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1. Uvod

Mezi kvalitativni a kvantitativni znaky charakterizuji-
ci pivo patii bohatd, husta a dlouhotrvajici péna, ktera je
ijednim zprvnich vjemi vnimanych spotiebitelem.
Z fyzikalniho hlediska se jedna o disperzi plynu
v kapalingé. K faktorim pozitivné ovliviiujicim tvorbu
a stabilitu pivni pény patii predevsim bilkoviny, resp. bil-
koviny s hydrofobnim charakterem. Problematika dosta-
tené hladiny hydrofobnich polypeptidii nabyva vyznamu
v souvislosti s postupem vyroby piva zalozeném na piipra-
vé vysokokoncentrovanych mladin a oznacovaném jako
,,High Gravity Brewing® (HGB) technologie, ktery je do-
provazen niz$i extrakci pivovarsky cennych latek
z hlediska pénivosti. Ve sdéleni jsou uvedeny vyznamné
pénivostni bilkoviny, jejich obsah v pivovarskych surovi-
nach a zmény v prubéhu vyroby piva. Se zfetelem
k jednotlivym technologickym krokiim je zminén obsah
latek jak pozitivng, tak negativné ovliviiujicich pénu piva
ajeji trvanlivost. Do prvni skupiny se fadi latky tvorbu
peny pozitivné ovliviiyjici — urcité bilkoviny, hotké chme-
lové latky, nekteré kovové ionty (Mn**, AI’*, Mg " Ca®",
Zn*" a Cu™), latky polysacharidové povahy a oxid uhligity.
Do druhé¢ skupiny patfi latky ptsobici negativné — lipidy,
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bazické aminokyseliny, polyfenoly, proteolytické enzymy,
nekteré kovy (méd’ v nadmérném obsahu, cin, bismut,
molybden, nikl a Zelezo vyvolavajici ,,gushing* — samo-
volné piepénovani piva) a do urcité miry i ethanol.

Tato prace se zaméfila na roli bilkovin pozitivné
bilkoviny oznacované jako pfenaSece lipidi (Lipid
Transfer Proteins — LTP, pfedev§im LTP1), bilkovina Z
(Protein Z), déle bilkoviny vézajici lipidy (Lipid Binding
Proteins) a dal$i zejména hordeinové frakce. Souhrnné se
jedna o bilkoviny vykazujici hydrofobni charakter. Proble-
matika pénivosti a obsahu hydrofobnich polypeptidd
a bilkovin se dostala do popfedi zajmu se zavadénim mo-
derni technologie vyroby piva vychazejici z vyroby kon-
centrovanych mladin o vysoké hustoté — oznaCované jako
,High Gravity Brewing® (HGB) technologie. Pti pouziti
této technologie se ze surovin extrahuje do sladiny méné
latek dulezitych pro pivni pénu nez pfi klasickém postupu
a béhem jednotlivych fazi vyrobniho procesu dochazi na-
sledné k jejich dalsim ztratam. Pro dobrou tvorbu a stabili-
tu pény nestaci pouze dostatecna hladina téchto latek bil-
kovinného charakteru, ale i vyvazeny obsah dalsich slozek
piva. Zaroven je tfeba brat v tvahu charakteristické vlast-
nosti vyrobku a jednotlivé technologické kroky piislusné-
ho vyrobniho postupu, protoze zmény zlepSujici pénivost
urcitym zpuisobem mohou negativné ovlivnit dalsi kvalita-
tivni parametry produktu. Nezanedbatelnym problémem je
rovnéz fakt, Ze jednotlivé skupiny konzumentl maji speci-
fické pozadavky a pod terminem dobra péna si predstavuji
do jisté miry odlisnou skutecnost.

2. Péna piva - spoti‘ebitelské vnimani, tvorba
a stabilita pény

Pro piva ¢eského typu — spodné kvasena — je charak-
teristické, ze po naliti do sklenice vytvaii bohatou, stalou
pénu, ktera ulpiva na skle a zaujima velky objem'. Snahy
o jeji dosazeni a zlepSeni, ¢asto spojované s magii a myty,
a s raciondlnim pfistupem tyto tendence ustavaji, ale kom-
paktni a stabilni péna je spotiebiteli zadana stale. Zesile-
nim konkurenénich vztahi zejména v souvislosti
s rozsifujicimi se moznostmi exportu roste tlak na vyrobce,
aby dodavali pivo s dostate¢nou chut'ovou, koloidni a sen-
zorickou stabilitou. Jednim z prvnich faktord pisobicich
na spotfebitele je pé€na, zejména u piv toCenych. Stejné
vyznamnym pro celkovy dojem ,,po napiti“ je pro spotie-
bitele i prostfedi konzumace. S tim souvisi prokdzand sku-
tecnost, Ze ,,nespokojenost se §ifi mnohem rychleji a snaze
nez spokojenost”, coz je i jednim z davodu zavadéni
akreditovanych kontrolnich mechanismi, jako jsou
HACCP a ISO (cit.>™).
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Definice pény a pénovych vlastnosti

Z fyzikalné chemického hlediska lze pénu definovat
jako disperzi plynu v kapaliné, pficemz dispergovanou fazi
je vzdy plyn’. Pii popisu pény piva byvaji nejéastdji uzi-
vany pojmy pénivost, pfilnavost, stabilita, kvantita, hustota
pény a piipadné charakteristika pény® . Pénivosti se rozu-
mi schopnost piva vytvafet pénu pfi naliti, coZ je vyrazné
ovlivnéno obsahem oxidu uhli¢itého v pivu. Schopnost
pény ulpivat po rozpadu nebo poklesu hladiny na sténé
sklenice je prilnavost. Tento jev je zalozen na adhezi
a urcité ,lepivosti“ k materidlu a n€kdy byva oznacovén
jako krouzkovani. Stabilita pény je dana ¢asem mezi vy-
tvofenim pény a jeji samovolnou destrukci, kvantita je
mnozstvi pény vytvofené za danych podminek. Hustota
pény nebo obdobné definovana charakteristika pény je
objem piva (kapaliny) zadrzeny v péné¢ a jeji hodnota
s rostouci dobou od naliti klesa. Vzhled pény a jeji struktu-
ra, tj. krémovitost a jednotnost bublin® jsou dal§imi vy-
znamnymi parametry z hlediska spotfebitele, které jsou
dany jak fyzikalnimi faktory, tak chemickym slozenim
piva i tlaéného plynu. Bekkers'® po tadé studii vlastnosti
systému pivo/plyn a na zakladé modernich méticich tech-
nik uvadi, ze jak dynamické povrchové napéti, tak mezi-
plosné viskozita a elasticita koreluji se stabilitou pény.

Tvorba a rozpad pény

Vznikem a rozpadem pény se zabyvala fada autort.
Ronteltap a spol.'" podrobn& zkoumali pénu z fyzikalniho
hlediska. Tvorbu a rozpad pény rozdélili na ¢tyfi kliCové
kroky — tvorbu bublin, odvodiovani pény, jeji koalescenci
a disproporcionaci. Za nejvyznamnéj$i mechanismus tvor-
by pény lze povazovat heterogenni nukleaci — formovani
bublin  népoje  piesyceného  oxidem  uhli¢itym
v tzv. nukleacnich (katalytickych) polohach — to znamena,
ze bublinky nevznikaji samovolnég, ale tvoii se jiz na exis-
tujici bublince. Nuklea¢ni polohou mize byt napt. i ply-
nem vyplnéna prasklina ¢i Stérbina ve stén¢ nddoby. Pokud
je povrch bubliny v této ,.kapse* Uiplné smacen okolni ka-
palinou, bude povrch bubliny konkédvni jako vysledek jeji
snahy o co nejmensi povrch. Tlak plynu uvniti bubliny je
vétsi nez v dotykajici se kapaling, bublina praskne a plyn
se v kapalin€ postupné rozpousti. Vysledkem je inaktivace
nukleacni polohy. Pokud vsak povrch bubliny v nuklea¢ni
poloze neni kapalinou smocen, jeji povrch je konvexni
a bude dochézet k transportu plynu z piesycené kapaliny
do plynové ,kapsy“ a ristu bubliny'*>". Transport plynu
z piva do bubliny probihd pouze difuzi, protoze Laplacetv
tlak uvnitf bubliny (800 Pa pfi poloméru 0,1 mm) je zane-
dbatelny oproti presyceni piva (0,3-0,4 MPa). Nizka povr-
chova tenze piva vede k menSim a jednotnym bublinam,
z ¢ehoz vyplyvéa zadouci krémovity charakter pény. Od-
vodnovani pény je jev, pti kterém dochazi ke ztraté kapali-
ny z piva vlivem gravitace a podtlaku, kdy v hrani¢ni vrst-
v¢é vznika nizsi tlak nez uvnité bublin a v kapalinovém
filmu a dochazi ke ztenCovani kapalinovych filmd mezi
bublinami. Proti tomuto jevu plisobi slozky s hydrofobnim
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charakterem a slozky zvysujici viskozitu. V pribéhu zten-
Covani kapalinovych film mezi bublinami mize dojit az
k prasknuti filmu mezi bublinami a ke spojeni dvou men-
Sich bublin v jednu vétsi, jevu, ktery je popisovan jako
koalescence. Vétsi bubliny jsou vizudlné méné zadané
a navic zpusobuji dalsi destrukci pény. Koalescenci zvysu-
ji latky lipidické povahy, pivodem piedev§im z varniho
procesu . Disproporcionace je jev, pii kterém dochazi
k difuzi plynu z mensich bublin do vétsich®". Hnaci silou
tohoto jevu je mensi (Laplacetv) tlak ve vétsich bublinach
(tlak uvnitf bublin je nepfimo Gmérny jejich primeéru)
az Henryho zédkona vyplyvajici zvySovani rozpustnosti
plynu s tlakem. Ve svrchni vrstvé pény dochazi k difuzi
oxidu uhli¢itého do okolni atmosféry a k difuzi kysliku
a dusiku dovnitf bublin. Oba tyto plyny jsou v pivu mno-
hem méné rozpustné, dochdzi ke zmenSovéani bublin ve
svrchni Casti a vznika prostor pro piisun bublin ze spod-
nich vrstev pény. To by bylo predpokladem moznosti
pouzivani dusiku jako inertniho plynu pii skladovani piva
a jako tlacného plynu pro Cepovani, nedostatecny fiz piva-
11246 vsak ditvodem pro pouZivani smési oxidu uhli¢itého
a dusiku.

Modely struktury pivni pény

Mezi zakladni modely popisujici strukturu pivni pény
patii model Asana a Hashimota”, model dle Simpsona
a jeho rozsiteni o vliv hydrofobnich interakei'®'”. Model
Asana a Hashimota je zaloZen na faktu, ze stabilita pény
je vysledkem pritazlivého plisobeni mezi zaporn¢ nabity-
mi chmelovymi iso-a-kyselinami (podle téchto autorii
1 o-kyselin) a kladn¢ nabitymi aminoskupinami v poly-
peptidech pény. S tim a s jejich zaclenénim do uvedeného
modelu nesouhlasi Simpson a spol.'®, ktefi uvadi, Ze pii
pH 4,2 je ionizovano piiblizné 90 % molekul iso-a-
-kyselin, ale jen pouze 13 % oa-kyselin, z ¢ehoz vyplyva
jejich omezeni v Giasti na zminéném modelu struktury
pivni pény. Model téchto autord vychazi z predstavy
o vazb¢ dvou molekul iso-a-kyselin ptes stejny dvojmoc-
ny kation kovu, ¢imz se zvySuje afinita hotkych kyselin
k aminoskupinam peptidii. Vazebné sily, které reverzibilné
spojuji pénové polypeptidy k sobé pies chmelové hoiké
latky a kationty kovu, nejsou iontové povahy, piesto jsou
kladné naboje na aminoskupinach polypeptidi nutné. Bez
nich dojde k eliminaci iontovych dipolovych vazeb mezi
aminoskupinami peptidii a karbonylovymi skupinami hot-
kych kyselin. S ndzorem o pozitivnim vlivu kovovych
iontli polemizuje Evans’, ktery uvadi pozitivni korelaci
mezi koncentraci dvoumocnych kovii ve sladu a pénivosti,
ale uz ne mezi koncentraci téchto kovil v pivu a pénivosti.
Pro hoteénaté ionty ji studoval Bamforth a spol."” a zjistili,
ze schopnost isomerovaného chmelového extraktu (od
urcitych koncentraci) zvySovat pénivost je hofecnatymi
jonty potlatovana. Roberts'® a Simpson spolu s Hughe-
sem'® uvadi existenci dalsich interakci mezi chmelovymi
hotkymi kyselinami a pénovymi polypeptidy — hydrofob-
nich vazeb mezi postrannimi fetézci chmelovych kyselin
a hydrofobnimi aminokyselinovymi zbytky v polypep-
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tidech, coz bylo dokumentovano na ptidavku upravenych
iso-a-kyseliny, jako jsou dihydro-, tetrahydro- a hexahyd-
ro iso-o-kyselin na principu zvyseni hydrofobicity téchto
fetézcl.

3. Faktory ovliviiujici pénivost

Pivo je napoj obsahujici Siroké spektrum latek po-
chazejicich z pouzitych surovin, prostiedi, technologické-
ho zatizeni, ¢i které jsou soucasti nekterych ptidatnych
latek. Rada znich ma pozitivni nebo negativni vliv na
pénu piva. Existuji latky pro pénu nezbytné i takové, které
nejsou bezpodmineéné nutné, nebo staci jen v urCitych
koncentracich. Obdobn¢ je to s latkami s negativnim vli-
vem — zatimco fada z nich Skodi vzdy, jiné lze v urcitém
mnozstvi tolerovat®.

Pozitivné pusobici latky se pii tvorbé pény kumuluji
v mezifdzovém prostfedi a zpeviiuji povrchovou blanku
bubliny mezi kapalinou a pé€nou. Jde o latky amfifilni pod-
staty, jejichZz hydrofobni ¢ast sméruje do plynu a hydrofilni
do kapaliny, které interaguji s dalSimi a spole¢né tvofi
vnitfni kostru pény, latky sniZujici povrchové napéti
a zvysujici viskozitu piva®’. Podle Ronteltapa'' nizsi tep-
loty ptisobi zvySeni viskozity piva a zpomalovani odvod-
novani pény. Nejcastéji sem jsou fazeny urcité bilkoviny
a polypeptidy, hoiké chmelové latky, uvedené kovové
ionty (Mn*", Zn**, Ca®", Mg®" Cu*" a AI*"), polysacharidy,
produkty reakci sacharidii a bilkovin a oxid uhlicity. Mezi
latky negativné ovliviiujici pénivost patii pfedevSim ty,
které zabranuji pozitivné plisobicim latkdm jejich precho-
du do pény a svou povrchovou aktivitou vytésiuji péno-
tvorné latky z povrchového filmu bubliny. Vysledkem je
jeho zeslabeni, zrychleni odvodiiovani pény a spojovani
bublin. Jedn4 se zejména o lipidy, bazické aminokyseliny,
proteolytické enzymy, uvedené kovové ionty (méd’
v nadmérném obsahu, cin, bismut, molybden, nikl a Ze-
lezo), ethanol a polyfenoly®’.

Latky bilkovinného charakteru v pivu

Bilkoviny, které jsou hlavni komponentou stabilizuji-
ci pénu (pénivostné pozitivni bilkoviny), maji hydrofobni
strukturu, kterd usnadiiuje ptechod bilkovin do pény
a umoziiuje v mezifdzovém rozhrani orientaci bilkoviny do
bubliny plynu'®?'. Obsah dusikatych latek je dilezitou
technologickou hodnotou je¢mene urceného ke sladovani
— slad obsahuje 7 az 16 % bilkovin, pti¢emz 80 % pro-
ménlivosti znaku je ddno agroekologickymi podminkami
daného ro&niku®. Nékteré nové zavadéné (s odlisnymi
genetickymi znaky) zahrani¢ni odrlidy se nehodi pro vyro-
bu ceského piva. Pivo z nich ma vyssi stupeni prokvaseni a
horsi pénivost™. Vyvoj a pouziti novych odriid jeémene,
které pozitivné ovliviwyji stabilitu pény piva a jeho vini,
uvadi Hirota a spol.*, a to na zakladé sniZeného obsahu
enzymu lipoxygenasy (lipoxygenase-1-less variants —
oznacované LOX-less odriidy) a inkorporaci LOX-less
znaku do vybranych odrid. Chmelové bilkoviny tvoii 15
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az 20 % susiny”. Obsah dusikatych latek ve slading a mla-
diné vyrobené v procesu rmutovani a chmelovaru ma roz-
hodujici vliv na rust a aktivitu kvasinek, pénivost, chut’
a stabilitu piva. Stejn€ vyznamny je obsah dusikatych latek
u surogati piidavajicich se misto ¢asti sladu do rmutu’?.

Bilkoviny jsou v pribéhu vyrobniho procesu §tépeny
riznou mérou podle struktury, konfigurace a obsahu nebil-
kovinnych c¢asti. Neékteré typy bilkovin, obsazenych
v pivovarskych surovinach, do piva viibec nepiechazi. Je
to zplisobeno jejich vlastni nerozpustnosti ve vodé a rov-
néz odolnosti k §tépné aktivité enzymu. Mezi tyto latky
patii napf. gluteliny, které odchazeji z vyroby s mlatem?.
Béhem sladovani jsou bilkoviny vyuzivany k vystavbé
zakladu rostlinnych tél — ke tvorbé kotfinkt a stfelky zrna.
Proto je obsah ve sladu nizsi pfiblizn€ o 0,3 % oproti obsa-
hu bilkovin v je¢meni. Do rozpustné formy je prevedeno
béhem kliceni asi 35 az 40 % bilkovin. Plisobenim hydro-
lytickych enzymu (peptidas) vznikaji latky s nizsi az velmi
nizkou molekulovou hmotnosti ve srovnani s pivodnimi
bilkovinami. Obsah pénotvornych bilkovin béhem slado-
vani roste a jejich $t€pné produkty jsou esencialnimi fakto-
ry pro kvasni¢né buiky, nizky obsah Stépnych produkt
v mladiné negativné ovliviiuje prubéh kvaSeni. Vysoka
aktivita téchto enzymi predstavuje opacny extrém, kdy
vysledny nizky obsah bilkovin, jako pfirozenych stabiliza-
torti piva, zptisobuje zhorseni kvality pény®’. B&hem rmu-
tovani pokracuje enzymové Stépeni bilkovin na jednodussi
frakce, Casto 1épe rozpustné v mladiné nez ptiivodni bilko-
viny a dochazi k vysrdzeni vétSiny vysokomolekuldrnich
bilkovin. Béhem dalsiho technologického procesu dochazi
k jejich adsorpci na povrchu kvasinek, ¢i k vynaSeni bub-
linkami oxidu uhli¢itého do kvasnych dek.

Vliv technologického postupu na obsah
bilkovin v pivu

Znakem doprovazejicim technologii vyroby piva
z vysoko koncentrovanych (High Gravity — HG) mladin
(pGvodni koncentrace mladin 15-25 % hm.) je ve srovnani
s pivem vyrobenym standardnim zplsobem z mladin
s puvodni koncentraci 10-15 % hm. (Low Gravity — LG)
mladin niz§i obsah bilkovin a jejich fragmentt ucastnicich
se tvorby pény v pivu’’. Faktorem, zpisobujicim u piv
vyrobenych z vysoko koncentrovanych mladin problémy
s pénivosti, je nizky obsah hydrofobnich bilkovin. Ten je
ovlivnén predevSim nizsi extrakci téchto sloucenin do
vysoce koncentrovanych sladin a mladin jiz ve fazi rmuto-
vani a chmelovaru, kde je pak obsah pénotvornych bilko-
vin jen nepatrn¢ vyssi nez u sladin a mladin niZze koncent-
rovanych, a dale nafedénim hotového piva vodou, ke kte-
rému dochazi pfi upravé na pozadovanou pivodni koncen-
traci mladiny®. Jednim z déivodt zhor$eni extrakce béhem
rmutovani je zvySeni teploty procesu, které katalyzuje
jejich srazeni a vyluCovani ve formé& polyfenol-
polypeptidovych komplexii, dal§im je vysoky obsah poly-
fenoltl — pti HGB technologii pro dostatecny obsah hot-
kych latek je nutna zvySena davka chmele®. K podstatné
ztraté hydrofobnich polypeptidit dochazi pii HGB techno-
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logii béhem kvaSeni. Snizovani koncentrace pénivostnich
bilkovin bylo podrobn& zkoumano Breyem a spol.”’, ktefi
se zaméfili kromé procesu kvaseni i na dokvaSovani
a studovali faktory zplsobujici sniZovani koncentrace pé-
nivostnich bilkovinnych frakci v této fazi vyroby piva.
Jako prvni popsali ztraty adhezi na st€ny kvasnych nddob
a adsorpci na kvasinky. Pii této adsorpci ale nedochazi
k zasadnimu poklesu a lze predpokladat, ze adsorpce ma
maly vyznam ve srovnani se ztratou zpisobenou chlado-
vym srazenim a aktivitou proteinasy A. Pii kvaseni docha-
zi obecné ke vzniku koncentracniho gradientu hydrofob-
nich polypeptidl v kvasné naddob¢, protoze na povrchu je
vysledna koncentrace nékolikanasobné vys$si nez na dné.
Pfi¢inou nejsou fluidné-mechanické vlastnosti kvasnych
nadob, protoze stejny gradient nebyl zjistén u dalsich 1a-
tek, jako jsou volny aminodusik a polyfenoly. Jev lze
podle autorii vysvétlit interakci hydrofobni ¢asti polypepti-
du s plynnou fazi bubliny oxidu uhli¢itého a jejich nasled-
nému vynaseni k povrchu. K poklesu dochazi béhem trans-
portu piva z kvasnych do lezackych nadob, kdy se obvyk-
le cCerpa ode dna, a tak slozky obsaZené na povrchu se
postupné dostanou ke kontaktu scelymi sténami nadob
a mohou na nich ulpivat. Dominantnim faktorem zpisobu-
jicim ztratu polypeptidl je chladové srazeni a vznik chla-
dového zédkalu pfi chlazeni mladiny na poZadovanou
zakvasnou teplotu po chmelovaru. Zakal je tvofen malymi
¢asticemi o priméru 0,5 pm, pomalu sedimentujicimi,
které obsahuji pfiblizn€¢ 50 % bilkovin, 15 az 25 % polyfe-
noli a 20 az 30 % sacharidi. Vysledkem je snizeni do-
stupnosti substratu pro proteinasu A a vzhledem k tomu,
ze jde o endoproteasu, tak i v nizké koncentraci miize zpu-
sobit sniZeni stability pény*”*’. Jeji mnozstvi a predeviim
aktivita zdvisi na pouzitém kmenu kvasinek a jeho citli-
vosti na stresové podminky (vyssi osmoticky tlak, vyssi
obsah ethanolu). Proteinasa A je vylu€ovana kvasinkami
ve vEtsi mife pii kvaSeni vysoce koncentrovanych (High
Gravity — HG) mladin nez nizko koncentrovanych (Low
Gravity — LG) mladin — zdkvasna davka je zde vyssi, aby
doslo k pfiméfenému prokvaSeni za optimalné dlouhou
dobu. Cast hydrofobnich polypeptidi je viigi proteinase A
rezistentni, zejména pénivostni bilkovina LTP. Plsobeni
proteinasy A v dalSich fazich skladovani lze eliminovat
pasteraci produktu.

4. Piehled pénivostnich bilkovin a polypeptidi

Jak jiz bylo uvedeno, vyznamné bilkoviny z hlediska
penivosti piva maji hydrofobni strukturu. Podle rostouci
hydrofobicity byly rozdéleny pomoci hydrofobni interak¢-
ni chromatografie na fadu frakci na zakladé jejich presné
specifické hmotnosti. V devadesatych letech sem autofi
pfifadili latky s molekulovou hmotnosti v rozsahu pfibliz-
né¢ 9 az 18 kDa, 40 kDa a hmotnosti vyssi nez 90 kDa
(cit.”*®). Evans a spol.” vytvotili novy piehled bilkovin
pozitivné pusobicich na pénu. DéEli je na dvé vyznamné
skupiny podle molekulové hmotnosti — na HMW (High
Molecular Weight) a LMW  (Low Molecular Weight)
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bilkoviny. Do HMW frakce zatadili prevazné bilkoviny
v rozsahu molekulovych hmotnosti 35 azZ 50 kDa a do
frakce LMW fadi bilkoviny s molekulovou hmotnosti 5 az
15 kDa. Pouze mala skupina bilkovin ma vyssi molekulo-
vou hmotnost nez 50 kDa. LMW a HMW bilkoviny po-
chazi predevsim ze sladu. Studie Hughese a Wildeho'
pripisuji casti bilkovin s velmi vysokou molekulovou
hmotnosti (cca 200 kDa) ptivod v kvasnicich. Dalsi autofi
pomoci imunochemickych metod pouzivajicich monoklo-
nalni protilatky prokazali, Zze vétSina hydrofobnich bilko-
vin ma pivod ve sladu. HMW frakce obsahuje prevazné
protein Z a LMW frakci tvoii LTP1 (Lipid Transfer Protein
1) a smés hordeinovych a glutelinovych fragmentd® ™.
Spole¢nou vlastnosti uvedenych slozek je jejich stabilita
v pribéhu sladaiského a pivovarského procesu a odolnost
pfedevsim k vyS$Sim teplotdm, extrémnim hodnotam pH a
proteolyze. Leisegang a Stahl** izolovali pénu stabilizujici
bilkoviny (LTP1, protein Z) z rliznych surovin, mezipro-
dukti a produkt vyroby (jeCmen, slad, mladina a pivo) a
potvrdili negativni korelaci mezi aktivitou proteinasy A a
stabilitou pény piva. Stabilitu pény mohou negativnim
zpusobem ovlivnit karboxyl proteinasy (proteinasa A a
pepsin) i serin proteinasa (karboxypeptidasa Y). Podle
téchto autorti protein LTP1 v pivu je substratem pro protei-
nasu A, zatimco protein Z degradaci nepodléhd, i kdyz
k proteinasové inhibici jsou LTP1 a protein Z ¢astecné
homologni. Citlivost LTP1 k proteinase A béhem sladova-
ni a varniho procesu vzrista. Za vyznamny faktor oznacili
typ proteinové modifikace indukované zménou sekundarni
struktury proteinu vlivem teploty (denaturace, glykosylace,
Maillardovy reakce). Zlepseni pénivosti mize byt zvyseno
glykosylaci bilkovin za vzniku glykoproteint. Tyto glyko-
proteiny lze zafadit mezi produkty Maillardovych reakci,
ke kterym dochazi pti vysokych teplotach v prubéhu sla-
dovani a varniho procesu’*.

Protein Z

Protein Z predstavuje 10 az 25 % vsech nedialyzova-
telnych bilkovin piva a je priblizné z jedné téetiny glykosy-
lovén. Je to jecna albuminova bilkovina o molekulové
hmotnosti pfiblizné 40 kDa, ktera patii do HMW frakce,
mezi jecné serpiny (Serine Proteinase Inhibitors) a je tvo-
fena nékolika homolognimi proteiny. Kaersgaard a Hejga-
ard® ho jako prvni bilkovinu spojili se stabilitou pivni
pény, ve stabilité pivni pény mu pfisuzuje urcitou roli
i Curioni*®. Maeda® potvrdil jeji vyznam (na zakladé iso-
elektrického bodu (pI = 4,0-5,5) blizkého hodnotam pH
piva) pfi tvorbé pevné konformace v povrchovém filmu
a minimalni hodnoty povrchového napéti v isoelektickém
bodé, coz vede ke stabilizaci pény. Naopak Evans™ pii
odstranéni frakce o molekulové hmotnosti 40 kDa na imu-
noafinitni koloné zjistil, ze disledkem je jen minoritni
ztrata pénové stability (asi 10 %). Z toho vyplyva, Ze ucast
proteinu Z na stabilité pény je pravdépodobné zavisla na
charakteru sladu. Evans prokézal, Ze ucast proteinu Z4 na
stabilité pény je vyznamna prevazné u sladd s niz§im Kol-
bachovym &islem (30 az 37 %). Vaag a spol.* zjistili, ze
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imunoafinitni odstranéni proteinu Z ma maly vliv na péni-
vost u sladi snizkym proteolytickym rozlust€énim
(nedolusténych) sladi a naopak velky vliv u hloubgji pro-
teolyticky rozlusténych (ptelusténych) sladd. Protein Z4
(BSZ4) je kddovan jednim z mnoha genli na chromosomu
4 a je Caste¢n€ homologni (asi ze 70 %) k proteinu Z7
(BSZ7), ktery je kddovan na poslednich dvou genech chro-
mosomu 7. BSZ4 je dominantni formou a tvofi cca 80 %
proteinu. V zrnu je pfitomen ve tfech formach — volné,
vazané a skryté®. Céast vazané a skryté formy se transfor-
muje béhem kli¢eni do formy volné, ktera snaze prechazi
do sladiny béhem rmutovéni. Interakcemi mezi serpiny
a proteasami dochazi k nedisociacnimu $tépeni v reaktivni
smyc¢ce oznaCované RSL, pfi kterém dojde k odstépeni
priblizné 40 aminokyselin z karboxylového konce bilkovi-
ny. Stpeni je doprovazeno konforma¢nimi zménami
a formovanim proteolyticky a tepelné stabilnich forem
proteinu Z. V je¢meni je BSZ7 v nestépené formé, zatimco
protein BSZ4 je uz zvyznamné casti takto rozstépen.
V prubéhu kliceni a hvozdéni prechazi do stabilni formy
piedevsim vazany BSZ7 a nerozstépeny BSZ4.

Lipid Transfer Protein 1

Lipid Transfer Protein (LTP1) — polypeptid — intrace-
lularni pfenaSe¢ lipidi — je na zikladé¢ své hmotnosti
9660 Da tfazen do LMW frakce. Jedna se o albuminovou
bilkovinu, u které byla prokdzana schopnost inhibovat
sladové cysteinové endoproteasy’>’. B&hem procesu slado-
vani je pfeménovan v minimalnim rozsahu. Mezi obsahem
LTP1 v je¢nych zrnech a zeleném sladu nejsou vyznamné
rozdily, vzhledem k tomu, Ze se tvofi béhem kliceni a az
v pritbéhu hvozdeéni dochazi k urcité ztraté (7 az 37 %).
K vyraznym zménam nedochazi ani béhem rmutovani.
Této stabilité pravdépodobné napomahaji Etyti disulfidické
mustky, které spojuji Ctyfi a-helikalni ¢asti této bilkoviny.
Charakteristickd je u této bilkoviny jeji téméf okamzitd
extrakce pfi rmutovani, a proto nezavislost na pouzité
technologii sladovani a rmutovani. Ke zménam ve struktu-
fe LTP1, tj. k oxidaci methioninového zbytku na methio-
ninsulfoxid, dochdzi béhem chmelovaru, kdy vznika vice
forem modifikované LTP1. Tyto formy maji stejnou sek-
venci aminokyselin, vykazuji pfevazné lep$i pénivostni
vlastnosti a 1iSi se ve struktuie, isoelektrickém bodé
a v molekulové hmotnosti (9600 az 9900 Da)***’. Béhem
modifikaci dochdzi k irreverzibilni denaturaci a ke zmé-
nam v imunoreaktivitd. Evans a spol.*' uvadi, ze obsah
LTP1 koreluje pfedevS$im s mnoZstvim vytvofené pény,
méng¢ s jeji stabilitou. Podle téchto autort ma LTP1 vyni-
kajici schopnost pénu generovat, ale slabsi ji stabilizovat.
Spojenim LTP1 s izolovanou LMW hordein-glutelinovou
pénovou frakci nebo s HMW frakcei se ale dosahne dobré
kvantity i stability pény. Lusk a spol.*?, ktefi pouzili
k méfeni pénivosti odliSnou metodu, naopak uvadi, ze
LTP1 pénovou stabilitu vyznamné podporuje. Transforma-
ci LTP1 zje¢mene do pénotvornych proteinti v prib&hu
rmutovani a chmelovaru a vazbou mezi biochemickym
a fyzikalné-chemickym schématem se zabyvali Perrocheau
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a spol.¥, ktefi poukazali na vliv Maillardovych reakci na
zménu povrchové aktivity proteini a jako jeden
z moznych mechanismli zvyseni jejich stability oznacili
acylaci, které se ucastni lipidy a enzymy zérodku.

Bilkoviny vazajici lipidy

V je¢meni a sladu jsou dale obsazeny bilkoviny véza-
jici lipidy (Lipid Binding Proteins — LBP), bilkoviny
o hmotnosti pfiblizn¢ 13 kDa. Jsou vdzané na bunécné
membrané a extrahovatelné detergenty. Jejich spolecnou
vlastnosti je inhibice destabilizatnich vliva lipida** ™ .
Hlavni skupinou téchto proteinii jsou hordeoindoliny
(HIN) v je¢meni a puroindoliny (PIN) v pSenici. Jsou silné
hydrofobni a tudiz maji potencialné pozitivni vliv na pé-
nu. Béhem rmutovani jsou vSak hordeoindoliny
z podstatné Casti Sté€peny proteolytickymi enzymy na §té-
py o niz§i molekulové hmotnosti, (podobné jsou Stépeny
i puroindoliny) a pénivost piva vyznamné neovliviluji.
Bilkoviny vazajici lipidy byly v imobilizované formé jako
napln kolon pouzity ke studiu latek s negativnim vlivem
na pénivost piva a zlepSeni pénivosti piv s nadmérnym
obsahem lipida*’.

Hordeiny

Hordeiny — hlavni zsobni bilkoviny jeCmene — se
skladaji z polymorfni smési n€kolika slozek oddélitelnych
napf. elektroforézou na polyakrylovém gelu. Zakladni
skupiny jsou znaceny B, C, D a y a pfedstavuji vysokomo-
lekularni (> 51 kDa), stfednémolekularni (29 az 51 kDa)
a nizkomolekularni (< 29 kDa) latky. Vyznamna skupina
hordeinovych derivati ma hmotnost niz§i nez 5 kDa
(cit.”*). Jsou relativnd bohaté na prolin a glutamin.
V negativnim smyslu se podili na vzniku koloidnich zaka-
It piva. Z hlediska vlivu na pénivost nejsou zatim zcela
prozkoumany. Jednim z identifikovanych hordeinovych
S$tépti je polypeptid o hmotnosti cca 23 kDa. Koncentrace
tohoto peptidu v pén¢ je 2,7x vysSi nez v pivu, ma lepsi
povrchové aktivni vlastnosti nez celkové proteiny nebo
jiné hordeinové fragmenty a pozitivné ovliviiuje pénivost-
ni vlastnosti piva. Vaag a spol.*’ identifikovali dalsi LMW
hordeinovy fragment o molekulové hmotnosti 17 kDa.
Tento polypeptid je extrémné bohaty na glutamin a obsa-
huje Sest disulfidickych mustkd. Byl klasifikovan jako
novy typ hordeinu (e-1-hordein). Jeho sekvence od konce
s volnou aminoskupinou je podobna hordeinovému frag-
mentu o molekulové hmotnosti 23 kDa. Izolaci a existenci
dalsich hordeinti o hmotnosti 18 kD az 33 kDa uvadi napt.
Bamforth a spol. ™.

5. Latky nebilkoviného charakteru pozitivné
ovliviiujici tvorbu pény piva

Jak jiz bylo uvedeno, hotké chmelové latky patfi spo-

v

pénivost piva. V pén¢ se vyskytuji prevazné iso-a-hotké
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kyseliny — pfedev§im cis- a trans- formy isohumulonu,
isokohumulonu a isoadhumulonu, vznikajici isomeraci
a-kyselin pfi chmelovaru'®®. Dalimi hotkymi latkami
jsou produkty pfemén iso-o-hotkych kyselin — oxidované
formy oznacované abeo-iso-a-kyseliny, hydrogenované
(redukované) dihydro-, tetrahydro- a hexahydro-iso-o-
-hotké kyseliny, ¢i hydrolyzované formy (napt. kyselina
humulinovd). Oxidované formy vznikaji pfedevSim pfi
chlazeni horké mladiny, maji slabsi hotkost, ale pfiznivé
ovliviuji zejména piilnavost pény. Uginek hydrogenova-
nych forem je zalozen na zvySeni hydrofobicity, v piipade
jejich nadmémého vyskytu vsak Bamforth®' uvadi tvorbu
atypickych a vizualn€ nevzhlednych pén. Pozitivni vliv iso-
o-hotkych kyselin na hydrofobni proteiny klesa podle né¢ho
srostouci  hydrofobicitou a od urcitych  hodnot
i s koncentracemi téchto kyselin. Ug¢inek hoikych latek spo-
¢iva prevazné v kiizovych interakcich s bilkovinami pény,
¢imz je vytvaren zaklad kostry pény, dale ve snizovani povr-
chového napéti a zvySovani viskozity’. Rozsahem vlivu
koncentrace hydrofobnich polypeptidi v péné, slozeni iso-
o-kyselin a obsahu maltosovych oligosacharidii v pivu na
stabilitu pény se v soucasnosti zabyva fada pracovist™.
Utinek kovovych iontii byl zminén pii popisu struktu-
ry pény, jako vyznamna soucast modelu struktury pivni
pény podle Simpsona'®, ve kterém jsou bilkoviny propoje-
ny pies hotké chmelové latky a dvoumocné kationty, které
maji vys$si afinitu k iso-a-hotkym kyselinam, nez jedno-
mocné. Uvedena byla polemika Bamfortha a spol."”’
o pozitivnim ucinku dvoumocnych iontd na pénivost
a poznatky Evanse a spol.’, ktefi poukazali na pozitivni
korelaci mezi obsahem ionti (Cu, Zn, Ca, Mg a Al) ve
sladu a pénivosti piva, ale ne mezi obsahem v pivu a péni-
vosti. Uginek kovovych iontll nemusi spoéivat piimo
v jejich ucasti, ale v moznosti ovlivnit sekreci kvasinko-
vych proteas. V souvislosti s n€kterymi ionty tézkych kovi
je tieba uvést, Ze jiz v koncentraci nékolika pg I™' vyvola-
vaji ,,gushing™ — samovolné pfepéiiovani piva. Mezi tyto
kovy jsou fazeny cin, bismut, molybden, nikl a zelezo®>~*.
K latkdm polysacharidové povahy vyznamnym
z hlediska pénivosti patii B-glukany, pentosany, gumovité
latky a melanoidiny. Zvysuji plnost chuti a viskozitu®,
zpomaluji odvodiiovani pény a zlepsuji jeji stabilitu®*.
Evans a spol.” uvadi pozitivni korelaci mezi viskozitou
a stabilitou pény, vyjadienou jako RHRV (Rudin Head
Retention Value), stejné jako mezi obsahem nestépitelnych
polysacharidd (B-glukanti a pentosantl) a hodnotou péni-
vosti. ZvySovéani obsahu téchto latek neni vSak vhodné
z hlediska negativniho vlivu na rychlost procesu scezovani
a filtrace piva. Melanoidiny a glykosylované bilkoviny
vznikajici pti hvozdéni sladu béhem Maillardovych reakci
zvysuji viskozitu®’ a podporuji pénivost na zakladé ionto-
vé vazby s bilkovinami pii tvorb& kostry pény™. Obdobny
vliv — zvySovani viskozity — mé i polysacharid propylen-
glykolalginat (PGA). Vazbou s bilkovinami ve sténach
bublin omezuje kontakt s nezadoucimi lipidy, sniZzuje od-
vodiovani a zvySuje hydrofobicitu proteinti piva, jeho
piidavek viak neni v souladu se zakonem o &istoté piva’'’.
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6. Latky negativné ovliviiujici tvorbu pény piva

Pritomnost latek negativné ovliviiyjicich tvorbu pény
piva ma za disledek vznik nestabilni, nevzhledné, nerov-
nomérné, ¢i nedostate¢né pény. Tyto latky interaguji se
stavebnimi slozkami kostry pény a tak jim zabraiiuji v jeji
tvorb€, nebo tuto strukturu destruuji, snizuji viskozitu
a zvySuji povrchové napéti. Patfi sem lipidy, bazické ami-
nokyseliny, proteasy, polyfenoly, ethanol a nékteré kovové
ionty, které zaroven pisobi toxicky na kvasinky (Cu, Ni,
Cd, Pb). Lipidy ptedstavuji nesourodou skupinu latek,
které jsou charakteristické Spatnou rozpustnosti ve vode¢,
ale naopak dobrou rozpustnosti v nepolarnich rozpousté-
dlech. Za hlavni zdroje lipidii jsou povazovany suroviny
(chmel, slad a kvasnice), ze kterych ptechazeji béhem
varného procesu do mladiny®’. Moznym zdrojem lipidii je
1 napojové sklo (kontaminace skla latkami lipidové pova-
hy) a zbytky mycich prostiedki, které negativné ovliviuji
stabilitu pény obsaZenymi detergenty. Béhem vyrobniho
procesu dochazi k podstatnému snizeni hladiny lipida —
kromé Ucasti pfi vyzivé kvasnic jsou vazany na sladové
a chmelové mlato, hruby a jemny kal, povrch kvasnic
a mohou byt zachyceny pii filtraci. Uginek lipidi spociva
v interferenci s hydrofobnimi regiony bilkovin obklopuji-
cich bubliny pény, ¢imz se stavaji bubliny nestabilni
a dochazi k urychleni rozpadu pény*’. Wilde a spol.>® uva-
di, Ze lipidy destabilizuji pénu neptfimo Umeérné stupni
hydrofobicity, pficemz pénivost smési nejhydrofobngéjsich
skupin proteini snizuji minimaln€. Negativni G¢inek na
pfilnavost pény je pfisuzovan rovnéz casti nizkomoleku-
larnich dusikatych latek, pfedevsim bazickym aminokyse-
lindm™®. Tento u¢inek roste od histidinu pies lysin
k argininu, coz pravdépodobné souvisi se zvysujicim se
isoelektrickym bodem téchto aminokyselin a jejich in-
terakei s iso-o-hotkymi kyselinami. Ethanol nem4 jedno-
znaény vliv na pénivost piva, zaroven je to ale jedna ze
zakladnich slozek z hlediska charakteru vyrobku a poza-
davkt konzumenta, jejiz obsah je dan typem piva a neni
vhodné ji vyraznym zplisobem ménit. V niz§ich koncentra-
cich (1 az 3 % hm.) pfiznivé ovliviiuje stabilitu a pfilna-
vost pény tim, ze zvysuje viskozitu piva a snizuje povrcho-
vé napéti. V koncentracich do 10 % hm. se jeho negativni
vliv neprojevuje®®. Podle Bamfortha a spol.”' a Brierleyho
a spol.”” ethanol neni schopen spojovat piiléhajici hydro-
fobni polypeptidy v pénovém filmu a podporovat souvis-
lou kostru pény. Z proteolytickych enzymii negativné
ovliviiyjicich pénivost je nejvyznamnéj$i proteinasa A,
ktera predevsim §tépi pénotvorné bilkoviny pfi hodnoté pH
4-5. Zdrojem proteas jsou jak autolyzované kvasinky, tak
jsou proteasy zarovenl vyluCovany zivymi buiikami do
mladiny béhem kvaseni. Intenzita se zvySuje pfi streso-
vych podminkach kvaSeni, s rostouci teplotou a zdkvasnou
davkou®®. Nedostatek kysliku v mlading vyvolava rov-
néz zvysSené vylucovani proteinasy A do mladiny. Dilezi-
tym faktorem je proto pouzity kmen kvasinek a zvolena
technologie vyroby®. Polyfenoly jsou latky rovnéz ovliv-
fiujici pénu piva a jeji stabilitu”. Evans’ uvadi negativni
korelaci mezi obsahem polyfenolii a pénivosti piv, Bam-
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forth®' ale piedpoklada tvorbu kiizové vazby polymerizo-
vanych polyfenoltl s pénivostnimi proteiny, coz by umoz-
nilo stabilizaci pény.

7. Zavér

Péna piva pfedstavuje vyznamnou slozku podilejici se
na vysledném vizualnim dojmu, pfitazlivosti a jedine¢nosti
tohoto napoje. Ptes rozsahlé studie neni dosud problemati-
ka stability pivni pény zcela objasnéna. Existuje fada fyzi-
kalnich a chemickych faktord, vzajemné interagujicich,
které ovliviiuji pénové vlastnosti piva — schopnost tvorby
pény a jeji vyslednou stabilitu. Dosazeni stabilni pény
zavisi na pfitomnosti komponent stabilizujicich pénu,
zejména amfifilnich polypeptidd, ale zaroven je podminé-
no fyzikalnim stavem bublin pény, pfedevS§im fenoménem
jejich disproporcionace. Suroviny predstavuji rizikovy
faktor z hlediska zachovani kvality piva, ktery vSak lze
minimalizovat zvySenou pozornosti pfi jejich vybéru
a volbou technologickych parametrd procesu®.

Mezi poznané a experimentalné prokazané latky, kte-
ré pozitivné plsobi na tvorbu pény, patii predevsim bilko-
viny s ur¢itou molekulovou hmotnosti a hydrofobnim cha-
rakterem — bilkovina Z (Protein Z), bilkoviny umoziujici
intracelularni ptenos lipidd (Lipid Transfer Protein 1),
bilkoviny vazajici lipidy (Lipid Binding Proteins) a zasob-
ni bilkoviny jeémene hordeiny. Vyznamnym faktorem
negativné ovlivitujicim stabilitu pény jsou latky lipidového
charakteru a intracelularni proteinasa A vylucovana kva-
sinkami, ktera §tépi pénotvorné bilkoviny v rozsahu daném
jejich sensitivitou.
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H. Cizkova, P. Dostalek, J. Fiala, and
I. Kolouchové (Department of Fermentation Chemistry
and Bioengineering, Institute of Chemical Technology,
Prague): Importance of Proteins from the Viewpoint of
Stability of the Beer Foam

A rich, dense and long-tasting head is one of the first
perceptions of beer consumers. The most significant fac-
tors influencing the stability of the beer foam are generally
considered to be hop substances, carbohydrates, carbon
dioxide and proteins, in particular hydrophobic proteins.



