatné pro dobry pribéh vyroby
sladu a piva, protoze nizka kli¢ivost zrna negativné ovliviiuje jak prubéh sladovani, tak ma
I vliv na vétsinu kvalitativnich parametrd sladu (Kosaf et al., 2000). U je¢mene potazmo ve
sladu se stanovuji mechanické, fyzikalni a chemické jakostni parametry (viz tabulka ¢. 2)
(Basarova et al., 2021). DalSim hlediskem pro kontrolu je¢mene pro sladovani je
mikrobiologicka kontrola, protoZe jemen pro vyrobu sladu miZe byt napaden bakteriemi, které
se pfirozen¢ mohou vyskytovat v zrnech (Perretti et al., 2011). Zrna mizou byt napadena plisni
¢i poskozena Skadci, coz mize mit negativni dopad na vyslednou kvalitu piva
(Perretti et al., 2011).
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Tabulka ¢. 2 Piijatelné limitni hodnoty jakostnich ukazateli u sladu (Hartman et al., 2017)

Ukazatelé sladovnické S N
jakost nephijatelny limit - | o irsint hodnoty
meZe
N latky 9,5 11,7 02 | 1
Extrakt v susing 81,5 83
Relativni extrakt (45° C) 35 53 40 48
Kolbachovo &islo 40 53 42 48
Diastaticka mohutnost 220 300 220 300
DosaZitelny stupen
pmkuaﬁ'.e:?r b 62 e =
Friabilita 79 86 79 86
Obsah beta-glukand max. 250 100

Kli¢ivost je¢mene je procento vSech zrn ve vzorku, které jsou schopné kli¢it, hranice je
minimalné 96 % zrn ve vzorku (Kunze, 2010). Energie kli¢eni vypovida o procentu zrn, které
béhem tohoto testu vykli¢i za standartnich sladovnickych podminek, pii nichz se sleduje, zda
zrna je¢mene zacala kli¢it po tfech a péti dnech (Kunze, 2010). Paty den testu by méla byt
energie kli¢eni 96-98 % a tfeti den by hodnoty mély byt co nejbliz t€émto procentim
(Kunze, 2010). Pro stanoveni kli¢ivosti 1ze pouzit i rychlejsi stanoveni pomoci metody TIC
(tetrazolium — tetrachlorid), ktera je vhodna k uréeni energie kliceni zahy po sklizni jeémene
(Kunze, 2010).

Mezi mechanické a fyzikalni kritéria sladu patii objemova hmotnost a hmotnost tisice
zrm (Basafova et al., 2021). Dle normy CSN EN 1SO 7971-2 (461013) je zrno nasypano do
mérného valce o objemu jeden litr a nasledné je zvazena nadoba se zrnem, Z toho je zjiSténa
gista hmotnost zrna v jednom litru, jednotky jsou v g - It a podle piepocitavaci tabulky je
hodnota pievedena na kg - hll. Dle Basatové (2021) plati, ze vy$$i objemovou hmotnost maji
slady s vyssi obsahem Skrobu. Z rozdilu objemové hmotnosti jeémene a sladu lze zjistit stupen
rozlusténi sladu, plati Ze ¢im vétsi je rozdil téchto hodnot, tim s vyssi pravdépodobnosti dojde
k ucinngjsi degradaci vysokomolekularnich latek, coz znamena zlepseni pristupnosti skrobu
v endospermu zrn pro jeho $tépeni sladovymi enzymy (Basafova et al., 2021).

Hmotnost tisice zrn se vyjadiuje v gramech suché hmoty, pficemz ¢im niZ§i primérna
hodnota tisice zrn sladu, tim je slad 1épe rozlustén, a tudiZ je vyssi pravdépodobnost pro lepsi
prokvaseni piva (Basafova et al., 2021).

Moucnatost je zavisla ¢aste¢né na genetickych vlastnostech odridy je¢mene a posuzuje
se podle ni rozlusténost sladu, sklovitost je velmi ovlivnéna podminkami pti péstovani, sklizni
a poskliziiovymi upravami jeCmene (Basatova et al., 2021). Méfeni moucnatosti lze provadét
farinatomem, coz c¢asteéné podléha subjektivnimu posuzovani, objektivné se provadi
prosvétlovanim zrna diafanoskopem, pficemz moucnatd zrna jsou méné prichodna pro svétlo
nez zrna sklovita (Basafova et al., 2021). Pro stanoveni moucnatosti se také pouzivaji piistroje
zalozené na pruchodu laserového paprsku zrnem, nebo pomoci elektronové mikroskopie je
hodnocena struktura endospermu (Basatrova et al., 2021).

Kiehkost (friabilita) sladu je dulezitym ukazatelem, protoze zrna, ktera jsou kiehka se
dobie melou a tim je ovlivnén nejen proces sladovani, ale i kvalitativni parametry piva jako je
napft. pénivost, coZ souvisi S jeho rozluSténim neboli odbourdnim bunécnych stén tvofenymi
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z neskrobovych polysacharidii a bilkovin (Basatfova et al., 2021). Friabilita neboli kiehkost
sladu se stanovuje pomoci tii ptistroji. Prvni z ptistroju je friabilimetr, ktery stanovuje kiehkost
pomoci véazeni propadu pii protlacovani zrn sladu sitem (Basafova et al., 2021). Druhym
pristrojem je sklerometr pouzivany pro méfeni sily potfebné k prefiznuti zrna a soucasné
stanovuje homogenitu, tieti pfistroj je Miirbimetr, ktery méfi energii potiebnou k propichnuti
zrna jehlami na obou koncich (Basatfova et al., 2021). K vypoctu je nutné znat tvrdost jeCmene,
coz se stanovi pouze jednou jehlou (Basarova et al., 2021). U kvalitniho sladu by méla byt
friabilita v rozsahu 80-90 % a sklovitost mén¢ nez 2 %, pii friabilit¢ nad 90 % doslo
k nadmérnému rozlusténi sladu, tudiz jsou vyssi sladovaci ztraty a nedostatecna pénivost piva
(Kosaft et al., 2000).

Extrakt v susing sladu ptedstavuje, kolik procent se uvolni extraktivnich latek ze sladu
do vodného roztoku neboli sladiny pii kongresnim rmutovani. Je to dulezity ekonomicky
ukazatel, protoZe to vyjadiuje Ze ze sladu s vy$§im obsahem extraktu se vyrobi vét§i mnozstvi
piva. Stanoveni relativniho extraktu dodava informace 0 aktivit¢ cytolytickych
a proteolytickych enzymi ve sladu, jde o pomér extraktu ziskaného pii teploté 45 °C a extraktu
ziskaném pii kongresnim rmutovani (Hartman et al., 2017).

Kolbachovo ¢islo vyjadiuje mnozstvi rozpustnych dusikatych latek ve sladiné ku
celkovému obsahu dusikatych latek ve sladu (Hartman et al., 2017). Avsak z hlediska
rozpustného dusiku ve 100 ml kongresni sladiny (Kosar et al., 2000). Obsah aminodusiku je
dulezity pro vyzivu kvasinek (Kunze, 2010).

Diastatickd mohutnost ¢i sila sladu vyjadifuje enzymovy potencial, predev§im [-
amyldzy ve sladu, diky niz dochazi ke Stépeni Skrobu na jednoduché sacharidy pti rmutovani
(Hartman et al., 2017).

Obsah vsech latek, jez muzou byt zkvaseny pivovarskymi kvasinkami vyjadiuje
ukazatel, ktery se nazyva dosazitelny stupen prokvaseni (Hartman et al., 2017).

Mezi dilezité kvantitativni parametry je zafazena barva sladu, ktera ovliviiuje barvu
piva a jeho chemické slozeni vychazejici praveé z vlastnosti sladu (Perretti et al., 2011). Méfeni
je provadéné na kongresni mladin¢ dle EBC, bud vizualné pomoci srovnavacich
standardizovanych kotou¢l, nebo spektrofotometricky pti vinové délce 430 nm
(Perretti et al., 2011). Avsak absorbance je ovlivnéna suspendovanymi pevnymi ¢asticemi,
které miiZou byt pfitomné ve vodé€ a tudiz vzorky, které nejsou €iré nelze spektrofotometricky
analyzovat, ale 1ze pouzit filtraci pro odstranéni zakalu (Perretti et al., 2011).

Mikrobiologickd kontrola sladového jeCmene je provadéna, protoze slad muze byt
zasazen ruznymi nezadoucimi mikroorganismy, plisnémi ¢i mize byt poskozen od hmyzu
(Perretti et al., 2011). Pfi¢emz pti sladovani snadno dochazi k aktivnimu rustu prokaryotickych
a eukaryotickych spolecenstev, kam patii bakterie grampozitivni i gramnegativni, kvasinky
a vlaknité houby (Perretti et al., 2011). K aktivnimu metabolismu mikroorganismi dochazi
béhem tfech fazi sladovani, coZ je maceni, kliceni a suSeni, béhem nichZ produkuji enzymy,
které pomahaji rozkladat skrob, bilkoviny a bunécné stény, diky cemuz byl prokazan i pozitivni
vliv na kvalitu piva (Perretti et al., 2011). Také se ukazalo, ze slupka macenych zrn je pokryta
biofilmem mikrobidlniho ptivodu, ktery chrani bunky pted stresovymi vlivy z prostiedi jako
jsou extrémni hodnoty pH, obsah vody, teploty, avSak to mé negativni vliv na vznik zakalu
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v kongresni sladin¢ (Perretti et al., 2011). Povaha tohoto zakalu byla zkoumana pomoci
skenovaciho elektronového mikroskopu (Perretti et al., 2011).

Ve sladu se po hvozdéni sleduje vlhkost, obsah extraktu a obsah bilkovin, pficemz
U odlezelych sladi se vlhkost lehce zvySuje, coz ma priznivy vliv na mleti
(Basarova et al., 2021). U piili§ vlhkého sladu se muze projevit snizena extraktivnost nebo
skladovaci problémy, jako mozné rozvinuti mikrobialni kontaminace ¢i problémy pii kvaSeni,
tudiz by maximalni vlhkost sladu neméla piekro¢it 15 % (Kunze, 2010; Basafova et al. 2021).
Kritériem spjatym s vlhkosti je extraktivnost sladu, hodnoti se z ekonomického ale
I technologického hlediska, protoze extraktivnost sladu ovliviiuje kvaseni, chemické slozeni
piva i organoleptické vlastnosti (Basafova et al., 2021). Obecné se stanovuje vlhkost
v obilovindch dle normy CSN EN 1SO 712 (461014). Pro stanoveni je pouZito 5 grami
rozemletého zrna s piesnosti na 4 desetinna mista, nasledné je vzorek umistén do predehraté
susarny na teplotu 130-133 ° C a susen dvé hodiny. Po vyjmuti ze susarny je umisténa uzaviena
miska do exikatoru, kde dojde k vychladnuti a poté je vzorek s miskou navazen.

3.2.2.2 Chemické sloZeni a jeho stanoveni

Chemické slozeni sladu zna¢n¢ ovlivituje priabéh vyroby piva, mimo jiné ovliviiuje i chemické,
biologické a organoleptické vlastnosti (Basafova et al., 2021). V tabulce ¢. 3 je piehled
chemického sloZeni obilky je€mene, déle jsou také popsané jednotlivé slozky je€mene, a tudiz
z toho vychazi chemické sloZeni sladu. Samotné zrno je¢mene se sklada ze tii slozek, ato
z klicku, endospermu a obalovych vrstev.

Tabulka €. 3 Chemické sloZeni zrna je¢mene (Kosar et al. 2000)

Obilka
Sacharidy
gkrob [%5] &0 — 65
{famylosa 17—24 % Skrobu)
{amylopaktin 76—83 % Skrobu
nizkomolekuldirni sacharidy
sacharosa [%) 1-2
ostatni cukry [%] 1
rafinosa 03-0,5
maltosa 0.1
glukosa 0,1
fruktosa 0.1
neskrobnaté polysacharidy
hemicalulosy:
B-glukary [%:) 32-49
pentosany [%:] 9.0
celulosa [%a) 47
Tuky [95] 3,5
Fosfity
fytin [%:] 0.9
Polyfenoly [%5] 01-06
Dusikaté ldtky [%s) 95—-11.9
(7 —18)
rozpusing dusikaté katky [95] 1,9
albuminy a globuliny 3.5
hordeiny (prolaminy) 3—-4
ghuteliny 3—4
Mineralni latky [%] 2
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Mezi hlavni slozky jecného zrna patii skrob, coz je rezervni polysacharid a zdroj Zivin
pro kli¢ek pii kliceni (Kosaf et al., 2000). Skrob vznika v rostlinach pii asimilaci CO2 pfi
fotosyntéze z jednoduchych sacharidti (Kosaf et al., 2000). Skrobova zrna jsou tvofena z 98 %
Skrobem a zbyld 2 % jsou proteiny, lipidy, obalové latky a mineralni latky, jako jsou
fosfore¢nany, vapnik a hoi¢ik (Basafova et al., 2021). Skrob se nachazi ve skrobovych zrnech
v endospermu jeémene, jejichZ stény jsou tvoiené z bilkovin a neSkrobovych polysacharidu,
kdy u dobie rozlusténych sladi jsou stény Skrobovych zrn dobie odbourané diky sladovani
atim je zpfistupnén skrob pro ptisobeni amylolytickych enzymu (Basafova et al., 2021). Ve
sladu se vyskytuji mala a velké skrobova zrna, pti¢emz zastoupeni jednotlivych typt zrn je
geneticka vlastnost jednotlivych odriid je¢mene, coz ovlivituje technologicky proces vyroby
piva  napiiklad  zhlediska extraktivnich latek  uvoliovanych pfi  sladovéni
(Basatova et al. 2021; Fox, 2009). Skrob je tvofen méné vétvenymi fetézci amylosy
a vétvenymi fetézci amylopektinu, u amylosy jsou glukézové jednotky spojené vazbami a-1,4
a zdkladni sloZkou je maltdza (Fox, 2009;Basatova et al. 2021). Amylosa se pfi jodometrii barvi
do modré barvy (Kosaf et al., 2000). Amylopektin je tvofen gluk6zovymi jednotkami s vazbami
o-1,4 a 0-1,6, zakladni disacharid je maltoza a isomaltoza (Basafova et al., 2021). Retdzce
amylopektinu se rozliSuji na fetézce A a fetézce B, u fetézcl A dochdzi k vétveni pouze na
redukujicim konci, fetézce B mohou mit vice mist vétveni a diku tomuto vétveni ma schopnost
amylopektin mazovatét (Basafova et al., 2021). Amylopektin je barven pfi jodometrii do
cervena az ¢ervenofialova (Kosar et al., 2000). Stanoveni sacharidl je mozné provadét pomoci
vysokotlaké kapalinové chromatografie (HPLC), diky niZ je mozné stanovit naptiklad obsah
oligosacharidli v mladiné (BlSdkova et al., 2022). Ddle 1ze stanovit Skrob v je¢meni Ewersovou
polarimetrickou metodou, kterd je pomalejsi nebo pomoci infracervené spektroskopie (NIR),
diky niz se stanovi nejen obsah Skrobu ve sladu, ale také dalsi parametry (Hartman et al., 2010).
Je to metoda rychla, nedestruktivni a pfesna (Hartman et al., 2010).

V ramci organickych latek jsou vyznamné dusikaté latky, které se objevuji variabilné
ve sladu v zavislosti na vné&jSich podminkach, jako jsou napiiklad klimatické podminky,
odruda, slozeni pudy, vybér piedplodiny aj., které caste¢né ovliviiuji vhodnost zrna na
sladovani (Kosart et al., 2000). Celkovy obsah bilkovin v je¢meni je tedy 8 az 13 % v suSinég,
nicméné pro sladovnicky je¢men je zadangjsi obsah bilkovin 10 az 11 % (Fox, 2009). Tvorba
dusiku v je¢meni probiha za piijjmu amoniaku a organickych kyselin vznikajicich jako
meziprodukty pfi $tépeni sacharidii (Kosat et al., 2000). Dusikaté latky ve sladu ptedstavuji
rizné slouceniny obsaZené v pivu, které mohou mit pozitivni 1 negativni vyznam pii vyrobé
piva, prispivaji k plnosti chuti piva, nebo maji vliv na pénivost a stabilitu piva
(Basatova et al., 2021). Mezi dusikaté latky se fadi vysokomolekularni a nizkomolekularni
slouceniny (Basafova et al., 2021). Nizkomolekularni latky jsou stéZejni pro metabolismus
a rozmnozovani kvasinek, ale také ptispivaji k produkci latek, které jsou zodpovédné za starou
chut’ piva (Basafova et al., 2021). Zakladni sloZzkou ve tvorbé nebiologickych zakalii jsou
vysokomolekularni dusikaté latky, které také pfipivaji k tvorbé prekurzorid, které mizZou
vytvaret latky negativné ovliviujici chut' (Basatova et al., 2021). Mezi zékladni zastupce
proteind V je¢meni patii albuminy, globuliny, prolaminy (hordein), gluteliny a glykoproteiny
(Basatova et al., 2021). Dale jsou dulezité 1 sloZzené proteiny jako jsou fosfoproteiny
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a lipoproteiny, které negativné ovliviiuji pénivost, chromoproteiny, které obsahuji latky
zodpovédné za barvu, jako jsou antokyany a chlorofyl, ¢i nukleoproteiny obsahujici dusikaté
baze (Basafova et al., 2021). Pii rmutovani dochazi ke zvyseni podilu rozpustnych dusikatych
latek oproti obsahu dusikatych latek ve sladu, zatimco obsah aminodusiku je polovi¢ni, tudiz
pii zpracovani nedostateéné rozlusténého sladu nedochazi k zajisténi dostate¢ného obsahu
aminodusiku pro metabolismus kvasinek (Basafova et al., 2021). Stanoveni obsahu bilkovin
V jeCmeni je dilezité z technologického hlediska, protoze pti vys$sim obsahu bilkovin v jeCmeni
dochazi ke snizovani mozného extraktu ze sladu (Kunze, 2010). V laboratoti se provadi
stanoveni Kjeldahlovou metodou ¢i pomoci spektroskopie v blizké infracervené oblasti (NIR)
(Kunze, 2010). Dle normy CSN 46 1011-18 (461011) je stanovovan obsah dusikatych latek ve
sladu nasledovné: nejprve je dusik pfeveden pomoci horké kyseliny sirové a pritomnosti
katalyzatoru na formu NH4" iont(, které jsou vyté€snény hydroxidem sodnym pii destilaci do
kyseliny borité a nasledn¢ se dusikaté latky stanovi acidometricky. Destilat se titruje roztokem
kyseliny sirové do bodu ekvivalence (do svétle rizoveé barvy) a to samé je provedeno se slepym
vzorkem.

Dale je mozné analyzovat obsah jednotlivych aminokyselin, polypeptidi 1 bilkovin
pomoci vysokouéinné kapalinové chromatografie (HPLC) (Anderson et al., 2019). Volné
aminokyseliny obsazené¢ v mladiné jsou piijimany kvasinkami béhem kvaseni az na jednu
aminokyselinu, coz je prolin, ktery neni stravitelny kvasinkami, a tedy tvofi velkou cast
nizkomolekularnich dusikatych latek, které mohou vytvaret pfi procesu vareni aromatické latky
(Anderson et al., 2019). Pro rychlou analyzu proteind v pivé je mozné pouzit kapilarni
elektroforézu, pomoci niz je mozné separovat ¢tyti aminokyseliny obarvené fluoresceinem za
méné nez 140 milisekund, tato metoda by se dala vyuzit pro rychle se rozkladajici konformery
bilkovin, avSak mé své nevyhody v rdmci vysokych narokt na detekéni systém a problémy
s teplotnimi rozdily uvnitt kolony, které mohou zkreslit vysledek (Anderson et al., 2019).

Mezi neskrobové sacharidy v je¢ném zrnu patii celulozy, hemicelulozy, glykany ¢i
lignin (Basafova et al., 2021). Zpevnujici slozku bunéénych stén tvofi celuldza, tvofena
z glukdzovych jednotek vazanych B-1,4 — glykosidovymi vazbami, pticemz celuldza je ve vodé
nerozpustna a enzymaticky i chemicky Spatné Stépitelna
(Kosaf et al., 2000; Basatova et al. 2021). Celuléza se netcastni a neméni béhem sladovani
a rmutovani, nicméné pii scezovani sladiny a vyslazovani mlata ptsobi jako kypfici slozka ve
filtraéni vrstvé mlata (Basafovaetal., 2021). Vedle celulozy jeCmen obsahuje dalsi
polysacharid, coz je hemiceluloza, ktera se podili na stavbé a pevnosti stén bunék
(Kosat et al., 2000). Je to latka neSkrobova a nerozpustna ve vod¢, piicemz jeji §tépné produkty
jsou rozpustné ve vodé a nazyvaji se gumovité latky (Basafova et al. 2021). Gumovité latky
jsou tvofeny niz§imi B-glukany, které nepfiznivé ovliviuji viskozitu sladiny, mladiny i piva
tim, ze zvySi viskozitu, nicméné B-glukany maji pozitivni vliv na pénivost a chut’
(Basarova et al., 2021). Dalsim negativem téchto latek je neptiznivy vliv na extraktivnost kvili
omezenému piistupu sacharolytickych enzymu pii Stépeni Skrobu (Basafova et al., 2021).
Betaglukany se dé€li na rozpustné a nerozpustné podle své struktury a druhu obiloviny, pficemz
nerozpustné¢ betaglukany vytvaii ve vodném prostiedi zesiténé agregaty gelu
(Basatova et al., 2021). Pfi procesu sladovani a rmutovani se betaglukany ¢aste¢né §tépi, avsak
pfi nedokonalém rozstépeni enzymy dochézi ke sniZzeni varniho vytézku sladu, prodlouzi se
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doba scezovani a je horsi prab¢h filtrace, za coz je zodpovédny vyssi obsah betaglukant ve
sladu (Kosaf et al., 2000). Pfi stanoveni betaglukand je problém s rozlisenim gelovych
a rozpustnych betaglukanti, stanoveni betaglukant probih4a pomoci chemickych metod jako je
fluorometrie s barvivem Calcofluor za pouziti pritokového injekéniho  pfistroje
(Kupetz et al., 2017). U betaglukanti s vysokou molekularni hmotnosti jsou preferovany
kolorimetrické metody (Kupetz et al., 2017). Nebo lze stanovit betaglukany enzymovymi
metodami, které jsou zaloZené na $tépeni vazeb B -(1 — 3, 1 — 4) glukanasou produkovanou
Bacillus subtilis, nebo za vyuziti celuldézy z Penicillium funiculosum s extrakci betaglukant
pomoci hydrazinu ¢i kyseliny perchlorové (Basatova et al., 2021).

Tuky neboli lipidy jsou latky tvotené glycerolem a estery mastnych kyselin. Do této
skupiny patii mastné kyseliny, acylglyceroly, fosfolipidy, lipoproteiny a lipopolysacharidy
a také steroly. Ve sladu se lipidy vyskytuji ve formé olejovych kapicek, které jsou ulozené
Vv aleuronové vrstv€, slupce a semenacku (Kunze, 2010). Béhem sladovani dochazi ke
spotfebovani ¢asti tukl pfi latkové vymeéné v rdmci dychani, avSak vétSina tuki ziistadva v mlatu
(Kosaf et al., 2000). Lipidy v pivu maji pozitivni i negativni vliv na kvalitu piva, pfi¢emz
pozitivni vliv je spatfovan pii fermentaci mladiny, kdy dochazi k aktivaci rastu kvasinek za
anaerobnich podminek a dochazi ke zrychleni a zintenzivnéni fermentace, prave diky lipidim
a nenasycenym mastnym kyselinam (Bravi et al., 2014). Negativni vliv lipida vézi v ovlivnéni
chuti a stability pény, za vznik nezadouci starnouci chuti jsou zodpovédné kyseliny linolova
a linolenova (Bravi et al., 2014). Slozeni mastnych kyselin v jeCmeni je mozné analyzovat
plynovou chromatografii s plamenovym ionizaénim detektorem a kapilarni kolonou
(Musa et al., 2018).

Polyfenolové slouc¢eniny jsou latky riznych fyzikalnich a chemickych vlastnosti, v pivu
bylo identifikovano vice nez padesat fenolickych sloucenin, jejichz obsah se lisi v zavislosti na
surovinach a zpusobu vareni (Carvalho et al. 2022) . Jsou soustfedéné pievazné ve slupce
a aleuronové vrstvé jeémene (Kunze, 2010). Fenolické slou¢eniny v pivu jsou rozliSovany jako
fenolové kyseliny (kyselina hydroxybenzoova, skoficova a fenyloctova), flavonoidy
(flavanoly, flavony , flavonony, flavonoly a proanthokyanidiny) a neflavonoidy (stilbeny,
chalkony, lignany a hydrolyzované tanniny) (Carvalho et al. 2022). Polyfenoly v je¢meni maji
vliv na chut’, koloidni stabilitu a trvanlivost piva (Carvalho et al. 2022). Pozitivnimi vlastnostmi
polyfenolt je oddaleni stdrnouci chuti piva, schopnost vazat se s polypeptidy a jsou ndpomocné
pfi vyluovani kalti z mladiny (Basafova et al., 2021). Negativnimi vlastnostmi polyfenolu je
tvorba nebiologickych zakali ve stoCeném pivu, zvySovani barvy u sladiny, mladiny a piva
amozné nezadouci UCinky na chut (Basatovaetal., 2021). Polyfenolické latky mayji
antioxida¢ni G¢inek, ale pokud jsou zoxidovany ztraci tim své pozitivni u¢inky a pievladaji ty
negativni (Kunze, 2010). Fenolické slouceniny je¢mene lze stanovit pomoci HPLC s PDA
detektorem, napiiklad s mobilni fazi octové kyseliny a acetonitrilu (Musa et al., 2018).

Slad obsahuje mimo jiné sirné slouceniny v riznych podobach, jako napf. netékavé
latky, jeZ nejsou zodpoveédné za zhorSené organoleptické vlastnosti, avSak jsou to prekurzory
pro latky, které mohou vznikat za uritych podminek a jsou senzoricky aktivni
(Kosar et al., 2000). Chut¢ a vin¢ za které muizou sirné slouceniny jsou popisované napi. po
dusené zelening, zkazenych vejcich, po cibuli nebo po spalené gumé, obecné se tyto chuté
charakterizuji jako sviravé, Stiplavé, zatuchlé a plesnivé (Kosat et al., 2000). Konkrétné byly
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stanoveny v pivu slouceniny jako oxid sificity, thioalkoholy, sulfidy, thioestery, thiazoly ¢i
thiofeny, které mtiizou pochazet z pivovarskych surovin, vznikat pfi technologické vyrobé nebo
jsou dusledkem bakterialni kontaminace vyrobniho zatizeni (Kosaf et al., 2000). Prekurzory
dimethylsulfidu jsou S - methylmethionin a dimethylsulfoxid pochazejici ze sladu,
dimethylsulfid je tvofen odliSnym mechanismem, S-methylmethionin se rozklada béhem suseni
sladu a vafeni mladiny na dimethylsulfid, zatimco dimethylsulfoxid je redukovan kvasinkami
pii  fermentaci, nebo muze jit o metabolit bakterii = kazici  mladinu
(Yang et al., 1998; Kucharczyk et al., 2020). Hlavni roli v obsahu dimethylsulfidu vS$ak urcuje
S-methylmethionin (Yang et al., 1998). Nejvice je tvofen neaktivni prekurzor dimethylsulfidu
pfi kli¢eni, kdy je béhem vyssi teploty pfeménovan na aktivni prekurzor, proto je snaha béhem
kliceni a maceni preménit co nejméné neaktivnich prekurzorii na aktivni, diky upraveé podminek
béhem kli¢eni a maceni (Kunze, 2010).

3.2.2.3 Nahrazky sladi

Surogaty sladu neboli sladové nahrazky jsou pii vyrobé piva pouzivany
z ekonomického hlediska ¢i pro docileni uréitych vlastnosti u konkrétnich druhd piv
(Olsovska et al., 2017). Dle Bogdan & Kordialik-Bogacka (2017) je az 85-90 % piv vafeno
s ptidavkem nahrazek, nicméné procentudlni pouziti na jednotlivych kontinentech se velmi 1isi,
zatimco v Evropé€ jsou nahrazky pouzivany z 10 az 30 procent, v Americe ¢i Australii je to az
50 %, v Africe dokonce az 75 %. Pii vyrobnim procesu vateni piva je nejdrazsi polozka prave
slad, proto se vyuzivaji rizné zdroje extraktu, aniz by doslo k vyraznému poklesu kvality
(Szwed et al., 2014). Sladové nahrazky se rozdé€luji na Skrobnaté a cukernaté surogaty, jejich
pouziti je také ovlivnéné technologickym vybavenim pivovari a jsou castji vyuzivany
v Africe, Asii ¢i Americe (Kosaf et al., 2000). Pro sniZeni nakladi na pouzité suroviny pro
vyrobu sladu je nutné dbat na vhodny vybér nahrazky, ktera by se méla vyznacovat snadnym
zpracovanim a mnozstvim extraktivnich latek (Szwed et al., 2014). Pfi jejich uziti je také bran
vétsi zietel na jakostni poZadavky, jako je aktivita proteolytickych enzymd, aktivita amylas ¢i
barva sladiny (Kosaf etal., 2000). V mensi mife nahrazeni Skrobu nezpusobi vyrazné
senzorické zmény, avSak pifi veétSim vyuziti surogatdl dochazi k poklesu barvy
(Olsovska et al., 2017). Mimo sladové nahrazky lze vyuzit rizné enzymové ¢i amylasové
preparaty, kdyz je nutné upravit pH rmutu (Kosaf et al., 2000).

Jako skrobové nahrazky se vyuzivaji riizné suroviny, které maji vysoky obsah Skrobu ¢i
polysacharidt vyuzitelnych k vyrobé piva (OlSovska et al., 2017). Mezi suroviny pro ¢astecné
nahrazeni sladu z je¢mene patii zejména surogaty z nesladovych obilovin, kam se fadi pSenice,
je¢men, ryze, kukufice, proso a cirok, pak také lze jako ndhrazku pouzit nesladové
pseudoobiloviny jako je pohanka, amarant nebo quinoa
(Bogdan & Kordialik — Bogacka, 2017; Ndife et al., 2019). Tyto nahrazky maji své omezeni,
napiiklad kukuficné zrno nema slupku, ktera by byla ndpomocna pii filtraci, nebo ma nizsi
enzymatickou aktivitu (Ndife et al., 2019). Slupka a kli¢ek se odstraiuje, protoze obsahuje vyssi
mnozstvi tuku, avSak vyhodou kukufice je extraktivnost, ktera je podobna jako u je¢cmenného
sladu (Kosaf et al., 2000). Kukufice je pouzivana pievazné¢ na svrchné kvaSena piva
(Basatova et al., 2021). PSenice je vyuzivana pii vyrobé pSeni¢nych sladt zvlasté pro rizné
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pivni specialy v Belgii a Némecku, vyhodou pSenice je vysoka mira extraktivnosti, ale jeji
nevyhodou je vysoky obsah lepku, ktery zapfiCiituje potize pii scezovani a tim dochézi ke
snizeni koloidni stability (Kosaf et al., 2000 ; Basatova et al., 2021). Skrobové nahrazky mohou
byt také v tekutém stavu ve formé hydrolyzovanych Skrobovych sirupt, sladovych vytazka
nebo sirupu z hydrolyzovanych obilovin (Bogdan & Kordialik-Bogacka, 2017).

Vedle skrobovych surogatii se vyuzivaji také cukernaté nahrazky, které jsou pridavany
do mladiny az béhem chmelovaru (Kosar et al., 2000). Pii1 surogaci cukernymi ndhrazkami se
obvykle nepfekracuje mez nahrazeni 20 %, Castéji je to jen 5-10 %, s ohledem na stupen
rozlusténi sladu tedy stupen rozlusténi bilkovin (Basarova et al., 2021). Pfi nadmérné surogaci
cukernymi ndhrazkami dochdzi ke snizeni obsahu dusikatych a polyfenolovych latek, je
zvySené¢ prokvaseni a obsah alkoholu, nebo je také ovlivnéna pénivost piva
(Basarova et al., 2021). Nahrazky cukru jsou v tekutém ipevném stavu, mezi nejCastejsi
nahrazky jsou krystalovy cukr, cukrovy kulér ¢i cukrové sirupy (Kosar et al., 2000). Krystalovy
cukr se vyuziva v riznych variantach, jako je cukr fepny ¢i titinovy, rafinovany a nerafinovany,
u piv takto surogovanych lze pozorovat svétlejsi barvu azvySeny obsah alkoholu
(Basatova et al., 2021). Cukrovy kulér je ptipraven ze sachardzy, ktera je zahfivana na teplotu
180200 °C bud’ za ptistupu vzduchu, nebo jesté 1épe ve vakuu, pii pouziti cukrového kuléru
dochazi k navySeni barvy, protoze ma 4 - 6krat lepsi barvici schopnost nez barvici slad
(Kosar et al., 2000). V neposledni fadé se vyuziva jako cukernata nahrazka Skrobovy cukr
neboli cukrovy sirup, nejcastéji je vyradbén z bramborového ¢i obilného Skrobu pomoci
enzymové ¢i chemické hydrolyzy minerdlnimi kyselinami za vysSi teploty a tlaku
(Basafova et al., 2021). V zavislosti na suroviné obsahuje cukrovy sirup gluk6zu, maltozu,
maltotriozu a dal$i oligosacharidy v riznych pomérech a také je proménliva zkvasitelnost
sirupt v mezich od 35 do 82 % (Kosar et al., 2000). Sirupy se pfidavaji stejné jako krystalovy
cukr do mladiny pfi chmelovaru (Basatova et al., 2021). Nicméné diky pouziti cukernych
pridavnych latek se zméni slozeni mladiny, coz mtize ovlivnit rist kvasinek a jejich vykonost
pti kvaseni (Bogdan & Kordialik-Bogacka, 2017). Diky pouziti cukrovych nahrazek se zvysi
hustota mladiny a tim je ohrozen¢ kvaseni z divodu zmény podminek dilezitych pro kvasinky,
kde se predevs§im jedna o nafedéni zakladnich zivin (Bogdan & Kordialik-Bogacka, 2017). Dle
Piddocke et al., (2009) bylo zjisténo Ze sladina obohacend maltézou zlepsuje rychlost ristu
kvasinek, fermentovatelnost mladiny nebo také lepsi chut' piva neZz sladina obohacena
glukézovym sirupem.

Mezi dalsi latky pridavané s ndhrazkami sladu mohou byt enzymové preparaty, protoze
surogaty postradaji z ¢asti nebo zcela hydrolytické enzymy, které jsou v bézném sladu
zodpovédné za rozklad nerozpustnych vysokomolekuldrnich latek na rozpustné
nizkomolekularni latky (Bogdan & Kordialik-Bogacka, 2017). Pokud by pfi ptidavku vétsiho
mnozstvi surogatu (nad 20 % u pSenice, ovsa €1 nesladového je¢mene) nebyl pouZit exogenni
enzymaticky ptipravek, mohlo by dojit k nedostate¢cnému rozkladu dil¢ich latek (Skrob,
bilkoviny aj.) a tim by byl sniZzen extrakt v mladin€, a tudiz i kone¢ny obsah alkoholu
(Bogdan & Kordialik-Bogacka, 2017).

Metody pro stanoveni Skrobovych surogatl, a piedev§im pro nesladové obiloviny se
vyuzivaji metody dle EBC a jsou to metody stejné jako jsou uvedeny vyse u jeémenného sladu.
Jsou tedy méfeny zakladni chemické a fyzikalni vlastnosti, a to je vlhkost, hmotnost tisice zrn,
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objemova hmotnost, sklovitost méfend pomoci farinatomu, friabilita a nerozlusténa zrna
méfend pomoci frabilimetru (BlSakova et al., 2022). Déle je pak méfena rychlost filtrace, Cirost
mladiny, stanoveni Skrobu Ewersovou polarimetrickou metodou, stanoveni dusikatych latek
Kjeldahlovou metodou, kli¢ivost ¢i obsah B glukanu (Blsakova et al., 2022).

3.2.3 Laboratorni stanoveni kvality chmelu

Tteti surovinou pouzivanou pro vyrobu piva je chmel (Humulus lupulus L.) z Celedi
Cannabaceae, jde o popinavou dvoudomou rostlinu (Kunze, 2010). V pivovarnictvi se pouziva
kvétenstvi samici rostliny obsahujici hotké kyseliny a éterické oleje, které jsou zadouci pro
hotkou chut’ piva (Kunze, 2010). Pro pivovarské ucely je predevsim péstovan chmel evropsky,
coz je poddruh chmelu otacivého a existuje mnoho odrid tohoto chmele, jez je péstovan po
celém svété (Kosar et al., 2000). Chmelova rostlina 1ze popsat jako kofenova soustava tvorena
dfevénou babkou, ze které vyrustaji hlavni kofeny az do hloubky $est metrd, nad piidu vyvstava
réva s postrannimi vétyvkami (pazochy) a listky s kvétenstvim, ze kterych vzniknou chmelové
hlavky (Chladek, 2007). Hlavka je tvotena ze stopky, vieténka, pravych a krycich listent, kde
na vnitini strané listend je produkovan pfi zrani lupulin ve formé pryskyticnych zrnek, coz je
aromatické slozky nezbytné kviili jejich vlivu na hotkost a aroma piva, jde ptedevsim o a-hotké
kyseliny (humulony) a B-hotké kyseliny (lupulony) (Tanaka et al., 2014). Nicmén¢ chmelové
Sistice také maji listeny, které hojné obsahuji fenolické latky, u kterych bylo zjisténo mnoho
pozitivnich u¢inkii na lidské zdravi a jejich vyuzitelnost ve farmaceutickém pramyslu
(Tanaka et al., 2014) . Mimo jiné je dokazané, ze chmelové kyseliny maji vyznamny vliv na
tvorbu a stabilitu piva, tento vliv je zaloZen na hydrofobnosti chmelovych kyselin, schopnosti
vazat polypeptidy, tendenci ke sniZovani povrchového napéti v kapalinich a schopnost
navySovat viskozitu (Roberts, 2016). Nejvice se podileji na tvorbé pény 1s0-a-kyseliny, praveé
kvuli jejich omezené rozpustnosti ¢imz snadnéji ptfechazi do pény, kde jsou spojeny
s polypeptidy z roztoku, dokonce i samotné a-kyseliny jsou pénotvorné, ale pouze kdyz jsou
zpocatku rozpusténé v pivu (Roberts, 2016).

Mezi hlavni péstitelské oblasti patii Némecko, USA, Cina &i Ceska republika, u nas
predeviim jde o Zateckou, Ustéckou a Trsickou oblast (Kunze, 2010). Chmel lze rozdélit na
chmel hotky, coz znamena, ze ma vysoky obsah humulonu, cohumulonu, Ilupulonu
a kolupulonu, nebo na chmel dokonc¢ovaci ¢i aromaticky (Nance & Setzer, 2011). Ke chmeleni
se vyuzivaji suSené hlavice chmele ¢i chmelové produkty obsahujici pouze slozky chmelu
(Kunze, 2010). Dnes uz se ptimo hlavkovy chmel pouziva zejména pfi studeném chmeleni, dale
jsou z n&j vyrabény pravé chmelové produkty, jako jsou granulované chmely (pelety) ¢i
pastovité extrakty (Chladek, 2007). Divodem pro vyuzivani chmelovych produktt je jednak
zpracovani mén¢ kvalitnich chmelt, dale jeho snadnéjsi skladovani, vyssi stabilita vlastnosti
chmelu avyuzitelnost hotkych latek (Chladek, 2007). Chmel ma pro vyrobu piva
nepostradatelny vyznam, co se tyCe stability piva, protoze chrani pivo pred Skodlivymi
mikroorganismy nebo alespon zpomaluje jejich neblahy vliv (Olsovska et al., 2017). Dle
Andersona (2019) byly prokazany protiplisiiové a antibiotické vlastnosti na riznych agarech,
kde byl pozorovan maly nebo Zadny rist mikroorganismi.
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Existuje mnoho odrad chmelu, rozdé€luji se podle riznych ukazatelti, mezi nejcastéjsi
patii vegetacni doba zrani, kdy se odridy d€li na rané, polorané a pozdni (Basafova et al., 2021).
Nebo se odridy déli podle obsahu chmelovych pryskyfic, podle tohoto ukazatele se déli na
jemné aromatické chmele s niz§im obsahem a-hoikych kyselin, aromatické chmele, hotké
chmele a na vysokoobsazné hotké chmele vyznacujici se vys$§im obsahem pryskyfic, avSak
s moznym hrub¢&jSim aroma (Basatova et al., 2021). Jemné¢ aromatické chmele skytaji odridy
jako je zatecky polorany ¢ervenak (Saaz), Tettnang, Spalt a Lubin, pod aromatické chmele patii
odridy jako Sladek, Cascade, Golding aj. ¢i Hersbrucker a Hallertauer, které jsou tradic¢ni
(Basarova et al., 2021). Hoiké odridy chmele jsou naptiklad Premiant, Bor, Northern Brewer
a nakonec odridy vysokoobsaznych chmelll jsou Magnum, Nugget, Taurus ¢i Columbus
(Basarova et al., 2021).

Obsah aromatickych slozek zavisi na technologii, podle které je pivo pfipraveno a jaké
chmelové ptipravky byly pouzity, také zalezi na dobé piidani chmelu a chmelovych produkt
do mladinové panve (Brendel et al., 2019). Nejcastéjsi vyuzivané chmelové produkty jsou
chmelové pelety, extrakty a dnes jiz nepfili$ pouzivané chmelové §istice (Brendel et al., 2019).
Nejcastéji je ptidavan chmel do horké mladiny na zacatku varu, kvili preméné hotkych kyselin
(o-kyselin) na rozpustngjsi 1so — a-kyseliny, pficemz vytézek hoikych kyselin béhem varu se
zvySuje, zatimco co jsou tékavé latky béhem varu odpafeny (Rettberg et al., 2018). Pro
vyrazngj$i chmelové aroma se ptidavaji vétsi davky v pozdé¢jsich fazich varu, bud’ v mladinové
panvi nebo dokonce ve whirlpoolu, coz lze oznadit jako pozdni chmeleni a vysledkem je
svétlejsi barva piva (Rettberg et al., 2018). Profil fenolickych latek pii brzkém a pozdnim
chmeleni se zna¢né¢ 1isi, napfiklad u pozdné chmelenych piv pievladaji terpenové derivaty, jako
jsou epoxidy, humulenu ¢i oxidy linaloonu (Rettberg et al., 2018). Také existuje suché
chmeleni, kdy se chmel ptidava do studené¢ho piva, ptfidavaji se Sisky ¢i pelety pti kvaSeni pred
filtraci, jde o extrakci za studena s rozpoustédlem v podobé vodného roztoku ethanolu
(Rettberg et al., 2018).

Chmelové produkty jsou Siroka skupina chmelovych ptipravkd pouzivanych misto
chmelovych hlavek, jde o chmelové pelety obohacené ¢i izomerizované, nebo extrakty riznym
zptsobem ziskané (Kunze, 2010). Chmelové pelety jsou vyrabény ze suSeného chmele
rozemletého na prasek a jsou slisovany do tvaru pelet, v dnesni dobé jsou ¢im dal tim vice
popularni obohacené pelety o lupulin (Kunze, 2010). Také se pouzivaji ethanolové chmelové
extrakty, které miZou byt Cisté pryskyficné se standardizovanym obsahem hotkych kyselin
a latek, jako jsou proteiny ¢i silice (Olsovska et al., 2017). Nebo existuji extrakty dvojslozkové,
coz je smés ethanolového avodného extraktu obsahujici mimo jiné 1 polyfenoly
(Olsovska et al., 2017). Existuji také extrakty, které se ziskaji extrakci oxidem uhli¢itym, diky
jeho nepolarnim vlastnostem obsahuji pouze nepolarni slozky chmele, a tedy hotké kyseliny a
silice (Olsovska et al., 2017).

3.2.3.1 Stanoveni parametri chmele

Hodnoceni kvality chmele se provadélo vyhradné senzoricky pifed rozvojem
chemickych analytickych metod, kdy byla hodnocena barva, lesk vyrovnanost hlavek, viing,
mnozstvi a barva lupulinu ¢i poskozeni hlavek sktidci. Dodnes ma v hodnoceni jakosti chmele
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své misto senzoricka analyza (Krofta, 2008). Dnes jsou popsané analytické metody a postupy
na jakostni pozadavky dle metodik EBC (European Brewery Convention), ASBC (American
Society of Brewing Chemists) ¢i MEBAK (Brautechnisce Analysenmethoden) ¢i jsou popsané
Vv nasich normdach. V naSich normach je navic zahrnuto nad ramec EBC a ASBC fada
mechanickych zkousek, kdy se hodnoti otluky, jemnost vieténka ¢i tézkost hlavek
(Krofta, 2008).

U chmele se provadi mechanické zkousky, kdy je hodnoceno nékolik parametra
charakterizujici jejich velikost, hmotnost ¢i tvar (Krofta, 2008). Jedna se o absolutni hmotnost
sto hlavek, podil vietének ve hmotnosti hlavek, primérmé délka vieténka, tézkost chmele,
hustota hlavky, pravidelnost vieténka a dalsi, avSak v praxi jsou provadéné pouze tii tyto
zkousky (Krofta, 2008). Jedna se o obsah cizich a biologickych piimési, obsah semen a
rozpleveleni hlavek (Krofta, 2008). Stanoveni cizich a chmelovych piimési v hlavkovém
chmelu je provadéno dle norem CSN 46 2520-4 (462520) a CSN 46 2520-5 (462520), jde o
hmotnostni podil pfimési cizich (dratku, kament, provazkl) ¢i chmelovych piimési (Casti
chmelové révy, listy aj.) vyjadieny v procentech z pivodniho vzorku. Druhd pouzivana
mechanicka zkouska je stanoveni obsahu semen v hldvkovém chmelu dle normy CSN 46 2520-
10 (462520), kde se jedna o stanoveni hmotnostniho podilu semen, v piipadé Ze je rostlina
opylena, tvofi se v hlavkach semena, pfi¢emz semena mizou negativné ovlivnit senzorické
vlastnosti piva, kvuli obsahu lipidi (Krofta, 2008). Tteti zkouskou je rozpleveleni hlavek dle
normy CSN 46 2520-6 (462520), kde jde o stanoveni &asti hlavek jako jsou pravé a kryci
listeny, vieténka a stopky, které se diky presuSeni rozpadaji a pti prosévanim sitem s urcitou
velikosti ok propadnou.

Pro stanoveni kvality chmele jsou vyuzivany také chemické analyzy popsané
v metodikach EBC, ASBC CI MEBAK a Vv &eskych normach. Do hodnoceni kvality chmelu
patii stanoveni alfa kyselin, konduktometricka hodnota chmele, stanoveni alfa a beta kyselin ve
chmelu a chmelovych extraktech metodou HPLC ¢&i spektofotometricky (Krofta, 2008). Dale
se stanovuje index skladovani spektrofotometricky, stanoveni obsahu a sloZeni chmelovych
silic ve chmelu a chmelovych extraktech, stanoveni vlhkosti chmele ¢i stanoveni obsahu
dusi¢nanti kapalinovou chromatografii aj. (Krofta, 2008).

Na nespecifické stanoveni obsahu a-kyselin 1ze pouzit metodu EBC 7.4, kde zaroven
Ize uréit konduktometrickou hodnotu pomoci reakce a-kyselin s octanem olovnatym, nebo také
metodu ASBC na stanoveni hotkych kyselin fotometricky (Brendel et al., 2020). Pro analyzu
chmelovych pryskyfic (hotké kyseliny) a urceni konduktometrické hodnoty plati, Ze jsou
zaloZené na extrakci do rozpoustédla jako je methanol ¢i diethylether a probihé nasledné méteni
koncentrace v rozpoustédle (Roberts, 2016 ; Brendel et al., 2020) . Koncentrace v rozpoustédle
je zjistovana pomoci titrace methanolovym roztokem octanu olovnatého a je zméfena vodivost
neboli konduktivita, v tomto méteni jde o to, Ze alfa kyseliny se vysrazi jako olovnaté soli a po
jejich spotiebovani dojde k nartstu vodivosti, a to je bod ze kterého Ize zjistit koncentraci alfa
kyselin (Roberts, 2016). Pro stanoveni hotkych kyselin je vyuzivana HPLC, metoda je vice
popséna pod popisem chmelovych pryskyfic ve chmelu.

Dalsim kvalitativnim parametrem je index skladovani (HSI), ktery se stanovuje podle
ASBC HOPS-6, pficemz tato metoda je dilezita, protoze hlavkovy chmel je nestabilni
a v zavislosti na skladovani se méni sloZeni dileZitych slozek, mezi nejvaznéjsi projevy patii
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ubytek alfa kyselin ve chmelu (Krofta, 2008). Tato metoda je zaloZena na méfeni absorbance
metanolového extraktu chmelu pfi 275 nm a poméru absorbanci méfenych pti 275 a 325 nm
pomoci UV-VIS spektrofotometru, hodnota HSI mensi nez 0,35 ukazuje ptijatelné meze indexu
skladovani, ale nad hodnotu 0,4 mutze index skladovatelnosti ukazovat na zacatek degradace
hoikych kyselin a jinych slozek (Krofta, 2008; Roberts, 2016). Dle EBC 7.13 je index
skladovani chmele stanovovan jako referen¢ni metoda pro starnuti chmele, protoze metoda
uvedena vyse v textu nevyjadiuje pfimo informace o kvalit¢ chmelu, proto znamenim starnuti
aromatickych sloucenin je epoxidova frakce (karyofylen, humulen) a analyza probiha ve vztahu
k neepoxidovanym formam, avsak tento postup je ¢asové naro¢ny na pfipravu a stanoveni
probiha na plynovém chromatografu (Brendel et al., 2020).

Stanoveni vlhkosti chmele je podstatny faktor, protoze pii vyssi vlhkosti chmele mtize
dojit k mikrobidlni aktivité, kterda mulze zhorSit kvalitu klicovych slozek chmele
(Roberts, 2016). Vyssi obsah vody nad 15 % zvySuje riziko zapafeni chmele, a tudiz jeho
znehodnoceni, ¢i dokonce samovzniceni, nicméné i pfi nizkém obsahu vody pod 6 % se kvalita
chmelu snizuje, protoze chmelova hlavka je kiehkd a pfi manipulaci se rozpadd, coz je
nezadouci (Krofta, 2008). Optimdlni obsah vody v suSeném chmelu je 10 az 11 %
hmotnostnich, norma, ktera popisuje tuto zkousku je CSN 46 2520-3 (462520) a stanoveni
vlhkosti ve vzorku je provedeno tak, ze je stanovené mnozstvi vzorku mletého chmele ususeno
za danych podminek a z rozdili hmotnosti pfed a po suSeni je vypocitdn obsah vlhkosti ve
vzorku.

Nezéadouci a cizorodé latky ve chmelu jsou také soucésti hodnoceni kvality chmele,
protoze chmel mize obsahovat rizné exogenni slozky, jako jsou tézké kovy, rezidua pesticidu,
viry, a predevsim obsah dusi¢nand, jeZ se muzou mikrobialni redukci pfeménit na dusitany a
nasledné vytvotit karcinogenni N-nitrosoaminy (Krofta, 2008). Stanoveni dusi¢nani je
zalozen0 na ur¢eni mnozstvi dusi¢nanovych iontt, které piejdou do roztoku béhem patnacti
minutového varu chmele s destilovanou vodou, nasledné se roztok nafedi a koncentrace
dusi¢nanti je méfena pomoci kapalinové chromatografie s pfimou detekci pii vinové délce 205
nm (Krofta, 2008). Stanoveni rezidui pesticidi nema sjednoceny postup, protoze zalezi na
povaze ucinné latky i pfes to vSak existuji multirezidualni metody, obecné vSak 1ze tento proces
rozdélit na tii faze a tim je extrakce U¢inné latky, oddéleni balastnich latek a CiSténi extraktu
a nésledné analytické stanoveni (Krofta, 2008).

3.2.3.2 Chemické sloZeni chmelu a jeho stanoveni

Na chemické sloZzeni chmele (viz tabulka ¢. 4) ma vliv nékolik faktord jako je odrida,
ro¢nik, poskliziiova Uprava ¢i zjaké oblasti chmel pochazi, (Kosatf et al., 2000). Mezi
zpusobujici piijemné chmelové aroma piva a polyfenoly diky nimZ je pivo chrdnéno pied
pfed¢asnym starnutim, protoZe maji antioxida¢ni u¢inky (OlSovska et al., 2017). Chmel také
obsahuje latky nepfiznivé ovlivnujici technologii procesu vyroby piva, zejména se jedna
0 dusi¢nany, rezidua posttikli, mohou se vyskytovat tézké kovy nebo rezidua chemickych
katalyzatorii (Kosaf et al., 2000). Proto je diilezité pti ndkupu hldvkového chmelu stanovovat
jakostni parametry subjektivné jako je viné, barva a lesk hlavek, nebo objektivné jako je
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posouzeni obsahu cizich a pfirozenych pfimési, napadeni Skidci ¢i obsah otlu¢enych hlavek
(Kosar et al., 2000). Chmel také obsahuje fenolické slou¢eniny zejména flavonoidy coZ jsou
sekundarni metabolity (Tronina et al., 2020). Bylo zjisténo pomoci hmotnostni spektrometrické
analyzy, Ze chmel obsahuje okolo 14 % fenolickych kyselin, flavonoidii, proanthokyanidind,
flavanonti nebo katechint (Tronina et al., 2020). Tradi¢ni metoda pro stanoveni kvality chmelu
dle ASBC je provadéna pomoci destilace vodni parou (Lamberti et al., 2021). Metody pro
ziskani tékavych latek z chmelu je také destilace vodni parou, hydrodestilace, macerace
a adsorpce, avsak tyto metody jsou naro¢né jak energeticky, tak casové z duvodu vétSich
mnozstvi Uprav pied samotnou extrakci ¢i materidlové z pohledu spotieby vody nebo
organickych rozpoustédel, pomoci nichz se té¢kavé latky extrahuji (Lamberti et al., 2021). Pro
ziskani tekavych latek z chmelu byla vyvinuta metoda mikrovinna, ultrazvukova, superkriticka
a subkritickd fluidni extrakce se Setrn€j$imi rozpoustédly k zivotnimu prostiedi, pfiC¢emz
v n¢kolika studiich se vyuzilo superkritického oxidu uhlic¢itého kvuli své zvlastni polarité
a viskozité, diky niz dochazi k extrakci a-kyseliny a lipofilni frakce, avSak vysledny produkt
obsahuje vice sloucenin nez jen te€kavé latky (Lamberti et al., 2021). Tato metoda je specificka
V tom, Ze je snaha o regeneraci té¢kavych latek ve chmelu a diky ni je vysledny produkt stabilni
a mize byt vyuzit v procesu vaieni piva, avSak zatim jde pouze o akademickou laboratorni
metodu, ktera neni pfevedena do pramyslu (Lamberti et al., 2021). Tudiz dale jsou uvedeny
klasické a moderné€jsi metody pro stanoveni jednotlivych slozek chmelu.

Latka Obsah [%]
voda B-—12
celkove pryskyiice 15-20
polyfenolove latky Z2—6
silice 02-25
vosky a lipidy 1-3
dusikate latky 12-15
sacharidicka latky (celulosa) 40 —-50
mineralni katky 6—-8

Tabulka ¢. 4 Primérné chemické slozeni chmele (Kosaf et al., 2000).

Chmelové pryskyftice zahrnuji slozky jako jsou mékké chmelové pryskyfice, sem jsou
fazené specifické a-hotké kyseliny a B-hotké kyseliny, dale pak nespecifické mékké pryskyftice
a tvrdé pryskyfice (Basatrova et al., 2021). Chmelové a-hotké kyseliny se skladaji z hlavnich
slozek a to humulonu, kohumolonu, adhumulonu a dvou vedlejSich latek posthumulonu
a prehumulonu a B-hoiké kyseliny jsou tvofené lupulonem, kolupolonem a adlupolonem
a vedlejSimi slozkami postlupulonem a prelupulonem (Hrnéic et al., 2019). Ve vodé jsou téméet
nerozpustné a-hotké kyseliny, protoze jde o slabé kyseliny, a tudiZ obtizné¢ disociuji, avSak pfi
varu ve slabé kyselém prostiedi tedy pti varu sladiny dochazi k izomeraci za vzniku 1so — a-
hotkych kyselin, které jiz disponuji lepsi rozpustnosti a vykazuji silnou senzorickou hotkost
(Kosaf et al., 2000 ; Basatova et al., 2021). Pfi izomeraci 1s0 — a-hotkych kyselin vznikaji trans
a cis-Iso—a-hotké kyseliny, Vv pivu jsou obsazeny vrozmezi od 10 do 100 mg/l
(Jaskula et al., 2007). Iso — a—hotké kyseliny jsou podstatné pro vznik a stabilitu pény, protoze
utvari spolu s bilkovinami a kationty dvojmocnych kovii povrh bublinek pény, jejiz pruznost
zabranuje predCasnému opadnuti pivni pény (Kosaft et al., 2000). B-hoiké kyseliny jsou druhou
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nejvice zastoupenou frakci, avSak nemaji tak velky vyznam jako a-hotké kyseliny, jsou jen
velmi malo pfeménovany pii chmelovaru na hulupony rozpustné v mladiné (Kosar et al., 2000).
Avsak néekteré studie dokazali, ze B-hotké kyseliny ve srovnani s a-hotkymi kyselinami maji
vy$$i antimikrobialni u¢inek (Hrnci¢ et al., 2019).Také mikrobialni ucinek spolu s hotkymi
kyselinami maji i jejich izomerizované formy (Roberts, 2016). Jejich Gi¢inek ptisobi predevsim
na grampozitivni bakterie jako je Acetobacter, Lactobacillus a Pediococcus (Roberts, 2016).
Jednotky hoikosti (IBU) dle EBC ¢i ASBC znaci obsah neizomerizovanych a-kyselin, ackoliv
tyto latky nepfispivaji ke vnimané hotkosti (Roberts, 2016). Lze tuto jednotku hotkosti vnimat
jako mnozstvi hotkosti, kterou pivovarnici mizou ocekavat v pivu aje vyjadiena
v miligramech Iso-a-kyselin na litr piva (Oladokun et al., 2017).

Metoda pro stanoveni hotkych latek v pivu je spektrofotometrie v UV, pii vinové délce
275 nm je meéfena absorpce izooktanového extraktu v okyseleném vzorku piva, avSak
nevyhodou této metody je jeji nespecifita, protoze vedle 1so — a-hotkych kyselin jsou méteny
i dalsi latky, jako jsou polyfenoly, které mohou zkreslovat kone¢ny vysledek a nesouvisi
s hotkosti (Jaskula et al., 2007; Oladokun et al., 2017). Proto jsou proméfovany navic u vzorku
vlnové délky 325 nm pro alfa kyseliny a 355 nm pro beta kyseliny a vySe uvedend vinova délka
(275nm) je pro alfa i beta kyseliny, ale tato metoda je rozsifena predevsim v USA, kde je
popsana v metodice ASBC jako Hops-6 a je uréena pro Cerstvé chmele (Krofta, 2008). Tudiz
je vyuzivana pro kvalitativni stanoveni metoda EBC 7.7 vysokoG¢inna kapalinova
chromatografie (HPLC), konkrétné extrakce kapalina-kapalina, pii niZ se stanovuji najednou
a — kyseliny a B-kyseliny a jejich analogy, méfeni je zaloZzené na chromatografickém déleni
chmelovych pryskyfic ziskanych extrakci a nasledné detekce jednotlivych slozek pomoci
diodového pole ¢i hmotnostni spektrofotometrie (Krofta, 2008; Brendel et al., 2020). Avsak
| tato metoda ma nevyhody, protoze jiz diive bylo zjisténo, ze je pii HPLC problém interakce
Iso — a-kyselin s kyselinami a stopovymi prvky, coz vede ke Spatnému rozliSeni ¢i vytéznosti,
a tudiz je vhodné pouzivat diikladné demineralizované kolony (Jaskula et al., 2007).

Druhou slozkou chmelu po pryskyficich jsou chmelové silice, jejichz vlastnosti jsou
ovlivnéné odriidou, kterych existuje celd Skala, dale se odliSuji senzorickymi vlastnostmi
ovlivnéné zemépisnou polohou i klimatickymi podminkami (Anderson et al., 2019). Chmelové
silice se rozdéluji na uhlovodikovou frakci, kyslikatou frakci a frakci sirnych sloucenin
(Basarova et al., 2021). Uhlikova frakce je nejvice zastoupenou slozkou (70-80 %), je tvofena
alifatickymi uhlovodiky (pentan, isopren aj.), také monoterpeny (myrcen, B-karyofylen aj.) ¢i
seskviterpeny (a-humulen, B-farnesen) a mnoho dal$ich sloucenin, u téchto slozek zalezi na
vzajemném pomeéru monoterpeni a seskviterpent, které wuddvaji vysledné aroma
(Basarova et al., 2021). Prestoze je uhlikova frakce piivodcem aroma chmele, tékavé latky
z této frakce vytékaji béhem chmelovaru a pfechdzeji do mladiny minimalné, zatimco tékaveé
latky z kyslikaté frakce jsou rozpustnéjsi, a tim se dostanou do piva a spolecné s kvasnymi
produkty utvafeji pivni aroma (Kosat et al., 2000). Nejvice aromatické latky jsou linaloon
a myrcen, linaloon je primarni plivodce chmelové chuti a jde o terpenicky alkohol vonici po
aroma piva, protoze jeho koncentrace je pod senzorickou prahovou hodnotou, coz je disledek
jeho odpafovani béhem vareni mladiny (Aberl & Coelhan, 2012).
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Pro analyzu silic se vyuziva pievazn¢ plynova chromatografie (GC) s hmotnostni
spektrofotometrii (MS), nebo s plamenoioniza¢ni detekci (FID) (Rettberg et al., 2018).
K tomuto méfeni se vyuzivaji riizné extrakéni ¢i koncentra¢ni metody. Do téchto metod patfi
destilace vodni parou, extrakce organickymi rozpous$tédly ¢i kapalnym oxidem uhli¢itym, nebo
sorpcni extrakce, avSak vétSina téchto metod je narocnd na piipravu vzorkl i zpracovani
(Anderson et al., 2019). Predevsim béhem extrakce se mohou vylouhovat netékavé zbytky
sesencialnimi  oleji, které mohou negativné ovlivnit plynovy chromatograf
(Anderson et al., 2019).  Sice  plynova  chromatografie = v kombinaci  hmotnostni
schopna rozlisit izomerni ¢i labilni slouceniny (Anderson et al., 2019). Proto se v posledni dobé
zacina vyuzivat metoda headspace (HS)-trap jehoz schéma je na Obrazku ¢. 2, diky niz se zkrati
doba ptipravy vzorku, zamezi se nadmérnym ztratam analytu a také limity pro detekovani jsou
snizeny (Aberl & Coelhan, 2012; Anderson et al., 2019). Princip této metody spociva v zahiati
vzorku uvnitf uzaviené vialky (uzaviratelné lahviéce), dokud neni ustanovena rovnovaha, poté
je pouzit nosny plyn, ktery natlakuje obsah vialky (Aberl & Coelhan, 2012). K posunu
rovnovahy se vyuziva tfepani, michani ¢i zahfivani a tim rychleji dojde k nasyceni plynné faze
(Rettberg etal., 2018). Nasledn¢ je ochlazena c¢ast nosiCe S adsorbentem naplnéna
extrahovanymi parami ze vzorku, po dokonceni extrakce par je do zafizeni piiveden nosny plyn,
ktery projde nosi¢em se vzorkem a tim odstrani vlhkost ze vzorku (Aberl & Coelhan, 2012).
Posledni krok je tepelnd desorpce a transport pomoci nosného plynu do kolony plynového
chromatografu a hmotnostniho spektrofotometru (Aberl & Coelhan, 2012). Pomoci této metody
je mozné rozliSit odrady chmele, a tudiz se usnadni vybér odridy pro konkrétni vafené pivo,
pticemz silice byly rozliSeny pomoci kalibracnich kiivek, které jsou specifické pro dany analyt
(Anderson et al., 2019). Avsak tuto analyzu omezuje nedostate¢na citlivost piedevsim na tékavé
latky v nizkych koncentracich nebo s vysokym bodem varu, tudiz je Headspace s plynovou
chromatografii omezena na analyzu hojné zastoupenych tékavych sloucenin
(Rettberg et al., 2018). Tudiz pro lep$i a SetrnéjSi separaci tékavych latek lze pouzit
mikroextrakci tuhou fazi, kde je vyuzivan adsorbent ve tvaru ty¢inky a ptsobi na n¢j headspace
nad vzorkem ¢imz se zvysi citlivost 10 az 20krat v porovnani s pouzitim pouze headspace
s plynovou chromatografii (Rettberg et al., 2018). Problém u této metody je mensi G¢innost
u analyzy pevnych vzorkti chmelu, proto je spise tato metoda vyuzivana pro stanoveni tékavych
latek v kapalnych vzorcich tedy pivu (Rettberg et al., 2018). Alternativou pro analyzu terpent
misto plynové chromatografie je vakuova ultrafialovd spektroskopie, jez méfi absorpci
v rozsahu 120-240 nm, nejvétsi vyhodou je, Ze vSechny tékavé latky absorbuji v tomto rozmezi
a vykazuji specificka absorp¢ni spektra, diky nimz lze provést kvalitativni 1 kvantitativni
vyhodnoceni (Anderson et al., 2019).
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Obrazek ¢. 2 Schéma Headspace-trap metoda v kombinaci s plynovou chromatografii
a hmotnostni spektrofotometrii

(Dostupné z: https://food.au.dk/foodhay/instruments/food-biophysics-platform/food-
biophysics-lab/gcms-headspace/)
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Polyfenoly jsou tieti slozkou chmele, 1ze je popsat jako sekundarni metabolity rostlin
a obvykle se déli na skupiny flavonoly, flavan- 3- oly, fenolové karboxylové kyseliny, coz jsou
derivaty kyseliny benzoové ¢i skoticové, a dalsi latky jako jsou prenylflavonoidy ¢i stilbenoidy
(Mikyska et al., 2022). Ve chmelu se vyskytuje 2-5 % polyfenoli v susin¢ (Kunze, 2010).
Polyfenoly vykazuji dilezitou roli v obrané rostliny proti stresu riazného pivodu, jako jsou
reaktivni formy kysliku a dusiku, UV zafeni, riizné patogeny ¢i paraziti (Brglez et al., 2016).
Dalsi pozitivni vlastnost fenolickych latek je podpora tvorby lomu pii chmelovaru, také
podpora pii odlu¢ovani kall, protoze dochazi ke snizovani obsahu fenolickych latek z dtivodu
vysrazeni  komplexti  tfislovin s  bilkovinami  béhem chlazeni a  kvaSeni
(Basatova et al. 2021; Mikyska et al., 2022). Také bylo dokéazano, ze polyfenoly pfispivaji
K hotkosti piva zvlasté v pritomnosti isohumulonti (Hahn et al., 2018). Avsak chmelové
polyfenoly miizou mit i negativni vyznam, za coz jsou zodpovédné oxidacni a kondenzacni
reakce, diky nimz je horsi vysledna kvalita piva, pfedev§im co se tyCe barvy, zakalu a chuti
piva (Basafova et al. 2021). U odrid jemnych aromatickych chmeld byla zjisténa vys$si hladina
polyfenolli, konkrétné u odriidy zatecky polorany cerveiidk nez u jinych vysokoobsaznych
odrad chmelu, zéaroven nizky obsah fenolickych latek vykazuji chmelové piipravky
a jednoslozkové extrakty ziskané pomoci extrakce superkritickym oxidem uhli¢itym
(Basatova et al. 2021).

Nebo je mozné polyfenoly rozdélit dle jejich molekulové hmotnosti, protoze to definuje
jejich vlastnosti (Jaskula-Goiris et al., 2014). Nizkomolekularni fenolické latky jsou silné
antioxidanty a zaroven se podileji na redukujici schopnosti polyfenol v pivu, ¢imzZ zabranuji
oxidaci piva a jeho poskozeni, také zlepsuji chut'ovou stabilitu (Jaskula-Goiris et al., 2014).
Naopak polyfenoly s vyssi molekulovou hmotnosti pfispivaji ke zméné barvy a tvorb¢ zakalu,
jde ptedev§im o proanthokyany, které se také mohou oznaCovat jako tanoidy
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(Jaskula — Goiris et al., 2014). Fenolické latky se bézné vyskytuji i v jinych rostlinach, avsak
skupina prenylflavonoidi a multifidolovych glykosidu jsou v ur¢itém mnozstvi obsazeny pouze
v chmelu, také jsou vylucovany z lupulinové zlazy spole¢né s hotkymi kyselinami a t€kavymi
oleji (Hrn¢i¢ et al., 2019).

Mezi dulezité prenylflavonoidy patii 8 - prenylnaringerin a 6 — prenylnaringerin, coz
jsou silné fytoestrogeny, nebo také izomery xanthohumolu (Hrnci¢ et al., 2019). Druhymi
nejvice zastoupenymi latkami ve chmelovych Sisticich jsou flavanoly neboli katechiny a jejich
polymery, proanthokyanidiny ¢i kondenzované tiisloviny (taniny) (Hrnci¢ et al., 2019). Treti
skupinou jsou flavonoly, mezi které patii kvercetin a kaempferol (Hrnéi¢ et al., 2019).
Jednotlivé fenolické slouceniny maji odlisnou chemickou strukturu, a tudiz rizné vlastnosti
jako je reaktivita v rdmci antioxidacnich, antiradikdlovych a chelata¢nich schopnosti
(Mikyska et al., 2022).

Polyfenoly v pivu lze analyzovat pomoci raznych detektord jako jsou coulometrické,
elektrochemické a fotodiodové soustavy, ¢i spektrometrie UV a hmotnostni spektrometrie ve
viditelnych spektrech (Hrnci¢ et al., 2019). Pro kvantitativni analyzu prenylflavonoidu lze
vyuzit kapalinovou chromatografii ve spojeni s hmotnostni spektrofotometrii
(Hrngi¢ et al., 2019). Dle Hrncice (2019) na zaklad¢ pouziti téchto metod bylo zjisténo mnoho
fenolickych sloucenin naptiklad hexosidy, pentosidy, chininové slouc¢eniny ¢i konjugaty jako
je kyselina feruloylchinova, kyselina kumarova-O-hexosid, katechin-O-dihexosid a mnoho
dalsich. Analyzu fenolickych kyselin je také mozné provést pomoci HPLC-UV
(Oladokun et al., 2017). V dalsi studii jsou uvedené metody pro komplexni separaci a strukturni
analyzu fenolickych latek, jde o kapalinovou chromatografii v riznych variantach pouzitou
k separaci (Tanaka et al., 2014). Pro separaci byla pouzita sekven¢ni kapalinova chromatografie
ve tfech az Ctyfech krocich. Nejprve je pouzita vysokorychlostni protiprouda chromatografie,
nasledn¢ hydrofilni interakéni chromatografie, kde se pouzije amid, tieti faze je kapalna
chromatografie s obracenou fazi s pouzitim oktadecylsilylové kolony ¢i fenolova kolona, kdyz
nebyla Gspésna predchozi separace (Tanaka et al., 2014). Dle ASBC Beer-35 Ize stanovit
celkovy obsah polyfenolii, metoda spociva v reakci polyfenold s zeleznatym iontem
v alkalickém roztoku a nasledné méfeni absorbance pfi 600 nm, naméfena absorbance je
vynasobena Cislem 820, ¢imz je ziskan celkovy obsah  polyfenolt v pivu
(Oladokun et al., 2017).

Slozka zastoupend v susiné chmelu z 12 az 15 % jsou dusikaté latky, z nichz 30 az 50 %
pfechdzi do hotového piva, avSak pro vyrobu piva nemaji vétsi vyznam (Kunze, 2010).
MnozZstvi dusikatych latek ve chmelu zévisi predev§im na odrid¢ a podminkéch, pii ristu
a sklizni (Basarova et al. 2021). UsuSené chmelové Sistice také obsahuji v malych mnoZstvich
sacharidy a lipidy, avSak nemaji zadny vét$i vyznam v technologii piva, o obsahu vétsiho
mnozstvi lipid ve chmelu se jedné pouze v ptipad€ pouziti oplodnénych SiSek s vétSim poctem
semen a tam se jiz mulze projevit negativni vliv na senzorické vlastnosti piva
(Basarova et al., 2021).
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3.2.4 Laboratorni stanoveni kvality kvasinek

Kvasinky jsou jednobunéény organismus, ktery se rozmnozuje pucenim, a tedy
nepohlavnim rozmnozovanim. Jde o fakultativné anaerobni organismus, tudiz miize piezivat
V aerobnim i anaerobnim prostiedi, nicméné rod Saccharomyces cerevisiae V aerobnim
prostiedi nevyuziva respiracni aparat pro metabolismus sacharidu, ale produkuje ethanol a dalsi
latky ptes pyruvat (Parapouli et al., 2020). Diky produkci a akumulaci vytvoieného ethanolu,
ktery je pro vétSinu mikroorganismil toxicky nebo staticky, kvasinky zastavi ostatni mikrobialni
druhy pted vyuzitim cukru, poté pokracuji ve spotteb¢ vytvoreného ethanolu a tim podporuji
sviyj vlastni rast (Parapouli et al., 2020). Kvasinky rodu Saccharomyces cerevisiae maji i dalsi
dalezité vlastnosti, jako je odolnost vici vysokym koncentracim sacharidi a vi¢i produkci
aromatickych té€kavych sloucenin (Parapouli et al., 2020).

Béhem vyroby piva jsou kvasinky nezbytné, protoze pfeménuji sacharidy obsazené
v mlading na alkohol a oxid uhlicity, ale také jsou ptivodcem syntetizujicim kli¢ové slouceniny
pro chut’ a charakter piva (Canonico et al., 2014; Krogerus et al., 2017). Mezi tyto metabolity
kvasinek se fadi vyssi alkoholy, organické kyseliny, estery, aldehydy a ketony nebo také
slou€eniny siry (Buiatti, 2009). Rozmnozovani kvasinek pro zaockovani mladiny probiha tak,
ze vybrany kmen je rozmnozovan pro ziskani dostate¢ného poctu bunék bez kontaminanti a ve
vhodném fyziologickém stavu (Lodolo et al., 2008). Pro mnozeni kvasinek je nezbytné zajistit
piiznivé podminky pro rist, mezi néz patii dostate¢ny piisun kysliku a také dostatek zivin, jako
jsou aminokyseliny, sacharidy, vitaminy a anorganické ionty (Lodolo et al., 2008). Samotné
mnozeni v laboratofi probihd pfevedenim kvasni¢né kultury napt. ze Sikmého agaru, ktery se
pfevadi do 15 ml, nésledné je pifeveden do 200 ml a zavér pomnozovani kvasinek probiha
v Carlsbergové bance (Lodolo et al., 2008). V pivovarech je bézna praxe, Ze se kvasinky pouziji
opakovangé, nejcastéji Ctyfikrat az Sestkrat, kde z jednoho kvaseni jsou odebirany kvasinky pro
kvaSeni dalsi a po vycCerpani se zakldda novy zdkvas pomoci zamrazenych kultur
(Buiatti, 2009; Gallone et al., 2018). Kvasné davky se nejcastéji pohybuji od 10 do 25 milioni
bunék na 1 mililitr (Buiatti, 2009).

Kvasinky se rozd¢€luji v zavislosti na pouziti pro spodné a svrchné kvasené pivo, druh
kvasinek pro spodni kvaseni je Saccharomyces cerevisiae subsp. uvarum carlsbergensis a pro
svrchni kvaseni jsou vyuzivany kvasinky Saccharomyces cerevisiae subsp. cerevisiae. (Kosaf
et al., 2000). Kvasinky se mimo jiné mizou d¢lit na pivovarské a lezacké, pod pivovarské patii
vétsina kmenti Saccharomyces cerevisiae, ke kvasinkam lezackym patii kmeny Saccharomyces
pastorianus (synonymum pro Saccharomyces carlsbergensis), coz jsou mezidruhové hybridy
Saccharomyces cerevisiae a Saccharomyces eubayanus (Gibson et al., 2017). Rozdil mezi
kmeny kvasinek je pfevazné v teplotach, pti kterych kvasi, kdy kvasnice pro svrchni kvaSeni
maji idealni teplotu mezi 18 az 22 °C, zatimco kvasnice pro spodni kvaseni pottebuji idealné
prumyslovych organismt, protoze diky nim je produkovana svétova vyroba lezackého piva, je
to dano kombinaci vlastnosti jako je vyuziti maltotridzy a tolerance viici nizkym teplotdm
(Krogerus et al., 2017). Kmeny Saccharomyces cerevisiae jsou schopny pfijimat a fermentovat
ruzné sacharidy, jde o sacharozu, glukozu, fruktozu, galaktézu, manodzu, maltozu a také
maltotriézu piiblizné v tomto potadi nebo prioritné (Stewart et al., 2013). Dle Krogerus et al.
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(2017) maji rtizné kmeny lezackych kvasinek rizné vyuziti sacharidi, naptiklad
Saccharomyces cerevisiae umi vyuzivat maltéozu i maltotridzu zatimco Saccharomyces
eubayanus pravdépodobné vyuziva pouze maltézu. I dalsi kmeny a podskupiny maji rozdilné
vyuziti cukru, které mize byt zpisobeno hybridizaci mezi kmeny, a tudiZ mizou mit jednotlivé
kmeny ruzné geny pro vyuziti maltotriozy (Krogerus et al., 2017).

3.2.4.1 Stanoveni parametru kvasinek

Vyuziti Cistych specifickych kment kvasinek je zdkladem pivovarského primyslu,
z dGvodu minimalizace rizika mikrobialni kontaminace, je také zarukou stabilniho kvasného
procesu, a tedy i vysledné kvality piva (Pham et al., 2011). Obecné jsou pozadavky na piijatelny
kmen charakterizovany jako zajiStujici dostatecnou kvalitu hotového piva, musi byt schopné
metabolizovat latky z mladiny a je nutné, aby kvasinky byly schopné snaset dané podminky
(osmoticka a ethanolova tolerance) (Stewart et al., 2013). Dalsimi pozadavky je schopnost
odstranéni kvasinek z fermentované mladiny pomoci flokulace, odstiedénim nebo filtraci a je
nutné, aby mély pozitivni vliv na chut’ piva (Stewart et al., 2013). Kvalita kultivacnich kvasinek
je dana mikrobiologickym stavem, zda jsou bez kontaminantd, dale rozlisenim Kkultury
(fingerprinting), nebo hodnoceni viability a vitality (Lodolo et al., 2008).

Prvnim ukazatelem dilezitym pro pivovar je mikrobiologicky stav kvasinkovych kultur,
protoze muze dojit knaruseni kvality vysledného piva 1 potizim béhem vyroby
(Pham et al., 2011). Proto je zjistovana ptitomnost divokych kvasinek vyskytujicich se béhem
pivovarského procesu, jednd se o vSechny jiné kvasinky mimo vybrany kmen kvasinek
(Pham et al., 2011). Nicmén¢ v dnesni dobé jsou v nékterych pivovarech vyuzivany i divoké
kmeny kvasinek pro jejich specificky ptinos finalnimu produktu (Gibson et al., 2020). Divoké
kvasinky mizou byt jiného rodu nez Saccharomyces, jiného druhu kvasinek Saccharomyces,
nebo dokonce jiného vyrobniho kmenu, nez je vyuzit Vuréitém kvasném procesu
(Pham et al., 2011). Zajisténi kvasnicovych kultur bez divokych kvasinek je velmi dulezité,
z divodu mozné piitomnosti takzvanych zabijackych kvasinek, které jsou schopné zcela
nahradit pivovarské kvasinky diky produkci toxint (killer-faktory, zymociny), jez usmrti
citlivéjsi kmeny pivovarskych kvasinek, nebo zptisobi technologické problémy, diky vysoké
urovni zakalu (Pham etal., 2011; Basafova et al. 2021). Divoké kvasniéné buiiky nejsou
zpravidla identifikovany druhové pii mikrobiologické kontrole v pivovaru, spiSe je snaha
detekovat a oddélit pivovarské a divoké kvasinky (Pham et al., 2011). Metody vyuzivané pro
detekci divokych kvasinek jsou zaloZené na morfologickych znacich a fyziologickych
schopnostech, proto jsou diferencovany pomoci kultivace na riznych selektivnich médiich
obvykle pti 37 °C napt. lysin, medium s aktidionem, medium s krystalovou violeti, médium
CLEN a dalsi (Pham et al., 2011).

Rozliseni kvasinkové kultury se v minulosti stanovovalo pomoci biochemickych metod
zalozenych na DNA nicméné metody neposkytovaly dostatecné rozliSeni mezi kvasinkovymi
rody, také se identifikovaly kultury dle fenotypu a pomoci molekularnich testti, avSak oboji
bylo naro¢né jak ¢asové, tak i financné (Anderson et al., 2019). Pro snadné&jsi provedeni miize
byt pouzita MALDI-TOF-MS (hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za
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ucasti matrice s pruletovym analyzatorem), ktera je zalozena na generovéani proteinovych
fingerprints (,,otiski”) (Anderson et al., 2019). Nasledné se proteinové fingerprints porovnavaji
s referen¢nimi spektry z databaze, kde jsou zaneseny spektra béznych pivovarskych kvasinek,
diky tomuto porovnani je mozné zaradit kvasinky pro svrchni a spodni kvaSeni, nebo také
rozlisit kmeny, které muzou zpisobit kazeni piva (Anderson et al., 2019).

Viabilita je Casto povazovand za podil zivych bunék a vitalita za fyziologicky stav
kvasinkové kultury (Ko$in et al.,, 2007). Vitalita a viabilita (pocet zivych bunék) je
charakterizovana jako schopnost bunék rozmnozovat se a rist, nebo jako schopnost rychle
zahajit metabolismus po pfechodu do prostiedi bohaté¢ho na ziviny z prostedi, kde je obsah
zivin nizky (Lodolo et al., 2008). Testy pro zjistovani viability jsou zaloZené na barveni
methylenovou modii nebo methylenovou violeti s pozorovanim pod mikroskopem ve viditelné
oblasti, nebo pomoci fluorescenénich metod, kde se vyuziva naptiklad fluorescenéni barvivo
hofe¢nata sul 1- anilino- 8- naftalensulfonova kyselina (MgANS) (Lodolo et al., 2008). Pii
barveni methylenovou modii jsou Zivé builky neobarveny, zatimco mrtvé buiiky se obarvi, je
to z divodu neposkozené membrany zivych bunék, které maji schopnost zadrzet nebo
redukovat molekuly barviv kdezto membrany mrtvych bunék jsou poskozeny a tuto schopnost
ztratily (Kwolek-Mirek & Zadrag-Tecza, 2014; Basafova et al. 2021). Uginnost barveni
methylenovou modii byla zpochybnéna, a proto se zacalo pouzivat barveni methylenovou
violeti pro lepsi reprodukovatelnost, presnéjsi vysledky, lepsi determinaci a t¥idéni Zivych
a nezivych kvasinek (Basafova et al. 2021). U fluorescen¢niho barveni jsou vyuzivany dva
principy, bud’ je vyuzita enzymova aktivita kvasnic k rozstépeni barviva, ¢imz je uvolnéno
fluoreskujici zafeni, nebo je barvivo navazédno na bunécné struktury, a poté pozorovano pies
fluorescenéni mikroskop nebo pritokovy cytometr (Basarova et al. 2021). K prvni skuping patii
fluorescenéni barviva jako diacetat fluoresceinu a karboxyfluoresceinu, k druhé skupiné se fadi
anilinova modf, akridinova oranz, bromkresolovy purpur, calcofluor, 1-anilino-8-
naftalensulfonova kyselina, jez jsou doporucovany EBC
(Kosin et al., 2007; Basafova et al. 2021). Automatizované systémy vyuzivaji pritokovy
cytometr, ktery dokaze rychle spocitat kvasni¢né buiiky za pruchodu detektorem, kam je
nasmérovan laserovy paprsek, jez napomaha detekovat bunééné slozky pomoci fluorescenénich
sond, avSak tyto systémy jsou finan¢né 1 pracovné naro¢né
(Lodolo et al., 2008; Saldi et al., 2014). V pivovarech jsou rozsifené spise tyto metody nez
kultivacni, protoze je podstatna nendroc¢nost provedeni a rychle ziskané vysledky, coz obecné
plati pro vétSinu analytickych metod vyuzivanych v pivovarskych provozech
(Kosin et al., 2007).

Metody uvedené vysSe informuji pouze o Zivych a mrtvych bunkach, ale ne
0 poskozenych bunkach, které nemusi byt schopné délit se, proto jsou zkoumany fyziologické
schopnosti bun€k neboli vitalita (Kwolek-Mirek & Zadrag-Tecza, 2014). Vitalita je zjistitelna
mnoha metodami, které se déli do tii kategorii (Kwolek-Mirek & Zadrag-Tecza, 2014). V prvni
kategorii se jedna 0 stanoveni bunécného obsahu ATP na zaklad¢ reakce s luciferinem, ve druhé
kategorii jde o stanoveni mitochondrialniho membranového potencidlu diky barveni
rhodaminem a ve tieti se stanovuje aktivita rtuznych enzymu
(Kwolek— Mirek & Zadrag- Tecza, 2014). Vedle toho se také mtze stanovat obsah komponent
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uvnitf buiiky, napf. glykogen, trehaldza, steroly, nenasycené a nasycené¢ mastné kyseliny
(Kosin et al., 2007).

3.2.5 Laboratorni stanoveni kvality piva

Na konecné kvalité piva maji podil vSechny pivovarské suroviny a mozné pridané latky,
proto je kladen takovy duraz na jejich kvalitu. Analyza kvality piva je tedy rozdélena do tii
Casti, a to na senzorickou, mikrobiologickou a fyzikaln¢-chemickou analyzu (Kunze, 2010).
Pivo se vyznacuje niz§im obsahem alkoholu (3,5-5 %) krom nékterych druhi piv belgickych
(Trappist, Barley wine aj.), dale nizkym pH (4,3-4,7), nizkym obsahem kysliku, ale vy$sim
obsahem oxidu uhli¢itého nebo obsahem hotkych chmelovych kyselin (Kim et al., 2015).

3.2.5.1 Stanoveni parametra hotového piva

Jakostni znaky piva se déli na vizualni, senzorické a kvalitativni (Lukinac et al., 2019).
Jako prvni si spotiebitel v§ima vizualni stranky, proto je vhodné brat v potaz i vzhled produktu,
jakou ma pivni péna trvanlivost, jaka je barva piva nebo c¢irost (Lukinac et al., 2019). Analyzy
pro stanoveni kvality piva pouzivané po celém svété jsou metody Institutu pivovarnictvi
a lihovarnictvi (IBD), Americké spolecnosti pivovarskych chemikii (ASBC), European
Brewery Convention (EBC) a Stfedoevropské komise pro analyzu pivovarnictvi (MEBAK)
(Lukinac et al., 2019). Mezi hlavni kvalitativni parametry zkoumané v hotovém pivu patii
obsah alkoholu, pH, barva, zakal, hoikost v jednotkach IBU, obsah kysliku a oxidu uhli¢itého
a stabilita pény, metody jsou provadéné dle EBC. DalSim zjistovanym parametrem je extrakt
skute¢ny a zdanlivy. Senzorickou analyzou se posuzuji viin€ ¢i pritomnost nezddoucich pacht
a aroma (Lukinac et al., 2019).

Senzoricka analyza piva

Za senzorické vlastnosti piva jsou zodpoveédné suroviny a také zplisob vateni piva, slad je
hlavni sloZkou tvofici chut’ a barvu piva, krom toho pivo obsahuje dalSich 800 aromatickych
latek tvoficich celkovou chut (Andrés-lglesias et al., 2015). Vedle analytickych
instrumentalnich metod jsou neinstrumentalni metody nezastupitelné, protoze vedle rychlosti
stanoveni a nendrocnosti predev§im financni je mozné urcit celkovy vjem 1 jednotlivé chut'oveé
parametry piva, které jsou pro konzumenta podstatné a instrumentalni metody je nedokéZou
presné rozklicovat. Senzorickd analyza u piva je vyuzivana k posouzeni chuti a viini jako celku,
dale je ukolem posuzovani, zda hotovy produkt vyhovuje o¢ekavanému charakteru piva a je
celkove vyvazeny. V pivovarech se senzorickd analyza pouziva predevsim ke kontrole znacky,
jestli ma stale svoji standartni chut’ a zda je u piva pfitomna cizi chut’ nebo ving, diky ¢emuz
je mozné nalézt pti¢inu vady piva. U senzorické analyzy piva se postupuje postupné, nejdiive
je hodnocen vzhled (barva, Cirost a péna) i kdyz se jiz upousti od tohoto posuzovani
degustatory, protoze analytické pfistroje to vyhodnoti piesnéji a nedochazi k ovlivnéni
degustatorti. Poté se ptechazi k posuzovani viin¢€ a aromatu, kdy si degustator pfi¢ichne z vétsi
dalky nasledné pak od okraje sklenice, a nakonec vlozi nos nad hladinu piva do sklenice,
protoze ruzné vady se miizou projevovat z veétSi vzdalenosti a nékteré naopak z mensi.
Nasledujici krok je posuzovani pocitu v tstech, kde je hodnocen fiz, plnost piva a trpkost, s tim
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souvisi nasledné chut’ piva, kde je urCovana predevsim hotkost, kyselost a sladkost. Az po
posouzeni téchto zdkladnich parametrt je uréena vyvazenost a celkovy dojem daného vzorku
(Olsovska et al., 2017).

e Stanoveni horkosti v hotovém pivu

Toto stanoveni navazuje na stanoveni hotkych latek ve chmelu, hotkost se posuzuje
instrumentalni ale i senzorickou analyzou. Pivni hotkost mize byt dand nejen hoikymi
kyselinami, ale také aminokyselinami ze sladu (L-tyrosin, L-tryptofan a L-leucin), dipeptidy
a cyklickymi diketopiperaziny (Liguori et al., 2020). Mezinarodni jednotka hotkosti (IBU)
vyjadiuje mnozstvi hotkosti, kterd je ocekavatelnd v pivu a zdroven poskytuje ptibliznou
hodnotu Iso-a-kyselin obsazenych v pivu vmg hotkych kyselin na jeden litr
(Oladokun et al., 2017). Mezi instrumentalni analyzy patii HPLC nebo spektrofotometrie, diky
HPLC lze detekovat pouze Iso-a-kyseliny, kdezto spektrofotometrie detekuje vedle hotkych
kyselin také polyfenoly a chmelové silice (Oladokun et al., 2017). Ale pro posouzeni hotkosti
piva je velmi duilezité i senzorickd analyza, protoze pomoci ni je mozné urcit charakter a kvalitu
hotkosti nebo hotkost v pribéhu ¢asu (Oladokun et al., 2017). Pouzivana senzoricka analyza
pro uréeni hoikosti se sklada z kvalitativni popisné analyzy (QDA), profilovani svobodné volby
(FCP) nebo CATA (check-all-that-apply) uréujici charakter hotkosti a pro hotkost v prib&hu
Casu jsou vyuzivany techniky jako ¢asové intenzita (TI) a casova dominance pocitu (TDS)
(Oladokun et al., 2017).

Fyzikéln¢-chemické pozadavky

Pro analyzu fyzikéln¢-chemickych ukazatell piva se vyuzivaji v pivovarech pfistroje,
které dokazou zméfit n€kolik parametrii najednou, jedna se o extrakt, alkohol, energetickou
hodnotu, zakal, pH, obsah kysliku a oxidu uhli¢itého (Olsovska et al., 2015). Tyto pfistroje jsou
prevazné urené pro analyzu piva a sladiny ale nemaji pfili§ dobré vyuZiti pro meziprodukty
asuroviny (Olsovska et al., 2015). Dle Olsovské et al, (2015) byl cil vyvinout FT-NIR
spektroskopickou metodu pro rychlé stanoveni nékolika parametrti najednou. V piedchozich
studiich byly uvedeny i dal§i parametry stanovené rtiznymi variantami NIR (obsah vody,
celkovy obsah bilkovin a lipidii, Kolbachovo ¢islo aj.) (OlSovska et al., 2015). Nicméné
V pivovarské praxi jsou VdneSni dobé vyuZivany analyzatory (SCABA, Anton Paar,
SKALAR), které jsou schopné z malého obsahu vzorku ur¢it obsah alkoholu, hustotu, hodnotu
pH, obsah oxidu uhli¢itého a kysliku, extrakt zdanlivy a skutecny, barvu nebo také hotkost piva
(SKALAR), nutno dodat, ze je potieba vice pristroju, které jsou propojeny
(Basafova et al., 2021).

e Obsah alkoholu a hustota piva
Pro stanoveni alkoholu a hustoty jsou vyuzivany referencni metody napft. destilacni
metoda nebo pyknometrické stanoveni (OlSovska et al., 2015). Stanoveni hustoty uzce
souvisi se stanovenim alkoholu v pivu, protoze pro zméfeni hustoty je potieba nejprve
destilace vzorku z diivodu, ze tabulky pro pfepocet hustoty na obsah alkoholu jsou zalozené
na smesi alkohol-voda (Lachenmeier et al., 2010). Nicmén¢ destilaéni metoda ma nevyhody
V tom, ze je ¢asov€ naroc¢na a neni plné automatizovana (Castritius et al., 2010). Obsah
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alkoholu v pivu je mozné stanovit mnoha metodami, jednou z nich je pomoci pfistroje
SCABA (Servochem atomatic beer analyzer), kdy je pivo rozdéleno do dvou proudi, kdy
jeden pokracuje do hustoméru Paar-U-tube a druhy proud je vstiikovan do kolony a alkohol
je odstranén protiproudem vzduchu, ktery prochazi pies alkoholovy senzor
(Sohrabvandi et al., 2011). Diky kalibraci referenénim vzorkem vyhodnocovaci pfistroj urci
procento alkoholu (Sohrabvandi et al., 2011). Dale je mozné analyzovat obsah alkoholu
pomoci infracervené nebo blizké ¢ervené spektroskopie (NIR), jde o nedestruktivni metodu,
kdy vpivu je mozné stanovit jak obsah alkoholu, tak extrakt (viz Obrazek ¢&. 3)
(Castritius et al., 2010). Idealni pouziti NIR je v kombinaci s refraktometrii, ktera je
zalozena na ohybu svételného paprsku pii prechodu zjednoho prostiedi do druhého
(Castritius et al., 2010). Vyhodou by bylo pouziti jednoho vétsiho zafizeni s jednou
pritokovou kyvetou a malym objemem analyzovaného vzorku (Castritius et al., 2010).

Obrazek ¢. 3 Systém pro analyzu piva Anton Paar Alcolyzer
(Dostupné z: https://www.anton-paar.com/cz-cs/produkty/detaily/alcolyzer-analyticky system/)

e Hodnota pH

Hodnota pH piva je méfena pH metrem se sklenénou elektrodou, pticemz standardni
hodnoty jsou od 4,3-4,7, pokud jsou hodnoty mimo tento interval, miize to byt ukazatel
néjaké vady (Kosaf et al., 2000). Hodnota pH je velmi ovlivnéna oxidem uhli¢itym, ktery
hodnotu snizuje, coz miiZze mit vliv na pénivost piva (Neugrodda et al., 2015).

e Obsah COza 02

Oxid uhli¢ity je vedlejsi produkt kvaseni, ktery také dotvaii kone¢ny dojem z piva,
protoZe je zékladem pro fiz piva a jeho pénivost (Basarova et al., 2021). Stanoveni oxidu
uhli¢itého je mozné pomoci chemickych i fyzikalnich metod. Do chemickych patii pfima
titrace, kdy CO: zreaguje s hydroxidem a je pfeveden na uhli¢itan (vapenaty nebo barnaty)
(Basatova et al., 2021). Nepiima titrace probiha také reakci s hydroxidem, kdy je nasledné
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uvolnén oxid uhli¢ity mineralni kyselinou a je zachycen hydroxidem barnatym, nasledné je
retitrovan (Basarova et al., 2021). Do chemickych metod patii také kolorimetrie, kdy je oxid
uhli¢ity difundovan membranou a jiméan do roztoku s indikatorem (Basafova et al., 2021).
Fyzikalni metody zahrnuji spektroskopii v infraCervené oblasti, nebo méfeni tepelné
vodivosti plynu, ktery je uvolnén z uhli¢itanu vzniklého reakci piva s hydroxidem diky
pridavku kyseliny (Basarova et al., 2021). V pivu se také stanovuje kyslik, ktery je pfitomny
Vv plynné i1 kapalné formé¢, proto se stanovuje celkovy obsah kysliku (Basafova et al., 2021).
Metody pro stanoveni obsahu kysliku jsou dnes vyhradné elektrochemické zalozené na
voltametrickém principu, kdy je kyslik rozpustény v pivu odd€lovan membranou
a redukovan na platinové nebo zlaté katod¢, pricemz difuzni proud je umérny obsahu
kysliku v pivu (Basafova et al., 2021). Na Obrazku ¢. 4 je ptistroj CboxOC od firmy Anton
Paar, zalozené na patentové metod¢ vicendsobné objemové expanze.

Obrazek ¢. 4 Piistroj Anton Paar CboxQC-pfenosny méfi¢ COza O2
(Dostupné z: https://www.anton-paar.com/cz-cs/produkty/detaily/cboxqgc/)

|
e —

-~

e Extrakt zdanlivy a skutecny

Extrakt je popisovan jako koncentrace piva vyjadiena v procentech, coz je extrakt
Z ptivodni mladiny ptfed zakvaSenim (Kosai et al., 2000). Extrakt se d€li na zdéanlivy
a skute¢ny, zdanlivy extrakt je méfen sacharometricky v pivu bez oxidu uhlicitého, zatimco
skutecny extrakt je mozné stanovit sacharometricky po oddestilovani alkoholu a pfidanim
destilované vody (Kosat et al., 2000). Oba extrakty se uvadi v hmotnostnich procentech
(Kosat et al., 2000). Rozdil mezi extraktem zdanlivym a skute€nym je ten, Ze zdanlivy
vyjadiuje extraktivnost piva bez oxidu uhli¢ité¢ho a je zavisly na obsahu alkoholu a extraktu,
zatimco skuteCny extrakt je nejniz$i dosazitelnd extraktivnost piva diky kvaSeni
(Kosar et al., 2000).
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e Barva

Nejen pii senzorické analyze je posuzovani barvy mezi prvnimi znaky, stejné tak je to
i u spotfebitelti. V minulosti se hojné vyuzivaly barevné kotouée pro porovnani barvy,
nicméné to byla metoda subjektivni s moznymi vétsimi odchylkami (Koren et al., 2020).
Nicméné¢ poté byly vyvinuty metody od ASBC a EBC, jednou znich je Standardni
referen¢ni metoda (SRM) od ABSC (Koren et al., 2020). Tyto metody jsou zalozené na
meéfeni vzorku pfi vinové délce 430 nm a na zaklad¢ absorbance vzorku jsou nasledné
rozliSovany piva (Koren et al., 2020). U metody dle EBC je vyuzivan k méfeni absorbance
UV-VIS spektrofotometr (viz Obrazek ¢. 5) (Koren et al., 2020). AvSak v dnesni dob¢ jsou
tyto metody problematické, protoze byly navrzeny pro tradiéni styly piva, ale dnes je mnoho
pivnich stylti a pivnich napoji (ochucené nealkoholické pivo, radler aj.) a tyto metody
mizou poskytovat nespravny vysledek u téchto produktd (Koren et al., 2020). Barva je
odli$né u riznych druhi piv, kdy svétla piva maji 8-12 jednotek EBC, polotmava piva 20-
40 EBC a tmava 60-120 EBC (Kosar et al., 2000).

Obrazek ¢. 5 UV-VIS spektrofotometr
(Dostupné  z:  https://cz.vwr.com/store/product/10577061/spektrofotometr-uv-vis-uv-

6300pC)

e Zakal

vvvvvv

kontaminace mikroorganismy ¢i jinym problémem (Kahle et al., 2021). Ale je to jeden ze
znakd, kterého si spotiebitel hned v§imne a diky tomu muze nabyt nespravny dojem, co se
tyce kvality piva (Kahle et al., 2021). Nicméné u rtiznych nefiltrovanych, nebo pseni¢nych
piv zakal neni na Skodu, spiSe naopak a je to ddno nepouzitim filtrace prevazné v menSich
pivovarech (Kahle et al., 2021). Zakal v pivu mize vznikat v prib¢hu skladovani, piestoze
po stoceni zakal nebyl pfitomny, nicméné jeho pfitomnost ukazuje na zmény v koloidnim
systému (Dienstbier et al., 2010). Zakal vznika shlukem ptivodné rozpusténych molekul
Vv pivu, které se shlukuji ve vétsi celky a zpusobuji rozptyl svétla (Dienstbier et al., 2010).
Zékaly Ize d¢lit na biologické a nebiologické, diky dneSnim tipravam piva jako pasterace ¢i
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filtrace je vyrazné nizsi riziko tvorby biologickych zakala (Dienstbier et al., 2010). Nicméné
tvorbé nebiologickych zakall se neda zcela zabrénit, tudiz je nutna stabilizace piva
(Dienstbier etal., 2010). V dnesni dob¢ jsou standardizované metody na méfeni zakalu, tyto
metody se rozd¢€luji na optické, mikroskopické a enzymatické, mimo tyto tfi je také analyza
velikosti castic (Kahle et al., 2021). Nicméné v pivovarské praxi se nejéastéji vyuzivaji
zakalometry (turbidimetry), kde se méfi svétlo rozptylené ve vzorku pod urcitym thlem
a intenzita tohoto svétla je porovnavana s intenzitou u ptislusného zékalového standardu
(viz Obrazek ¢. 6) (Dienstbier et al., 2010). Standardem je suspenze formazinu (N,N’-
dimethylenhydrazin), ktery predstavuje bilou suspenzi ve vodném roztoku
(Dienstbier et al., 2010).

Obrazek ¢. 6 Zakalometr LabScat od firmy Sigrist
(Dostupné z: https://www.technoprocur.cz/sigrist-labscat_z140/)

e Koloidni stabilita piva

Se zékalem souvisi pojem koloidni stabilita. Jedna se o ¢asovy interval od stoceni piva
az po dobu, kdy je koloidni systém piva naruseny a vznika zakal, nebo dle jiné definice jde
odobu od stoCeni po dosazeni celkového zakalu 2,5 j. EBC pii 0 °C
(Dienstbier et al., 2010). V letech minulych bylo vyvinuto mnoho fyzikalné-chemickych
metod pro urceni koloidni stability, nicméné zadna neni upln€ univerzalni a spolehliva
(Dienstbier et al., 2010). Vyuziva se Sest metod, které obsahuji vice analyz, jde o Sokovaci
testy, precipitacni testy, kvantitativni analyzu koloidi piva, analyza obsahu zakalotvornych
latek a imunochemické metody (Dienstbier et al., 2010). Cilem Sokovacich testu je
pozorovani permanentniho nebo chladového zakalu, kdyz je vzorek piva vystavovan
stitidavé 40-60 °C a 0 °C, pfistroj pro Sokovaci testy (viz Obrazek ¢. 7)
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(Dienstbier et al., 2010). Precipitac¢ni testy se provadi tak, ze ke vzorku piva jsou pfidavany
riznd srazeci ¢inidla (siran amonny, siran hofec¢naty, kyselina trichloroctovd) nebo i jiné
latky, které zajistuji vylouceni zakalotvornych latek (bilkovinné a polyfenolové komplexy)
a nasledn¢ je méfen zakal (Dienstbier et al., 2010). Tteti metodou je alkoholovy chladovy
test, kdy je ptfidavan do vzorku alkohol v menSim mnozstvi a nasledné probiha zchlazeni
na teploty pod 0 °C, tim je podporovan vznik zakalu a nasledné se porovnaji vysledky
méfeni bez alkoholu a s ptidavkem alkoholu (Dienstbier et al., 2010). Ctvrtou metodou je
kvantitativni analyza koloidi piva, kterd je mozna provést né€kolika zpisoby, napf.
pritokovou cytometrii s moznym pouzitim fluorescen¢nich barviv (Dienstbier et al., 2010).
Analyza obsahu zakalotvornych latek se také provadi pomoci HPLC, a nakonec
imunochemické metody se vyuzivaji pro rozliSeni pénotvornych a zakalotvornych proteini
(Dienstbier et al., 2010).

Obrazek &. 7 Sokovaci termostat 1-CUBE pro stanoveni koloidni stability piva, nebo pro
temperaci vzorki

(Dostupné z:
https://www.1cube.com/produkty?categoryld=18472&id=854862&action=itemDetail &0i
d=6544091&nid=11556

e Pénivost

Pénivost piva také patii mezi znaky, kterych si konzument hned vSimne, protoze péna
K pivu neodmyslitelné patfi, je proto posuzovana vyska, struktura, barva pény a dale také
rychlost opadnuti pény &i ulpivani na sklenici (Broz & Savel, 2006). Vedle téchto znaki je
vlastnosti (Broz & Savel, 2006; Neugrodda et al., 2015). Metody pro stanoveni kvality pény
1ze rozdélit do dvou skupin. V prvni skupin€ jde o vytvafeni pény pomoci pfirozeného
nalévani  piva, nicméné¢ vysledky mizou byt znaéné¢  nekonzistentni
(Neugrodda et al., 2015). Ve druhé skupin¢ metod jsou nevyhody Vv tom, Ze je tvofena piilis
vlhkd péna nebo je misena spivem, ma atypickou hustotu a dalSi vlastnosti

49


https://www.1cube.com/produkty?categoryId=18472&id=854862&action=itemDetail&oid=6544091&nid=11556
https://www.1cube.com/produkty?categoryId=18472&id=854862&action=itemDetail&oid=6544091&nid=11556

(Neugrodda et al., 2015). Pfistroje na méfeni stability pény lze rozdé€lit na vodivostni
méfice, optické méfice nebo také piistroje pro méteni ulpivani pény (Broz & Savel, 2006).
Mezi vodivostni méti¢e se tadi predevSim pfistroj NIBEM, méti¢ pény SITA nebo
vicet¢elovy méfi¢ pény 1-CUBE (Broz & Savel, 2006). Optickych piistroji na méfeni
pénivosti je mnoho, napi. fotoelektricky piistroj s hornim nebo dolnim zdrojem svétla,
Galesiv  analyzator pénivosti €1 automaticky analyzator pény  Carlsberg
(Broz & Savel, 2006). Pro méfeni ulpivani pény se vyuziva NIBEM clinc meter (viz
Obrazek ¢&. 8), nebo opticky méFi¢ ulpivani pény (Broz & Savel, 2006). V praxi je Gasto
vyuzivan pravé NIBEM, kde je stabilita pény métena tak, ze je pivo napénéno prichodem
tryskou anasledné¢ je meéten Cas poklesu hladiny povrchu pény o 10, 20 a 30 mm
(Broz & Savel, 2006). Pokud je stabilita pény nad 300 sekund, lze to povaZovat za dobry
vysledek, pod 220 sekund je nizs$i stabilita pény (Neugrodda et al., 2015).

Obrazek €. 8 Piistroj od firmy Haffmans-tester stability pény NIBEM-TPH
(Dostupné z: https://foodandbeverage.pentair.com/en/products/application-foam-stability-

testing)

Mikrobiologické pozadavky

Mikrobiologicka kontrola béhem celého pivovarského procesu je nezbytnd, protoze

zkazeni piva diky nepfiznivym bakterii je problém nejen kvalitativni kvili znehodnoceni
vysledného vyrobku, ale také z hlediska ekonomického (Kim et al., 2015). Proto je dilezité
najit zdroj potencialné skodlivych mikroorganismi, které se dostavaji do mladiny nebo do piva
anajit opatieni zabranujici jejich rozmnozovani, a tudiz i v dasledku kazeni piva (Kunze, 2010).
Nicmén¢ ne vSechny mikroorganismy jsou Skodlivé, proto se déli na tfi skupiny. Prvni z nich
jsou neSkodné doprovodné mikroorganismy, druhé jsou potencialné Skodlivé mikroorganismy
a tfeti skupinou jsou mikroorganismy zodpovédné za zkazeni piva (Kunze, 2010). Mezi
bakterie, které se mohou vyskytnout Vv pivu patii octové bakterie (rody Acetobacter,
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Gluconobacter), bakterie mlécného kvaseni (Lactobacillus, Pediococcus), bakterie vyskytujici
se v mladin¢ (Enterobacteriaceae- Enterobacter, Escherichia, Serratia,Klebsiella aj.), dale pak
naptiklad rody Megasphaera, Bacillus, Micrococcus, Acinetobacter ¢i Pseudomonas (Basatova
et al., 2021). Indikatory hygienické Cistoty jsou koliformni bakterie pochazejici z mladiny,
Escherichia coli nebo bakteriec mlééného kvaSeni podporujici kazeni piva (Kim et al., 2015).
Miuizeme rozdélovat mikrobidlni kontaminanty na primarni vyskytujici se v kvasnicich
a nefiltrované mladin¢ (kvasné a lezacké sklepy) a sekundarni vyskytujici se v dalSich Gsecich
(Basarova et al., 2021). K primarnim kontaminantim se fadi druhy Lactobacillus lindneri,
Lactobacillus brevisimilis, Lactobacillus frigidus a Pediococcus damnosus, k sekundarnim
vétsinou druhy Lactobacillus casei, Lactobacillus brevis, Lactobacillus coryniformis,
Pediococcus inopinatus, Megasphaera a Pectinatus (Kosaf et al., 2000). Pro urceni
mikroorganismll jsou vyuzivany specifické pevné, ale i tekuté pudy, kdy jsou zaockovany
ptislusnymi vzorky meziproduktt a piva (Basatova et al., 2021). O¢kovani probiha tak, Ze do
specialnich nalevek je nalit vzorek a ndsledné je odsavéan Cerpadlem, na dné ndlevky je
membranovy filtr, ktery je nasledné vloZen do specifické petriho misky s pevnou pidou, nebo
do kyvety s tekutou pudou (Basaiova et al., 2021). Je dilezité zduraznit, Ze pro kazdy rod a druh
bakterii nebo kvasinek jsou dulezité odlisné teplotni podminky pro rist, nebo také potieba
odlisnych zivin (Basatova et al., 2021). Pro obecny pritkaz kontaminujicich kvasinek a bakterii
se vyuzivaji pidy WLN a WLD, cizi kvasinky jsou stanovovany na pudé¢ se siranem médnatym
nebo na agaru s lysinem (Basafova et al., 2021). Dale se pouzivaji pro detekci bakterii mlééného
kvaseni NBB, NBA, NBC nebo MRS-agar smoznym piidavkem 2-fenylethanolu
(Basafova et al., 2021). Existuji také rychlometody, které se déli na fyzikalni, mikroskopické,
molekularné-genetické, imunochemické metody a méfeni ATP (Kosar et al., 2000). Nejcasteji
se vyuzivda vpraxi pocitani mikrokolonii, bioluminiscence nebo PCR techniky
(Kosat et al., 2000). Bioluminiscen¢ni metoda stanoveni ATP se vyuziva v pivovarech pro
rychlé zjisténi organickych latek jako je ATP ve vzorcich nebo na riznych povrsich, kde diky
enzymatické reakci ATP produkuje svétlo (Bokulich et al., 2012). Ptitomnost ATP je
indikatorem znecisténi nebo pritomnosti mikroorganismi (Basafova et al., 2021). D¢laji se
stéry z povrchll a vzorkli provadéné stérovymi ty€inkami, které jsou nasledné umistény do
smyvaciho roztoku, a poté jsou tyCinky umistény do fluorimetru s fotonasobiem, kde je urcen
pocet svételnych impulzi (Basatfova et al., 2021). Nicméné diky této metod¢ neni mozna
identifikace pfitomnych mikroorganismi, proto se spiSe vyuZziva bioluminiscen¢ni metoda pro
kontrolu sanitace (Bokulich et al., 2012).
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4 Zavér

Bakalatskd prace je zamétfena na popis jakostnich parametrii, chemického slozeni
a jejich laboratorniho stanoveni. Soucasti popisu standardnich metod vyuzivanych pii kontrole
kvality jsou také uvedené¢ moderni metody. Stanovované parametry jsou mechanické, chemické
nebo fyzikalni. Vedle toho jsou podstatné i senzorické a mikrobiologické parametry, jez mohou
vyrazng ovlivnit kone¢nou kvalitu.

Moderni metody u surovin vedle standardizovanych metod, jsou hmotnostni
spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem pro stanoveni iontti ve vod¢ (ICP-MS). Pro
stanoveni mikroorganismii je mozné vyuzit hmotnostni spektrometrii s laserovou desorpci
a ionizaci za pfitomnosti matrice s priletovym analyzatorem (MALDI-TOF-MS).

U stanoveni sladu pievlada casto HPLC, nebo blizkd infracervena spektroskopie (NIR),
diky niz je mozné stanovit vice latek najednou, jde o sacharidy, bilkoviny aj. Navic bilkoviny
ve sladu spolu s aminokyselinami a peptidy je mozné stanovit kapilarni elektroforézou.

Pro stanoveni tékavych latek ve chmelu byla vyvinuta metoda mikrovinna,
ultrazvukovd, superkritickd a subkriticka fluidni extrakce se SetrnéjSimi rozpoustédly jez
izoluje tékavé latky ve chmelu, pficemz je snaha o regeneraci tékavych latek pro opétovné
vyuziti. U analyzy chmelovych silic je novinka ve vyuziti hmotnostni spektrofotometrie
s plynovou chromatografii v kombinaci s Headspace-trap. Nebo alternativni ultrafialova
spektroskopie, diky niz je mozné provést kvalitativni 1 kvantitativni vyhodnocenti silic chmelu.

Kmen kvasinek je mozné stanovit pomoci MALDI-TOF-MS jez je zalozeno na
generovani proteinovych fingerprints (,,otiski1”’) a nasledné porovnéno a referenc¢nimi spektry.

Hotové pivo je nejcastéji analyzovano pomoci vyse uvedenych metod, jez jsou hojné
rozsitené v pivovarské praxi, z divodu efektivity prace a usetieni ¢asu. Nicméné je novinka
rozSifeni blizké infracervené spektroskopie, protoze diky ni je mozné efektivné stanovit vétSinu
parametri v hotovém pivu.

Tyto metody jsou nejmodernéjsi v ramci posuzovani kvality surovin. V praci jsou dale
uvedeny 1 ostatni metody, jeZ jsou vyzkouSené a vyuzivané v praxi. Tudiz byl splnén stanoveny
cil prace a v budoucnu by bylo mozné rozsifit praci 0 zaméfeni na jednotlivé metody
a laboratorni méteni kvalitativnich parametrii u surovin a hotového piva.
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podle mezinarodniho standardu. Ufad pro technickou normalizaci, metrologii a statni
zkuSebnictvi. Praha.

CSN EN ISO 712 (461014). 2010. Obiloviny a vyrobky z obilovin — Stanoveni vihkosti —
referen¢ni metoda. Cesky normaliza¢ni institut. Praha.

CSN 46 1011-18 (461011). 2003. Zkouseni o‘tzilovin, lusténin a olejnin — Cast 18: Zkouseni
obilovin — Stanoveni obsahu dusikatych latek. Cesky normaliza¢ni institut. Praha.

CSN 46 2520-4 (462520). 1995. Zkouseni chmele. Cast 4: Cizi piimési. Cesky normalizaéni
institut. Praha.

CSN 46 2520-5 (462520). 1995. Zkouseni chmele. Cast 5: Chmelové piimési. Cesky
normalizacni institut. Praha.

CSN 46 2520-10 (462520). 1995. Zkouseni chmele. Cast 10: Pecky. Cesky normaliza¢ni
institut. Praha.

CSN 46 2520-6 (462520). 1995. Zkouseni chmele. Cast 6: Rozpleveni hlavek. Cesky
normalizacni institut. Praha.

CSN 46 2520-3 (462520). 1991. Zkouseni chmele. Stanoveni vlhkosti. Cesky normalizaéni
institut. Praha.
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