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Predneseno na XXIII. pivovarsko-sladarském semindri ve dnech 21. a 22. listopadu 1986 v Plzni

Pii ex:rémnim zjednoduseni je moZno pénivost piva
oznadit jako funkci dvou proménnych, tzn. obsahu CO,
a sloZeni extraktu. Tato jednoducha zavislost se vsak
podstatné zméni, uvédomime-li si, Ze pod pojmem péni-
vost piva zahrnujeme tvorbu, strukturu, ulpivani i cha-
rakter rozpadu pény. Za uvedené fenomeny jsou zodpo-
védné vztahy mezi desitkami, moZna nékolika sty
povrchové aktivnich latek.

Slozitost tohoto problému spodiva mj. jiz ve skutec-
nosti, e pivovarsky svét dosud nema vhodnou analytic-
kou metodu, kterd by s dostatetnou objektivnosti, pfesne
a reprodukovatelng postihla v3echny uvedené aspekty
pény tak, jak se jevi pohledu konzumenta po naliti do
sklenice.

Pro identifikaci p&nové pozitiveich latek a méreni sta-
bility pény jsme vybrali Rosse a Clarkovu metodu [1],
publikovanou jiZ v roce 1939, ktera doznala v ruznych
modifikacich znaéného rozsifeni a uznani, nebot se dos-
tala i do kodexu analytickych metod americké spolecnos-
ti pivovarskych chemikii ,ASBC“ a figuruje i ve sbor-
niku stfedoevropské analytické komise ,MEBAK®.

Rosse-Clarkiv vyraz
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popisujici rozpad peény rovnici I. Fadu, analogickou pro
monomolekularni reakce, vyhovuje pouze exponencialni-
mu prib&hu, coZ nemusi byt vZdy splnéno zejména v okra-
jovych podminkédch. Jak upozornili mnozi Kritici Rosse-
-Clarkovy metody, uddva uvedeny vztah stfedni dobu,
po kterou je tekutina v péné a nema vyznam, ktery se
mu obvykle piiklada, tj. sttedni dobu Zivotnosti bublinek
pény.

Uvedeny vztah se ndm stal inspiraci v nasi dalsi praci
poté, co jsme si uveédomili, Ze hodnota sigma je z uvede-
ného matematického vztahu nejvice zavisla na velikosti
veli¢iny ¢ ve zlomku
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Princip Rosse-Clarkovy metody spodiva v rozpénéni
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100 ml piva vytemperovaného na 20°C oxidem uhliCitym
fritou za standardnich podminek po dobu 60s. Po rozpé-
néni se prvy vylougeny podil piva oddéluje nadvakrat
do 60s po rozpénéni. Tento podil oznacujeme pismenem
a. Ve stiednim intervalu rozpadu, trvajicim 150 s s pred-
pokladanym exponencidlnim prib&hem, se vyluCuje a
méii velikost podilu b a posledni zbytek nejtrvanlivéjSiho
podilu pény je oznatovéan jako podil c.

Vzhledem k tomu, Ze zatim nezname metody pro méfe-
ni dynamiky jevii probihajicich na fédzovém rozhrani,
vychézeli jsme pri snaze o identifikaci p&nové pozitiv-
nich latek z dvahy, %e v podilech a, b, ¢, budou kvali-
tativni i kvantitativni zmény, které mohou ,ex post®
poskytnout informace o tloze a roli jednotlivych skupin
pénotvornych latek pro pénivost piva. Pro urfeni zastou-
peni proteinovych frakci jsme zvolili osvéd¢enou a dos-
tupnou gelovou chromatografii na Sephadexu G 75, ktery
déli proteiny v intervalu relativnich molekulovych hmot-
nosti 3000 a% 70 000. Vzorky ze v3ech podilii se nejprve
dialyzovaly 24 hodin proti tekouci vodé dialyzatni mem-
brdanou s vyluctovacim limitem 10 000. ;

Obrdzek 1 zachycuje gelové chromatogramy jednotli-
vych podila a, b, ¢, ze vzorku piva s hodnotou pé&nivosti
sigma 113 j. Pro vymezeni pasem s urfenou relativnf
molekulovou hmotnosti jsme pouZili d&leni bilkovinnych
standardl ve smési: hovézi albumin, ovalbumin a inakti-
vovany papain s relativnimi molekulovymi hmotnostmi,
68 000, 40 000 a 22 000.

A=230 nm

panc

Obr. 1. Gelovy chromatogram a, b, e, frakci 12% stabi-
lizovaného tuzemského piva

vy§ka sloupce Sephadexu G 75—90cm, & kolony 1,5cm,
eluent NaCl 0,01 mol.1-"', rychlost pritoku 1 ml. min-1

Jak je zrejmé z velikosti ploch vymezenych kfivkami,
je obsah i kvalitativni zastoupeni proteinovych latek podle
jejich relativni molekulové hmotnosti v jednotlivgch po-
dilech piva vylouteného z pény znacné diferencované.
V chromatogramu dominuji u podilu ¢ vrcholy v oblasti
relativnich molekulovgych hmotnosti nad 70000, dale
v pasmu 50 000 a 20 000.

Pribéhy kiivek z podilu a, b, jsou v oblastech relativ-
nich molekulovych hmotnosti nad 35000 prakticky shod-
né. Vyznamné rozdily jsou v oblasti relativnich moleku-
lovgch hmotnosti 20000, kde obsah bilkovinnych latek
stoupd od podilu ¢ k podilu a.

Odlisné pribéhy kiivek z gelové chromatografie byly
nalezeny ve vzorku zahrani¢niho piva (obr. 2). Hodnota
sigma byla u tohoto piva 132 jednotek a pivo bylo moZno
i podle subjektivniho hodnoceni oznacit jako dobfe pé-
nivé. Od vyrobce tohoto piva jsme méli informace, Ze
pouZiva vysoky stupeii surogace jecmenem a Ze pivo neni
stabilizovano pro zvySeni koloidni stability. Na prvy
pohled je patrny vy33i obsah slozek celého spektra bil-
kovin a men3i diferenciace proteinfi.

Nepiekvapuje vysoky obsah bilkovinngch frakci s re-
lativni molekulovou hmotnosti vétSi nez 70 000 s ohledem
na pouzitou technologii. Kvantitativni rozdil v této oblasti
molekulovych hmotnosti se mezi podily a, b, ¢, neprojevil

Obr. 2. Gelovy chromatogram a, b, c - frakci zahraniéniho
nestabilizovného piva s vysokou ddvkou surogdtu

a proti pfedchazejicimu vzorku piva se nezvétSila kon-
centrace v podilu c¢. Stejné jako u predchoziho vzorku
piva je vyrazny rist v podilu ¢ u bilkovinnych sloZzek
s relativni molekulovou hmotnosti nad 30000 s castec-
né patrnou diferenciaci a maximem kolem 50 000.

Vyznamné odlidny priibéh obou vzorkd je i v oblasti
kolem 20000, kde u zahranitniho piva mezi podily a,
b, ¢, neni Zadny rozdil a neni z pFedchazejiciho vzorku
otekdvané maximum.

Pro dal3i pokusy jsme vybrali piva, u nichZ byla sla-
dina pfipravena dvourmutovym, resp. tfirmutovym zpd-
sobem. Hodnoty pénivosti sigma ¢inily 116 jednotek
u dvourmutového vzorku piva proti 108 jednotkdm u t¥i-
rmutového piva.

Jak ukazuje obr. 3, l1ze ze shodnosti priib&éhu obou
chromatogrami usuzovat na kvalitativng stejné zastou-
peni jednotlivgch bilkovinnych frakci. Porovnani velikosti
ploch v oblasti relativnich molekulovych hmotnosti pod
70000 vyznivd mirn& ve prosp&ch vzorku piva pripra-
veného dvourmutovym zpisobem.

S ohledem na zatim omezeny rozsah experimentl je
nutno pfi formulaci zavéri z provedenych Setieni postu-
povat opatrné. Z dosaZenych vysledkii se prokazalo, Ze
v pivu se nachazi spojité spektrum proteini s rznou
molekulovou hmotnosti, které se v poslednim ¢ podilu
pény zietelnd diferencuje ve prospéch proteind s rela-
tivni molekulovou hmotnosti ve&tsi neZz 30 000.

Hodnotdm sigma byly umérné velikosti ploch chroma-
togrami z podili c.

PFi porovnani velikosti ploch chromatogramii jedno-
tlivgch podild a, b, ¢, pfi kterém vezmeme v Gvahu i ve-
likosti jejich objemi, které &ini obvykle
u a 65—75ml. u b 20—25ml, u ¢ 5—10ml, miZeme
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= absorbance, A=230 nm

Obr. 3. Gelovy chromatogram c - frakci vzorkd piva pri
pravengch dvourmutovym a trirmutovym postupem
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dojit k zdavéru, Ze pivo ma dostatecny obsah bilkovinnych
pénové pozitivnich latek a 2e v mechanismu a v mife
jejich rozdéleni mezi kapalinu a pénu, které ovliviiuji
hodnotu sigma, musi hrat vyznamnou roli i dalsi faktory.

V daldim 3Setfeni jsme tedy zamérili pozornost na
isohumulony, které jak ukéazali Windisch [2], Klopper
[3], [4], Asano [5] a dalsi, vykazuji silnou povrchovou
aktivitu, tzn. sniZuji povrchové napéti, a v komplexu
s bilkovinami zvy3uji povrchovou viskozitu a tim i sta-
bilitu pény.

Z tohoto pohledu bylo tedy ucelné zjistit rozdéleni
isohumuloni mezi jednotlivimi podily a, b, ¢, ziskané
pri stanoveni stability pény Rosse-Clarkovou metodou.

Tabulka 1. Koncentrace isohumuloni ve frakcich a,b,c
z ruznyech vzorkid piv

Pénivost [1] Isohumulony
(Z) (M]H)
Pivo A 41
podil a 139 33
podil b 37
podil ¢ 100
Pivo B 35
podil a 105 30
podil b 35
podil ¢ 117
Pivo C 21
podil a 132 19
podil b 21
podil ¢ 61

V tabulee 1 jsou uvedeny rozbory tii vzorkd piv s vy-
razné odliSnou hodnotou sigma. Obsah isohumuloni je
v podilu @ niZsi oproti pivodnimu pivu, v podilu b je
pribliZzné shodny a v podilu ¢ se znafné zvySuje. Lze
opravnéné predpokladat, Ze isohumulony, které vyrazné
sniZuji povrchové napéti, budou pro tvorbu i stabilitu
pény vyznamné, i kdyZ v nami provedenych 3etfenich
nemély obsahy isohumulonii k hodnoté& pénivosti sigma
prfimy vztah. Ovérili jsme si, Ze na kaZdé pridané 4 MJH
nad hodnotu 40 MJH se sniZuje povrchové napéti zhruba
0035 mN.m-1

Pénivy efekt zvySeného obsahu isohumulonéi jsme v3ak
meéli moZnost prokdzat u fenomenu ulpivani p&ny na
sténé sklenice. BohuZel, jiZ pfidavek 4 MJH isohumuloni
ve formé& izomerizovaného extraktu vedl ke zmén& cha-
rakteru hofkosti pokusného vzorku piva.

Treti velkou skupinou povrchové aktivnich latek jsou
lipidy. Negativni vliv tuk@ i latek fyzikdlnéchemicky
podobnych tukiim na pénivost piva je dostateén& znam.
Pri¢inou této skutetnosti je vysoka povrchova aktivita
lipidQ, kterd jim umoZiiuje vyt&snit pénotvornou latku,
napf. bilkoviny z povrchového filmu. Lipidy v3ak tvoii
film z hlediska stability zcela nevhodnych vlastnosti,
at jiz vlivem malé pruZnosti a pevnosti ¢i nizké odol-
nosti proti pronikani plynu.

Pro studium destrukénich vlivi lipoidnich latek obsa-
Zenych v pivu, mezi né&Z patii vedle vy33ich mastnych
kyselin i niZ8f mastné kyseliny, jejich estery, neutralnf
glyceridy, vy3si alkoholy a fosfolipidy, jsme pouzZili test
publikovany Robertsem [6]. Podle této metody lze hod-
notit stabilitu p&ny piva z charakteristické kiivky péni-
vosti ziskané ze zévislosti hodnot stability pény na stupni
zfedéni piva 3,5 % ethanolem. Priibdh kiivky je podle
autor@i determinovan jak koncentraci, tak fyzikdlnim sta-
vem molekul v povrchovém filmu a indikuje pfitomnost
lipidd nebo latek chovajicich se jako tuky.

Uvedenou metodu jsme pouZili pro otestovani piv. kte-
rda vykazovala rozdilnou kvalitu p&ny, pFi hodnoceni po-
dle ndmi pouZivaného zplsobu, tzv. pénivé schopnosti
[7]. Vysledky uvedenych rozborl jsou na obr. 4.

Pribéhy charakteristickych kfivek lze interpretovat ve
smyslu hypotéz prdace Robertse et al. takto:

— pénivost piv, kterym odpovidaji priubéhy kfivky a,
b, je moZno oznacit jako dobrou, i kdyZ se 1i5i absolutng
hodnotami pénivé schopnosti;
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Obr. 4. Pribéhy ,charakteristickijch® krivek u vybrangch
druhit piva

— priibéhy charakteristickych kfivek oznacenych pis-
meny c, d, jsou typické pro piva s narusenou pénivosti
a s hrubou strukturou bublinek pény.

Tyto kfivky indikuji relativné vysoky obsah lipoidnich
latek naruSujicich strukturu povrchového filmu.

Pro ovéfeni funkénosti tohoto testu jsme se rozhodli
pouZit stabilizdtoru pény na bazi propylenglykolalginatu.
Po pridani 3g.hl-! stabilizdtoru do piva nedostatetn#
pénivého (kfivka ¢) se zménil priib&h charakteristické
kfivky, ktery se vlivem stabilizatoru pribliZil idedalnimu
prib&hu — kfivka ¢* (obr. 4). Zaroveii se zlepsila i sta-
bilita pény hodnocené metodou Rosse-Clarka, coZ je do-
kumentovédno adaji v tabulce 2.

Tabulka 2. Hodnoty pénivosti piva bez a po priddni sta-
bilizdtoru pény

Davka stabllizatoru pény Pé&nivost [1]
(g.hl-1") (8
|

PivoC: 0 | 108
1 1 110

3 | 117

PivoB: 0 | 119
1 { 120

3 | 122

Pro ovéfovani event. negativnich vlastnosti priddavane-
ho stabilizdtoru pé&ny byly vzorky piva podrobeny tep-
lotnimu Sokovani pro predpovéd koloidni stability a za-
roveil byla stanovena i skutefnd trvanlivost.

Vysledné 3etieni prokazalo, Ze pri aplikaci stabiliza-
toru se vyznamné sniZuje koloidni stabilita. PFidavkem
propylenglykolalgindtu klesla koloidni trvanlivost na
tretinu plivodni hodnoty.

Porovnanim stabilizatniho efektu u piva s nizkou péni-
vosti a u piva s relativné dobrou stabilitou lze vyvodit
zaveér, ze efekt stabilizace pény se vice uplatni u piv
s horsi pénivosti (pivo C). ZlepSeni &isla p#&nivosti u piva
oznadeného jako B nebylo vyznamné.

Na zakladé vysledki téchto Setieni, kterd prokézala,
Ze u piv se zhorSenou pénivosti lze predpoklddat zvy3eny
obsah lipoidnich latek majici destrukéni vliv na stabilitu
pény, byly provedeny analyzy dvou vzorkli piv s dobrou
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a zhor3enou pénivosti na cbsah niZsich mastnych Kkyselin.
Vysledky rozboru uvadi tabulka 3.

Tabulka 3. Obsah nizsich mastnjch kyselin

| Pivo

‘ |

| pénivé | nepZnive

|

kyselina hexanova mg.1-=1| - l 12,1
kyselina oktanova mg.l-1 10,3 | 22,0
kyselira dekanova mg .1-1 [ 38 | 7,8
celkem mg.1-! 21,6 | 41,9

Pro potvrzeni negativniho vlivu niZ3ich mastnych ky-
selin na pénivost piva jsme provedli modelové pokusy
s piidavkem kyseliny hexanové (kapronové] a dekanové
(kaprinové) v mnoZstvi odvozeném 2z rozdilu obsahu
téchto latek v pénivém a nepénivém vzorku piva. Roz-
bory pénivosti byly provedeny ve dvou ¢asov§ch obdo-
bich (5. den po stofeni a 30. den po stofeni). Diivodem
bylo ovéreni hypotézy z jiZ zmin&né prace Robertse,
ktery uvadi, Ze mira pilisobeni lipoidnich latek je funkci
jak koncentrace, tak fyzikdlné chemického stavu v roz-
toku, tzn. Casu, ktery je nutny k eliminaci molekul li-
pidi z fazového rozhrani plyn-kapalina.

V tabulce 4 je zachycen vliv piidavku kyseliny hexa-
nové a kyselity dekanové na pénivost.

Tabulka 4. VIiv hodnoty pénivosti piva v zdvislosti na
pridavku niisich mastnjch kyselin a stdri
piva od stoéeni

Pénjvost [1] ()
et SRR kst ], aRYa
sm"?f:“c‘: hexanova | dekanové
sl |2,4mg.1-12,4mg  1-!
5. den po stoeni 104 98 '103
30. den po stofeni | 116 121 106

Vysledky pokusii potvrdily ur€ity destrukéni efekt obou
nizsich mastnych kyselin na pénu piva a souasné potvr-
dily hypotézu o pozitivnich zméndch ve sloZeni povr-
chového filmu a tim i pénivosti v pribshu skladovani
piva. ZlepSenych hodnot pénivosti se dosahlo nejen u piv
s pridavkem mastnych kyselin, ale zaroven i u srovné-
vaciho piva.

Z vysledkii naSich 3etfeni miiZeme tedy potvrdit, Ze
negativni vliv lipoidnich latek zédvisi jak na koncentraci,
tak na jejich fyzikdlnim stavu. Pivo s nevyhovujici
trvanlivosti p&ny se miZe vyrazné zlepSit po dosaZenf
fyzikalni rovnovahy mezi lipidy a ostatnimi makromo-
lekulami pritomnymi v pivu. PFiznivy Géinek propylen-
glykolalginatu lze uspokojivé vysvétlit jeho interakef
s béazickymi proteiny ve st&cé lamely pény. Podobné
vlastnosti byly popsdny i u g-glukanu, ktery byl extra-
hovéan ze stén bunék endospermu je¢ného zrna a po pfi-
dani do piva zvySoval stabilitu pény vice, neZ bylo moZ-
no vysvétlit z pouhého zvySeni viskozity.
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pénivost piva. Kvas. prim. 33, 1987, &. 5, s. 134—137.

Urcenim relativnich mo.ekulovych hmotnosti biikovin
pomoci gelove chromatografie se podarilo prokazat, ze
ve trech frakcich piva ziskanych z rozpadu peny piva
pri stanoveni jej irvanlivostt metodou Rosse a Clarka,
jsou vyrazné diference v obsahu bilkovin.

nejtrvaniivejsi podily . peny meély zrewelng zvySenou
koncentraci proteinii s reiativni molekulovou hmotnosi:
od 35000 do 70000, s maximem okolo 50 000. Tyto podily
pény mély rovnéz 3krat az 4krat vyssi koncentrace iso-
numulonii ve srovnani s piivodnim pivem. Modelovymi
pokusy byl zjiStén destruktivni Géinek mastnych kyseiin
ua penu piva a experimentdlné byl prokazan fenomen
zlepSeni penivosti vlivem fyzikalné chemickych zmen,
které nastdvaji pfi skladovani jiz stoCeného piva.

[aasavex, H., NMpyxa. 1., Wpora, H.: ®akTopsl, okasbiaio-
uijHe BJHsIHME HA mNeHHCTOCTh nMBa. Ksac. npym. 33, 1987,
Ne 5, crp. 134—137.

Ilpu nomouw onpenesieHnsi OTHOCHTEAbHBIX MOAEK YIS PHBIX
macce GeJIKOB NyTeM reJb-XpoMaTorpaguH y/1aJjoch JA0Ka3aTh,
4TO B TpeX (pakuHsX NHBa NOJYYEHHBIX H3 pacnaja neHbl
NnpH onpeje’aeHuH eé joarobeyHoctH merojioM Pocce n Kaapk,
BCTPEYAlOTCsl BaKHbIE PAa3HHILI B COJAepKaHHH GEJKOB.
HauGoviee ycTOiyHBbIE YACTH NMEHbl OTJAHYAIHCH BHIPA3HTEp”
HO TOBBILEHHON] Kouuempauucﬁ NPOTEHHOB C OTHOCHTEJb-
HbIM MOJIEKYJAsipHbiM BecoM ot 35000 go 70 000, ¢ makch-
mymoMm okoqo 50 000. DTH uacTH neHbl TakxKe HMEJAH B 3
H 4 pasa Bbllle KOHUEHTPALHIO H30TYMYJOHOB IO CcpaBHe-
HHIO ¢ HCXOJAHBIM nHBOM. MojenbHBIMH 3KCHepHMEHTaMH
Obla1 onpesesed AeCTPYKTHBHBI S(gekT KHUPHBIX KHCJIOT,
OKa3aHHbIH Ha TNeHy MHBA, H 3KCMEPHMEHTaJbHO Obla JIOKa-
3aH (eHOMEH yJyulleHHst NEHHCTOCTH Noj JAeficTBHeM ¢u-
3HKO-XHMHYECKHX H3MEHEHHH, KOTOpbI€ MPOHCXOAAT IpPH
XPaHEeHHH YZKe NepeJHTOro nHsa.

Hlavatek, 1. - Priicha, P. - Srogl, ].: Factors Affecting
Beer Foaming. Kvas. prim. 33, 1987, No. 5, pp. 134—137.

The relative molecular weights of proteins were deter-
mined by gel chromatography. Three beer fractions
obtained from the foam breaking during a determination
of the foam stability by Ross and Ciark method were
analyzed using the above mentioned method. Significant
differences in the protein level were obtained from
these fractions. The increased protein concantration with
the relative molecular weights from 35000 to 70 000,
with the maximum about 50 000, were found in the most
stable fraction of the foam. Aiso isohumulone concen-
tration in these fractions was 3 to 4 times higher in
comparison to the original beer. Using model experi-
ments a destructive effect of fatty acids on beer foam
was detected. In addition, a phenomenon of the better
beer foaming due to physico-chemical changes that occur
during the storage of the beer was found, too.
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Durch Bestimmung der relativen Molekiillmase der
E.weifstoffe mittels Gelchromatographie konnte bewie-
sen werden, dafy bei drei Fraktionen des Bieres, die bei
der Bestimmung der Schaumstabilitit nach der Methode
Ross und Clark aus dem Zerfall des Bierschaumes gewon-
nen wurde, markante Differenzen in dem Eiweifigehalt
bestehen.

Die stabilsten Schaumanteile waren durch eine erhéhte
Konzentration der Proteine mit relativer Molekiilmasse
von 35000 bis 70000, mit einem Maximum um 50 000
gekennzeichnet. Diese Schaumanteile wiesen weiter auch
eine 3 bis 4mal hohere Konzentration der Isohumulone
im Vergleich mit dem Ausgangsbier auf. In Modellversu-
chen wurde die destruktive Wirkung der Fettsduren auf
den Bierschaum festgestellt. Experimental wurde das
Phédnomen der Schaumféhigkeitsverbesserung unter dem
Einfluf der physikalisch-chemischen Verdnderungen be-
stdtigt, die bei der Lagerung des abgefiillten Bieres
verlaufen.



