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Uvod do problematiky

Gushing neboli ptepéfiovani piva je negativni jev, kdy samovolné dochdzi prudkému tniku
kapaliny z lahve ¢&i plechovky (Hippeli a Elstner, 2002). Za normaélnich podminek, pokud jsou
balen4 piva oteviena a nadmémy tlak uvolnén, CO; pomalu putuje z roztoku pry¢ a formuje pro
pivo typickou pénu. V ptipadé gushingu se CO, uvolni velice rychle po otevieni a nakonec skonci
ztratou piva, které pietete z lahve (Garbe a kol., 2009).

Vyskyt tohoto jevu se zdaleka nevztahuje pouze na pivo — milZe se objevit i u jinych ndpoji,
naptiklad v Sumivych vinech, v jable¢ném mostu a dalsich sycenych nealkoholickych napojich.
Pivo se viak zd4 byt nejcitlivéjdim napojem, jelikoZ obsahuje vysoky obsah bilkovin na rozdil od
ostatnich napoji (Pellaud, 2002).

Problém piepéiovani se Fesi uz téméF sto let a pres veskeré usili védcti nebyl jeSte plné pochopen.
Byla snaha predev§im nalézt a prozkoumat prekurzory zplsobujici pfepéfiovani. Vychazelo se
z ptedpokladu, Ze tyto faktory jsou rozpustné ve vodé, stile aktivni i po povafeni a za podminek,
které ptevazuji v pivu (Vaag a kol., 1993). V 60. letech 20. stoleti si vyzkumné skupiny vSimli
zajimavého spojeni kontaminace jeSmene vlaknitymi houbami a vznikem gushingu (Gjertsen a
kol., 1965). Od té doby se pozornost zaméfila pfedeviim na plisné a latky, jeZ vramci svého
metabolismu produkuji.

V roce 1991 pak Wessels a kol. objevili amfifilni proteiny produkované plisni a nazvali je
hydrofobiny (Wessels a kol., 1991). Jedna se o malé, sttedné hydrofobni, vysoce povrchove aktivni
proteiny vylu¢ované houbami. Charakteristickym rysem téchto proteini je osm zachovanych
cysteinovych zbytkd, tvoticich S-S mistky. Molekula se sklada piiblizn& ze 100 + 25 aminokyselin.
Na zdklad$ poradi aminokyselin se pak hydrofobiny déli do riznych tfid. Velice zajimavou
schopnosti hydrofobinii je to, Ze jsou sami na sebe schopné vézat hydrofilni i hydrofobni latky a
tvofit tak amfipatickou membrénu. Tato vlastnost jim umoZiuje plnit Siroké spektrum funkci v
ristu a vyvoji plisni (Wessels, 1996; Wosten a Wessels, 1997). Kontaminace je¢mene, tvorba
hydrofobint a vedeni sladaiského procesu se vétsinou fadi mezi tzv. primarni pfepéiiovani (Pellaud,
2002).

Objev hydrofobinti sice posunul problém gushingu do nového svétla, nicméné kontaminovany
je¢men ne vZdy zpiisobi prepéiiovéani a naopak i pouZiti nekontaminovaného je¢mene a sladu miZe
v konetném disledku ptepétiovani vyvolat. Kazda zhlavnich surovin pro vyrobu piva miZze
mechanismus na molekularni tirovni ovlivnit. Navic i vyrobni technologie, jeZ je pro kazdy pivovar
specifickd, mize do jisté miry pfepéfovani podpofit &i potlagit. Tim v podstaté i termin primarni
piepétiovani, jeZ je uzivan pfedeviim ve vyznamu kvality surovin, vytraci, protoZe prepériovani
souvisi jak se surovinami, tak se viemi kroky sladafského a pivovarského procesu (Astrup a kol.,
2003; Postulkova, 2012).

V otdzce prekurzori prepéfiovani je na misté zminit i vlivy tzv. sekundérniho gushingu, ktery je
davan do souvislosti s vyrobnimi postupy a timto rozebrat i jeho hlavni pfi¢inu — §t'avelany. Oproti
primarnimu gushingu, zpiisobovaného plisiiovou infekei, se v8ak sekundarni gushing a prekurzory s
nim spojené vyskytuji sporadicky a bylo by ho teoreticky moZné ovlivnit zménou vyrobnich
podminek (napiiklad vysraZeni ¥tavelanu pridavkem CaCl, nebo CaSO4 do vystirky) (Pellaud,
2002; Cejka a Kellner 2003).



Souasné metody pro stanoveni prepétiovaci aktivity

Klasické metody

Gushing rovn&Z souvisi s problémem predikce. Klasické metody, jako je Weihenstephan
(Donhauser) test nebo Carlsberg test, se pfedevSim snazi pfibliZit skutetné vyrobg piva. U
Weihenstephan testu je podeziely slad jemné Srotovan, smichan s vodou a nésledng rmutovan.
Rmut je ddle povafen (teplota se zvySuje od 20°C do 100°C), mlato je odstranéno filtraci pfes
sklddany filtr a vyprodukovana sladina je nasycena a stoéena do lahve (Donhauser, 1990; Christian
a kol., 2009). Pfi vafeni nenf pouzit Z4dny chmelovy preparat. Indukce gushingu pfi tomto testu je
zavisla na teplot& rmutovéani a mnoZstvi sladového $rotu (Christian a kol, 2009).

U Carlsberg testu je rovnéz vyrobena sladina, ktera je nésledné pridana do lahve se sycenou vodou
nebo do standardniho neptepéiiujiciho piva. Lahev s extraktem sladiny je uzaviena a nasleduje
tfidenni tfepani na horizontalni tfepacce po definovanou dobu. Po téchto 3 dnech dnech je lahev
oteviena a gushing je pozorovan jako rozdil v hmotnosti pfed a po otevieni (Vaag a kol., 1993).
Carlsberg test pak nasledné jesté progel nékolika Gpravami — MCT a MCT? (Modified Carslberg
test, Double Modified Carslberg test) (Radau a kol., 1995; Garbe a kol., 2007).

V pivovarské praxi se stale nejvice vyuziva praveé Carlsberg testu - vét§inou upraveného dle potieb
pivovarské ¢i sladaiské laboratore. Pres vSechny modifikace pfesto vykazuje stale vysoké procento
faleSn¢ pozitivnich vysledki - tyto testy nejsou dostatedné citlivé ani reprodukovatelné (Radau a
kol., 1995; Garbe a kol., 2007).

Moderni metody

Oproti klasickym metodédm se jako velice spolehlivy jevi imunologicky test ELISA, navrzeny pro
stanoveni gushingovych prekurzorti — hydrofobind. Pracuje na principu reakce hydrofobinového
antigenu s protilétkou, v&t§inou proti plisni rodu Fusarium. To zajidtuje metod® uzkou specifitu,
nicméné pokud budou hydrofobiny vytvofeny jinou plisni, pak ji ELISA neodhal{ (Kleemola a kol.,
2001; Astrup a kol., 2003; Haikara a kol., 2006). Behem procesu sladovéani se navic mnozstvi
hydrofobinti méni, nelze tedy jednoznagné rici, zda bude vytvofeny slad nachylny k pfepétiovani.
Gushingové aktivni slad také nutné nemusi zpusobit pfepéiiovani piva (Astrup a kol., 2003). Je tedy
evidentni, Ze gushing nakonec tvoii cely soubor interakei latek obsaZenych v surovinach b&hem
cel¢ho procesu vyroby piva.

Dal3i nové se rozvijejici metodou je tzv. kombinovand analyza &éstic. Ta byla plivodn& nastrojem
pro kontrolu koloidni stability piva, nasledns pak byla vyuZita i pro méfeni potence k pfepénovani.
VyuZiva kombinace dvou méticich pristroji — Nanotracu a nabojového &sticového analyzatoru
(CAS - charge analyzing system). Vzorek népoje je titrovén polyelektrolytem a ndboj Géstice se urdi
prave titraci do neutralniho bodu. Pro zji8téni velikosti a distribuce &4stic je nasledn& pouZit ptistroj
Nanotrac, jeZ pracuje na principu zavislosti velikosti &4stic na intenzité rozptyleného svétla. Metoda
byla spésné pouZita pro predikci gushingu v ovocenych népojich a Sumivych vinech (Bach a kol.,
2001; Christian a kol., 201 1).

Moderni metody jsou jiZ ptesngjsi a jejich vysledky reprodukovateln&jsi, nicméng jsou to metody
velice nakladné a v p¥ipads ELISy i ptili§ tzce specifické. Navic dosud nejsou v Ceské republice
zavedeny.

Vysledky

V8echna méfeni byla provadéna na novém experimentalnim zafizeni — tlakové kolons — kterd byla
pfimo navrZena pro pozorovani gushingu. Zafizeni se sklad4 z tlustosténného sklenéného vélce
umisténého do nerezové konstrukee, ve které Je v horni a dolni &4sti n&kolik vstupnich a vystupnich
otvori. Na tyto otvory Ize ptipojit ventily a hadice pro pfivod/odvod plynné nebo kapalné fize,
pripadné pro zavedeni pojistného ventilu, tlakové sondy ¢i citlivého teplotniho ¢idla.



Cel4 aparatura pak zahrnuje vySe popsanou kolonu pfipojenou k tlakové lahvi (napli miZe byt
riizna), digitalni kameru (full HD, min. 30 fps), zdroj svétla a distributor svétla (Obr.1). K aparatufe
rovnéZ miZe byt pfipojena &ast piistroje NIBEM-T uréeného pro tvorbu p&ny priichodem tryskou,
pomoci kterého se do kolony isobaricky pieterpa pivo pfimo z lahve do kolony (nedojde ke ztrate
CO, rozpusténého v pivu). Zafizeni je vhodné pro predikci, stanoveni i kvantifikaci pfepéiovaci
aktivity.
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Obr. 1 Naért zafizeni pro pozorovani gushingu: (1) Tlakova lahev s plynem, (2) Cast pristroje
NIBEM-T, (3) Zdroj a distributor svétla, (4) Tlakova kolona, (5) Digitalni kamera, 6 — Tlakové
¢idlo, 7 — Pojistny ventil

Vyhodnoceni probihé jako ru¢ni odeget vysky pény na kamerou pofizenych fotografiich ve chvili
prvotni nukleace aZ po ustaleni p&ny (nebo po naplnéni celé kolony). Intenzita pfepénovani je pak

vyhodnocena jako ,,faktor riistu pény“ a je vypoltena z grafu zdvislosti vySky pény na Case. Cim
vys8i ,,faktor rdstu pény* tim intenzivné&jsi pfepéiovani.
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kde h je vyska pény, t znaci ¢as.
Na zaklad® vysledki méfeni byla vypracovana tabulka I, ve které je pozorovana intenzita
pfepéfiovani ptifazena intervalu faktoru ristu pény. Pomoci ni lze prakticky odhadnout intenzitu

prepériovani.

Tab. L. Intenzita pfepétiovani dle faktoru ristu pény

f (cm/s) Intenzita prepénovani
<3 slabé piepénovani
3,5-6,5 stfedni piepéfiovani
7,0-12,0 silné prepériovani

> 12,5 velmi silné prep&fiovani




Zavislost prepéiiovani na pH

Pro urdeni zavislosti pfepéiiovani na pH byl jako modelovy roztok pouZit sérovy hovézi albumin
(BSA) o koncentraci 0,5 g/l (coZ je jeho kritickd micelarni koncentrace) rozpustény v destilovane
vods. pH tohoto roztoku bez upravy se pohybuje okolo hodnoty 6,3. Bylo nasledn€ upraveno na
hodnoty dle tabulky II. ptidavkem HCI. Hodnoty byly voleny blizké pH piva.

Tab. I1. PouZité hodnoty pH
[pE (35 4 [451]5 163 ]

Prvni tii hodnoty pH se pohybuji pod pH izoelektrického bodu a proto by v roztocich o t&chto pH
mé&l byt protein nabit kladng. Ctvrta hodnota pH je jiz nad izolektrickych bodem a naboj proteinu je
tedy otekavén zdporny. Posledni hodnota je pH neupravovaného roztoku proteinu. Protein BSA je

v neupraveném roztoku nabit zaporn€.

Tab. ITL Vysledky vlivu intenzity pfepéfiovéni na pH roztoku BSA

pH f (cm/s) Intenzita prepénovani
30 - bez piepéiovani

4 1,55 slabé ptepétiovani

4,5 2,71 slabé piepénovani

5 3,61 stfedni prepénovani

6,3 6,36 stiedni prepéiovani

Z vysledkii tohoto méfeni uvedenych vyse lze vyhodnotit, Ze srostoucim pH roste intenzita
prepéfiovani roztoku BSA. Uprava pH na hodnotu pod izoelektrickym bodem proteinu sniZuje
intenzitu prepéfovani nejuinn&ji. J akmile dojde ke zvySeni pH khodnoté blizici se
izoelektrickému bodu, kladny naboj zatina slabnout a intenzita piep&iiovani lehce roste. Zaporné
nabiti proteinu pravddpodobné podporuje tvorbu micel, co je zfejmé z prudce rostouci intenzity
piepéiiovani roztokl o pH vyssim ne¥ izoelektricky bod proteinu.

Vliv zvy3eni tlaku nad pivem po nasyceni na piepénovani

Roztok BSA o koncentraci 0,5 g/l byl v kolon& b&znym zpasobem nasycen. Pred uvolnénim tlaku
byl tlak v kolon& nejprve zvysen na urditou hodnotu pomoci proudu CO; ze zasobni lahve a byl
udryovan definovanou dobu. Poté byl proud CO, zastaven a tlak v kolong byl rychle uvolnén za
soutasného zaznamu tlakovych udaji a fotografii. Pro kazdou kombinaci aplikovaného tlaku a doby
bylo méfeni provedeno celkem dvakrat. Vysledky vlivu zvySeni tlaku na prepéfiovani jsou uvedeny
v tabulce IV.

Tab. IV. Vliv zvySeni tlaku na intenzitu ptepéfiovani

Hodnota tlaku (bar) | Doba pusobeni (min) Intenzita pirepénovani
3.5 10 ipIné potlaceni
1.5 5 GipIné potlaceni
3 10 iplné potlaceni
3 5 iplné potlaceni

Nejprve byl aplikovan maximalni tlak, ktery bylo moZno vytvofit proudem CO, ze zasobni lahve a
to 3,5 bar. Ten byl udrzovén nejprve po dobu 10 min. Z vysledkd v tabulce IV. je patmé, Ze gushing



byl dokonale potladen. Stejné chovani bylo pozorovano pii aplikaci niZStho tlaku po krat3i dobu.
Tyto vysledky jsou v souladu s Christianem a kol., ktef{ tvrdi, Ze prostym zvySenim tlaku v prostoru
nad pivem tésné pted otevienim lze zarugit iplné potlateni gushingu (Christian a kol., 2011).

Zaver

Z vyse uvedenych vysledkd vyplyvé, Ze s rostoucim pH roztoku BSA o koncentraci 0,5 g/l roste
intenzita jeho piepéfiovani. RovnéZz bylo zjidténo, Ze zvySeni tlaku nad gushingovou matrici vedlo k
tiplnému potlageni pfep&iovani.

Zatizeni pro pozorovani prepéiiovani se z praktického hlediska jevi jako vhodny nastroj pro
predikci, stanoveni a kvantifikaci ptepétiovaci aktivity a bude v budoucnu vyuZivan pro dalsi
studium tohoto jevu.
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