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ANOTACE

Tato bakalafska prace je vénovana gushingu nebo-li samovolnému piepénovani
piva, které se projevuje jako spontanni piepénéni ihned po otevieni pivni lahve. Gushing je
i pfes intenzivni vyzkum problémem Vv pivovarnictvi po celém svété. V prvni ¢asti prace je
popsan mechanismus tvorby bublin a teorie mechanismu gushingu. Dale jsou zde shrnuty
pti¢iny primarniho a sekundarniho gushingu. Dalsi ¢ast popisuje vliv technologie vyroby
piva na gushing moznosti jeho potlaceni. Posledni ¢ast je vénovana analytickym metodam

meéfeni gushingu a jeho predvidani.
Klic¢ova slova: gushing, hydrofobiny, pfepénovani, pti¢iny gushing

TITLE
Causes of beer gushing

ANNOTATION

This bachelor thesis is focused on gushing of beer, which is manifested
asa spontaneous overfoaming immediately after opening a bottle of beer. Gushing is still
a problem for brewing industry worldwide, despite intensive research of recent decades.
The first part of this thesis describes the mechanism of bubble formation and theory of the
gushing mechanism. Futher the causes of primary and secondary gushing are summarized.
Next part describes the impact of technology on the gushing and the possibilities of
gushing suppression. The last part is dedicated to the analytical methods and measurements

of the gushing and its prediction.

Keyword: gushing, hydrophobins, overfoaming, causes of gushing
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SEZNAM POUZITYCH ZNACEK
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Fusariové vadnuti klasti (Fusarium Head Blight)

Vysoka molekulova hmostnost (High Molecular Weight)

Vysokouc¢innd kapalinova chromatografie (High Performance Liquid

Chromatography)
Nizka molekulova hmotnost (Low Molecular Weight)
Hmotnostni spektrometrie (Mass Spectrometry)

lonizace laserem za ucCasti matrice (Matrix Assisted Laser Desorption

/lonization)
Modifikovany Carlsberg test
Stfedoevropska komise (Mitteleuropdische

pivovarskd  analyticka

Brautechnische Analysenkommission)

Jeden z typt pivni ldhve o parametrech- 520 ml skutecny objem, hmotnost

380 g, vyska 260 mm a primér 67,5 mm

Nespecificky protein pro pienos lipidi (non-specific Lipid Transfer Protein)
Polymerazova fetézova reakce (Polymerace Chain Reaction)
Radioimunologicka analyza (Radio Immuno Assay)

Vysokoucinna kapalinova chromatografie v systémech s obracenymi fazemi



SDS-PAGE Polyakrylamidova gelova elektroforéza s dodecylsulfatem sodnym
(Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis)

SPE Extrakce tuhou fazi (Solid Phase Extraction)
TOF Analyzator doby letu (Time of Flight)
uv Ultrafialové zareni

VUPS Vyzkumny ustav pivovarsky a sladarsky



1 UvoDb

Tato bakalaiska prace je vénovana celosvétovému problému, kterym je gushing,
nebo-li samovolné piepénovani piva. Tento jev byl poprvé pozorovan v roce 1909
Kastnerem. Hlavnim divodem pro¢ tomuto jevu byla dale celosvétoveé vénovana pozornost
je, ze pusobi ekonomické ztraty pivovariim a ma také Spatny vliv na spotiebitele. Gushing
se popisuje jako samovolné piepénovani piva v podobé spontanné se chrlici pény, ke
kterému dochazi ihned po otevieni pivni lahve bez piedchoziho tiepani. Toto prudké,
samovolné a nadmérné piepénéni zpravidla ustava po nékolika sekundach. Vyskytuje se
sporadicky a nelze jej s jistotou piedpovidat. Gushing se objevuje u vSech druhi piv,
nezavisle a sporadicky. Nejcastéji vSak po teplych a vlhkych létech, coz je tzce spjato
s napadenim sladovnického je¢mene toxinogennimi houbami, které maji idealni podminky
pro rozmnozovani. Tyto toxinogenni plisné vyluéuji specifické latky zptisobujici ptepénéni
vysledného piva. Gushing je komplexni jev vyvolany ruznymi faktory ve vyrobnim
procesu a predev§im vstupnimi surovinami. Postup, kterym by se zabranilo tomuto
nezadoucimu jevu, zatim neni znam. Existuji vSak opatieni, kterymi muZeme zabranit,
nebo alespoil minimalizovat pfepéiovani, napf. tim, ze se posuzuje kvalita surovin pred
jejich zpracovanim. V soucasné dobé se zkoumaji prostiedky a technologické zasahy, které
vedou ke sniZeni neZzadouciho gushingu. Dale se zkouma mechanismus d&je, ktery by byl
nasledné uziteny pro rozvoj metod pro primarni prevenci piepéiiovani u piva. DalSim
vyzkumnym zamérem je vyvinout metodu, kterda by mohla pfedpovédét gushing ve

vysledném pivu.
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2 PIVNI PENA

Pivni péna je nedilnou soucasti piva. Pro piva ¢eského typu”spodné kvaSend” je
charakteristicka vysoka, bohata a stala péna, ktera je jednim z vyznamnych Kkvalitativnich
spotfebitelskych znakii. Pasobi nejen esteticky, ale ma také fyziologicky vliv, nebot
stimuluje chut’ k jidlu, hasi zizen a udrzuje déle pivo svézi a karbonizované [1]. Snaha
0 dosazeni stabilni pény a zlepSeni jejich kvalitativnich vlastnosti se datuje jiz od
sttedovéku. Vysledna podoba je slozitym souhrnem ftady faktorti. Patfi sem napf.
ptitomnost lipida, bilkovin, kovii, ale také technologické postupy béhem vyroby. Pii
pozorovani pény se sleduje fada vlastnosti - Stabilita, pénivost, vySka pény, jeji tvar,
struktura, barva, rychlost rozpadu, ulpivani na sténé sklenice a stabilita pény od jejiho
vzniku az do objeveni tzv. lysinky. Pénivosti se rozumi schopnost piva vytvaiet pénu pii

nalévani, ktera je ovlivnéna obsahem oxidu uhli¢itého v pivu [2,3].

2.1 FYZIKALNE-CHEMICKY POPIS PENY JEJI TVORBY

Z fyzikaln¢ - chemického hlediska je péna charakterizovana jako disperse plynu
v kapaling, pficemz dispergovanou fazi je plyn. Diky nizké povrchové tenzi piva se tvoii
mensi a jednotné bubliny, coz ve finale tvoii krémovity charakter pény [3]. Tvorba pény se
rozdéluje na 4 zakladni kroky - tvorbu bublin, odvodhovani pény, jeji koalescenci
a disproporcionaci. Tvorba bublin je proces skladajici se ze tii krokt: tvorba bubliny, rist
bubliny a oddéleni bubliny (Obr. 1) [4]. Pii odvodinovani pény dochazi ke ztraté kapaliny
vlivem gravitace a podtlaku. Dochazi ke ztencovani kapalinovych filmi mezi bublinami
vlivem vzniklého niz§itho tlaku v hrani¢nich vrstvach oproti tlaku uvnitt bubliny
a v kapalinovém filmu. Pii prasknuti filmu dojde ke spojeni dvou bublin v jednu tento jev
je popisovan jako koalescense. Difuze plynu z men$ich bublin do vétSich se nazyva
disproporcionace. K tomuto jevu dochazi diky mensimu tlaku, pfitomném ve vétSich

bublinach [3].
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Plynova kapsa Bublina
Roztok Roztok ?ublina Roztok

Pevna faze Pevna faze Pevna faze

(1) (2) (3)

Obr. 1: Proces pénéni na rozhrani pevné faze a roztoku- 1. tvorba bubliny, 2. rist bubliny,
3. odd¢leni bubliny

Bublinky CO, se tvoii béhem fermentace heteronukleaci na pevnych ¢asteckach
suspense a mikrotrhlinach na zdech fermentoru, ale netvofi se na bunénych sténach
kvasinek, které jsou hydrofobni. V hotovém pivu dochazi k tvorbé (nukleaci) bublin za
pfitomnosti ¢astecek, vladken nebo na plynem vyplnénych Skrabancich na sklenénych
plochach lahve [4-6]. Mechanismus heterogenni nukleace je tvorba bublin z pfesyceného
napoje oxidem uhli¢itym v tzv. nukleacnich (katalytickych) polohach — to znamena, ze
bublinky nevznikaji samovolné, ale tvofi se jiz na existujici bubliné, nebo se mohou
vytvofit v tzv. nukleaéni poloze, do které patii plynem vyplnéné trhliny [4,5]. Existuji 4
typy nukleace v roztoku [4,7].

- Prvni tzv. klasicka homogenni nukleace (Obr. 2) nastava v homogennim roztoku.

Bubliny se produkuji ve velkém mnozstvi pti velkém piesyceni 100 ATM a vice
[4.8].

Pred pfesycenim Po presyceni

Obr. 2: Klasicka homogenni nukleace

- Druhym typem je klasicka heterogenni nukleace (Obr. 3). U tohoto typu je nutna
pifitomnost ciziho materidlu nebo dutin na povrchu nadoby ve velkém mnoZzstvi.

Bubliny se vytvaii napf. pfi ndhlém snizeni tlaku, coz odpovida klasické nukleaci.
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Bublina se mize tvofit na povrchu oballi ve Skrabancich, na molekularné hladkém
povrchu nebo na vétsich Casticich. Vytvoreni prvni bubliny odpovida heterogenni

nukleaci [4,8].

Pred presycenim Po presyceni

S,
S

IS SIS

Obr. 3: Klasicka heterogenni nukleace

- Tretim typem je semiklasickd nukleace (Obr. 4). Tento typ zahrnuje homogenni
a heterogenni nukleaci na jiz existujici bubliné v dutin¢ na povrchu nadoby nebo na
povrchu suspendované castice. Pro kaZzdou dutinu existuje konec¢na nukleacni
energeticka bariéra, kterou je nutné piekonat. Za zahajeni nukleace jsou také
odpovédné lokalni vykyvy v presyceném prostiedi. Hlavnim rozdilem oproti
heterogenni nukleaci je v tom, Ze nukleace je dosazitelnd i pfi nizkych trovnich
presyceni tzv. bublina se u semiklasické nukleace vytvoti diive nez by se vytvorila

pti heterogenni nukleaci [4,8].

Pred presycenim (s predem existujicimi
vzduchovymi prohlubeninami)

Obr. 4: Semiklasicka nukleace
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Ctvrtym typem je neklasicka nukleace (Obr. 5). Tento typ nukleace neni povazovan
za klasicky, protoze neni nutné piekonat zadnou energetickou (aktivacni) energii.
Nukleace obvykle nastane v jiz existujici plynové dutiné na povrchu nadoby nebo
na jiném misté¢ v roztoku, mize ndsledovat po heterogenni nebo semiklasické
nukleaci. Dutina s vétsim polomérem nez je kriticka hodnota nukleace je stabilnim
a stalym mistem pro tvorbu bublin. Kdyz klesne presycenim, kriticky polomér
nukleace se postupné zvétsi na hodnotu rovnajici se poloméru dané dutiny, tvorba
bubliny z této dutiny se ukonéi a vytvoii se protahly krk a ten se po chvili utrhne
a tim se bublina uvolni. Poté nasleduje tvorba dalsi bubliny. Tento typ nukleace je
zodpovédny za zachovani tvorby bublin v sycenych napojich i dlouho po otevieni

lahve nebo po naliti do sklenice [4,8].

Po presyceni

Obr. 5: Neklasické nukleace
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3 PRINCIP GUSHINGU

Proces gushingu si mtizeme predstavit jako d&j, pii kterém po otevieni lahve nebo
jiného obalu dojde k nahlému samovolného uvoliiovani a narustu bublinek CO, (Obr. 6).
CO; je nepostradatelnou soucasti piva (obsah je pramérné 4-5g/l). Hotové pivo je
presyceno z 200 % a tak neni zaddné piekvapeni, ze po otevieni ldhve pivo ¢astecné
preteCe. Podstatou nezadouciho jevu zvaného gushing je nahlé, masivni a neocekavané
uvolnéni CO;, thned po otevieni ldhve. Tento jev lze pozorovat i u jinych sycenych napoju

nejenom u piva [3,5].

Obr. 6: Ukazka gushingu

Homogenni nukleace nastava pouze v piesycenych roztocich a protoze vyzaduje
vysokou hladinu oxidu uhlicitého, je jeji vyskyt v pivu nepravdépodobny [4]. Prepénéni
vétSinou vznikd heterogenni nukleaci, kterd souvisi s jiz existujicimi mikrobublinami
Vv pivu. Bubliny s polomérem mens§im nez je kriticky pramér (CDC) zmizi a vétsi dale
rostou. Kdyz se pfi rustu téchto bublin oteviena lahev uvolni se tlak a mikrobubliny

exploduji. K této tvorbé vyznamné ptispivaji latky s hydrofobni povahou tzv. hydrofobiny
[6,8].
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4 PRICINY ZPUSOBUJICI PREPENOVANI PIVA

Pivo je napoj obsahujici Siroké spektrum latek pochazejicich z pouzitych surovin,
technologického zafizeni nebo jsou souéésti nékterych pridanych latek. Rada z nich ma na
pénivost piva pozitivni a fada z nich negativni vliv [2,3]. Velky vliv na tvorbu pény ma
kvalita vstupnich surovin jako je slad, chmel a voda. Dale zavisi na technologii zpracovani
téchto surovin a na vnitini struktufe a staii pivnich lahvi a na pouzivani detergent pii
jejich myti [4,5].

Gushing je rozdélen do dvou skupin, na primarni a sekundéarni [5]. Primarni
gushing souvisi s pliSiiovym napadenim sladu a latkami, které tyto plisné produkuyji.
Sekundarni gushing nesouvisi s kvalitou sladu, ale je zpisoben chybami béhem vyrobniho
procesu, nespravnym zachazenim s pivem a latkami obsazenymi v pivu ($tavelany, vysoka

koncentrace tézkych kovt nebo izomerované chmelové extrakty) [2,5].

4.1 PRIMARNI GUSHING

JeCmen nebo slad jako pfi¢ina gushingu je znama jiz fadu let. Divodem byla
epidemie gushingu v Severni Americe, Jizni Americe a Evropé, ktera byla spojena se
specifickymi odriidami a obdobim péstovani. Pozdéji se pfiSlo na to, ze pficinou je
mikroflora pfitomna na obili. Periodické opakovani téchto procesi piispélo ke zvyseni
pozornosti k tomuto jevu [5].

Davodem primarniho gushingu je napadeni sladovnického je¢mene toxinogennimi
plisnémi rodu Fusarium, Alternaria, Aspergillus, Penicillium, Nigrospora aj. Za
nebezpecnou plisen se povazuje hlavné Fusarium (Obr. 5) [10]. Plisné se nachazeji jak ve
vegetativnich tak i1 v reprodukcnich organech a zpiisobuji vadnuti a thyn rostlin, u cereélii
poskozeni klasu a nasledné i zrna [5,10]. Tyto plisné produkuji do svého okolimykotoxiny,
coz jsou jejich sekundarni metabolity. Mnozstvi produkce zavisi na druhu a kmenu plisné,
stupni kontaminace, pouzivani fungicida a také na vlivu prostiedi, napt. na teploté nebo
aktivité vody [9,11].
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Obr. 5: Plisnové napadeni je¢mene rodem Fusarium

Plisn¢ produkuji i dalsi metabolity, které po chemické strance fadime mezi
polypeptidy nebo proteiny s hydrofobni povahou, tzv. hydrofobiny. Vztah mezi produkci
mykotoxinii a hydrofobind nebyl nalezen. Proto neni mozné ptedpovédét miru gushingu

analyzou mykotoxint, avSak pfepénéni piva mize byt signalem jejich ptitomnosti [5].

4.1.2 HYDROFOBINY

Hydrofobiny (Obr. 6) jsou z hlediska gushingu nejaktivnéjsi ze vSech znamych
povrchové aktivnich biologickych molekul. T velmi malé mnozstvi téchto latek v fadech
ppm a menSich dokdze v pivu vyvolat nezadouci ptepénéni [4,5,12]. Hydrofobiny
pochédzeji ze sladu napadeného plisnémi. Mezi kmeny produkujici hydrofobiny patii
predevsim Fusarium, ale také Alternaria, Aureobasidium, Cladosporium, Aspergillus,
Penicillium. Produkce hydrofobind je pfimo umérna s mirou plisinového napadeni jeémene
[12-14]. Nachazi se v bunéénych sténach a zapojuji se do vytvaieni hydrofobnich struktur,

jako jsou hyfy, spory a fruktifika¢ni organy [5].

S~
Hydrofilni ¢ast \Acﬁ \{ '.;;-
y 7 N
/ 7 ) l{" \
\\/b‘(://;;”‘(}
\\"74
s /‘ V57

| Hydrofobni ¢ast 2

Obr. 6: Struktura hydrofobint
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U plisni plni hydrofobiny fadu dualezitych funkci jako je rast na vzduchu
a uchycovani na pevné povrchy (Obr. 7) [4,5]. Byl navrZzen model ristu plisni na vzduchu,
ktery obsahuje nasledujici kroky - po ponofeni mycelia do zivného roztoku zacina plisen
vylucovat monomerni hydrofobiny do okolniho média. Monomery se shromazd’uji na
rozhrani vzduch - médium coz mimo jiné vede k poklesu povrchového napéti vody. Pii
dalSim rtstu hyf dochazi k jevu, kdy se tyto hyfy potdhnou monomery hydrofobinti a ty se
poté dostanou z vodného prostfedi na vzduch. Diky vrstvé hydrofobind nepiijdou do
pifimého styku se vzduchem. Mize ale dojit i k protrzeni membrany tvofené hydrofobiny
a plisn¢ se dostanou do kontaktu se vzduchem.

Vrstva hydrofobinli vytvaii na povrchu hyf rozhrani tvofené hydrofobni
a hydrofilni ¢asti. Hydrofilni strana filmu je v kontaktu s hydrofilni buné¢nou sténou,
zatimco hydrofobni strana obaluje vnéjsi Cast a je v kontaktu se vzduchem. Diky této
vné&jsi hydrofobni vrstvé jsou plisné chranény proti vysychani a navlhnuti. Hydrofobiny
také hraji roli ve vyzive. Pitomnost této vrstvy dovoluje plisnim pfijimat jen urcité Ziviny
z prostiedi a zabranuje Gniku Zivin z bunék. Principem je, ze dovoluji malym molekulam
(do 10000 Da) ptechazet z hydrofobni strany do ¢asti hydrofilni a naopak zabranuje
molekuldam o velikosti 300-10000 Da unikat z hydrofilni ¢asti. Tato skutecnost je
vyznamna pro rist plisni. U patogennich druhli plisni mohou tyto povrchové aktivni
vlastnosti slouzit k upevnéni na svych hostitelech [4].

Hydrofobiny mohou byt uvolnény do okolniho Zivotniho prostiedi plisné. Piechod
z jeCmene do piva zavisi na jejich rozpustnosti a tepelné stabilité. Zde se diky své
mimofadné povrchové aktivit¢ hromadi na hydrofobné/hydrofilnich rozhranich
a shromazd’uji se do vysoce organizovanych struktur. Latky zvané hydrofobiny maji tu
vlastnost, ze vytvaii povrchové filmy na faizovém rozhrani, které jsou tvofeny molekulami
samotnych hydrofobinli a roztoku [12,15]. Méni se hydrofobni povrchy na hydrofilni

a naopak a ve finale latka funguje jako emulgétor pény [3,4].
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Obr: 7: Role hydrofobinu pfi ristu plisni na vzduchu

Hydrofobiny (Obr. 6) jsou povrchové aktivni proteiny produkované plisnémi

s molekulovou hmotnosti mezi 7 az 20 kDa a s kulovitym tvarem o priaméru 2-3 nm.
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Z hlediska chemie jsou slozeny z cca 100 (£25) hydrofilnich, hydrofobnich a neutralnich
aminokyselin a 4 cysteinovych zbytku, které tvoii 4 intramolekularni disulfidické mustky.
Piitomnosti této struktury a vazeb se molekula akumuluje do velmi stabilni a kompaktni
struktury. Diky této skutecnosti hydrofobiny odoldvaji zméndm pH a teplotnim vykyvam.
Jsou velmi odolné vuci denaturaci pii vysokych teplotach (az 90°C). Aminokyseliny
tryptofan a thyrosin hydrofobiny neobsahuji. Methionin a histidin chybi jen u nékterych
hydrofobind. I pies spole¢ny hydrofobni charakter nemaji vS§echny hydrofobiny stejnou
sekvenci. Obecna sekvence aminokyselin v hydrofobinech je nasledujici [4,5]:

X2.38-C-Xs5.9-C-C-X11.39-C-Xg.23-C-X5.9-C-C-X6.18-C-X2.13

kde C=cystein; X= n¢ktery druh aminokyseliny.

Na zakladé rozpustnosti a jejich struktury se rozdéluji do 2 skupin (tfidy | a Il).
Hydrofobiny tfidy I jsou rozpustné v silnych kyselindch napt. trichloroctovéa kyselina,
kyselina mravenc¢i a po odstranéni kyseliny ziskavaji zpét svoji funkci. Strukturné vytvari
ty¢inky o priméru 5-12 nm. Tyto struktury hraji vyznamnou roli v mnoha morfogenezich
napft. tvorba spor nebo vyvoji fruktifika¢nich organti. Hydrofobiny tfidy II jsou rozpustné
v organickych rozpoustédlech nebo horkém dodecyl sulfatu sodném (2% SDS). Jsou
usporddany do vysoce uspofddanych pravidelnych filmi a krystalickych fibrild.
Sekundarni struktura je nejcastéji tvorena B-listy a dale se mize vyskytovat jako a-helix
[5]. Ptitomnost obou skupin je nezbytna a podili Se na pénéni. Pénici schopnost je silngjsi u
hydrofobint tfidy II nez tfidy I. Gushing je zpsoben pouze hydrofobiny ttidy II [4].

Z pénivostnich bilkovin s ovlivnénim gushingu mtizeme mezi hydrofobiny zafadit
polypeptid - intracelularni pienasec¢ lipidd LTP1 (Lipid Transfer Protein) [3,4]. Z divodu
své hmotnosti (9660 Da) je fazen do LMW (Low Molecular Weight) skupiny pénivostnich
bilkovin. Charakterizovana je jako albuminova bilkovina a jedna se o obranny protein
Vje¢meni vylucovany pii nepfiznivych podminkich pfedev§im ve vlhkém rastovém
prosttedi [4]. Uvadi se, Ze obsah LTP1 koreluje s mnoZstvim vytvofené pény. Dalsi
vlastnosti izolované LTP1 je vynikajici schopnost generovat pénu, ale slabsi schopnost
stabilizace pény [3,5]. Stabilizac¢ni schopnost je vyssi ve spojeni LTP1 s izolovanou LMW
hordein-glutelinovou pénovou frakcei [3,5] nebo s HMW (High Molecular Weight) frakci
obsahujici protein Z [5]. Charakteristické u této bilkoviny je jeji téméf okamzitd extrakce
beéhem rmutovani a to Cini jeji nezavislost na pouzité technologii sladovani a rmutovani.
Béhem chmelovaru dochazi ke zménam ve struktufe a vznika vice forem modifikované

LTP1. Vzniklé formy maji stejnou sekvenci aminokyselin a vykazuji pfevazné lepsi
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pénivosti vlastnosti, avSak 1isi se ve struktufe, isoelektrickém bodé a molekulové hmotnosti

(9600 a7 9900 Da) [3].

4.1.2.1 Hydrofobiny a gushing
Pro projeveni jejich gushingové aktivity je nezbytna ptitomnost bublinek oxidu

uhli¢itého se kterymi hydrofobiny vytvafi tzv. nanobubliny. Tyto nanobubliny usnadiuji
tvorbu bublinek [6,13]. Bez pfitomnosti hydrofobini se bublinky zcela rozpousti, protoze
neni pfitomen zadny prostiedek, ktery by je stabilizoval. Nanobubliny vznikaji
naadsorbovanim hydrofobini na bublinky oxidu uhli¢itého a vytvoii se hydrofobné-
hydrofilni vrstva kolem bubliny oxidu uhli¢ité¢ho. Vznikld nanobublina se stdva vysoce
stabilni. Vrstva hydrofobinli zabranuje uplnému rozpusténi bubliny oxidu uhli¢itého
a dovoluje ji zvysit kriticky pramér (CDC) [6,12,15]. Nanobubliny mohou byt tvofeny
sycenim, tfepanim, plnénim nebo mikrokavitaci [7].

Vzniklé nanobubliny jsou silnymi iniciatory nukleace. Mechanismus gushingu
piedpoklada, Ze nanobubliny jsou jednoduse “nanobomby” v uzaviené nadobé urcitého
kritického praméru, ktery zavisi na tlaku pritomném v lahvi. Po otevieni obalu parcialni
tlak oxidu uhli¢itého vyvold natlakovani bublin, tento Sok vyvol4d energii potiebnou
K ptekonani kritického praméru a napoj piepéni (Obr. 8) [7].

Vznik vyzaduje urcitou dobu, kterd je nutnd ke zhrouceni nanobubliny od doby,
kdy je nanobublina pokryta a stabilizovana vrstvou hydrofobinti. Doba potiebna

K projeveni gushingu je 3 tydny od naplnéni lahve az po dobu 2 let [6].
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Obr. 8: Princip vzniku gushingu
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4.1.3 MYKOTOXINY
Mykotoxiny jsou sekundarni metabolity produkované plisnémi. Urcity mykotoxin

mohou produkovat rtizné rody plisni a ur¢ity druh plisné mutze produkovat i vice
mykotoxini [16]. Tyto latky maji negativni biologické uCinky (napi: mutagenni,
karcinogenni, teratogenni apod.) a dale zpomaluji rtst kvasinek béhem vyroby piva, proto
jsou povazovany za jednu z moznych pfic¢in gushingu [17]. Dosud bylo popsano vice nez

300 mykotoxinu, které se deli do skupin na:
- Aflatoxiny
- Ochratoxiny
- Patulin

- Fusariové toxiny
- Cytochalasin [16]

Mezi nejvyznamnéjsi plisné napadajici je¢men patii Fusarium graminearum,
F.culmorum, F.avenaceum, F.poae, F.tricinctum. Za plisfiové onemocnéni je¢nych sladi je
povazovano fusariové vadnuti klast (Fusarium head blight-FHB). FBH je pfic¢inou
ekonomickych ztrat vyplyvajici z poklesu vynosu, nutricni a technologické jakosti.
Zakladnim faktorem ovliviiujicim napadeni fuséarii jsou klimatické a povétrnostni
podminky prostiedi, které hraji roli ve vSech stupnich vyvoje. Teplotni podminky maji vliv
na sporulaci, kterd ovliviluje pfeziti fusdrii na poskliziovych zbytcich. Mirné zimy
podporuji sporulaci, zatimco suché a chladné pocasi na podzim a v zim¢ sporulaci
zabranuje. Jarni klimatické podminky ovliviiuji typ, kvalitu a dobu rozsifeni spor. KdyzZ se
doba Sifeni shoduje s dobou kvéteni, nasledky mohou byt rozsahlé. V letnim obdobi poté
dochazi k rozsitfovani plisni a produkci mykotoxinu [18,19].

Hlavni skupinou mykotoxinti produkovanych Fusarium spp. jsou latky zvané
trichocény, zealeron, fumosiny a kyselina fusarova. Nejvyznamnéji jsou zastoupeny
trichothecenové derivaty - deoxyvalenol (DON), nivalenol (NIV) a T-2 toxin [9]. Dalsi
skupinu predstavuje zealeron a jeho derivaty, u nichz byly prokazany estrogenni ucinky.
Tyto latky jsou velmi tepeln€ i chemicky stabilni a po napadeni sladovnického jeCmene

ptrechazi az do piva, kde mohou byt jednou z moznych pfi¢in prepénovani [11,17,20].
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4.1.3.1 Deoxyvalenol
Deoxyvalenol (Obr. 9) patii mezi vyznamné zastupce mykotoxinl trichothecenové

skupiny se sekviterpenoidni strukturou, ktery je produkovan plisnémi rodu Fusarium (napf.
F. culmorum, F. graminearum, F. poae, F. sporotrichioides) a je pravdépodobné
nejCastéjsi a nejvyznamnéj$i mykotoxin kontaminujici potraviny a krmiva, které jsou

vyrobeny z obilovin [9].

Obr. 9: Strukturni vzorec deoxyvalenolu

Mezi negativni toxikologické ucinky na lidsky organismus patii akutni stievni
potize a zvraceni [16,18]. Nejvyssi piipustny hygienicky limit platny v EU pro jeho obsah
nesmi prekrogit 1250 pg.kg™ v nezpracovanych cerealiich [21]. Deoxyvalenol (DON) patii
mezi inhibitory proteinové syntézy, a tudiz miize potencialn€ ovliviiovat 1 proces kli¢eni
sladu. Vyskytuje se c¢asto s dal§imi mykotoxiny nivalenolem, diacetoxyscirpenolen
a toxinem T-2, ale v mnohem vyssi koncentraci [23].

Obsah DONu Vv jeémeni ovliviiuji agrotechnické postupy, odriida i péstitelska
oblast [11]. Vztah mezi obsahem v je¢meni a sladu je rtiznorody a zavisi na odridé
jeCmene a na technologickych podminkéach skladovéani pfedevSim na relativni vlhkosti.
Béhem vyroby piva pfechazi z kontaminovaného jeCmene do sladu a poté do sladiny [18].

Mezi vlivem koncentrace DONu na gushingovy potencial nebyla nalezena zadna
korelace, ale bylo zjisténo, ze se zvysujici se koncentraci 1ze oCekavat i vyssi gushingovy
potencial [5]. Obsah DONu se muze zvySit v prubéhu maceni, kliCeni ana pocatku
hvozdéni sladu, kdy jsou nastoleny idedlni podminky pro rast plisni a dal$i produkci
mykotoxind. Na druhou stranu i pfi maceni muze dojit k poklesu obsahu DONu a to
z dtvodu jeho vylouéeni do maceci vody.

V pribéhu hvozdéni dochdzi ke zni¢eni mycelia a zastaveni produkce DONuU,
nikoliv vSak k jeho odstranéni ¢i degradaci na netoxické degradacni produkty. Béhem
rmutovani dochazi obvykle k odstranéni 80-95 % DONu. Diky vysoké tepelné stabilité

muze DON piechéazet do dalSiho meziproduktu, avSak zde jeho koncentrace klesa osmi az
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desetinasobné z diivodu fedéni. Ve vyslednych komeréné prodavanych pivech nebyl DON
detekovan a pokud ano, jeho koncentrace se pohybovala v fadech 5-20 ppb [18].

4.2 SEKUNDARNI GUSHING

Sekundarni gushing je méné problematickou pfi¢inou gushingu. Je vyvolan
pfitomnosti kovovych iontl, latek pochéazejicich z chmele, krystaly $tavelanu vapenatého,
zbytky Cisticich prostfedkl pouzivanych k myti lahvi, strukturou vnitiniho povrchu lahvi

a prebytkem oxidu uhli¢itého v pivni lahvi [2].

4.2.1 STAVELANY
Sledovanim obsahu Stavelant v pivovarskych surovinich se ziskdvaji potfebné

informace o jejich piipadném vlivu na piepéiiovani. Stavelany se déli podle rozpustnosti
na ve vodé rozpustné a nerozpustné. Nebezpeci piedstavuji pfedevsim krystalky stavelanu
vapenatého, které mohou tvofit centra pro lavinovité uvoliiovani oxidu uhli¢itého [2]. Na
povrchu téchto krystalkil ulpivaji zbytky plynti CO; a slouzi jako kondenzaéni jadra, ktera
prispivaji k dalSimu nardstu bublin CO; a kterd pfi urCité koncentraci zptisobi prepénéni
[2,15].

Stavelany pochazi piedeviim ze sladu, jehoZ jsou piirozenou souéasti. Jejich
ptitomnost Vv pivu je ovlivnéna jejich obsahem ve sladu, ale vliv ma také ro¢nik a odrtida
jeCmene, i kdyz tento vliv neni pfili§ vyznamny [2,24]. Obsah v je¢meni se pohybuje
VvV rozmezi 37-61 mg.kg'l suSiny. Je¢ny slad obsahuje 10-20 mg kyseliny §tavelové na 100
g sladu, coz odpovida 25-32 mg.I"* mladiny. Vysledny obsah v pivu se pohybuje v rozmezi
4-32 mg.I". Zde mize zpisobit zvla§té ve form& §tavelanu vapenatého tzv. “oxalatovy
zakal” a gushing [2,24].

Vépnik pochazi prevazné z varni vody, ale je také obsaZzen ve sladu. Obsah vapniku
ve sladu se pohybuje v rozmezi 15-25 mg na 100 g sladu, v mladiné uz je vice nez
25 mg.I"". Dalsim zdrojem véapniku je pivovarska varni voda. V pivu se obsah pohybuje
v rozmezi 4-35 mg.I". Dale miize vapnik pochazet z kiemeliny, coZ je praskovy filtratni
materidl pfirodniho ptivodu slozeny piedev§im z SiO,. Obsah vapniku v kifemelin€é byva

0,5-1,5 % (udavany jako oxid vapenaty) [2].
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Pro zabranéni pozdéjsimu vzniku gushingu se v praxi pouziva ptidavek chloridu
nebo siranu vapenatého do vystirky nebo i1 ¢astecné do mladiny a vyslazovaci vody. To
zpusobi vysrazeni Stavelanu vapenatého do formy krystall, které jsou poté odstranény
filtraci. Toto srdzeni by se mélo co nejvice urychlit pied filtraci. Jinou moznost nabizi
vybér sladu s nizkym obsahem vapniku nebo ndhrada ptirodniho chmele chmelovym
extraktem, ktery neobsahuje vapnik. Z technologickych postupt zabranujicich gushingu je
pouziti studeného a dlouhého dokvasovani, pii némz se stavelan vapenaty miize vysrazet
jiz v lezackém sklepé. SniZzeni obsahu vapniku ve filtrovanych pivech je mozné tzv.

sekundarnim kvasenim v lahvich [4,25].

4.2.2 CHMELOVE EXTRAKTY
Pro pivovarské Gcely se vyuziva pouze samic¢ich rostlin chmele otacivého (Humulus

lupulus), protoze maji Zlazky lupulinu, které obsahuji pivovarsky cenné latky. Chmel je
dalezity ze senzorického hlediska tim, Ze dava pivu hotkost [2]. V péné se vyskytuji
prevazné iso-a-hoiké kyseliny, isohumulon, isokohumulon a isoadhumulon, které vznikaji
izomeraci o-Kyselin pfi chmelovaru. Dale jsou piitomny oxidované, hydrogenované ¢i
hydrolyzované formy iso-a-hotkych kyselin. Oxidované formy vznikaji pfedevSim pfi
chlazeni horké mladiny a maji slabsi hotkost [3]. Chemické slozeni chmele zavisi na
odrude, péstitelské oblasti, zpisobu poskliziiové upravy, podminkach skladovani atd.
Obecny obsah jednotlivych slozek je uveden v Tabulce 1 [2]. Pro pivovarské vyuZiti jsou
vyznamné tyto 3 skupiny latek: chmelové pryskytice, chmelové silice a polyfenoly [2,22].
Chmel se pouziva jen vyjimecné, €astéji se pouzivaji chmelové vyrobky. Chmelové
vyrobky se pouzivaji z divodu nizkého vyuZiti cennych pivovarskych slozek chmele
a chemické nestalosti téchto slozek. Chmel lze zpracovavat mechanickymi, fyzikalnimi
upravami a chemickymi postupy. Mechanicky se pfipravuji granulované (peletované)
chmele. Vétsina produkce chmelovych extrakti je zalozena na extrakci ethanolem nebo
oxidem uhli¢itym. U ethanolového extraktu se vyrabi Cisty pryskyfi¢ny extrakt nebo smés
pryskyficného a tiislovinného extraktu jako standardizovany extrakt o urcité koncentraci
a — hotkych kyselin. CO, extrakt obsahuje velmi malé mnozstvi polarnich latek z chmele
(polyfenoly, dusi¢nany), protoze oxid uhli¢ity z hlediska charakteru rozpoustédla patii do
nepolarnich rozpoustédel. Chemickymi postupy se vyrab&ji specialni izoextrakty
aizopelety, u kterych jsou pfedem uskuteCnény chemické zmény probihajici jinak pfi

chmelovaru [22].
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Tabulka 1: Chemické slozeni chmele

Slozka Obsah slozky (%chmotn.)
Voda 10-11
a-hor'ké kyseliny | 2-12
B-hoiké kyseliny | 2-10
Chmelové silice | 0,5-2
Lipidy a vosky | 2-4
Proteiny 12-18
Polyfenoly 2-5
Celulosa 40-50
Pektiny 1-2
Mineralni latky | 7-9

Chmel obsahuje latky, které podporuji nebo redukuji gushing [26-28]. Ptitomnost
polyfenolti (zejména anthokyantl) ma podporujici vlastnosti. Se zvySujicim se obsahem
polyfenolti dochazelo ke zvysenému piepénéni pii provadéni MCT [26].

Dalsi latka, u niz byl zkouman vliv na gushing je linalool (3,7-dimethylocta-1,6-
dien-3-ol) (Obr. 10). Linalool patii mezi chmelové silice a je soucasti chmelového oleje.
Z chemického hlediska patii mezi volné terpenové alkoholy [2]. Bylo zjisténo, ze se
zvySujici se koncentraci linaloolu se snizuje tendence ke gushingu [26,28]. Po pfidani
50 pg/l linaloolu doslo k poklesu piepénéné¢ho objemu 0 50 % oproti 1ahvi, kde linalool
nebyl. Po nasledném zvySeni koncentrace na 100 ug/l doslo k poklesu o 60 % [28].
Inhibi¢ni G€inky na gushing vykazuji také polynenasycené mastné kyseliny [5].

H
N

Obr. 10: Chemicky vzorec linaloolu
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Od roku 1970, kdy se zacaly pouzivat izomerované chmelové extrakty (iso-
humulony) bylo sledovano zvysené piepénovani piva. V této dobé byly proto povazovany
za nejveétsiho ptivodce sekundarniho gushingu. Pozdé¢ji byla za silného promotora oznacena
dehydratovana kyselina humulonova (DHA). Podpirna schopnost je pfipisovana dale iso-
humuloniim, které vznikaji izomeraci z humulont pfi reakcich ve vyrobnich procesech.
Tetrahydro a hexahydro iso-a-kyseliny vykazovaly slabou podporu gushingového

potencialu [5].

4.2.3 OXID UHLICITY
Primérny obsah oxidu uhli¢itého v pivu je 5 g.1™. Oxid uhli¢ity vzniké pfi hlavnim

kvaseni a pti dokvaSovani v lezackych nadobach [2]. I kdyz oxid uhli¢ity pfedstavuje hnaci
silu gushingu neni povazovan za jeho hlavni pfi¢inu [23]. Je potvrzeno, ze s jeho stoupajici
koncentraci se zvySuje mira gushingu [15], avSak snizeni jeho obsahu v pivu neni

tolerovana z pohledu spotiebitele [25].

4.2.4 KOVOVE IONTY
Vliv kovovych iontl na gushing piva byl uznan jiz pfed mnoha lety. Kovové ionty

rusi fyzikalni vazbu CO, na protein a v dusledku toho se rychleji uvolnuje CO; a dochazi
Kk pfepénéni [2]. Fyzikalné-chemicka pii¢ina prozatim neni znama, ale nékteré studie
predpokladaji, ze se tvoii kovové uhli¢itany na fazovém rozhrani mezi kapalinou a CO;
atim se stabilizuje bublina. Tento vliv se inhibuje pfidavkem EDTA, Kktera tvofi
s piitomnymi kovy komplexy [5]. Nejvice zptsobuji pfepénéni ionty Fe**, dale pak Ni**

a Co?* a to jiz v koncentracich pg.1™ [2,3].

4.2.5 TENZIDY
Tenzidy (saponaty nebo detergenty) jsou povrchové aktivni latky, které jsou jednou

ze slozek pouZivanych pfi €iSténi a dezinfekci pivnich lahvi. Jsou zodpovédné za tadu
ukold, které se souhrnné oznacuji jako detergen¢ni ucinnost (adsorpce na fazovém
rozhrani, snizovani povrchového napéti, tvorba micel, smacivost, emulgacni ucinnost,
dispergacni Gi¢innost a stabilizace suspenzi a pénivost).

Molekula povrchové aktivni latky je slozena ze dvou casti. Prvni cCasti je

hydrofobni ¢ast (téz lipofilni), kterd vykazuje afinitu k organickym latkam (necistotam)
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a z chemického hlediska ji miize ptedstavovat alifaticky fetézec. Druhd c¢ast je
oznacovana jako hydrofilni a ta naopak vykazuje afinitu k vodé¢ a je tvotfena napftiklad

sulfatovou skupinou [2].

4.2.6 VLIV PIVNI LAHVE
Mnoha studiemi bylo potvrzeno, ze gushing podporuje opotiebeni skla vlivem

CiSténi lahvi mechanicky ¢i chemicky. Hlavni vliv ma naruSovani struktury skla
hydroxidem sodnym pii myti lahvi. Soucasné se uvoliuji a vymyvaji vapenaté, sodné
a dalsi ionty z jeho struktury a tim se snizuje odolnost vici otéru. Uvolnéné ionty tvofi
nerozpustné komplexy, které se mohou usazovat na umytych lahvich a tim pfispivat
Kk tvorb¢ bilych povlakl. Proces urychluje nartstajici koncentrace myciho louhu, teplota,
kontaktni doba a pifitomnost nékterych slozek Cisticich piipravka [2,5]. Z toho vyplyva, ze
¢im jsou starsi lahve a vickrat umyté, tim maji vétsi tendenci k prepénovani. Pro zabranéni
resp. zpomaleni tohoto procesu je vhodné ptidavat do louhovych mycich van specialni
aditiva, ktera zabranuji vymyvani vapniku [2]. Z obchodni zkuSenosti bylo zjisténo, Ze
lahve ulozené ve svislé poloze vykazovaly mensi gushing nez lahve ulozené v horizontalni
poloze. Tato skute¢nost naznacuje, ze pro vznik gushinu je dulezity plyn v hrdlovém
prostoru [22]. Dale bylo zjisténo, ze pokud jsou lahve ptfevraceny tiikrat pied otevienim je
znatelny rozdil mezi “starou” a “novou” lahvi, ale pokud jsou lahve pfevraceny cCastéji je
rozdil mezi lahvem nizsi. Kvalitni lahev je jednou z moznosti pro pivovary, jak

minimalizovat nezadouci gushing v pivovarech [1].

5 VLIV TECHNOLOGIE PIVA NA GUSHING

Béhem vyroby piva (Obr. 11) probiha mnoho chemickych a enzymatickych zmén
latek. Prvni technologickym krokem je vyroba sladu, kterd zahrnuje tento postup - piijem,
¢isténi, maceni, klieni jeCmene, suseni a hvozdéni zeleného sladu, Gprava odsuSeného
skladovani. Vysoka vlhkost béhem skladovani vede ke zvySené mikrobialni kontaminaci.
Mezi kmeny plisni napadajici slad béhem skladovani patii rody Aspergillus, Penicillium a

Rhizopus.
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Obr. 11: Schéma vyroby piva

5.1 OBSAH HYDROFOBINU

Hydrofobiny se produkuji i béhem sladovacich procesi jako je skladovani
a zejména béhem maceni a kliceni jecmene. Pfi odklicovani je¢mene byly zjistény nizsi
hladiny. Ve srovnani s mnozstvim hydrofobinti v je¢meni a v kone¢ném sladu je obsah 10x
VySSi.

Hydrofobiny musi byt uvolnény ze sladu béhem rmutovani a dale musi pieckat
v aktivni formé procesni podminky a skoncit v mlading, aby bylo mozné vyvolat gushing.
Na (Obr. 12) je zobraznen vliv technologie na vznik gushingu. Ukazuje relativni obsah
hydrofobinii béhem jednotlivych pivovarskych procesnich fazi vyroby piva. Filtrace
jednoznacné ovliviiuje negativné obsah hydrofobind. Piedpoklada se, ze hydrofobiny tvoti
agregaty, které se zachyti filtraci. Procentualni ztrata je zavisla na koncentraci
hydrofobint. Pfi koncentraci 15 pg/ml se odstrani 60 % v porovnani s koncentraci 5 pg/ml
je ztrata jen 15% [14].

Nejvyssi hladiny hydrofobint byly zjistény u sladi uméle infikovanych plisnémi

Fusarium culmorum a Fusarium graminearum.
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Obr.12: Relativni obsah hydrofobint v jednotlivych fazi vyroby piva

5.2 OBSAH STAVELANU

Obsah stavelani se béhem technologie zvySuje. Béhem skladovani se hladiny
Stavelanl zvysi az pétkrat oproti ptivodnimu obsahu v obilce jeCmene, oproti tomu obsah
nerozpustného $tavelanu vapenatého byl nizsi. Celkova koncentrace stavelant ve sladu je
pfiblizné dvakrat vyss$i nez v je¢méni. Ve sladiné je koncentrace rozpustnych Stavelant

vice nez dvakrat vyssi nez koncentrace celkovych stavelant v je¢meni [24].
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6 VLIV KVALITY VSTUPNICH SUROVIN

Kvalita vstupnich surovin patfi mezi nejvyznaméjsi faktory. PFic¢inou gushingu jsou
latky produkované plisnémi napadajici jemen, jednu z hlavnich surovin pro vyrobu sladu.
A proto je dulezité dbat na peclivé sledovani kvality vstupnich surovin piedevsim sladu
a jeho mikrobialni kontaminaci [13]. Pivovary nejcastéji pouzivaji metodu, kdy se spoditaji
cervend zrna. Pfitomna Cervend zrna indikuji fusariovou ndkazu. Tato metoda je vSak
diskutabilni z hlediska piepovedeni mozného vyskytu gushingu [29]. Jako alarmujici
hodnota se uvadi 5 % zrn napadenych Cervenou plisni po zakapnuti obilky 7,5% NaCl
a pétidenni inkubaci pii 20 °C [24]. Idealni podminky pro rist plisni na jeéméni jsou horka
a vlhka 1éta (optimalni teplota je 24-29 °C) spolecné s vysokou vlhkosti. Naopak suché
a chladné pocasi brani jeho ristu [16]. Kontaminaci plisnémi mtzeme eliminovat jiz pii
péstovani pouzivanim vhodnych agrotechnickych zéasad, dodrZzovanim zasad spravné
zeméd¢€lské praxe a pouzivanim prostfedkll na ochranu rostlin. K negativné plsobicim
faktorim patfi napt. minimalni orba nebo omezené pouzivani fungicida [13].

Dalsi pfi¢inou vzniku gushingu jsou Stavelany. Pfi napadeni plisnémi rodu
Fusarium byl nalezen obsah §taveland vyssi, oSetfeni fungicidy nema na obsah §tavelant

Existuje n€kolik odrid jeCmene jarniho (Hordeum sativum). Vliv odrady na
gushing je prakticky zanedbatelny. Odrady Prestige a KM 2629-50 vykazovaly vyssi
gushingovy potencial, ale tento vysledek neni zavazny, protoZe byly provedeny jen dvé
méfeni a vysledek je malo prokazatelny [30]. Z hlediska odolnosti vici fusariovému

napadeni mezi odolné patii odrida Forum. Mezi méné¢ odolné nalezi odrida Akcent [19].
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/ REDUKCE GUSHINGU

Redukce primarniho gushingu je mozna vhodnym vyvojem a néslednym
vybérem odolnych odrid a efektivni kontrolou mikroorganismii na polich a ve
sladovnach. Dale je mozné redukovat gushing nasledujicimi zptisoby.

1. Ptidavek proteolytickych enzymi, jenz degraduji strukturu hydrofobint.
Z proteolytickych enzymi je nejvyznamnéjsi proteinasa A, ktera §tépi strukturu pii pH 4-5.
Zdroje proteolytickych enzymi jsou autolyzované kvasinky, ale také jsou vyluCovany
zivymi kvasinkami do mladiny béhem kvaseni. Intenzita vyluCovani se zvySuje pfi
stresovych podminkach kvaSeni, rostouci teplotou a zakvasnou davkou a je zavisla na
druhu kvasinky. Nedostatek kysliku mize také vyvolat zvySené vyluCovani proteinasy A
do mladiny [4]. Proteinasa A je vylu¢ovana ve vétsi mife pii kvaseni vysokoncentrovanych
mladin neZ U nizkokoncentrovanych mladin. Cast hydrofobnich polypeptidi je vigi
proteinase A rezistentni, zejména pénivostni bilkovina LTP [3].

2. Pridavek chmele. Niz8i sklon ke gushingu ma pivo s vys$S§im obsahem
chmelovych ptisad. Koncentrace 1 ppm chmelového oleje v pivu vede K vyznamnému
snizeni gushingu, ale ma Spatny vliv na senzorické vlastnosti [4,24,28]. Piidavek 4 mg
chmelovych extrakttl snizuje gushing a pfidavek 5 mg ma neutralizaéni ucinek [31].

3. Pasterizace pii 60 °C. Zvysi se vnitini tlak v pivu a struktura hydrofobinii
potahujici bubliny se destabilizuje. Opakovana pasterace vede k rozpusténi mikrobublin a
tim se snizi gushingovy potencial [4,25].

4. Podpora vytvafeni $tavelanu vapenatého v pocate¢nich fazich a redukce
obsahu kyseliny §tavelové v mladiné pouzitim chmelovych extrakti a sladi s nizkym

obsahem kyseliny stavelové [1,2,20]. Dale udrzovani plné prokvaseného piva pii nizkych

v

v

5. Zamezeni pouziti tvrdé vody nebo vody s obsahem uhli¢itanu vapenatého
i pfi Cisténi filtrdi protiproudem. Zamezeni pouzivani kiemeliny s vysokym obsahem
uhli¢itanu véapenatého k filtraci piva. Oplach filtru slabou kyselinou z divodu vymyti
vapenatych iontti. Vyplach lahvi mékkou vodou [1,2].

6. Filtrace pti nizké teploté [4].

7. Pouzitim membranové filtrace (S pory o priméru 0,lpm) je potlacen

gushing. S pouzitim poru o velikosti od 0,45-0,65 um se snizi gushing na polovinu.
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8. Lipidy zasahuji do stability pivni pény tim, ze interaguji s proteiny, kationty
a chmelovymi kyselinami a tim ji destabilizuji.

9. Ozafovani v rozmezi davek 6-8 kDy snizuje infekce Fusarium spp.
u sladovického je¢mene s malym dopadem na kliceni.

10.  Vystaveni horkym vodam o teplotdch 45 nebo 50°C po dobu 15 minut se
Fusarium spp. infekce snizila z 32 % na 1-2 % jen s malym snizenim kli¢ivosti [4].

11.  Pouziti formaldehydu béhem maceni: Koncentrace 1000 mg/kg potlacuje
rast Fusarium spp. Jeho pouzivani v komerc¢nich sladovacich procesech, ale neni povoleno,
protoze jde o latku karcinogenni [2,4].

12.  Pridavek peroxidu vodiku jako antimikrobidlni 1atky snizi infekci Fusarium
spp. 0 50-98% bez vlivu na kli¢eni.

13.  Pouziti ozonu: Pasobeni 0,16 mg ozonu na gram je¢mene po dobu 5 minut
inaktivovalo 96 % plisnovych spor. Inaktivace v silech pokracuje, pokud je ozon ptitomen
v atmosféte. Uéinnost se zvysuje s rostouci vodni aktivitou a teplotou [4].

14.  Pouziti materialu s hydrofobnim povrchem jako je Nylon, ktery vede
K odstranéni hydrofobini pomoci adsorpce. Nevyhodou je, Ze je nutné pouziti velkého
mnozstvi materialu pti prumyslové aplikaci. Navic tyto materialy neptiznivé ovliviuji
kvalitu piva: snizuji stabilitu pény, hotkost a barvu tim, Ze selektivné vazou pomoci
vodikovych mistki fenolové slouceniny [4,6].

15. Dlouhodobé skladovani je¢mene pfispiva k nizsi produkci hydrofobind. Pfi
skladovani po dobu 12 mésici se produkce hydrofobinii snizila na polovinu oproti
Sestim&si¢nimu skladovani [14].

16. Z hlediska technologie je dobré zchlazeni smési po chmelovaru na

dostate¢né nizkou teplotu, kdy vznikne chladovy zakal [3].
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8 METODY STANOVENT{

8.1 STANOVENI KYSELINY STAVELOVE

Pro stanoveni kyseliny Stavelové ve sladu nebo v pivu se pouzivaji metody:
spektrofotometrie, kapilarni izotachoforeza [2], vysokot¢inna kapalinova chromatografie
Vv systémech s obracenymi fazemi (RP-HPLC) [24].

Ke stanoveni oxalatli rozpustnych ve vodé miize byt pouzita RP-HPLC s UV
detekci, kdy se identifikace provadi na zakladé porovnani retencnich Casii se standardem,

kvantita se urcuje metodou kalibra¢ni kiivky [24].

8.2 ANALYZA MYKOTOXINU

Stanoveni mykotoxinl patfi k nejrozsifenéjSim prediktivnim testim v soucasné
obchodni praxi. Nejéastéji se pouziva stanoveni DONu. K samotné analyze mykotoxind se
pouziva fada analytickych metod napt. HPLC ve spojeni s hmotnosti spektrometrii (HPLC-
MS) [18], plynova chromatografie (GC) s detektorem elektronového zachytu nebo GC-
MS, superkriticka fluidni chromatografie, polymerazova fetézova reakce (PCR) [29].
Z imunologickych metod se pouziva metoda ELISA se spektrofotometrickou detekei [32].
Stanoveni ve vzorcich sladu bez pfedchozi Gpravy je vzhledem ke slozitosti matrice velmi
obtizné. Proto se pro pfipravu vzorku pouzivaji rGzné postupy, které maji vliv matrice
minimalizovat. Nejéastéji pouzivanou metodou je extrakce tuhou fazi (SPE). Ze sorbentt
jsou pouzivany napt. aktivni uhli, alumina, iontové-vyménné pryskyfice, silica gel, Florisil,

grafitizované saze, MycoSep kolonky a imunoafinitni kolonky [26].

8.3 STANOVENI HYDROFOBINU

Z poslednich vyzkumi se ukazuje, ze hydrofobiny jsou zodpovédné za gushing
piva. Obsah hydrofobint se zvySuje béhem vyroby sladu, proto z analyzy je¢mene neni

mozné piedpoveédet, zda bude dochazet ke gushingu. Avsak kratkd inkubace namoceného
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jeCmene za ucelem aktivace tvorby hydrofobinl pfed analyzou by mohla tento problém
ptekonat [28].

Zvysené riziko gushingu vykazuji vzorky sladu s koncentraci hydrofobint 250 pg/g
a vzorky s 500ug/g vyvolavaji gushing opakované [11].

K analyze hydofobini mize byt dale pouzita hmotnostni spektrometrie s ionizaci
laserem za G¢asti matrice ve spojeni s analyzatorem doby letu (MALDI-TOF). Pfi pouziti
této metody je nutné zbavit matrici nezadoucich interferujicich latek. Za nejvice rusivé
molekuly jsou povazovany LTP bilkoviny z divodu stejného rozsahu molekulovych
hmotnosti a také to Ze obsahuji 4 disulfidové mustky. Vyhoda této metody je jeji vysoka
citlivost a rychlost méteni [7].

Koncentrace hydrofobint lze také stanovit enzymatickou metodou ELISA. Princip
je zalozen na specifické reakci polyklonalnich protilatek s hydrofobiny.

Pomoci metody SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel
electrophoresis) je mozné zjistit molekularni hmotnost hydrofobin.

Obsah jednotlivych aminokyselin v hydrofobinech je mozné urit po kyselé

hydrolyze a nasledném stanoveni metodou HPLC [5].

8.4 GUSHINGOVE TESTY

Gushingové testy vyuZivaji mnoZzstvi pény vzniklé prepénénim sladového extraktu
syceného vodou k identifikaci gushingového potencialu sladu, piva nebo jinych matrici
ziskanych v jednotlivych technologickych krocich vyroby piva nebo sladu. V primyslu se
naptiklad pouzZivaji k méteni gushingového potencialu sladu, ze kterého pak urcuji sklon
ke gushingu ve vyrobeném pivu. Kvantifikace dvou sladl s gushingovym potencialem je
obtizné, proto se vyviji metody, které ve svych postupech maji pfesné¢ dané parametry.
Samotnym gushingovym testim piedchazi extrakce metabolitii tzv. mykotoxinl z je¢mene
nebo ze sladu, které se nasledné piidaji do lahvi s pivem. Velkou vyhodou téchto testu je
to, ze se mohou aplikovat v riznych fazich vyroby piva. Toto umoznuje identifikovat
ovlinujici faktory ptfedevSim pfi vyrobé mladiny. V soucasné dobé¢ existuji dvé uzndvané
metody gushingovych testi dle MEBAK- Weihenstephaner test (WT) a Modifikovany
Carlsberg test (MCT) a dal$i upravené varianty téchto testt [29,31].

36



8.4.1 METODA PODLE VUPS
Doba provedeni této metody jsou 3 dny. U této metody se gushingovy potencial

méii z hmotnosti piva, které uniklo po tfidennim tfepani. Vysledek je udavan v m1/500 ml.

Po rozmixovani je je¢né zrno odstfedéno a po odpafeni na dany objem se vznikly
koagulat odstrani filtraci. Filtrat se vpravi do pivnich lahvi s vychlazenym pivem. Po
vytésnéni vzduchu se lahev uzavie a tfepe po dobu 3 dnil. Poté je ldhev postavena,

zvazena, oteviena a je zméfen gushingovy potencial [32].

8.4.2 CALRSBERG TEST
V tomto testu se gushingovy potencial stanovuje v pivni matrici. Pfesné definované

mnozstvi sladu se extrahuje vodou za pomoci mixéru a poté se koncentrat uvede do varu.
Cast z tohoto sladového extraktu se piidd do ldhve komeréniho piva. Lihev je
pasterizovana a poté se tfepe dle definovanych podminek 3 dny. Po 3 dnech je lahev
oteviena a mnozstvi vyteklého piva se zvazi. Nevyhodou je, Ze tento test ma pomérne

vysokou standardni odchylku zejména u vzorki s nizkym gushingovym potencialem [5].

8.4.3 MODIFIKOVANY CARLSBERG TEST (MCT)
U ptivodniho Carlsberg testu byla vysoka variabilita vysledkli zplisobena tim, Ze

sloZeni piva matrice nebylo stejné u vSech vzorki. U MCT se pouZivd misto piva uméle
sycend voda Bonaqa®, kterd obsahuje vy$§i mnozstvi CO; neZ komercni produkty
(79/1 CO2). Vateny sladovy extrakt se pridava do lahvi naplnénych touto vodou a lahve
Jsou poté jemné protiepavany 3 dny a otevieny. Cely postup je provadén za ptesné danych
podminek [5,15] Piepénéni (udava se v g/lahev) odpovida snizeni hmotnosti pied a po
otevieni ldhve [15].

Vysoké prepénéni svéd¢i o vysokém potencionalnim gushingu u piva, nizké
prepénéni indikuje naopak nizky potencial gushingu ve vysledném pivu. Pokud se gushing
neprojevuje, je ztrata tekutiny 0-5 g, gushing je mozny z 50 % u ztraty tekutiny 5-50 g.
Pokud je ztrata tekutiny nad 50 g, je potvrzen gushing z (92 %) [5].
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8.4.4 WEIHENSTEPHANER TEST (WT)
Oproti predeslym postuptim chybi tfepani lahve. V porovnani s MCT se tento test

vztahuje k produkci mladiny v primyslu, protoze je vatfena celd kase a vyrobena mladina
je uzaviena do lahve.

Provedeni spoc¢iva ve smichani jemné namletého Srotu s vodou. Vznikla smés se
vyhtiva a vafi dle diagramu (Obr. 13). Po zfiltrovani a zchladnuti se vznikla smés
centrifuguje. Po centrifugaci se smés odstfedi a nasyti se oxidem uhli¢itym za pifesné
danych podminek. Nasyceny substrat se nalije do standartni lahve NRW a otoci se. Lahev

se otevie a urci se prepénéni z rozdilu hmotnosti v gramech ldhve pted a po otevieni [15].
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Obr. 13: Diagram provedeni Weihenstephaner testu

8.5 MANOMETRICKA METODA

Tato metoda slouzZi primarn€ k métfeni mnoZzstvi vzduchu v hrdle obalu s pouZzitim
elektrochemického oximetru s krytou elektrodou, pfipojenou na pfistroj (Obr. 14) pro
manometrické stanoveni obsahu oxidu uhli¢itého v pivu. Po propichnuti se plyn z hrdla
obalu necha pti prichodu pies oximetr expandovat do atmosféry. Z naméfenych hodnot

ptetlaku v hrdle a tidaji z oximetru se vypo¢te mnozstvi vzduchu v hrdle. Tato metoda se
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da aplikovat na méfeni intenzity gushingu. Méteni probiha nasledovné: korunka lahve se
propichne po piedchozim tfepani a nasledném uklidnéni se odpusti ptetlak oxidu uhli¢itého
a je zméfen op€tovny narust pietlaku po uzavieni komurky piistroje. Techniku méfeni je
nutno dale propracovat, ale 1ze pfedpokladat, Ze by ji bylo mozné vyuzit kK méfeni gushingu

[13,33].

OXI1

]

Obr. 14: Sestava k méreni obsahu vzduSného kysliku v hrdle obalu: 1 - ptivod inertniho
plynu, 2 - propichovaci hlava s manometrem, 3 - vstrikovaci pumpicka, 4 - pryzova tésnici
zatka, 5 - vystup pristroje, V1, V2 - ventily, OXI - oximetr

8.6 DLS

Tato metoda uréujici gushingovy potencial je zaloZena na rozptylu prochazejiciho
svétla suspendovanymi casticemi. DLS je metoda, ktera se pouziva k meéfeni miry
distribuce malych ¢astic v suspenzi nebo polymera v roztoku. Kdyz svétlo zasahne ¢astice
tak se rozptyli vSemi sméry. Mé&fi se intenzita rozptylu svétla, kterd je nepfimo iimérna
velikosti castic. Zdrojem je laser, jehoz svétlo je monochromatické a koherentni a tak
kolisani intenzity je Casové zavislé [34].

Pomoci méfeni velikosti ¢astic je mozné urCit, zda u vzorkd bude ¢i nebude

dochazet ke gushingu. Vyuziva se poznatku, ze gushing je zptisoben hydrofobiny. Pokud je
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koncentrace mala (v fadech mikrogramy az miligramy), tak se netvofi krystalky, ale diky
afinit¢ hydrofobinti k pfitomné kyselin¢ uhli¢ité obali bublinku CO,. Po odplynéni bubliny
nezanikaji zcela, ale tvoii se tzv nanobubliny o urcité velikosti.

Provedeni spociva v odplynéni vzorku za atmosférického tlaku a nasledném méteni
velikosti ¢astic pomoci rozptylu svétla. Zajimavy poznatek, ktery vyplynul pii testovani
této metody je ze latky o prameéru piiblizné 100 nm byly detekovany u vSech vzorkd, kde
dochazi gushingu a nebyly nikdy pfitomny u vzorku, u kterych ke gushingu nedochazelo.
Piedpoklada se, ze latky o téchto rozmérech jsou jiz zminéné nanobubliny. V souc¢asnosti

se tato metoda muize pouzit jen jako potvrzeni gushingu spole¢né s dal§imi testy [6].
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9 ZAVER

V této bakalaiské praci je popsan jev vyskytujici se u piva tzv. gushing, jeho
pfi€iny a moznosti stanoveni, pénéni a tvorba bublin, kterd uzce souvisi s timto
problémem.

Gushing je jev komplexni a ma mnoho pficin, které souvisi s kvalitou vstupnich
surovin, ale vliv ma také i technologie vyroby piva a sviij podil ma i napf. struktura vnitini
lahve. V soucasné dobé je velka ¢ast vyzkumu vénovana studiu principu gushingu a jeho
prvotnimu vzniku, ktery by byl podkladem pro vyvoj metody, kterda by mohla odhalit
tendenci ke gushingu jiz u piivodni suroviny, V jeCmeni. Dal§i znacné zkoumanou oblasti
jsou latky s hydrofobni povahou tzv. hydrofobiny, které souvisi s plisiovym napadenim
je€mene. Tyto latky produkované plisnémi jsou povazovany za hlavni pfi¢inu vzniku

gushingu.
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