RO

ODBORNY MESIENIK

PRACOVNIKU V KVASNYCH PRUMYSLECH

Srpen 1958 \

Svazek 4

KVASNY

priamysl

Tvorba a pohyb cukru
pri vyrobé piva

JOSEF DYR, JOSEF MOS3TEK,
Katedra kvasné chemie a technologie Vysoké &koly chemicko=
technologické v Praze

Mnozstvi a jakost cukrl, resp. pomér zkvasitelnych
cukrti k celkovému obsahu glycidd ma pfi vyrob& piva
zakladni vyznam, nebot ve zna¢né mife urcuje charak-
ter kone¢ného vyrobku. Proto tato otazka stédle pouta
pozornost mnoha pracovniki.

Diive se vyroba a v podstaté i vyzkum spokojily se
stanovenim redukujicich cukrd a jejich pomérem k cel-
kovému extraktu, event. jeSté stanovenim dextrinové
frakece. Redukénim efektem nebylo moZno presnéji sta-
novit kvalitativni stranku celého komplexu redukujicich
slozek. Teprve modernimi analytickymi metodami lze sta-
novit kvalitativni a kvantitativni zastoupeni glycidové
tasti extraktu mladiny ¢i piva a zjistit biochemicky vy-
znam jednotlivgch cukri. K feSeni tohoto problému vy-
znamné prispivad zejména papirovd chromatografie.

Rada volnych dialysovatelnych cukr( se nachazi v ur-
¢itych malych mnoZstvich jiZ v jeCmenu. Podle Hopkinse
[1] obsahuji jetmeny kolem 2 % téchto cukrd, vztaZeno
na sudinu zrna. Obsah cukr( jeéného zrna se méni jiz
pii skladovani [2]. K vé&tSim zméndm dochazi pfi maceni,
hlavné vsak intensivnéjdim dychdnim a zafinajici amylo-
lysou pii sladovéni [3]. Uréity maly podil cukria vznika
pfi sladovani [1] nejen hydrolysou Skrobu, ale také hydro-
lysou jinych polysacharidi (glukosant, fruktosand, ara-
banii a xylani). Hvozdénim se obsah dialysovatelnych
cukri upravuje na &tyF- aZ pétindsobek maximalniho ob-
sahu v puvodnim nevzkli¢eném je€meni [4].

Rmutovanim se mnohonasobn& zvySuje obsah maltosy,
maltotriosy, glukosy, maltotetraosy a vyssich oligosacha-
ridd v dasledku enzymatického Stépeni amylosy a amylo-
pektinu sladového 3krobu. Jetny amylopektin se podle
MacLeod [5) sklada ze 24 aZ 26 glukosovych molekul,
kdeito sladovy jiz jen ze 17 aZ 18 glukosovych molekul.
Struktura amylopektinu je silng rozvétvena a 5tépi se pfi
hydrolyse na dextriny s rovnym fetézcem (normalni), a na
dextriny s rozvétvenym Fetézcem (anormélni) [1]. Otazka
konfigurace molekuly amylosy neni dnes jeSté zcela jasna.
Z vysledkt starSich praci vyplyva nerozvétvenost amylo-
sového molekularniho Fetézce. V neddvné dobé v3ak
Hopkins (6] svymi pokusy dokdzal rozvétveny charakter
amylosového Fetézce. Podle ngho i amylosa ddva Stépenim
dextriny s rovnym i rozvétvenym Fetdzcem. Skrob zteku-
Cuje prevazné w-amylaza Stépenim 1,4 - glukosidickych
vazeb [7]. Hlavni podil 8krobu je v3ak Stépen g-amylazou
28 vzniku maltosy, glukosy, maltotriosy a nizSich dextri-
MU, V' mladind byly také stanoveny maltopentaosa a
Pravdépodobné maltohexaosa [8, 9]. Dextriny s rozvétve-
nym fet¥zcem jsou Stépeny tzv. hranini dextrindzou [(1].

Zkvasitelnym podilem mladiny je predevSim maltosa,
dale glukosa, maltotriosa, fruktosa a sacharosa. Jejich pa-
vodni a konefny obsah mé pro charakter a jakost piva
velky vyznam. Udaje o zkvasitelnosti téchto cukrd b&hem
hlavniho kvaSeni se velmi rGzni. Vyznamné jsou nepo-
chybné technologické podminky a typ pouZitych kvasinek
[10]. Phillips [11] a Hopkins [1] uvadéji toto poradi vy-
uzitelnosti cukrtt mladiny pivovarskymi kvasinkami:
sacharosa, glukosa, fruktosa, maltosa a maltotriosa.

Na obsah zkvasitelnych cukri v zeleném sudovaném
pivé se nazory a vysledky praci rtznych autord velmi lisi.
Jedni tvrdi [4, 12, 13]), Ze sacharosa, glukosa, fruktosa a
nékdy téz maltosa béhem hlavniho kvaSeni dplné vymizi,
jini [8, 14) uvadgji jesté zbytky téchto cukrd v sudova-
ném pivé. Béhem dokvaSovani ubyvd piedeviim maltosy
a maltotriosy a dale klesaji mald mnoZstvi monosa-
charidi.

JeSté vetsi rozpory jsou v nazorech na obsah snadno
zkvasitelnych cukri v dobfe vylezelém vystavovaném
pivé. Hlavni vyznam ze snadno zkvasitelnych cukri ve
vystavovaném pivé ma relativné nejvétSi zbytek maltosy
a maltotriosy, nebot mohou mit znaény vliv na biolo-
gickou stélost piva [15].

Stadium kone¢ného (dosazitelného) stupné prokvaseni
se vyznatuje poslednim moZnym poklesem zkvasitelnych
cukrid, zejména maltosy a maltotriosy [16].

Pokusili jsme se vyuzitim papirové chromatografie blize
analysovat glycidickol &ast tvoficiho se, zkvasitelného a
zbytkového extraktu pfi vyrobé piva za naSich technolo-
gickych podminek.

Cast experimentalni

Byly analysovany provozni varky v pivovaru Branik.
Udaje této prace se vztahuji na varku 100 svétlou (v. &
311).

Suroviny: jako sypani bylo pouZito 2970 kg sladu
plzefiského, 200 kg jetmene a 500 kg ryze,
42 kg zateckého chmele (1956), 8 kg chmele
z USA (1955) a 1 kg lupulinu.

Béznym dvourmutovym zpUsobem s piidavkem ryze a
jetmene bylo vyrobeno 305 hl mladiny o stupfiovitosti
9,40 % vah. pfi Cerpéni.

Analysovalo se sestupnou opakovanou papirovou chro-
matografii [17] se dvéma promyvacimi soustavami:

a) n-butanol : kyselina octovd : voda = 4 : 1 : 5,
b) n-butanol : ethanol 95 % : voda = 4 : 1,2': 4,8.
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Papir byl pfevaind Whatman ¢. 1, v nékterych pfipa-
dech také Whatman ¢. 4.

Uprava a mnogstvi nandieného vzorku: vzorky rmutl se
ihned po odebrani ochladily ve vodé s ledem, zfiltrovaly
a nanasely na papir. Vzorky ze spilky a hotového piva se
ped nanaSenim Fadné vytfepaly a =zfiltrovaly. NanaSené
mnozstvi 0,05 az 0,1 ml je u kaZdého chromatogramu
zvlast uvedeno. Soudasné se u viech vzorkl stanovily
redukujici cukry podle Schoorla [18].

Detekce se provadéla bud nami modifikovanou [19] me-
todou Greena a Stonea [10] nebo benzidinem podle
Harrise a Mac Willioma [20). RozliSeni detekce a pouZiti
promyvaci soustavy je u kaZdého chromatogramu uve-
deno.

Celou metodickou &ast jsme bliZe popsali v dFivEjsi
praci [19].

Prehled a diskuse vysledki

a) Rmutovaci proces a chmelovar.

PF¥i rmutovani dochdzi kombinovanym ztekucujicim,
dextrinotvornym a zeukiujicim G&inkem celého komplexu
sladovych enzymi k hlubokym proporciondlnim zménam
pivodné zastoupenych glycidd sladu. Z hlediska zam&Feni
nasi prace jsou nejduleZit&jsi «- a §-amylaza a tzv. hra-
niéni dextrindza [1, 21]. «-amyldza je proti g-amylaze
thermostabilngjsi. Po dvouhodinovém vara ji podle
Hopkinse [1] zbyva jeSté asi tfetina plvodni aktivity.
g-amylaza je podle téhoZ autora varem zcela znitena jiz
za pil hodiny. Hopkins déle uvadi, Ze GSinkem o-amylazy
na amylosu vznikd maltotriosa a maltosa. Amylopektin se
a-amylazou tépi na stejné sloZky a kromé toho jeSté na
dextriny s razné rozvitvenymi molekulami. Dale vSak
uvadi, Ze hlavni podil Skrobu je hydrolysovdn g-amyla-
zou na dextriny a maltosu. Mechanismem G&inku
g-amylazy se bliZe zabyvali Hopkins a Jelinek [22] a Bird
a Hopkins [23]. Uvadéji, ¥e hexasacharid vytvofeny 5té-
penim amylosy byl vlivem g-amyldzy v prevdiné mife
§tépen nejprve na maltotetraosu a maltosu. Teprve po
jeho tplném rozit&peni byla rychle 5t€pena také 'malto-
tetraosa, zatim co soufasnd vznikld maltotriosa byla
Stépena jiZ jenom nepatrné. Hranitni dextriny s 1,6-
glukosidickymi vazbami jsou Stépeny enzymem zvanym
hrani®ni dextrindza, ktery vi¥ak neni totozny [14] s dfive
popsanym podobnym R-enzymem [24].

Z chromatogramu rmautovaciho procesu (obr. 1), dete-
kovaném AgNOs; jsou v rdznych stadiich rmutovani pa-
trny tyto cukry: ve vystirce je zfeteln® zachycena
fruktosa, glukosa, maltosa a maltotriosa. Nad glukosou je
jeden (X3), nad maltosou dva (X, X;) a nad maltotriosou
jeden (X;) bliZe neureny cukr. B&hem pokusi se
zjistilo, Ze obsah pentos od vystirky aZ do konce rmuto-
vini se tém&F neméni. Proto byla na chromatogramech
rmutovaciho procesu co nejzietelndji zachycena amylo-
lysa. Obsah pentos je patrny na obr. 3. Detekel benzidi-
nem byla ve vystirce indikovdna je§t& sacharosa. Z dru-
hého vzorka na obr. 1 je patrno, Ze amylolysa postupuje
i pFi teplotdch niZ¥ich — zapafovacich, Zfetelny je ze-
jména pFirtistek maltosy. RovnéZ glukosy, fruktosy a
maltotriosy pFibylo. Podstatny pfirlistek maltosy a malto-
triosy v3ak nastal u vzorku 3 na obr. 1, tedy pfi cukro-
tvorné prodlevé (ve vystiraci kadi). Byla jiZ zFetelné
zachycena 1 maltotetraosa. Dva bliZe neurfené cukry nad
maltosou (X; a Xs) jsou zéasti prekryty velkou skvrnou
maltosy a tak splynuly v jedinou skvrnu. Po dormutovani
(pfed odpofinkem) se u vzorku 4 na obr. 1 zvySil obsah
maltotetraosy a nad ni byly ji# zachyceny dal3i zplodiny
pokraéujici amylolysy (Xs Xa, Xio). Podle Harrise a spolu-
pracov. [8] a Peata [9] jde o maltopentaosu (Xp) a
maltohexaosu (Xg). Tieti oligosacharid nad maltotetraosou

<« X190
«— Xg

- KS
< malloletracsa

«—i x3
<«—1imaltofriosa

-(-—1)(5
< xy

< maltosa

Obr. 1 — Rmutovaci proces vdrky 10° svéilé

A, B, C = stand, vzorky cukri + sladina, 1 = vystirka, 2 = kad pred

prvnim rmutem, 3 = kad pfed druhym rmutem, 4 = predek. MnoZstvi

analysovaného vzorku: 0,05 ml, papir: Whatman &. 4, promyvaci sou-
stava: ad a), promyvéni: 5x12 hod., detekce: AgNO;.
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1-4% sladia brani vzorid pro chromat.analysu
Obr. 2 — Diagram rmutovdni vdrky €. 311

(Xy0) nebyl dosud u sladiny v literatufe bliZe popsan. Neni
vyloudeno, Ze jde o heptaosu [25]. Z chromatograml de-
tekovanych benzidinem bylo patrno, Ze obsah sacharosy
béhem rmutovani klesa, jak také uvadi Winkler [26].
Amylolyse pfi rmutovdni se vénovalo jiZz mnocho pozor-
nosti. Vysledky jednotlivych studii se v3ak dosti rdzni,
zejména pokud jde o vyskyt pentos. Pan a spol. [27, 28],
Harris a spol. [8] a Stdckli [12] v infusnich sladinach pen-
tosy nezachytili. V dekokéni slading =zachytil pentosy
(xylosa, arabinosa a ribosa) Gjertsen [29], Green a Stone
[10] & Winkier [26]. Bylo dokézéno [30, 31, 32], Ze pentosy
vznikaji hydrolysou pentosanii jetného zrna pii sladovani. :
V naSich pokusech byly pentosy zachyceny vidy, at Slo
o sladiny dekok@ni & infusni (laboratorni). Jejich indi-
kace je tedy kromé mnoZstvi analysovanych vzorkl zf-

. visld zejména na selektivnosti a citlivosti . detekEniho

Einidla. Tak byla také snadno na rozdil od Winklera [26]
zachycena fruktosa i v laboratorni sladiné. Mezi dekokéni-
mi (provoznimi) a infusnimi (laboratornimi) sladinami



Kva‘sny primysl
roc. 4 (1958) Ccislo 8

171

’_'E - X3

% <«—i mallolelraosc
- l?
d—lmuilulrwscl
- XS

-— “f

«— mallosa

4 4——1!3

«— X3

<—i glukosa
+—i fruktesa

.y
-y penlosy

«—i glycerol

Obr. 3 — Hlavni kvaSeni mladiny 10° svétlé (plzenské
kvasnice)
A, B, C, D= stand. vzorky cukrd + mladina, vzorky 1—8 = dny hlav-

niho kvaseni; mnoZstvi analysovaného vzorku: 0,08 ml, papir: What-
man & 1, promyv. soustava: ad b), promyvéni: 5x20 hod., detekce:
AgNOs.
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Obr. 4 — Hlavni kvaSeni mladiny 100 svétlé (smichovské
kvasnice)

A, B, C, D = standart. vzorky cukri + mladina, vzorky 1-8 = dny

hlavrlho kvaseni; mnoZstvi analys. vzorku: 0,08 ml papir: Whatman

i promyv. soustava: ad a), promyvéni: 5x20 hod., detekece:
benzidinem.

nebylo co do kvalitativniho zastoupeni cukrli patrného
rozdilu. Gjertsen [25] sledoval sloZeni cukrl u sladin vy-
robenych z rtznych je€ment, rizné sladovanych a rovnéz
nezjistil podstatnych kvalitativnich rozdild.

O nezndmém cukru nad maltosou (X;) se podle jeho
polohy a chovéni pfi kvaSeni domnivdme, Ze jde o iso-
maltosu, kterou v téZe poloze naSel a uréil Gjertsen [25]
a potvrdil Stéckli [33]). Druhy bliZe neurdny cukr nad
maltotriosou (X7) se svymi R; a stupném zkvasitelnosti
shoduje s isomaltotriosou, kterou tak na zékladé bliZ§iho
Studia nazval Stéckli [33). Oba tyto oligosacharidy jsou
2alozeny na glukosové basi s vazbou 1,6. Dali neznamy

cukr nad isomaltosou (X;) nebyl dosud v literatufe blize
charakterisovan. S benzidinem divd hnédou reakci se sla-
bym karminovym nédechem. O maltotriose naSe pfedb&zné
pokusy rovnéz potvrdily [34, 26, 1], Ze se tvofi jiz ve
sladu. Stadium tvorby maltotetraosy neni jeSté zcela ob-
jasnéno. Zachytili jsme ji zretelné az po zapafovaci
teploté. U chromatogrami detekovanych benzidinem byl
mezi maltosou a sacharosou jeSté jeden neznadmy cukr
X3 obr. 4). Reakce s benzidinem byla hnédoZlutad. Cukr
stejné pohyblivosti a biochemickych vlastnosti vié pivo-
varskym kvasinkdm zachytil i Stéckli [33). Z obr. 1 lze
na nejvétsi koncentraéni pfirGstky fruktosy, glukosy,
maltosy a maltotriosy usuzovat ve stadiu mezi zapafovaci
a cukrotvornou teplotou (vzorek 2—3). To rovnéZ potvr-
dilo biokonduktometrické méfeni pres pivovarské kva-
sinky [35].

Harris a spolupracov. [8] uvadéji, Ze maltotetraosy je
mnohem vice ve vystielku nez v predku, zatim co u mal-
totriosy je tomu naopak. Tento zjev naSe analysy nepo-
tvrdily. Je bézny pravdépodobné jen pfi infusnim rmuto-
vani. Témeér u vSech pokusd se kvalitativni stréanka
chromatogram( rmutovacich procesti shodovala. Do uréité
miry se vSak vzdy liSilo kvantitativni zastoupeni jednotli-
vych cukrd. Stockli [36] svymi pokusy dokazal, Ze nej-
vétsl vliv zde mé diastatickd mohutnost sladu a Zetieni
enzymového systému pfi rmutovéni (zejména pomalé vy-
hfivéni na rmutové pénvi). MiZeme jen potvrdit, Ze prudce
vyhfivané rmuty se od pomalu vyhfivanych znateln& ligily
kvantitativnim zastoupenim hydrolysou vznikajicich oli-
gosacharidui.

K cukrim sladiny pristupuji pfi chmelovaru v uréitém
malém mnozstvi jeSté nékteré cukry z chmelu.

Diagram rmutovéani analysované varky je na obr. 2.
Dopliikem k chromatografickému a biokonduktometrické-
mu [19] stanoveni cukrid je kfivka redukujicich cukri sta-
novenych podle Schoorla [18). Na diagramu jsou rovnéz
zaznamendna stadia odebirdni vzorki pro chromatogra-
fickou analysu.

b) Hlavni kvaseni.

Hlavni kvaSeni probihalo ve dvou Zelezobetonovych ka-
dich po 140 hl; jedna byla zakvaSena po druhé nasazo-
vanymi kvasnicemi smichovskymi, druhd po paté
nasazovanymi kvasnicemi plzefiskymi. Stupfiovitost mla-
diny pfed zakvaSenim byla 9,98 % véah.

Pivovarskymi kvasinkami se z hlavnich cukr mladiny
zkvaSuji maltosa, glukosa, maltotriosa, sacharosa a fruk-
tosa. Do jaké miry tyto cukry zkvaduji pfi hlavnim
kvaSeni, nelze zevSeobecnit. Harris a spol. [14] uvéad&ji
zkvasitelnost sladového Zkrobu Stépeného pii infusnim
rmutovéni jen ze 70,%. Jestlize vSak Skrob nejprve zma-
zovati a pak se  3tépi sladovymi enzymy pfi 400C, lze
ve zkvasitelné cukry preménit 95 az 97 % skrobu. Blom
a Schwarz [37] uvadéji, Ze b&hem hlavniho kvaSeni zkva-
silo 95 % glukosy, 90 % maltosy, ale jen 50 % malto-
triosy. Montreuil a Scriban [4] a Stéckli [12] naproti tomu
uvadéji, Ze béhem hlavniho kvaSeni Gplné vymizely fruk-
tosa, glukosa a sacharosa. Vicek [13] zjistil pti sledovani
hlavniho kvaSeni naSich piv plzefiského typu rliznymi typy
kvasinek, Ze sacharosa mizi jiZ b&hem prvniho dne kvase-
ni, glukosa a fruktosa béhem tfetiho az patého dne. Pod-
statnou zavislost t&chto hodnot na technologickych pod-
minkéch a typu pouZitych kvasnic dokazal Green a Stone
[10] a po nich znovu potvrdil Stéckli [36). Harris a spol.
(8, 14] a Phillips [11] uvadé&ji jeSté malé stopy mono-, di-
a trisacharidd v pivé po hlavnim kvaSeni.

Z obr. 3 a 4 jsou patrny vysledky nasi analysy varky &.
311. Shodou technickych okolnosti jsme hlavni kvaseni
sledovali pfi témér extrémnich podminkich nasi techno-
logie, a to jeSté dvéma typy kvasinek. Teplotni pribéh
a pokles redukujicich cukrd u obou kéadi je na obr. 5.
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Obr 5 — Celkov prabéh kvaseni virky & 311

skutefny extrakt S = véretné Smichov
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Z obr. 4 je patrno, Ze sacharosa byla zinvertovdna do tfi
dnfi. Jeji nejvétsi dbytek byl béhem druhého dne, coz se
projevilo znatelnym piirGstkem glukosy a fruktosy (vzo-
rek 2 na obr. 4). Asi 95 % glukosy zkvasilo béhem 4 dnt
a pfiblizné totéZ mnoZstvi fruktosy b&hem 35 dnld. Teprve
pak — &tvrty az paty den — byla znatelné zkvaSovéana mal-
tosa a Sesty den maltotriosa. Tim bylo zdroveil potvrzeno
poradi zkvasitelnosti cukrd pivovarskymi kvasinkami,
které uvadeéji Phillips [11] a Hopkins [1]. Nasledkem vy-
sokych teplot v posledni tfeting hlavniho kvaSeni poklesl
ohsah maltosy aZ asi na 3 aZ 2 % a obsah maltotriosy na 15
aZ 10 % ptvodniho obsahu. Skutefné prokvaSeni ve spilce
bylo 57,92 %. Av3ak ani pfi této vysoké teploté ke konci
hlavniho kvaSeni nevymizel (na rozdil od VIcka) obsah
monosacharidd (obr. 3). Detekce AgNOz byla zde citlivéjsi
neZ benzidinem. Na rozdil od rmutovidni byl pf hlavnim
kvafeni a v daliich pfipadech volen pribéh chromatogra-
fie tak, aby se zachytily vSechny cukerné sloZky, byt i na
tkor dokonalejS§iho rozdéleni vysSich oligosacharida pfi
hlavnim kvaSeni. Chromatogramy sladiny a piva vSak do-
kazuji, Ze tyto oligosacharidy (nad maltotetraosou) jsou
i zde pfitomné. Po zkvaSeni podstatné casti cukrd jsou
rovnéz patrny z obr. 4, 6 a 8.

Na nejspodnéjSim okraji chromatogramu (obr. 3} je
u mladiny patrna skvrna velmi pohyblivé latky (Xj), resp.
latek. Tato skvrna se b8hem hlavniho kvaSeni podstatné
zvétSovala, zesilovala. Glycerolovym standardem se do-
sdhio stejné pohyblivosti. BliZ8im zkoumdinim se vdak
zjistilo, Ze zde nejde o jednu latku, nybrz asi o 3 aZ 5
latek. Glycerolovéfnu standardu odpovidala nejvice se ze-
silajici skvrna z t&chto latek. Také literatura glycerol
v pivé zaznamendva [38]. Dalsi z téchto latek Jsme bliZe
nezkoumali. Je pravdépodobné, Ze jsou to kyseliny uro-
nové z pektind [8].

Pod fruktosou jsou patrny dvé pentosy, které se béhem
hlavniho kvafeni podstatn® nezménily. Prvni pod frukto-
sou u vzorkdt 1 aZ 4 na obr. 4 odpovidd podle standardu
arabinose, druhd pravdépodobné ribose (standard nebyl
dostupny). Tieti pentosa vystupuje po zkvaSeni podstatné
&asti fruktosy. Tuto tfeti pentosu — xylosu — bylo moZno
od fruktosy rozliit jen na zdkladé rozdilného barevného
tonu pii detekei benzidinem (obr. 4). Na chromatogramech
detekovanych AgNO; (obr. 1, 3, 6) splyvd se stejné ba-
revnou skvrnou fruktosy (disledek opakovaného vyvijeni).
Nad glukosou bylo moZno jiZ u rmutovaciho procesu
spatfit je§té jeden slab€ zastoupeny cukr (X3). Gjerisen

- X5
- g

i X7
<4 matigtriosa
- X5
= Xg

- Xy
«— mallosa
X3

<— sachgrosa

R
2
= glufosu

. =i fruktosa

: }pen!wy

i Xq

<—i glycerol

Obr. 6 — Mladina, zelené pivo, vystavované pivo 100 svétlé

A, B, C, D = stand. vzorky cukrd -4 mladina, 1 = 4 = mladina,

2 = 5 = zelené pivo, 3 = 6 — vystavované pivo; mnoistvi analys.

vzorku: 0,08 ml, papir: Whatman ¢. 1, promyvaci soustava: ad b),

promyvani; 520 hod., detekce: vzorky A — 3 = benzidinem, vzorky
4 — D = AgNOG:

- X10
= Xg
< Xg

«—i mallolelraosa

w—-f X?
<— maltofriosa

| x,
-—t )'-5
v— K(r

~—i mallosa

!:—-—i)(a

~«—i sacharesa

- )(2

~—i glukosa
=1 fruklosa
}— pentosy

4—(31)/[;6!'0[ :

Obr. 7 — Vystavovand piva (Plzed, Smichov, HoleSovice)

Vzorky & 1, 2, 9, 10, 11 = stand. vzorky cukrd -+ pivo, vzorek

3 = 6 = Plzefi 12° svétlé, 4 — 7 — Smichov 12° sv&tlé, 5 = 8 = Hole-

Sovice 12° svEtlé; mnoZzstvi analys. vzorkd: 0,06 ml. papir: Whatman

&. 4, promyvaci soustava: ad a), promyvani: 512 hod,, detekce: vzorky-
1-5 = benzidinem, 6—11 = AgNOs.

[29] nalezl ve spodnd prokvafeném carlshergském pivé
z dekokéni mladiny galaktosu. NaSe skvrna svym Rf a po-
mérem ke spodnim pivovarskym kvasinkdm rovnéZ na-
svédBuje galaktose. K pFesnéj¥imu urteni bude zapotfebi
jesté neékterych specialnich zkousek. >

Neznamého cukru mezi maltosou a sacharosou (Xs) Sl
péhem hlavniho kvaseni a dokvafovdni podrobnd viiméa
Stickli [33] a uvadi, e béhem hlavniho kvaSeni jeho ob-
sah klesd na 1% aZ /s Uréity tbytek jsme pozorovall

< mallelelragsa
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i my. Také Gjertsen [25] se o tomto cukru zmifiuje. Po-
dle obou autortt jde o redukujici cukr, avSak na naSich
chromatogramech byl zretelnéji zachycovan benzidinem.
Detekei AgNO;3 byla jeho indikace skoro vZdy sporn4, jak
je patrno u chromatogramu prvni poloviny hlavniho kva-
Seni (obr. 3).

Cukr X; se béhem hlavniho kvaSeni v podstaté nezmeénil.
Stockli [33] dokonalej§im rozdélenim cukrd ,maltosové
frakce” (maltosa je ve sladiné bud zcela nebo do urtité
miry prekryvd) po zkvaSeni hlavniho podilu maltosy
tvrdi, Ze positivni vysledky ,na maltosu” u prokvasenych
piv davaly vlastné tyto cukry (X; a X,), kdeZto maltosu
povazuje za Uplné zkvaSenou. Nesprdvnost tohoto tvrzeni
vyplyvd z obou chromatograml hlavniho kvaSeni a. také
z chromatogramQ vystavovanych piv, kde dokonalym roz-
délenim ,maltosové frakce* ve CtyFi cukry (X; maltosa,
Xy a X:) je jasné patrny zbytek maltosy.

Z obr. 3 a obr. 4 lze soudit, Ze také isomaltosa (X;) byla
pfi vysokych kone¢nych teplotdch hlavniho kvaSeni do
urcité miry atakovéna, nejde-li o ubytek jiného stejné
pohyblivého cukru. Stejné pohyblivd jako isomaltosa je
laktosa [40], kterou v mladiné uvadi Kockovd (41, str.
196). Podle naSich pokusi s provoznimi pivovarskymi
kvasnicemi byla v3ak laktosa za pfidavku (NH,),HPO,
atakovdna béhem 5 dnG pii teploté mistnosti jen ze
7.4 %. Pri teploté hlavniho kvaSeni by byl stupefi napa-
deni jeSté menSi a takika nepozorovatelny. Bude zde za-
potrebi jeSté blizSiho studia.

Po zkvaSeni vétSi Cédsti maltotriosy se postupn& objevuji
piekryté oligosacharidy v jeji blizkosti. U chromatogra-
mt detekovanych benzilinem (obr. 4, 6 a 7) byl kromé jiZ
uvedené isomaltotriosy zachycen jeSté jeden oligosacha-
rid (Xs) tésné pod maltotriosou. Green a Stone [10] a
Phillips [11] uréili ve sladiné trisacharid panosu. Je to po-
sledni stupefi rozsStépeni dextrind v mistech jejich rozvét-
veni a mé proto 1,4- i 1,6- glukosidickou vazbu. Panosa je
pivovarskymi kvasinkami nezkvasitelna. Je moZné, Ze
i v naSem pripadé jde o panosu. Montreuil a Scriban [42]
nalezli v protikladu jinych pracovniki [1, 34] v dekokéni
mladiné rafinosu. Rafinosa je vSak spodnimi pivovarskymi
kvasinkami dplné zkvaSovéna [41, 43) a neni pfi jejim
malém mnozstvi dost pravdépodobné, Ze by se zde jed-
nalo o ni. Neni také wvyloudeno, Ze jde o oligosacharid
vznikly €innosti transferdz [44] béhem hlavniho kvaSeni
[4, 45, 46, 47, 48]. ”

Green a Stone [10], Phillips [11] a Stckli [12) uvadé&ji,
Ze pivovarské kvasinky nezkvaSuji maltotetraosu a vy3si
oligosacharidy. Podle Hopkinse [1] Zddn& kulturni kvasinka
nezkvaSuje maltohexaosu. Z obr. 3 a 4 je patrna postu-
pujici diferenciace vy3Sich oligosacharidovych molekul ve
prospéch maltotetraosy. Tim se potvrzuji amylolytické
vlastnosti piva. Neni vSak pfesné znimo, zda jde jen
0 zbylou a-amyldzu ze sladu [1] & jest& o jiné enzymy.

Nazory, zda dprava technologického postupu pfi slado-
véni a rmutovani méa vliv na stupefi prokvaSeni se velmi
rizni. Gjertsen [25] uvadi, Ze sladiny vyrobené z riznych
jeCmend rGzné sladovanych se v podstaté co do obsahu
Jednotlivych cukrd neliSily. Stdckli [36] extrémnimi rmu-
tovacimi podminkami u provoznich véarek dosdhl v ko-
nefném prokvaSeni rozdil jen 3,6 % proti normalnim
varkdm. Kneen [49] pfipravoval laboratorni véirky za po-
dobnych podminek jako Stéickli a dosdhl v koneéném pro-
kvaSeni nejvétSiho rozdilu 5,8 %. Stdckli i Kneen vysvét-
luji tuto celkem malou ovlivnitelnost danym sladem.
Hummel [50] v8ak naproti tomu dosshl extrémnimi rmu-
tovacimi podminkami u laboratornich vérek, v konefném
ProkvaZeni az 16 % rozdilu.

¢) DokvaSovani a vystav

Dokva3ovalo se v kovovych 120 hl lezackych tancich pfi
teploté 2 az 40C po dobu 34 dnd. DokvaSovani varky &.

311 bylo do uréité miry odliSné od jinych (normaélnich),
u nichZ prokvaSeni ve spilce pro nizSi teploty nedosihlo
takové hloubky. U normélnich vérek klesal béhem do-
kvaSovani zejména obsah maltosy, maltotriosy a také
maly obsah hexos se jeSté vice snizil. U varky & 311
doslo k nékterym zajimavym tukazim. Skutetné prokva-
Seni pfi sudovéni bylo jen o 0,60 % niZ3i neZ pEi vystavu
a prece cely pribéh dokvaSovani se neliSil od varek nor-
maélnich, Chromatogramy (obr. 6) ukézaly, Ze doSlo k ur-
¢itym proporciondlnim zméndm v obsahu vysSich oligo-
sacharidl ve prospéch maltosy a maltotriosy. Ve vystavova-
ném pivé byl totiz obsah maltosy a maltotriosy vétSi nez
v zeleném sudovaném pivé. Zato vSak obsah maltotetraosy
a vyssich oligosacharidd byl niZ3i. Stépeni vy3sich glyci-
dovych sloZek pokradovalo tedy i béhem dokvaSovéni [1].
Domnivdme se, Ze jde o spoleény Gfinek zbytkovych enzy-
mu sladu [1] a kvasniénych exoenzymi [14, 44]. Podobny
zjev byl chromatograficky zachycen jesSté u jedné varky,
u které hlavni kvaSeni probihalo za podobnych podminek.

Skute¢né prokvaSeni vystavovaného piva z véirky €. 311
&inilo 58,52 %.

Toto vystavované pivo se chromatograficky na obsah
maltotriosy, maltosy, glukosy a fruktosy neliSilo od piv
s norméalnim pribéhem hlavniho kvaSeni. Benzidinem,
zejména vSak AgNOs;, jsme ve vSech pivech zkouSenych
vérek zachytili fruktosu, glukosu a maltosu. Kromé toho
byly tyto cukry zachyceny i v dobfe vyleZelém export-
nim plzefiském Prazdroji, ve smichovském 120 Staropra-
menu a v holeSovickém lezdku (viz obr. 7).

Analyticka charakteristika piv 120 sv.

Skutedny
. Skut, prokv. Skut. prokv.
Druh piva pEiexvt:,’rr:ti;tvu pii vystavu koneéne
Plzeii 12° sv. 4,90 55,10 56,26
Smichov 12° sv. 4,73 56,55 58,02
HoleSovice 12° sv. 4,53 59,25 60,89

Tim bylo zéroven dokézéno, Ze vSechny naSe hlavni

typy pivovarskych kvasinek nevyuZiji i v dobfe vyleZe-
nych pivech urcitd mald mnoZstvi fruktosy, glukosy, mal-
tosy a maltotriosy [14]). Mackay a Evans [51] nalezli pa-
pirovou chromatografii ve vystavovaném pivé ve stopéch
i sacharosu.
- Kromé piv uvedenych na chromatogramech byla zkou-
Sena je5té piva z téchto pivovart: Ceské Budé&jovice
120gy.,, 100sv.; Pierov 120sv., 100sv.; Brno 140sv.,
12 0gy,, 100sy.; Litovel 120sv,; JaroSov 140sv. a 120sy,
Také ve vSech téchto pivech, kterd se jisté vyrébéla
z ruznych surovin, za odliSnych technologickych podminek
s riznymi typy- kvasnic & jejich smési, byly kromé
vysSich oligosacharidd nalezeny dobie patrné stopy
fruktosy, glukosy a maltosy. Pritomnost hexos potvrzo-
vala i positivni biokonduktometrickd zkouska s pekaiskym
drozdim, které na maltosu reagovalo velmi slabé a nepra-
videlnd [35].

d) Konecnj (dosaZitelnj) stuperi prokvaieni

Pivo z vérky & 311 bylo zakvaSeno lisovanymi smi-
chovskymi kvasnicemi. Po 7 dnech dokvaSovani pfi
teploté mistnosti bylo analysovdno. Skutetné prokvasSeni
postoupilo o 0,90 %. Chromatograficky byla jeité nalezena
maltosa, maltotriosa, vy33i oligosacharidy, pentosy a
v mistech hexos se objevila positivni reakce na AgNOs,
skvrna vSak od standardu galaktosy aZ po xylosu sply-
vala. V nékterych jinych zkouSenych pivech se podafilo
zachytit i diferencované hexosy, ovSem jen v ojedinélych
pripadech.
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1. Opakovanou sestupnou papirovou chromatografii za
paralelniho pouZiti dvou detektnich €nidel byla rozdélena
a detekénd zachycena &irokd oblast glycidickych sloZek
rmutt, mladiny a piva. JiZ ve vystirce byly zfetelné za-
chyceny viechny hlavni cukry sladiny a dalsi blize ne-
urdené cukry nad maltosou (X4 a X5) a maltotriosou (X7).
Nad glukosou byl zachycen je§té jeden bliZe neznamy
cukr (Xg), pravdépodobné galaktosa. Ve sladiné byly nad

mailtotetraosou zachyceny daldi tfi vy38i oligosacharidy,
pravdépodobnd maltopentaosa (Xg), maltohexaosa (Xg) a
maltoheptaosa (Xj). Sacharosy, na rozdil od jinych hiav-
nich cukrfi, béhem rmutovédni ubyvalo. Pentosy byly za-
chyceny jiZ ve vystirce a bé&hem rmutovani se ziretelnd
neménily. Rozdily v kvantitativnim zastoupeni cukritl sla-
diny zavisely na pouZitém sladu a intensité vyhfivani
rmutu.

2. Bthem hlavniho kvaSeni byla nejdfive zinvertovana
sacharosa, pak byla zkvaSovdna glukosa, fruktosa, maltosa
a maltotriosa. Obsah pentos se v podstaté nezménil. Ani
pii vysoké teploté ke konci hlavniho kvaSeni nevymizely
iplné hexosy a maltosa. Byla patrna diferenciace vyssich
oligosacharidd ve prospéch maltotetraosy. Po zkvaseni
podstatné &dsti maltotriosy byl tésné pod ni patrny jesté
jeden oligosacharid (Xg). Jako zplodina kvaSeni byl za-
chycen glycerol.

3. PFi dokvasSovani u véarky & 311 doZlo ke znatelnym
proporciondlnim zméndm vySSich oligosacharidd ve pro-
spéch maltosy a maltotriosy, * zejména na ikor malto-
tetraosy. Tim byl obsah maltosy a maltotriosy ve vysta-
vovaném pivé vySsi neZ u hluboko prokvaSeného zeleného
piva. VSechny sloiky glycidické Césti extraktu mladiny
(krom& sacharosy) byly v dobfe patrnych stopéach nale-
zeny ve viech pivech analysovanych varek i v jingch
dlouho dokvaSovanych lezécich. Tim bylo zéroven doké-
zano, 7e viechny hlavni typy naSich pivovarskych kvasi-
nek nevyuZiji urfitou malou ¢ast spadno zkvasitelnych
cukrt.
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BbiBOaB1
1, IloBropsaeMoii HUcXoIsmed XpoMarorpadueli Ha Oymare
C NAPANIeJbHLIM IIDHMeHeHHeM OBYX JeTCKIHOHHBIX PEAaKTHBO3
Obina pasgedeHa XN (HECHPOBAHA MIHPOKA:I OOJACTH INIHITHIIH-
eCKHX COCTABHBIX dYacTell 3aTOpPOB, cyCia U IHE4. YEE€ B 3a-
Tupe ObIIH ACHO 00HADPY:EEHBI BCE TAABHEIZ ¢axapa, CycJaa H
Apyrue Oamike He YCTAHOBJEHHBIe caxapa i1an Maabrosof (X
1 X35) m maderorpusol (X7). Hax raxokosoit 0b1a oGHADYEEH eme
OXuH HelssecTHRIH caxap (X3), BepHee Bcero ralakrosa. B cycade
OBIIH HaJl MalbTOTETPA030H o0HADY#HEHEL ellie TPU BRICIOUE OJH=
rOCAXADPHIEI, BePDHEE MaJBTONeHTA03a (Xs), MaageTorekcaoza (X.)
n Madprorentacoza (Xi). Comep:KaHHe Ccaxapo3bl, B OTIHYHE OT
APYIHEX I'IABHBIX C4XapoB, B TeYeHHe JATHPAHHA YMEeHBIIAJOCh.
IleHTOZEI ORINN OOHADYJKEHEBI Y#E B 34TO0pPe M B TeYeHHe 3aTil-
paHHi SAMEeTHO He Y3MeHILJIHCH.

2. B rTewenue raapHoro OpOXeHHHT HHBeDPCHS IIPeXEIe BCEro
IiPOTEKAJA ¥ CcaXaposbl, ToToM cOpasuBajnch IJIIOKO34, (DDYE-
TO28, MaJbTO3a H MaJLIOTpHo3a. ColepmaH:ae IIEHTO3 B OCHOB-
HOM He U3MeHsIoch. Jlaike NIPH BBICOKOH TeMIeparype B KOHINE
IJIABHOrO ODOXEeHMs] IIOJHOCTHI) He HMCeYe2/01 TeKCO3bI H Malb-
TOs&., JaMeTHo OBII0 JuddepeHOIUDPOBAHHE BEICHIAX OJATOCAXA=~
PHAGE B T0JB3Y MaJbTOTeTpac3kl, [locne cOpokeHHsS OCHOBHOH
TACTH MAJBTOTDHO3BI OBIA TECcHO TOJ Hel HaMeTeH elle OJHro-
caxapnn (Xe), B wagecTBe nmpoayxra OpomeHust Obin 0OHAPYEEH
IIRIEPOI.

3. IIpn pobOpamuBaHuE ¥ Bapra M 311 nMene MECTO 3aMeTHOE

UPOLOPIHOKATEHOE M3MeHeHHe BBICIOIHX OJUrOCAaXapHIA0B B IOJIb-
3y MANBTOABI H MAJBTOTPHO3KI, B OCOGEHHOCTH 38 CUET MAJBLTO-
Terpaoskl. I[losToMy c¢cONEpAHaHNE MATbTO3HEI H MAJLTOTDHO3ZHI
B BHEIIYCKAEMOM IIHBe BEIIIe deM ¥y Tay0oxo cODOEeHHOro 3€-
JeHHOro mapa. 2ruM ORIIC OJHOBPEMEHHO J0KAasaHo, 9TO BCe
ITABHEI® THILI HAINNX NHBOBAPEHHBIX NPOMKEeH He HCHOABIYIOT
ONPEeNedeHHY W MATIYK YACTEH JErKQ COPOKHBAEMBIX CaxXapOB.

Zusamenfassung

1. Mittels wiederholter absteigender Papierchromma-
tographie bei paralleler Beniitzung zweier Detektions-
mittel wurde das umfangreiche Gebiet der glyzidischen
Maische-, Wiirze- und Bierbestandteile verteilt und dete-
kiert. Bereits in dem Einmaischgut wurden deutlich alle
Hauptzuckerarten der Wiirze und weitere nédher nicht
bestimmte Zucker oberhalb der Maltose (x; und X;) und
Maltotriose (x;) festgestellt. Oberhalb der Glukose wurde
ein niher unbekannter Zucker (x;) detekiert, wahrschein-
lich Galaktose. In der Wiirze wurden oberhalb der Malto-
tetraose weitere drei hohere Oligosaccharide festgestelit,
wahrscheinlich Maltopentaose (xg), Maltohexaose (xg) und
Maltoheptaose (xyg). Im Gegenteil zu den anderen Zucker-
arten wurde wihrend des Maischens die Abnahme der
Saccharose beobachtet. Die Pentosen wurden bereits im
Einmaischgut detekiert und wihrend des Maischens unter-
lagen sie keiner deutlichen Ver#nderung.

2. Wahrend der Hauptgiirung wurde in erster Reihe die
Saccharose invertiert, im weiteren wurden Glukose, Fruk-
tose, Maltose und Maltotriose vergért. Der Pentosengehalt
blieb im wesentlichen unveridndert. Auch bei der hohen .
Temperatur am Ende der Hauptgéirung sind Hexosen und
Maltose nicht ganz verschwunden. Es wurde eine Diffe-
rentiation der hoheren Oligosaccharide zugunsten der
Maltotetraose sichtbar. Nach der Abgidrung des wesent-
lichen Maltotrioseanteils war dicht unterhalb derselben
noch ein Oligosaccharid sichtbar. (xg) Als G#rungsprodukt
wurde Glyzerol detekiert.

5. Wihrend der Nachgirung bei dem Sud No 311 kam
es zu deutlichen proportionellen Verénderungen der Oli-
gosaccharide zugunsten der Maltose und Maltotriose, na-
mentlich zum Nachteil der Maltotetraose. Dadurch wurde
der Maltose- und Martotriosegehalt im Ausstofibier hiher
als bei dem hochvergéirten Jungbier. Dadurch wurde zu-
gleich best#tigt, daf} alle Haupttypen unserer Brauereihefen
einen bestimmten kleinen Teil der Ileichtvergdrbaren
Zucker nicht ausniitzen.



