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Organické kyseliny v pivu maji vliv na kvalitu piva, véetné organoleptickych vlastnosti a koloidni stability. Velka ¢ast
celkovych organickych kyselin v pivu pochazi z mladiny, zatimco zbytek vznika nebo se pfeménuje v disledku metabolis-
mu kvasinek. Ve vybranych druzich piva byly stanoveny koncentrace péti organickych kyselin. Kvantifikovana byla
jable¢na, jantarova, citronova, octova a mlécna kyselina. Koncentrace kyselin se 1isi vzhledem k druhu piva. Nejvyssi kon-
centrace mlécné kyseliny byla nalezena v kyselych a ovocnych pivech. Nejvice citronové kyseliny obsahovaly radlery
a ovocna piva. Nejvyssi koncentrace octové kyseliny byla nalezena v ovocnych pivech. Vyssi koncentraci jablecné kyseli-
ny méla kyseld a ovocna piva. Nejvice jantarové kyseliny obsahovala piva typu Ale a ovocna piva. Stanoveni bylo prove-
deno metodou kapilarni izotachoforézy. Bylo zjisténo, ze stanoveni koncentrace organickych kyselin v souvislosti se statis-
tickym vyhodnocenim by mohlo byt vhodnou metodou pro kontrolu technologie vyroby piva, ptipadné autenticity piidavku
ovocného podilu do radlert a ovocnych piv.

Klicova slova: organické kyseliny, pivo, kapilarni izotachoforéza

Uvod Ovocna piva jsou vétSinou vyrabéna femeslnymi
pivovary. Do piva lze pfidavat téméf vSechny druhy ovo-
Pivo by az na urcité specialni typy (kysela piva, ovoc- ce, jako jsou peckovice, jadrové ovoce, tropické ovoce
na piva a radlery) nemélo vykazovat vyraznou kyselou i bobule’. Ovocné pivo je pivo vafené s ovocnym piidav-
chut’. Kyselost je vniména intenzivn&ji u méné plnych piv kem nebo piichuti. O ovoce a ovocnou §tdvu se jednd
a piv s vys$$im stupndm prokvaseni’. K vyrobé kyselych zejména v ptipad¢ lambicd, které kvasi spontanné (kriek,
piv se pouzivaji bakterie mlééného kvaseni anebo octové framboise, peche a dalsi). V pfipad€ ostatnich ovocnych
bakterie spolu s kvasinkami. Jednd se o rizné mikroorga- piv jde zejména o ovocné extrakty, sirupy a pfichut¢, které
nismy, které se lisi podle pivniho stylu a pouZité technolo- jsou pfidavany az do spodniho nebo svrchniho kvaseni.
gie (spontanni nebo fizené kvaseni). Kysela piva lze vyra- Ovoce nejen Ze dodava nové piichuté, ale mize také zvy-
bét naockovanim kultur bakteriemi mlééného kvaseni do Sit koncentraci bioaktivnich slou¢enin. Chut’ ovoce nesmi
rmutu nebo nao¢kovanim do mladiny pfed nebo po varu. dominovat zakladnimu typu piva®"’.
Za tuto kyselost jsou zodpovédné organické kyseliny Nealkoholicka piva lze vyrabét Setrnym odstranénim
a kyselina uhli¢ita®*. alkoholu z normalné kvaseného alkoholického piva tepel-
Zakladni slozkou pro vyrobu michanych napojii na nymi metodami (napf. vakuova destilace) nebo pouzitim
bazi piva typu radler je vzdy pivo s obsahem 50-70 obj.%. membréanovych separacnich technik (napf. reverzni osmo-
Pivo se po dokoneni vyrobniho procesu mich4 za, dialyza). Nejjednodussi postup viak spociva v omeze-
s limonadami s rliznymi ovocnymi nebo bylinnymi pfichu- né nebo pierusované fermentaci s potlacenou tvorbou
témi. Tyto limonady zadné ovoce neobsahuji, jednad se alkoholu, které lze dosdhnout kombinaci né€kolika strate-
zpravidla o primyslové vyrobené ptichuté. Napoje mohou gii'"'%. Samotné kvaseni lze zastavit pfi dosazeni pozado-
byt alkoholické nebo nealkoholické, s jednou nebo vice vaného obsahu alkoholu, a to bud’ odstranénim kvasinek
pifsadami, s jednou nebo vice ptichutémi, slazené cukrem (filtrace, odstfedéni) nebo jejich deaktivaci (pasterizace).
nebo umélym sladidlem. Pfidavani ovocnych kyselin je Dal§i moznosti je vytvofeni podminek fermentace, které
diileZité pro vyvazeny pomér sladké a kyselé chuti. Piida- potlatuji metabolismus kvasinek'’. Na vyrobu nealkoho-
vek kyselin také snizuje hodnotu pH vysledného napoje’*. lickych piv lze pouzit i mutantni kvasinky. Dochazi
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k snizené produkci alkoholu v disledku poklesu pH média
béhem fermentace spolu s rapidni produkei organickych
kyselin'.

Organické kyseliny ovliviluji senzorickou kyselost
piva a patii mezi diileZité slozky z hlediska vlivu na kvali-
tu piva. Kromé toho, ze organické kyseliny jsou fazené do
jedné z hlavnich chutovych skupin (kyselé), maji samo-
statn¢ charakteristické pfichuté na zakladé¢ jejich moleku-
larni struktury. Citronova kyselina ma svézi kyselou chut’,
kterd je odliSnd od jablecné kyseliny. Jantarovéa kyselina
mé kromé kyselosti nepfijemnou slanou a hoikou chut.
Octova kyselina m4a pfichut’ octa a chut mlééné kyseliny
se podoba kyselému mléku*"”.

Kyseliny ptitomné ve finalnim pivu jsou z velké ¢asti
ty, které se nachdzeji v surovinach pro vyrobu piva,
znichz hlavni je slad"'. Autofi'™'" uvadgji, ze sloZeni
organickych kyselin ve sladu je ovlivnéno nékolika para-
metry: odrida jeCmene, jeho chemické oSetfeni, rocnik,
oblast, stav zralosti, ale také sladovnické parametry. Citro-
nova kyselina a jablecna kyselina jsou prevazné produkty
klideni'®. Velka &ast celkovych organickych kyselin (cca
50 %) v pivu pochdzi z mladiny, zatimco zbytek vznika
nebo se pfeméiiuje v disledku metabolismu kvasinek'>'®.
V pivu jsou organické kyseliny s kratkym uhlikovym ske-
letem odvozené jak z neuplného obratu citratového cyklu,
ke kterému dochazi pfi anaerobnim ristu kvasinek, tak
z katabolismu aminokyselin'®. Jednotlivé kmeny kvasinek
se mohou lisit také ve schopnosti tvofit ethanol, oxid uhli-
vaci a fermentacni schopnost kvasnic, tim vic se spotiebo-
vavaji ustrojné latky z mladiny, a tim vice se vytvoii orga-
nickych kyselin. Vzhledem k tomu, Ze organické kyseliny
zvysuji koncentraci vodikovych iontl v prostiedi, ovlivitu-
ji koagulaci bilkovin, vylu€ovani hotkych latek z chmele
a biologickou stabilitu piva'. Mnozstvi kyselin vnesenych
do produktu chmelem lze zanedbat™.

Pyrohroznova, octova, mlécna, citronova, jantarova
ajablecna kyselina pfispivaji ke snizeni pH béhem fer-
mentace a chrani pivo pfed mikrobiologickym napadenim.
Prispivaji k prodlouzeni skladovatelnosti, jelikoz poskytuji
silnou pufracni schopnost, ktera koreluje se zdkalem piva,
stabilitou pény a rychlosti zatuchnuti chuti®'*%.

Cilem této prace bylo stanovit obsah organickych
kyselin ve specialnich pivech vyrabénych riznymi techno-
logiemi. Vzorky byly analyzovany metodou kapilarni izo-
tachoforézy. Tato metoda umoziluje separaci a stanoveni
Sirokého rozsahu analyti ve stopovych koncentracich.
K témto analytim patii napt. organické kyseliny a zasady,
neorganické kationty a anionty, nukleotidy, aminokyseli-
ny, peptidy, proteiny a syntetické ionogenni polymery.
Systémem prochazi elektricky proud, iontové chemické
slouCeniny pfitomné ve vzorku se odd€luji v dasledku
rizné rychlosti migrace, coz vede k vytvofeni odlisnych

z6n v rovnovazném stavu® .
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Experimentalni ¢ast
Vybér a ptiprava vzorki

K analyze bylo vybrano celkem 58 piv z nasleduji-
cich zemi: Némecko, Belgie, USA, Rakousko, Ceska re-
publika, Velka Britanie, Italie, Svédsko, Estonsko, Irsko
a Spanélsko. Jednalo se o svétla piva, tmava piva (portry
a stouty), nealkoholicka piva, michané napoje na bazi piva
(radlery), ovocna piva, kysela piva a piva typu Ale.
100 ml vzorku piva bylo odlito do kadinky a odpénéno
v ultrazvukové 14zni po dobu 5 minut. Nésledn¢ bylo 5 ml
vzorku piefiltrovano pfes stfikackovy nylonovy filtr
(0,22 pm). Pivo se dale fedilo dle potteby 10x — 100x%.

Standardy, chemikalie a pfiprava roztoki

Ke stanoveni byly pouzity standardy jablecné kyseliny
Cistoty > 95 %, jantarové kyseliny Cistoty > 99 % (Sigma-
Aldrich, Némecko), octové kyseliny 100 % (Merck, Né-
mecko), mlécnanu lithného (Cistota neuvedena, Villa La-
beco, Slovensko), citronanu lithného (Cistota neuvedena,
Villa Labeco, Slovensko). Z pfipravenych zasobnich roz-
toktl se pfipravily fedénim smésné standardy. Pétibodové
kalibracni kiivky byly zméfeny v nasledujicich intervalech
koncentraci: jable¢na 2,5-50 mg 1!, jantarova 1,25-25 mg ',
citronova 2,5-50 mg I'', octova 2,5-50 mg 1" a mlétna
kyselina 5-100 mg 1" Koncentrace jednotlivych kyselin
byly voleny tak, aby odpovidaly pfedpokladanym koncen-
tracim ve vzorcich. Chemikalie pro pfipravu ukoncovaci-
ho roztoku: kapronova kyselina Cistoty > 99 %, histidin
Cistoty > 95 % (Sigma-Aldrich, Némecko) a pro vodici
roztok: kyselina chlorovodikova, bis-tris-propan, methyl-
hydroxyethyl-celulosa (istota neuvedena, Villa Labeco,
Slovensko). Slozeni vedouciho roztoku: 10 mM HCI +
5,6 mM bis-tris-propan + 0,1% methyl-hydroxyethyl-
celulosa. SloZeni koncového roztoku: 5 mmol 1! kyselina
kapronova a 5 mmol 1" histidin.

Pfistroj a metoda

Koncentrace vybranych organickych kyselin v pivech
byla stanovena pomoci izotachoforetického analyzatoru
EA 101 (vyrobce Villa Labeco, Slovensko) s vodivostni
detekei. Stanovovaly se jako anionty. Separa¢ni kolona
rozdéli slozky vzorku v kratkém case a analyticka kolona
rozsifuje detekéni schopnost separovanych slozek. Sepa-
ra¢ni kolona je zhotovena z fluorovaného -ethylen-
propylenového kopolymeru (FEP), vybavena kapildrou
o délce 90 mm a vnitinim primeéru 0,8 mm. Analyticka
kolona je vyrobena z fluorovaného ethylen-propylenového
kopolymeru (FEP), tvofena kapilarou o délce 160 mm
a vnitinim primeéru 0,3 mm. Podle vyrobce je nasttikova-
né mnozstvi nafedéného vzorku cca 1 ml injekéni stiikac-
kou. Davkovaci kohout pojme 30 pl vzorku, ktery je na-
stiikovan mezi vedouci a koncovy elektrolyt. Maximalni
napéti bylo nastaveno na 8000 V, maximalni hodnota
proudu separacni kolony 250 pA a analytické kolony
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50 pA. Doba analyzy je cca 30 minut pfi laboratorni teplo-
té. Analyzator pracuje s programovym vybavenim ITPPro
(Villa Labeco, Slovensko).

Vysledky a diskuse

Metoda byla aplikovana na vzorky piv vyrobenych
ruznou technologii vzhledem k druhu piva. Vysledky nale-
zenych koncentreci organickych kyselin jsou uvedeny
v tabulce 1.

V kyselych pivech byla nejvice zastoupena mlécna
kyselina v rozmezi hodnot 1776-9429 mg 1. Vysoké
mnozstvi zejména mlécné kyseliny a octové kyseliny ma
za nasledek nizké pH a vysokou intenzitu kyselosti ve
srovnani s pivy a lezaky fermentovanymi ¢istymi kultura-
mi®. Vys§i koncentrace mlééné kyseliny v zahrani¢nich
pivech lze vysvétlit vy$si mirou okyselovani rmutu, at’ uz
pfidavkem primyslové vyrobené mlécné kyseliny nebo
biologickym okyselenim pifidavkem kyselého rmutu vyro-
beného v pivovaru. Okyselovani rmutd se pouziva pro
zvySeni acidity, kterd podporuje enzymatické reakce pro-
bihajici pfi rmutovani, pivo rychleji kvasi a zraje, zlepSuje
pénivost a trvanlivost piva?’.

V nealkoholickych pivech byla nejvice zastoupena
mléena kyselina o koncentraci 58-1088 mg 1. Ostatni
kyseliny se vyskytovaly v nizSich koncentracich. Tento
typ piva je diky vyssi koncentraci cukrii a téméf zadnému
alkoholu mnohem citlivgj$i na mikrobialni kontaminaci
nez normalni alkoholické pivo. Aby se tomuto riziku za-
bréanilo, je tfeba snizit hodnotu pH mladiny. Literatura
uvadi zplsob vyroby nealkoholického piva zahrnujici
pfedupravu mladiny fermentaci pomoci bakterii mlééného
kvageni. Dale uvadi koncentraci 1380 mg 1 kyseliny
mlé&né v nealkoholickém pivu?®.
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Ovocna piva obsahovala nejvyssi koncentraci
mlééné kyseliny 323-7256 mg 1™ a citronové kyseliny
348-2850 mg 1"'. Piidani ovoce do piva ma za nasledek
vys8i kyselost a také neobvyklou barvu, ovocnou chut
a chut’ v zavislosti na pridaném mnozstvi a druhu ovoce’.
Néktera ovocnd piva ziskavaji ¢ast své kyselosti pfiddnim
kyselého ovoce, které obsahuje organické kyseliny®.
V pomerancich, citronech, jahodach a v angrestu prevazu-
je citronova kyselina. V jablkach, hruskach a tfesnich je
nejvice obsazena jable¢na kyselina'®.

V radlerech prevazovala citronova kyselina v rozsahu
hodnot 808-2914 mg I, Podili se na celkové kyselosti
piva a mé vliv na jeho chut. Byva pfidavana ke zvySeni
kyselosti jak u nizkoalkoholickych, tak i nealkoholickych
népoja®.

Ve svétlych pivech se mlééna kyselina nachazela
v rozmezi hodnot 115-666 mg 1" a dale citronova kyseli-
na v rozmezi hodnot 225-360 mg I"'. Obsah mlé&né kyse-
liny zavisi na pouzitém kmeni pivovarskych kvasinek a na
slozeni mladiny®. Literatura uvadi nejvice zastoupenou
mléénou kyselinu v pivech vrozmezi 48233 mgl™
a citronovou kyselinu 56158 mg I"* (cit.*").

Tmava piva méla nejvétsi zastoupeni citronové kyse-
liny v rozsahu hodnot 185-559 mg I"' a mlééné kyseliny
142-464 mg "', Literatura uvadi nejvy3$si naméfené hod-
noty mlééné kyseliny 292275 mg I (cit.>").

Piva typu Ale se vyznaCuji nejvyssi koncentraci
mlééné kyseliny vrozsahu hodnot 202-1678 mg 1™
a citronové kyseliny 50-694 mg 1!, Literatura® uvadi
podstatnd niz§i hodnoty mlééné kyseliny 61278 mg 1™
a citronové kyseliny 71-133 mg I"".

Obsah jantarové kyseliny a jable¢né kyseliny v analy-
zovanych vzorcich piva se pohyboval v niz§ich koncentra-
cich. V pivech typu Ale se naméfend koncentrace jantaro-
vé kyseliny pohybovala v nejvyssi koncentraci v rozmezi

Tabulka I

Naméfené hodnoty organickych kyselin v réiznych druzich piv (mg I'")
Druhy piv Jable¢na Jantarova Citronova Octova Miécna

kyselina kyselina kyselina kyselina kyselina

Radler 76-234 4-30 808-2914 110-271 79-571
(RI-R11)
Nealkoholicka 43-172 13-102 73-307 74-191 58-1088
piva (N1-N7)
Ovocna piva 94-500 56-217 348-2850 107-600 323-7256
(01-05)
Kysela piva 60-790 115-158 81-261 89-502 1776-9429
(K1-K4)
Svétla piva 32-173 26-114 225-360 99-275 115-666
(S1-S15)
Tmava piva 80-229 49-196 185-559 59-260 142-464
(T1-T7)
Ale 46-420 15-279 50-694 104-375 202-1678
(A1-A9)

518



S. Cernd a spol.

15-279 mg 1", Jable&na kyselina byla nejvice zastoupena
v kyselych pivech v rozmezi hodnot 60-790 mg 1™, Lite-
ratura uvadi, Ze obsah jablecné kyseliny nezavisi na kmeni
pouzitych kvasinek™'.

Béhem celého procesu vyroby piva miize dojit k mi-
krobiologické kontaminaci, a tim se zvysi produkce octo-
vé kyseliny, ktera mize byt produkovana nejen octovymi
bakteriemi, ale i divokymi kvasinkami, které se dostavaji
do meziproduktii vyroby piva®*.

V programu Statistica 13.3. byla provedena shlukova
analyza pro rlizné druhy piv obsahujici jablecnou, jantaro-
vou, citronovou, octovou a mlé¢nou kyselinu. Ukolem této
analyzy bylo zjistit, jestli pii této analyze dojde
k rozdéleni druht piv do klastrii podle obsahu organickych
kyselin.

Pred samotnou analyzou byly hodnoty koncentraci
organickych kyselin standardizovany. Pro shlukovou ana-
lyzu byla vyuZzita Wardova metoda, kde pro méfeni vzda-
lenosti byla pouzita euklidovska metrika.

Z obr. 1 lze vycist, Ze tato analyza rozd¢lila piva typu
radler a typu nealko do jednotlivych klastrti zvyraznénych
Cervené a zelené (Cisla 1-3). Do klastru osahujici piva
typu radler (Cislo 1) bylo zafazeno i jedno ovocné pivo

30r
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s oznacenim O4, které mélo podobny obsah organickych
kyselin jako piva typu radler. Naopak do klastru nealkoho-
lickych piv (€islo 2) nebylo zafazeno nealkoholické pivo
s oznaCenim N1 (€islo 3), které mélo vyrazné odlisSny ob-
sah organickych kyselin nez ostatni nealkoholicka piva.
Z klastrové analyzy je také patrné, Ze svétld, tmava, ovoc-
na piva, piva typu Ale a kysela piva nebyla rozdélena do
samostatnych klastrti. V daném klastru se nachazelo vzdy
vice riznych druhil piv. Z toho lze usuzovat, Ze v obsahu
organickych kyselin v téchto druzich piva neni dostate¢né
vyznamna odlisnost (obr. 1).

Byla vypracovana korelacni analyza mezi jable¢nou,
jantarovou, citronovou, octovou, mlécnou kyselinou
a obsahem alkoholu pro vSechny druhy piv. V tabulce II
jsou zaznamenany vysledné korelaéni koeficienty, kde
tuéné jsou zvyraznény korelacni koeficienty, pro které
byla p-hodnota testu niz§i nez 0,05 a lze tak zamitnout
nulovou hypotézu testu a to, Ze mezi jednotlivymi obsahy
analytl neexistuje line4rni zévislost. Z tabulky lze pozoro-
vat, Ze mezi obsahem jable¢né, jantarove a citronové kyse-
liny existuje stfedné silna pozitivni zavislost. Slaba pozi-
tivni korelace existuje i mezi kyselinou jantarovou a octo-
vou a mléénou kyselinou. Naopak mezi citronovou

Vzdalenost spojeni

Obr. 1. Klastrova analyza obsahu organickych kyselin v riiznych druzich piv (barevna verze obrazku je dostupna na webovych stran-

kach ¢asopisu Chemické listy)
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Tabulka II
Korela¢ni analyza mezi organickymi kyselinami
Jablecna Jantarova Citronova Octova Mlécna Obsah
kyselina kyselina kyselina kyselina kyselina alkoholu
Jableéna 1,0000 0,4172 0,5427 0,1606 —-0,1534 0,2770
kyselina
Jantarova 0,4172 1,0000 -0,1013 0,2650 0,3395 0,5969
kyselina
Citronova 0,5427 -0,1013 1,0000 0,1457 -0,2699 —0,0609
kyselina
Octova 0,1606 0,2650 0,1457 1,0000 0,1007 0,3987
kyselina
Mlééna —-0,1534 0,3395 -0,2699 0,1007 1,0000 0,2097
kyselina
Obsah 0,2770 0,5969 —0,0609 0,3987 0,2097 1,0000
alkoholu

amléénou Kkyselinou existuje slaba negativni zavislost.
S obsahem alkoholu slabé az stfedn¢ silné€ pozitivné kore-
luje obsah jablec¢né, jantarové a octové kyseliny. Korelaéni
analyza by také mohla byt pouzita na kontrolu spravnosti
technologie vateni piva, kdy by v pfipadé nevyhovujici
technologie nebo chyby pii vyrobé piva doslo ke statistic-
ky vyznamnym rozdilim v obsahu organickych kyselin,
které jsou na sob¢ zavislé podle vypracované korelacni
analyzy.

Zavér

Profil organickych kyselin je velmi dalezitym fakto-
rem pro stanoveni kvality piva. Z vysledki vyplyva, ze
nejvice zastoupenou byla mléénd kyselina v kyselych
aovocnych pivech a citronova Kkyselina v radlerech
a ovocnych pivech. Organické kyseliny jsou zasadni pro
stabilitu pH a chut’ piva a jsou v pivu pfitomny v pomérné
velkém mnozstvi. Stanoveni profilu organickych kyselin
v souvislosti s korelacni analyzou by proto mohlo byt uzi-
te¢nym nastrojem pro kontrolu technologie vyroby piva,
pfipadné autenticity ptidavku ovocného podilu do radleri
a ovocnych piv. Kapilarni elektroforéza je uziteCnym na-
strojem pro separaci a kvantifikaci organickych kyselin
v pivu.

Autori dékuji Ministerstvu zemédélstvi CR, MZE-
RO1923 za financni podporu.
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S. Cerna®, K. Benefov4®, and J. Martinik™”
(“ Research Institute of Brewing and Malting, Brno,
b Institute of Biotechnology, University of Chemistry and
Technology, Prague, Czech Republic): Determination of
Organic Acids in Special Beers and Beer-based Bever-
ages Using Capillary Isotachophoresis

Organic acids in beer affect beer quality, including
organoleptic properties and colloidal stability. A large
proportion of the total organic acids in beer comes from
the wort, while the rest is produced or transformed by
yeast metabolism. Concentrations of five organic acids
were determined in selected types of beer. Malic, succinic,
citric, acetic and lactic acids were quantified. The concen-
tration of acids varies according to the type of beer. The
determination was made by the capillary isotachophoresis.

Keywords: organic acids, beer, capillary isotachophoresis
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