VYSOKE UCENI TECHNICKE V BRNE

BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY

&
%
&

%
7~

FAKULTA CHEMICKA
USTAV CHEMIE POTRAVIN A BIOTECHNOLOGII

@

FACULTY OF CHEMISTRY
INSTITUTE OF FOOD SCIENCE AND BIOTECHNOLOGY

/ﬂ

STUDIUM VYBRANYCH AKTIVNICH LATEK V
CESKEM PIVU

STUDY SOME ACTIVE SUBSTANCES IN CZECH BEER

DIPLOMOVA PRACE
MASTER'S THESIS

AUTOR PRACE Bc. KATERINA PARILOVA

AUTHOR

VEDOUCI PRACE doc. RNDr. IVANA MAROVA, CSc.
SUPERVISOR

BRNO 2009



Vysoké uceni technické v Brné
Fakulta chemicka

Y

%
S

Purkynova 464/118, 61200 Brno 12

1

i8] <

Zadani diplomove prace

Cislo diplomové préace: FCH-DIP0247/2008 Akademicky rok: 2008/2009
Ustav: Ustav chemie potravin a biotechnologii

Student(ka): Bc. Katefina Pafilova

Studijni program: Chemie a technologie potravin (N2901)

Studijni obor: Potravinarska chemie a biotechnologie (2901T010)

Vedouci diplomové prace: doc. RNDr. lvana Marova, CSc.

Konzultanti diplomové préace:

Nazev diplomové préce:

Studium vybranych aktivnich latek v ¢eském pivu

Zadani diplomové prace:

1. ReSerSe - sloZeni piva, hlavni skupiny biologicky aktivnich latek, specifika sloZzeni a technologie ¢eského
piva.

2. Optimalizace metod analyzy vybranych aktivnich latek v pivu - fenolické latky, proteiny.

3. Srovnavaci studie - analyza charakteristickych aktivnich latek v ¢eském pivu a v pivech jiného typu.

4. Vyhodnoceni vysledk( a diskuse.

Termin odevzdani diplomové prace: 22.5.2009

Diplomova prace se odevzdava ve tfech exemplafich na sekretariat Ustavu a v elektronické formé
vedoucimu diplomové prace. Toto zadani je pfilohou diplomové prace.

Bc. Katefina Pafilova doc. RNDr. Ivana Marova, CSc. doc. Ing. Jifina Omelkova, CSc.
Student(ka) Vedouci prace Reditel Gstavu
V Brné, dne 1.10.2008 doc. Ing. Jaromir Havlica, DrSc.

Dékan fakulty



ABSTRAKT

Diplomova prace je zaméfend na analyzu fenolickych i dalSich aktivnich latek u 22 riiznych
znacek svétlych piv typu lezdk se zaméfenim na nalezeni rozdili mezi pivy Ceskymi
a zahrani¢nimi. Teoretickd ¢ast popisuje kromé nejuzivanéjsich metod analyzy hlavnich aktivnich
latek — tj. protein a polyfenold rovnéz technologii vyroby piva a specifika sloZeni a vyroby
produktli oznadovaného evropskou ochrannou znamkou ,,Ceské pivo®.

Analyza celkovych polyfenolt, celkovych flavonoidi, antioxida¢ni aktivity a vétSiny
pivovarskych charakteristik byla provedena spektrofotometricky. K identifikaci a kvantifikaci
jednotlivych fenolickych latek byla pouzita metoda on-line kapalinové chromatografie s detekci
diodovym polem a s hmotnostni detekci. Pro orientacni analyzu bilkovin byla vyuzita vertikalni
elektroforéza PAGE-SDS a mikrofluidni elektroforeticky systém Experion (BioRad).
Z celkového poctu 22 vzorkll bylo 15 ¢eskych a 7 zahrani¢nich piv, u nichz byly srovnany
hodnoty zakladnich pivovarskych parametrti, skupinovych antioxidanti i jednotlivych
fenolickych latek. Srovnani bylo provedeno rovnéZ pro piva balend v lahvich a v plechovkach
a téz pro piva alkoholick4 a nealkoholickd. Jako modelovy srovnavaci vzorek byl pouzit ¢esky
chmel odridy Sladek. V zav€recné Ccasti prace byla zhodnocena vyuZitelnost stanoveni
sledovanych fyziologicky aktivnich latek pro rozliSeni piv vyrdbénych riznym zpisobem
a navrzeny parametry vhodné pro posouzeni autenticity Ceského piva.

SUMMARY

The aim of this work was to study phenolics and other active compounds in 22 kinds of lager
beer and especially to find some differences between Czech beer and beers made in foreign
countries. In theoretical part the most useful methods for phenolic and protein analysis are
discussed. Further, basic steps of brewery technology are introduced and main beer components
with regard to Czech beer specificity are presented.

Analysis of total phenolics, total flavonoids, antioxidant activity and most of basic
technological characteristics was performed spectrophotometrically. To identification and
quantitative analysis of individual phenolics on-line liquid chromatography with photo-diode
array (PDA) and mass spectrometry (MS) detection was used. Protein analysis was performed by
vertical electrophoresis SDS-PAGE and by Experion microfluidic electrophoresis (BioRad).
From the total of 22 samples, 15 Czech beers and 7 beers of foreign marks were enrolled into this
study. In these samples levels of brewery characteristics, group antioxidants and individual
phenolics were compared. Flask and can beers as well as alcoholic and non-alcoholic beers were
compared too. As a model comparative sample the Czech hop of Sladek variety was used.
Finally, usefulness of tested parameters to differentiation composition and technology of
individual beer samples was evaluated and parameters suitable for Czech beer authenticity
analysis were proposed.

Klic¢ova slova

pivo, polyfenoly, proteiny, ceské pivo
Key words

beer, phenolics, proteins, Czech beer


http://slovnik.seznam.cz/?q=differences%20%28pl.%29&lang=en_cz

PARILOVA, K.: Studium vybranych aktivnich latek v ceském pivu. Brno, 2009. Diplomova prace
na Fakult¢ chemické Vysokého uceni technického v Brng€, dustav chemie potravin
a biotechnologii. Vedouci diplomové prace doc. RNDr. Ivana Mérova, CSc

PROHLASENT{

Prohlasuji, ze jsem diplomovou praci vypracovala samostatné a ze vSechny pouzité literarni
zdroje jsem spravné a uplné citovala. Diplomova prace je z hlediska obsahu majetkem Fakulty
chemické VUT v Brné¢ a mize byt vyuzita ke komerénim tc¢elim jen se souhlasem vedouci
diplomov¢ prace a dékana FCH VUT.

podpis studenta

Rdada bych velmi podéekovala vedouci mé
diplomové prace Doc. RNDr. Ivane Marové, CSc.
za odborné vedeni, cenné rady a podporu
v prubéhu celé moji prdace, i za umozneni
experimentalni casti. Dékuji také Ing. Andree
Halienové a Ing. Stanislavu Obrucovi za
praktickou pomoc, ochotu a oporu



UVOD et a e s s s aa s aasas s s sassssssssssssssssessssssssssssssnsssssnsssssssnsnsnsnsnnnnes 7
TEORETICKA CAST ...ttt 9
2.1 CESKE PIVO — HISTORIE A SOUCASNOST ........oovvovereearsessessassessssssessessssssessssseesssssessessssses s sees s sees s seesson 9
2,101 HISIOFIE DUV ettt et 9
D B N Yo 1T K7y 7 OSSPSR 10
2.2 TECHNOLOGIE VYROBY PIVA ...cucuiiiieiitiieientetettetestene st sttt seseesessese et seseese st esesseseesesseneeseeseneenesneneenes 11
221 VPPODA SIAAU ...t 11
22,2 VPFPOBDA PIVA ...ttt 18
23 PIVO JAKO FINALNI PRODUKT .....etimteuiiiteitetitestetentestetestestesesteseesessessesessestesesbestesesbenaenesbensenesbensesesnensenenne 25
2.3.1  Hlavni skupiny biologicky aktiviich latek piva .................cccocooiiiiiiiiiiiiiiiniiiiiii e 26
24 SPECIFIKA SLOZEN{ A TECHNOLOGIE CESKEHO PIVA .....utrtiiiiiriiieiirietetenteteuestetetesteaesesteeesestessenesueneenens 33
2.5 METODY STANOVENI AKTIVNICH LATEK PIVA (PROTEINY, POLYFENOLY) — PREHLED.......c0cccverveereerenenns 35
2.5.1  Separace fenolickych latek-zdkladni instrumentdlni metody................c.ccoccovevevoeiciiciioiiiiieeeee 35
2.5.2  Metoda HPLC/MS v analyze flavOnoidil ...................ccoccociiiioiioiiiiiiiiiiiieeeeseee e 38
2.5.3  SEPAFACE PFOTCINIL ...ttt e et e et e et e et e et eesta e e abeentseetbeentseensseesseensseenseas 46
EXPERIMENTALNIE CAST ...ttt 51
3.1 POUZITE CHEMIKALIE, PRISTROJE A POMUCKY ....eeiiiuviiiiiieeeeeeteeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeensaesesenaeesssnsseesssaseessaneeeesas 51
3. 1.1 Standardni CREMIKGQLIC.....................ccc.ccoueieieiiiiiece ettt 51
3.1.2  Chemikdlie — stanoveni koncentrace BIIKOVIT ...............ccccccvovvuiiiiiiieiiciie e 51
3.1.3  Chemikalie pro elektroforezy .............ccuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee sttt 52
314 OStAINT CREOMIKALIC. .........c.ooeeeeeiie ettt ettt ettt e st e e st e e s tbeesabeestbeeeaseessbeensseenes 52
3.1.5  POUZIté PFISIFOJE A POMUICKY ..ottt 53
32 MATERIAL — ANALYZOVANE VZORKY PIVA A SUROVIN .....oruiriiuiiiinienieiinieteiensetesestetenessessesessensesessensenene 54
32,1 Zpracovani VZOrkil Pro QRAIYZY ...........ccccciviiiiiiiiiiiteeeese ettt 55
3.2.2  Stanoveni skupinovych antioxidacnich parametril................c.ccoceevieiviiioiiioiiiiienieteeee e 56
3.2.3  Stanoveni pivovarskych parametrit a charakterisStik ...............cc.cccoooviiiviiiiiiiiiiieiieeeeee e 57
33 ANALYZA POLYFENOLICKYCH LATEK POMOCI LC/ESI-MS ANALYZY ..cveveiiniiieiinieieinienieenenecsneneenene 58
3.3.1  Analyza standardnich latek - optimalizace separacni metody RP-HPLC/ESI-MS.............ccccocvvinene. 58
3.3.2  Kalibrace a optimalizace (ladéni) hmotnostniho spektrometrit [53] ........ccooeevvveivieeeviieiiiieeiiieiieeeieens 59
3.3.3  Ladéni hmotnostniho detektoru a stanoveni MS spektra reSerpinu...............c.ccocuceeeeeeeececnencncnene 60
34 OPTIMALIZACE PODMINEK MS DETEKCE U VYBRANYCH POLYFENOLICKYCH LATEK ....c.coecvvvervennriennennnnes 61
3.4.1  Polyfenolické slouceniny — kyselina chlorogenova a epikatechin...................ccccccoecvevievenceenceeneenenne. 61
3.4.2  Stanoveni MS/full scan a MS/MS/full SCan SPERLEr ...............cccoociioiiiiiiieiiiiieeiee e 62
3.5 ANALYZA INTRACELULARNICH BILKOVIN .....iitiitiiiiiiieiiitiienie sttt ettt ettt sttt ettt st 63
3.5.1  Stanoveni celkovych proteinti LOWryho MetOdOu ................coccoicuiciiiiieieieieseseee e 63
3.5.2  Elektroforéza bilkovin metodou PAGE-SDS ..........c.ccccccoiiiiiiminiiiiiiiiiitieeee sttt 63
3.5.3  MikroCipova elektrOfOréza ............c..cooouiiiiiiiiiii et 65
VYSLEDKY A DISKUSE........oouiiiiiiiiieiinniseiessssssses s ssesssssssesssssssssesssesssesssssssssans 67



O o0 3 O D

4.1 CHEMICKA ANALYZA HOTOVEHO PIVA .....uvviiiiiiieeiieeee e eetee e et e e eaeeeeeeateessenaeessesaaeessnaeessnnsseessnseessaneeeenas 67

4.1.1  Antioxidacni aktivita, celkové polyfenoly a celkové flavonoidy .................ccccocviiioiioiiococncncnincne, 67
1.2 HOFTRE LATKY ..ottt ettt ettt ettt ettt n ettt nen 74
4.1.3  Stanoveni podilu extraktu, obsahu alkoholu, stupriovitosti a stupné prokvasent ..................c...c.......... 76
4.2 CHROMATOGRAFICKE SEPARACE FLAVONOIDNICH SLOUCENIN .......ccotietiertietreiteesteesseeseeseeseesseesseessessenns 81
4.2.1  Optimalizace poméru rozpoustédel v MOBIINL fAZi ................cocoviiiiiiiiiiiiiiiniii et 81
4.2.2  Vyber chromatografiCké KOIOMY ..............coccoiiiiiiiiiiiieeee ettt 82
4.2.3  Optimalizace izolace polyfenolickych latek z piva................ccoccoviviiiiioiiiiiiniiiiiiiit e 82
4.3 OPTIMALIZACE PARAMETRU MS DETEKCE ......ucccuiiiuiitieeiieieeeteesteesseeseeseessesssesseesseesseesessssssssssssssesssesssenns 82
4.3.1  Stanoveni MS SPeKter FESEFPIMU .............c.cccouiiiiiiiiiiiit ettt ettt 83
4.4 OPTIMALIZACE PODMINEK MS DETEKCE POLYFENOLICKYCH LATEK ......cccvieiiiierieenieeieeeeeeeeseeesseenseenens 85
4.5 ANALYZA STANDARDNICH LATEK ~MS" FULL SCAN .......c.coevitetitieieeeeeteseeeseseseseesesesesesesesesesesesessssensesesenns 86
4.6 ANALYZA OBSAHU POLYFENOLU VE VYBRANYCH PIVECH TYPU LEZAK POMOCI LC/MS ANALYZY........... 88
.01 KVANLSIRACE. ...ttt ettt ettt 88
4.6.2  IdentifikacCe flAVONOIAL.............cc.oceiiiiiieeeee ettt 99
4.6.3  Prehled ostatnich specifik teStoVanyCh Piv............ccccccoccviriiiiiiiiiiiiiiiieieieie sttt 109
4.6.4  Charakteristika Ceského Chmele.......................ccccooooeeiieei e 114
4.7 STANOVENi PROTEINU V MODELOVEM VZORKU PLZENSKEHO LEZAKU POMOCi LOWRYHO METODY ...... 115
4.8 STANOVENI PROTEINU PIVA POMOCI SDS-PAGE A MIKROCIPOVE ANALYZY ...ccvvevueerreereeneeeenesreenreasens 115
ZAVER ..ottt 118
SEZNAM POUZITYCH ZDROJU ......oovuiiioeieeeeieeeeeeeeeeseeeeeeeeses e seeee e 120
SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU. ..ot 125
SEZNAM PRILOH .......oooiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeee e 126
PRILOHY ..ot 127



1 UvVOD

Od nepaméti se lidé snazili pfipravit napoj, ktery by nejen uhasil zizen, ale mél i1 dalsi
blahodarné uc¢inky na lidsky organismus, ktery by byl vyroben z dostupnych surovin a ptitom
nebyl drahy. A tak jiz pfed n¢kolika tisici lety si lidé zacali pfipravovat napoj, ktery oznacujeme
jako pivo.

Protoze stale vice odbornikti z oblasti vyzivy prokazuje, Ze tento po vod¢ dnes nejrozsitenéjsi
napoj, jehoz historie sahd az 6000 let pted nas letopocet, ma pii stiidmé konzumaci blahodarné
ucinky na zdravi, krdsu a Zzivotni pohodu, je bezpochyby uzite¢né prozkoumat jeho slozeni
a prohloubit poznatky o spektru latek v ném obsazenych [1].

Dulezitou vlastnosti piva je jeho antioxidacni schopnost dand bohatym obsahem smési
polyfenolt — flavonoidnich latek a volnych fenolovych kyselin, jez dokaZzi likvidovat volné
radikdly a zabranuji tak jejich Skodlivému plisobeni v organismu (iniciovani rakoviny,
kardiovaskularnich chorob apod.) Antioxidacni ochrana organismu je velmi dtlezitym faktorem
pusobicim proti vzniku a rozvoji tak zdvaznych onemocnéni, jako jsou srde¢né-cévni a nddorové
choroby. Polyfenoliim v pivu jsou pfisuzovany rovnéz G€inky antimikrobidlni, antitrombotické,
navic reguluji krevni tlak 1 krevni glukozu, pozitivné ovliviuji traveni a pfispivaji téz k chuti
a koloidni stabilité piva [2, 3].

Z nutricniho hlediska je taktéz vyznamné, Ze pivo neobsahuje tuky a presto je, diky
sacharidiim, zdrojem energie. Vykazuje vSak méné energie neZ napi. plnotu¢né mléko, hroznova
Stava nebo sekt, coz je povazovano za priznivé. Pozitivni je také vysoka stravitelnost aktivnich
latek piva, zejména bilkovin a sacharidd, jenz ¢ini az 95 % [4].

V celém svéte existuje priblizné patnact tisic znacek piv. Existuji také napoje, které se pivu
blizi, ovSem klasické pivo — jakym je pfedev§im svétoznamé pivo plzeniské, nikdy nenahradi
napf. pivo syrovatkové, vyrobené kvasenim syrovatkové suroviny, nebo sakhi-saké-Samsu,
vyrabéné zejména v Japonsku a Cing, které se piipravuje z loupané ryze. Na riznych pivnich
stylech se podepisuji tradice, vyrobni postupy a predevsim tradi¢ni receptury. Piva jsou vyrabéna
z riiznych ingredienci (od kofeni aZ po ovoce) a jejich vyrobci na nich pracuji mnoha zplsoby.
At uz se jedna o zptisoby kvaseni, vafeni nebo pozdéjsiho zpracovani pii zrani ¢i lahvovani nebo
staCeni do sudl. Lidé, kteii se pivu vénuji, tvrdi, Ze neni mozné urcit, které pivo je horsi a které
leps$i. Jsou prost¢ pouze odlisnd. Nejvetsi oblibu si vSak ziskalo tradiéni ceské pivo
charakteristické svymi jedinecnymi senzorickymi vlastnostmi 1 objektivnimi analytickymi
charakteristikami. Rozdily oproti zahrani¢nim druhiim nalézdme ve stupni prokvaseni, pH, barve,
obsahu hotkych latek a polyfenolti i v chuti piva [5].

O vyjimecénych kvalitach ,,ceského piva“ svéd¢i nejen velka poptavka po onom produktu, ale
1 etné pokusy zahrani¢nich vyrobcl o napodobeni a ke zneuzivani ¢eskych obchodnich pivnich
zna¢ek. Mnoho pivovaril na celém svété vafi napiiklad pivo plzenského typu a patficné to
zdiraziiuje napisem Pilsener, Pils nebo Pilsner na svém produktu, coz znamend plzeniské pro
svétla vyraznéji chmelova piva, 1 kdyz nékdy tyto pivovary nesidli ani v Evrop€. Slozité a vleklé
spory se vedou napiiklad s americkym koncernem o znacku Budweiser, jenz souvisi
s podnikanim némeckych ptistéhovalct, ktefi znali vybornou kvalitu ceskych piv ze svych
pobytll v Marianskych laznich 1 diky exportu do USA. V Americe jsou kromé toho zneuZivany



i pivni znacky dalgich &eskych pivovari, napt. Michelob podle pivovarti v Mécholupech u Zatce
¢i Libotschaner podle pivovaru v Libo¢anech ze stejné oblasti [6].

A pravé podrobnd studie aktivnich latek piva mulze prispét k zabranéni zneuzivani
a nelegalniho pouzivani ¢eské znacky, jelikoZ umozni nalezeni charakteristickych parametrti pro
jednoznacné urceni autenticity a pro odliSeni piv vyrobenych odliSnym technologickym
postupem.



2  TEORETICKA CAST
2.1 Ceské pivo — historie a sou¢asnost
2.1.1 Historie piva

Nejstarsi zminky o ptipravé piva pochdzeji z doby pred témér péti tisici lety. Objeviteli
pénivého moku byli s nejvétsi pravdépodobnosti Sumerové zijici ve 4. — 3. tisicileti pf. n. 1. na
uzemi jizni Mezopotamie, ktefi pivo - sumersky zvané kas - ptipravovali z je¢nych chlebu a ze
sladu ve veliké dZbanovité nadobé s vodou. Chmel nebyl tehdy jesté zndm a nahoikla pfichut’ se
tedy dodavala pivu jinak — obvykle pfedbéznym prazenim chlebti v horkém popelu [7, §].

Prvym dokladem souvisejicim p¥imo s vyrobou piva v Cechach je nadaéni listina prvniho
Ceského krale Vratislava II. (1061 — 1092) pro vysehradskou kapitulu z roku 1088, kde se
kanovnikim kapitule ptid€luje desatek pro vatreni piva. V téchto starych dobach pivo vaftily velmi
primitivnim postupem zeny v kazdé domacnosti. M¢lo vyznam sytici, protoze neslouzilo jen jako
napoj, ale pfipravovaly se z n¢j rizné pokrmy jako polévky, kaSe a omacky. Chut’ a odliSnost
sttedovekych piv ovliviiovala skutecnost, ze vlastni kvaSeni bylo spontanni - tj. bylo vysledkem
¢innosti kvasinkovitych mikroorganismli vyskytujicich se v pfirozeném prostfedi v daném case
v misté vyroby [9].

Rozvoj femeslné vyroby piva nastal ve 13. stoleti se zakladanim novych kralovskych mést,
kterd dostavala od panovnika fadu privilegii. V této dobé se zacaly jiz uplatiiovat také prvni
snahy o ochranu ¢eského typu piva, nebot’ k vysaddm nové zalozenych kralovskych mést pattilo
tzv. ,hdjemstvi‘ neboli ,milové pravo“, podle kterého se od hradeb mésta na vzdalenost jedné
mile (pifiblizné deset kilometrl), nesmél vyrdbét slad ani vafit nebo Cepovat zadné cizi pivo.
Poruseni tohoto prava se trestalo odejmutim veskerych méstanskych prav, citelnou pokutou
1 zabavenim piva. V obdobi 12. az 14. stoleti byl kazdy "méSt'an" opravnén vafit pivo (stejné tak
jako péci sviij chléb). Na konci tohoto obdobi doslo k omezeni pouze na ptislusniky obce, ktefi
vlastnili domy uvnitt hradeb a pozdéji - kdyz se pivo jiz v domacnosti nevafilo, ale vyrabélo se
ve zvlastnich k tomu ustanovenych mistnostech (pivovaru), a kdy doslo diky rozvoji femesel
k vytvéateni spoleCenstev (tzv. cechll) - ustanovovala pfislusnd méstska rada, v jakém mnozstvi
a v jakych lhutach jednotlivi méstané maji pivo varit [10, 11].

Bylo dokazano, Ze jiz na konci 15. stoleti bylo u nas vateno "bilé¢ pivo". Bilé pivo byvalo
husté, ani prili§ sladké, ani hoiké. V té dob¢ ptipravoval se slad pouze z pSenice a jeCmene.
PSeni¢nému se vSak davala pfednost a byl pfipravovan v mife daleko vEtsi nez slad z jeCmene.
Uméni vatit bilé pivo si teprve o 50 let pozd¢ji naslo cestu do Bavor a Schlager - zde si vévodové
ptivlastnili vyluéné pravo pouzivat pSenici pro vyrobu piva a zfidili si dvorni pivovary, které pro
n¢ produkovaly pSeni¢né pivo.

Z obou druhil sladu vafilo se tedy dvoji pivo, tzv. bilé (bledé) ¢ili pSenicné pivo a cerné
(tmavé nebo cervené) Cili je¢né. Stard Ceska "svrchni piva" byla zakvaSovana pomoci tzv.
svrchnich kvasnic. Tato byla jemnéjsi a byla mén¢ alkoholicka nez pozdéji vyrabéna piva pomoci
spodniho kvaseni.



Nejen v Cechach, ale i v mnohych dalsich zemich, se davalo pfednost kvaseni svrchnimu,
protoze svrchni piva nebyla vazana na nizkou teplotu, a proto se mohlo pouzivat vSude, za
kazdého ro¢niho obdobi a v kazdém podnebi, anizZ by bylo nutno pouzivat drahy led [12].

Popis vyroby piv - pievazné svrchné kvasenych z pSeni¢ného sladu, kterd u nas pievazovala
do poloviny 19. stoleti - publikoval prof. Prazské univerzity, pfirodovédec, geodet, astronom
a osobni I¢kar cisafe Rudolfa II. Tadeas Hajek z Hajku (1525 — 1600) v 16. stoleti ve své knize:
De cerevisiae eiusque conficiendi, racione natura, viribus & facultatibus, opusculum (O pive,
jeho vyrobé€, povaze, silach a vlastnostech). Kniha vysla v roce 1585 a je to ziejm¢ prvni
pivovarska technologie na svété [6].

Samotné Cechy byly pravé v minulosti proslulé predev§im svymi svrchné kvasenymi
pSeni¢nymi pivy, aviak se zkvalitiovanim p¥ipravovaného piva vzristal vyznam jeémene. Cesti
sladci postupné nabyli nazoru, ze pSenice se hodi k vafeni méné nez jeCmen, a ze z jeCmene se
vyrobi Cistsi a €istéji chutnajici pivo.

Presto se psSeni¢nd piva v Ceskych zemich udrzela po dlouhou dobu. Bilé¢ pSenicné pivo,
ponejvice barvy zlatoklasé aZ rySavé, vymizelo u nas prakticky az pfed rokem 1750. V letech
1840 - 1870, kdy s vystavbou strojnich pivovart vznika v podstaté pivovarstvi jako primyslové
odvétvi, nastdvad vyznamnd zména ve vyrobé piva, v jeho zakvaSovani a uleZeni. Opoustélo se
velmi rychle a komplexné¢ zavedené svrchni kvaseni [12].

Vyznamnym meznikem v ¢eském pivovarstvi bylo zalozeni Mé§tanského pivovaru v Plzni
(dnesniho Prazdroje) v roce 1842, ktery vyrabél jiz vyhradné spodné kvasend piva. Pivo mélo
velmi dobrou kvalitu a béhem kratké doby viechny pivovary v Cechach a na Moravé zavedly tuto
technologii vyroby. V poloving 19. stoleti nastal tzv. zlaty vék ¢eského pivovarstvi, které siln¢
ovlivnilo vyvoj tohoto oboru na celém svété [13].

2.1.2 Soucasny stav

29. fijna 2008 Ceské pivo ziskalo ochranu evropského zemépisného oznadeni, coz znamena
zapsani zemépisného oznadeni Ceské pivo u Evropské unie. Zakladem byly Givahy a diskuse mezi
sladky a technology o vécné specifikaci pojmu Ceské pivo
a o nutnosti chranit ¢eské pivo, technologii jeho vyroby i kvalitu
a zamezit existenci napodobenin, které se za ceské pivo vydavaly
a zneuzivaly tak jeho nenapodobitelnych vlastnosti. Vychazelo se
1z ojedinélého faktu, Ze ceské pivo se stile vyrdbi pievazné
tradi¢nimi technologiemi. Cilem ochrany evropského zemépisného
oznaceni Ceské pivo je zejména zabranit tomu, aby byl jako Seské
pivo oznadovan vyrobek vyrobeny netradiénimi metodami v Ceské
republice nebo vyrobeny metodami tradi¢nimi, ale v zahranic¢i [14].

Obr. 1- Ceskd ochrannd znamka
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Vztah Cechii k pivu v CR vykazuje v poslednich péti letech stabilizovanou podobu. Aktualni
nazory Ceské spoleCnosti na pivo a pivovarstvi a jejich promény v uplynulych letech nabizi
vysledky Setfeni, které provedlo Centrum pro vyzkum vefejného minéni (CVVM) pfi
Sociologickém tstavu Akademie véd CR, v.v.i.:

Podil lidi, ktefi piji pivo, se v Ceské republice v letech 2004 — 2008 nijak vyrazné neménil
a dosahuje hodnot kolem 90 % u muzt a mezi 50 — 60 % u zen. Podil muzi a Zen pijicich pivo
alespoit ob¢as se vyznamné neliSi podle kategorii vek, vzdélanost nebo piijem. Mirn¢ nizsi
spotebu vykazuji nejmladsi rocniky (18 — 29 let), naopak nejvétsimi konzumenty jsou muzi ve
veéku 45 — 59 let. Potvrdilo se, Ze pivo naddle zlstava napojem, ktery je nejcastéji konzumovan ve
spole¢nosti jinych lidi. Podle zvetejnénych vyzkumi je ndzor vetejnosti na budoucnost ¢eského
piva a pivovarnictvi dlouhodob& pomérné optimisticky. Z vyzkumu vyplyva, Zze 69 % obyvatel se
priklani k ndzoru, ze nékteré pivovary prorazi na zahrani¢ni trhy a stabiln€, zhruba tfi Ctvrtiny
obyvatel se neobavaji, Ze by ¢eské pivo bylo z doméciho trhu vytlaceno zahrani¢nimi znackami.

U konzumentl piva je dlouhodobé patrnd preference pii volbé piva, které piji. Konkrétni

vvvvv

vvvvvv

samotnych spotiebiteli jeho chut’, pficemz drtivd vétSina konzumentli neuznava jiné pivo nez-li
Ceské. Aspekty ceny nebo reklamy se umistuji az na konci seznamu a to za chuti, znackou,
vice zohlednuji aspekt ceny. Obecné bylo vysledovano, Ze sriistem zivotni urovné roste
preference chuti a v nizsich pfijmovych kategoriich naopak nabyva na sile otazka ceny.

Na ¢eském trhu piva se stalo v poslednich dvou letech vyznamnym fenoménem nealkoholické
pivo, jehoZ spotfeba dramaticky stoupd. Je to zplsobeno pfedev§im mnohem lepsi kvalitou piva,
dale prisn€jsim postihem fidi¢t konzumujicich alkohol a v neposledni fad¢ i stale se rozsifujicim
poctem mist, kde je nealkoholické pivo k dispozici, at’ jiz lahvové, nebo tocené. Nealkoholické
pivo neni pro ¢eské obyvatele samoziejmou nahradou piva, avsak 45 % muzii a 16 % zen jej voli
jako napoj v okamziku, kdy normalni pivo konzumovat nemohou [15].

2.2 Technologie vyroby piva

Zpusoby vyroby piva se mohou v riiznych zemich i v riznych pivovarech znaéné lisit, prvnim
krokem, ktery pfedchazi vlastnim vyrobé piva, je vSak vzdy vyroba sladu [16].

2.2.1 Vyroba sladu
Slad, jako zakladni surovina pro vyrobu piva, ovlivituje technologicky vyrobni postup a ma

stézejni vyznam z hlediska chemického slozeni, organoleptickych vlastnosti 1 koloidni stability
finalniho vyrobku [16].
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Schéma vyroby sladu

jetmen
f:iéténia tiidéni —» odpad
voda —» maceni jeCmene
kli&enijeémene

hvozdéni zeleného sladu

v

odkli¢ovani a lesténi sladu ——  sladovy kvét

v

uskladnéni sladu

Obr. 2 - Vyroba sladu

Pro vyrobu sladu se pouzivaji ve svét¢ rtizné suroviny — v sousednim Némecku, zejména
v Bavorsku, je to pSenice, v USA , v severni a jizni Americe, v Mad’arsku nebo Chorvatsku je
silny podil kukuftice, v Africe kofen cassava, v Brazilii brambory, v Mexiku agave, v Cesku je to
témet vyhradné jeCmen (jarni dvoufady) pro ptipravu jecného sladu, a proto je mu vénovana
nasledujici podkapitola. VSechny zminéné komodity jsou zdrojem $krobu nutného pro kvaseni pii
vyrobé piva [1, 16].

2.2.1.1 Je¢ny slad
Aktivni latky jeéného zrna [16.17]:

a) Sacharidy

Sacharidy predstavuji nejvetsi cast organického podilu zrna - tvoii 82 % hmotnosti zrna.
Vyrazné prevazuji polysacharidy, které se rozdéluji na Skrobové (a-glukany) a neskrobové (B-
glukany) podle ptevazujiciho typu glykosidovych vazeb.

Az 65 % hmotnosti zrna kvalitnich sladovnickych odrid tvofi Skrob, pfiblizn¢ 10 %
hmotnosti tvoii neSkrobové polysacharidy, hlavné celulosa, hemicelulosa, pentosany, lignin
a gumovité latky. ZvySeny obsah B-glukanti v jeémeni a nasledn¢ ve sladu ztézuje jeho sladarské
a pivovarské zpracovani sniZzenou pfistupnosti skrobovych zrn enzymiim, zvySovanim viskozity
roztokll a snizenim koloidni stability piva, proto je snahou minimalizovat jejich obsah zkracenim
vegetacniho obdobi je¢mene. Celulosa tvoii hlavni stavebni slozku obalovych pluch,
hemicelulosy se podileji na stavbé a pevnosti bunénych stén. Nizkomolekularni sacharidy
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pfedstavované oligosacharidy maltosou, sacharosou a rafinosou i monosacharidy glukosou
a fruktosou jsou pfitomny jen v nepatrném mnozstvi [9].
Z ostatnich slozek obsahuje je¢men polyfenolické latky, dusikaté latky i fadu vitamint.

b)  Polyfenoly

Celkové mnozstvi polyfenolickych latek se pohybuje od 0,1 do 0,6 % suSiny. Nachazeji se
pfedevsim v obilce jako volné i1 vazané. Volné kyseliny jsou syringovd, vanilinova, ferulova, p-
hydroxybenzoova. Cast&ji se vyskytuji se ve formé glykosidii nebo esteri. U nékterych odrid
mohou byt pfitomny volné kyanidiny (ozimé je¢meny) nebo delfinidiny. Tyto aktivni flavan- 3,4-
dioly poskytuji slozité polyfenoly, které maji tzv. tfislovinnou silu, coz znamené schopnost vazat
vysokomolekularni dusikaté slouceniny a vylucovat je z roztokii. Tato schopnost je kli€ovou pro
tvorbu lomu mladiny (viz. dale) a pro tvorbu koloidnich zakala piv.

V je€meni jsou piiomny téz anthokyanogeny a tanoidy. Tanoidy jsou nizkomolekuldrni
a sttednémolekularni polyfenolové latky, jejichz obsah ovliviiuje zejména intenzitu hotkosti
a plnost chuti hotového piva. Zvlastni vyznam mé skupina anthokyanogenii , které se pii zahtati
v kyselém prostfedi méni na barevné anthokyanidiny. Jejich nosi¢em je bilkovina hordein.

¢) Dusikaté latky

Dusikaté latky je¢mene bilkovinného i nebilkovinného charakteru jsou lokalizovany v riiznych
¢astech zrna. Za optimum pro sladovnicky je¢men se poklada obsah dusikatych latek v rozmezi
10 az 11,5 %.V zrnu jsou pfitomny pfevazné ve formé rozdilné rozpustnych frakei albumind,
globulinti, hordeindi, glutelini i jejich Stépt jako lepkové, rezervni a tkanové bilkoviny.
Nebilkovinné dusikaté slozky pfedstavované dusikatymi bazemi, fosfatidy, amidy, tvofi jen maly
podil a jsou pfitomny zejména v klicku. Nejvetsi podil dusikatych latek tvofi pravé bilkoviny
(proteiny), které se rozdé€luji podle fyzikalné-chemickych vlastnosti do Etyt skupin:

Albuminy (leukosiny) jsou proteiny s molekulovou hmotnosti kolem 70 kDa, rozpustné ve
vod¢ a ve ziedénych roztocich soli, kyselin a hydroxidii. Elektroforeticky je l1ze rozdélit na 8 az
16 frakeci a predstavuji 4 % vSech bilkovin v jeCmeni. Globuliny (edestiny) tvofi asi z 18 %
z celkového obsahu bilkovin. Jsou rozpustné v roztocich elektrolytl a elektroforeticky se d¢li na
4 frakce, které maji velmi rozdilnou molekulovou hmotnosti. Zasadni technologicky vyznam se
pfisuzuje a-globulinu, které pii pH 4,9 a vysokém obsahu siry tvoii zakaly piva.

Prolaminy (hordeiny) jsou rozpustné v 70% alkoholu a nerozpustné ve vod¢ a v roztocich
soli. Tvoii nejvétsi podil obsahu bilkovin (37 %). Jsou to zdsobni bilkoviny, jejichz mnoZstvi je
znaén€ ovlivnéno zdsobou piijatelného dusiku v pude. Kvalitativni slozeni (elektroforeticka
diferenciace) hordeinové frakce se vyuziva pii ur€ovani odridy je¢mene. Elekroforeticky se déli
na pét komponent, z nichz 0- a e-hordein jsou soucasti koloidnich zékala piva.

Gluteliny (gluteniny) jsou lehce rozpustné v alkalickych nebo zalkalizovanych
rozpoustédlech. V celkovém mnozstvi bilkovin jsou zastoupeny asi 32 % , pfi jejich zvySeném
obsahu Ize predpokladat horsi rozlusténi sladu.

V zrnu jsou rovnéz slozené (konjugované) bilkoviny neboli proteidy. Jde o organické
dusikaté latky, které hydrolyzou poskytuji jednak bilkoviny a jejich $tépné produkty a jednak
latky nebilkovinné. Rozd¢€luji se do péti skupin:

Fosfoproteiny (protein + fosfat) jsou dilezitymi hydrolasami.
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Glykoproteiny (protein + cukr) doprovazeji vétSinou albuminy a ¢asto maji funkci koenzymi.

Lipoproteiny (protein + lipid) — napf. lecitinproteiny ptisobi negativné na pénivost.

Chromoproteiny (protein + barevnad komponenta) obsahuji barevné slozky anthokyanogeny,
chlorofyl apod.

Z hlediska dalSiho zpracovani jsou dilezitymi bilkovinnymi slozkami jeCmene enzymy,
pfitomné jak v latentni, tak v aktivni form&. Ve sladaiské technologii se vyskytuji enzymy vSech
Sesti klasifikacnich tfid, vyrazné pievazuji procesy, které katalyzuji hydrolytické enzymy
(amylolytické, proteolytické, cytolytické enzymy a fosfatasy).

d) Vitaminy

V zrnu jeCmene jsou obsazeny rovnéz rizné vitaminy, z nichz mnohé tvofi soucast aktivnich
skupin riznych enzymli a jsou proto dilezité pii kli¢eni a rozmnozovani kvasinek. Ve
vyznamném mnozstvi je pfitomen vitamin H, E, provitamin A a témét cely komplex vitamint
skupiny B (B1, B2, B3, B5, B6), kyselina listov4, v mensim mnozstvi vitamin C [17].

2.2.1.2 Prijem, tiidéni, CiSténi, a suSeni jecmene [16]

Zakladnim pozadavkem pivovarsko-sladaiského primyslu je odridova jednotnost a stejny
produkéni ptivod zrna. Zrno musi byt vyzralé, nebot’ nevyzralé je¢meny obsahuji zpravidla méné
enzymi a vice nizkomolekularnich latek, zejména cukrii a dusikatych latek. Tyto latky pak sice
umozni rychlé vykliceni zrna, ale jakmile se spotfebuji, kliceni citeln¢ ochabuje. Pii nizké
koncentraci enzymu je Stépeni rezervnich latek pomalé, zdrodek ma nedostatecnou vyzivu
a jakost sladu je zpravidla nevyhovujici. Kvalitni surovina tedy podstatné usnadiiuje vyrobu.

Piijem sladovnického je¢mene se provadi na pfijimaci rampé z vagénd, aut, popt. i z lodi
a z kazdé dodavky se odebiraji vzorky k analyzam. Pfijimaci rampa je vybavena mostni nebo
automatickou vahou, pod rampou jsou zabudovany piijmové kose, které umoziuji délit zrno
podle jakostnich znakti i odriid. Cisténi zrna probihd v &istirné na zakladé velikosti (sita), spec.
hmotnosti (aspiratéry), tvaru a délky (triéry). Zelezné piimési se odstrafiuji na elektromagnetech
nebo permanentnich magnetech. Vycistény je¢men se pak dale tfidi na podil nad sitem 2,5 mm
(I. tfida) podil nad sitem 2,2 mm (II. tfida neboli zadina pouzivana ke krment).

Dokonale vy¢isténé a vytiidéné zrno je prvnim piedpokladem nizkych sladovacich ztrat
a vyrovnané jakosti findlniho vyrobku.

K zajisténi Zivotaschopnosti a minimalnich ztrat dychanim je navic nutné skladovat zrno
s nizkym obsahem vody (14 — 15 %). V opacném piipadé dochazi k poklesu kli¢ivosti a klicivé
energie. Nevyklicené obilky jsou nejen vhodnym substratem pro rozvoj plisni, ale promitaji se
ido zhorSeni jakostnich znakti hotového sladu. Z hlediska bezpecnostniho i ekonomického se
susi zrno do vlhkosti 17 % vyhradné pomoci aktivniho vétrani. Pfi vyS§si vlhkosti se susi jeCmen
termicky na susarnach s nepifimym ohfevem pii teploté nahfevu zrna do 40 °C. Susici rezim musi
byt veden tak, aby pfi jednom priichodu zrna susarnou byl sniZzen obsah vody maximalné o 3 % .
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2.2.1.3 Maceni jecmene [16, 17]

Cilem méaceni je zvysit fizenym zpusobem obsah vody v zrnu pro zahajeni enzymatickych
reakei a pro kli¢eni zrna, pfiCemZz piijatd voda musi vystacit az do konce kli¢eni. Maceni se
povazujeme za nejdulezitéjsi usek vyroby sladu, ktery rozhoduje o jeho budouci kvalité.

Technologicky velmi vyznamnym efektem je vyluhovani barevnych a hotkych latek, kyseliny
kfemicité a bilkovin z pluch. Tyto latky jsou nezddouci, nebot’ zhorsuji senzorické vlastnosti piva
a podporuji tvorbu zékalu v pivu. Podminkou pro spravny pribéh kliceni je dostatek vody
a vzduchu u namaceného je¢mene. ZvySeni obsahu vody v zrné vede k zahajeni projevi Zivota —
ke kliceni.

Rychlost pfijmu vody zrnem ovliviiuje fada faktort, z nichz nejvyznamné;jsi jsou
- teplota vody,

- velikost
- struktura zrna,

provétravani je¢mene.

Teplota maéeci vody ma rozhodujici vliv na rychlost piijmu vody. Cim je voda teplejsi, tim
rychlej$i je pfijem vody, nebot’ hydratace koloidl je rychlejsi a se zvysujici se teplotou klesa
viskozita vody.velikost zrna ovliviluje vyznamné rychlost pfijmu vody. Proto je nutné, aby byly
zpracovavany je¢meny vytiidéné, nebot’ jen obilky stejné velikosti maji pfedpoklad ke stejné
rychlému piijmu vody. Cim je zrno vétsi, tim pomaleji pfijima vodu. U nevytiidéného je¢mene
dochdzi pii maceni k pfemoceni malych zrn, nebo k nedomoceni velkych zrn. Dusledkem je
nestejnomeérné namoceni, coz nakonec vede k nehomogennimu prubéhu kli¢eni a k vyrobé
nehomogenniho sladu. Struktura i sloZeni zrna jsou vyrazné ovlivnény klimatickymi podminkami
kazdého ro¢niku. Existuje velky rozdil v kvalit¢ zrna vyprodukovaného v suchém nebo vlhkém
ro¢niku. Zrno z ro¢niku suchého ma polosklovity az sklovity endosperm, vétSinou i1 vyssi obsah
bilkovin, coz vSechno negativné ovliviiuje piijem vody. Zrna moucnata piijimaji vodu rychleji,
stejné jako je¢men s niz§im obsahem bilkovin. S pfijmem vody se zah4ji i intenzivnéjsi dychani
je€mene, a je tedy i1 vétsi spotieba kysliku. Pokud neni je¢men pravidelné provétravan a neni
zarucen piivod kysliku, dochazi k intramolekularnimu dychani, které v extrémnich ptipadech
muze vést k poskozeni, nebo dokonce az k umrtveni embrya zrna.

2.2.1.4 Technologie maceni [17,18]

K maceni je¢mene se pouzivaji Zelezobetonové nebo ocelové naduvniky, které se umist’uji
blizko zatizeni pro kliceni je¢mene.

Nejbéznéjsi je zpltisob maceni se vzdusnymi prestavkami, kdy se jeCmen napousti tenkym
proudem do naduvniku pfedem naplnéného vodou, po té se z hladiny odstrani splavky a spodem
se pripousti voda, aby se je¢men propiral. Po vyprani se tato voda vypusti a napusti se Cerstva
voda tak, aby hladina byla 20 - 30 cm nad povrchem je¢mene. Maceci voda se pak dle teploty,
mnozstvi a moznosti vzdusnéni 1 - 3krat denné vymeénuje a mezi kazdym napousténim se déla
vzdusnad piestavka 4 - 6 h, aby se zrno dostate¢né provzdu$nilo. Celkovd doba maceni se
pohybuje od 60 do 90 h.
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2.2.1.5 Kliceni

Utelem sladaiského kli¢eni je¢mene je aktivace a tvorba enzymii a dosaZeni pozadovaného
stupné rozluSténi (vnitini pfemény) podle typu vyrabéného sladu. Dosahuje se toho umélym
modelovanim podminek ptfirozeného kli¢eni vhodnou teplotou, vldhou a pfistupem kysliku. Pfi
kliceni se vyvijeji v zarodecné ¢asti zrna zarodky kotfinkl a listh za vyuziti zasobnich latek
z endospermu a soucasn¢ se meni i vnitini znaky zrna. Kliceni klasickym zptisobem se provadi
na humnech a mé nékolik charakteristickych fazi:

Mokra hromada — tj. vymaceny je¢men ve vysce 0,6 - 0,8m

Such4, oschla hromada — stadium do 24h po vymoceni, kdy hromada tak zvang Spickuje.
Nutny je ptivod vzduchu, nebot’ zrno intenzivné dycha a objevuji se prvni Spicky kotinkd.

Pukavka — hromada stale vyzaduje dostatek vzduchu - objevuji se dalsi kofinky a pokracuje
jejich rist, hromada intenzivné dycha a mé vyraznou vini okurek, postupné prechazi do stadia
mladik.

Mladik - nejdulezitéjsi faze kliCeni, zrno intenzivné dycha, intenzivné probihaji
1 enzymatické pfemény. Je-li v hromadé¢ nedostatek oxidu uhli¢itého, nadmérné se zvySuji ztraty
dychanim zrna i ristem kofinkti. Vyrovnana hromada — délka kotinkl a stielky se vyrovnava,
dychani se zpomaluje, hromada starne.

Stara hromada — intenzita dychani kli¢icich zrn nadale klesa a je patrné postupné zavadani
kotinkli. Vyslednym produktem kliceni je tzv. zeleny slad [17,18].

Béhem kliCeni se plsobenim enzymi S$tépi rezervni latky a zvySuje se rozpustnost
a lustitelnost endospermu. Nejvétsi technologicky vyznam maji fosfatasy, cytasy, proteasy
a hlavn¢ amylasy.

Fosfatasy uvoliluji pfi svém plisobeni z fytinu a dalSich organickych latek kysele reagujici
fosforecnany (hydrogen- a dihydrogenfosfore¢nany), a tim napomahaji tvorbé kyselé reakce,
dalezité pro Cinnost ostatnich enzymui. Ke kyselé reakci uvnitf zrna pfispivaji i organické
kyseliny, které vznikaji pfi rozkladu sacharidi a aminokyseliny, které vznikaji St€épenim bilkovin.

Cytasy jako komplex enzymi S$tépicich neSkrobové polysacharidy celulosu, hemicelulosu
a gumovité latky (glukany, pentosany), pomahaji zpfistupnit zrnka Skrobu a makromolekuly
bilkovin uzaviené v buiikdch endospermu. Klicici zrno jejich ptisobenim postupné kiehne
a mé&kne, a tim dochazi k tzv. cytolytickému rozlusténi.

Amylasy se pii kliceni aktivuji (cukrotvornd B-amylasa) 1 tvofi (dextrinotvornd a-amylasa).
Jejich plsobenim se $té€pi rezervni Skrob endospermu na maltosu a glukosu, které jsou dale
prodychavany za tvorby energie potfebné pro Zivotni procesy zrna. St&peni $krobu probiha pfi
sladovani sice jen ve velmi omezené miie (rozlozi se jen 4 — 5 %), avSak vytvorené enzymy maji
zasadni vyznam pii Sté€peni Skrobu pfi pozdéjSim rmutovani. Aktivace a tvorba amylas je tim
vEtsi, ¢im déle se hromada vede pfi nizké teploté.

Dulezity je ptistup kysliku ke kli¢icimu zrnu, aby bylo zajisténé dostate¢n¢ intenzivni dychani
zrna. Komplikace zpisobuje oxid uhlicity, ktery pfi kliceni vznikéa a brzdi aerobni dychéani Proto
se v pocate¢nich stadiich kliceni musi hromady Casto provétravat, aby se vznikajici oxid uhlicity
vyvétral.

Proteolytické enzymy, jejichz aktivita se béhem kliceni nékolikandsobné zvysuje, Stépi
bilkoviny. Jejich znatelny pfirGstek nastava jiz v pocatecni fazi kliceni v ptedstihu pted aktivaci
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amylasy. Zpocatku se zvlast siln€ $tépi hordein, pozd¢ji jeho Stépeni slabne a zacind prevladat
Stépeni glutelinu. Z globulinii se neméni béhem kli¢eni pouze 3 - globulin.

I kdyZ k nejintenzivnéjSimu Stépeni bilkovin dochdzi az pfi rmutovani, aby vyrobeny slad
dosahl dobré jakosti, musi probéhnout hluboka proteolyza jiz pifi sladovani. Na rozlusténi
bilkovin ma vliv pfedev§im odriida a ro¢nik. U kvalitnich je¢menti dochazi pii sladovani
k hlubsimu rozstépeni bilkovin, nez u je¢ment horsi kvality. U velkych obilek, se oproti obilkdm
malym, rozlusténi zietelné opozd'uje.

Vliv ma také skliziiova zralost. Je¢meny na bilkoviny chuds$i mivaji ptiznivéjsi skladbu
bilkovin, a proto se snadnéji a hloubéji rozlust'uji, nez jeCmeny bilkovinami bohatsi.

Zietelné se uplatiiuje také stuperi domoceni zrna. Cim je vy$si, tim je rozlu§téni bilkovin
hlubsi. Rovnéz vétrdni pti maceni a v prvnich dnech kli¢eni podporuje stupeni rozlusténi bilkovin,
nebot’ pfi intenzivnéj$im dychdni dochazi k vétsim metabolickym zméndm, které zasahuji také
bilkoviny.

Stupen rozlusténi bilkovin se nejvice projevuje na pénivosti piva. Slady prelusténé, ale
zejména slady kratké (nedoluSténé) snizuji pénivost i chlebnatost, zhorSuji chut a koloidni
stabilitu piva. Hluboké rozlusténi bilkovin je pfi¢inou prazdné chuti piva. Proto se ptiklada
optimalnimu obsahu o - aminodusiku velky vyznam, nebot’ umoZziuje kvasinkdm asimilovat
nizkomolekularni dusikaté frakce [18, 19].

Jako mezistupen mezi kli¢enim a hvozdénim se zafazuje, zejména u bavorského sladu
vale€kovani, na plidnich prostorach v blizkosti hvozdu nebo na volné kapacité¢ hvozdu. Zeleny
slad zde ve vrstvé 300 — 500 mm jest¢ dorlstd, dolustuje se a zavadd, coz umoziuje zvysit
kapacitu humen. Pfi vyrob¢ plzeniského sladu se valeckovani nevyuziva [16].

2.2.1.6 Hvozdéni [16, 17]

Hvozdéni je zavérecnou fazi vyroby sladu, kdy se snizuje obsah vody ve sladu pod 4 %,
zastavuji se zivotni a lustici pochody v zrné, redukuje se Cast enzymové aktivity a tvofi se
barevné i aromatické latky, charakteristické pro jednotlivé druhy sladi a piv.

Vlastni proces hvozdéni se provadi na hvozdech a Ize ho rozd¢lit na 3 faze, jez postupné
prechazeji jedna v druhou. V prvni ristové fazi se sniZzuje obsah vody na 20 %, teplota se
pohybuje kolem 40 °C a zmo je stale schopné kli¢it. Stoupa obsah rozpustného dusiku
a nizkomolekularnich produktl stépeni Skrobu.

Riistova faze probiha do teploty 40 °C, pfi vlhkosti nad 20 % a v zrnu pii ni jesté probihaji
vSechny vegetacni pochody vcetné riistu kofinki a stielky. Enzymaticka faze probihd pfi
teplotach do 60 °C a vlhkosti pod 20 %. V zrnu jsou jiz zastaveny vegetacéni pochody, pokracuji
ale enzymatické reakce. Chemicka faze probiha pfi teplotach nad 60 °C a pti vlhkosti pod 10 %.
V zrnu dochazi predevsim k tvorbé senzoricky aktivnich latek.

Pii vyrobé sladu plzeniského typu je nutno nejprve odstranit vodu ze sladu pii teplotach do
60°C velkym mnozstvim vzduchu asi na 10 — 12 % (faze predsouseni sladu), v dalsi fazi se
teplota zvySuje na 80 °C (faze vyhfati sladu) a nakonec je slad tzv. dotahovan pfi teploté
80 — 85 °C. Pti vyrobé bavorského typu sladu se naproti tomu musi nechat enzymy na hvozdu
dale plisobit a vytvorit znaéné mnozstvi §t€pnych produktii — sacharidii a aminokyselin. Mnozstvi
vzduchu prochazejici hvozdénou vrstvou je nizsi a zeleny slad se zahtiva na teplotu 40 — 50 °C,
kone¢nou dotahovaci teplotou je 105°C [17].
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(oxidoreduk¢nich) latek. Tyto latky tvoti charakter sladu, jeho vini, chut, barvu a oxidoredukéni
schopnosti. Chutové i1 barevné latky obsahujici dusik — melanoidiny vznikaji pfi vysSich
teplotach interakcemi S$tépnych produkti polysacharidii a bilkovin, zejména monosacharidi
a aminokyselin (Maillardovy reakce). Jednotlivé faze tvorby melanoidinti jsou slozité chemické
reakce typu kondenzaci, aldolovych kondenzaci a dehydrataci, Stépeni aminokyselin
a termického Stépeni cukrii. Bezdusikaté barevné a aromatické latky vznikaji pfi hvozdéni
karamelizaci sacharidickych slozek pii termickém $tépeni cukri, enzymovou oxidaci za vzniku
melaninll a neenzymatickym hnédnutim (komplexy polyfenoll a Zeleza). Pro dostate¢nou tvorbu
téchto latek je nezbytnym predpokladem hluboké rozstépeni polysacharidi a bilkovin béhem
kliceni je¢mene. Melanoidiny, reduktony, melaniny, karamelizacni produkty i ostatni barevné
a aromatické latky chrani slozky koloidnich roztokll vi¢i zménam disperzity, uplatituji se jako
oxidoredukéni slozky a svym zabarvenim vytvareji typickou barvu sladu a z n¢j vyrobeného piva
[18].

2.2.1.7 Odklic¢ovani a drceni [16]

Odhvozdény slad se sklapi do kosi a dopravuje se k odkli€ovacce, kde se zbavuje kotinkl
zvanych sladovy kvét, jenz je pro vysoky obsah biologicky vyznamnych latek vyhledavanou
surovinou v krmivafstvi i ve fermentacnich technologiich.

Odkliceny slad se chladi a je dopravovan do sil, kde se nechava Sest tydnd odlezet pred vlastnim
zpracovanim.

2.2.2 Vyroba piva

2.2.2.1 Suroviny pro vyrobu piva
Spolecné se sladem patii k zdkladnim a nepostradatelnym pivovarskym surovindm kvalitni
voda a chmel [20].

Voda [18]

Voda ma podstatny vliv na charakter a jakost piva, o ¢emz svéd¢i napt. i svétove prosluly
plzensky Prazdroj, ktery vdéci za svou kvalitu a oblibu kromé jiného pravé slozeni pouzivanych
vod.

V pivovarské technologii se musi nezbytné pouZzivat voda hygienicky nezavadna, prfedevsim
na useku kvasného hospodarstvi, myti nadob a vyrobniho zafizeni. Pro varné ucely nejsou
kladeny na vodu tak vysoké pozadavky, nebot’ pfi varu rmutu a mladiny se prakticky sterilizuje.
Voda nesmi byt pfili§ tvrdd a nesmi obsahovat vétsi mnozstvi Fe, CaSO4 a Na,SOy, které
zptsobuji tvrdou chut’ piva. NaCl pfitomny v men$im mnozstvi plisobi pfizniv€é na dokresleni
chuti, zejména u tmavych piv.
vody, coz je dilezité kritérium posuzovani kvality vody pro pivovarské ucely. RozliSuje se
tvrdost stald — nekarbondtova a tvrdost prechodnd — karbonatova. Tvrdost stidld je tvofena
vapenatymi a hotfe¢natymi solemi (sirany, chloridy, kiemicitany aj.), kdezto tvrdost pfechodna je
tvotfena hydrogenuhli¢itany, které se varem tplné ¢i ¢astené rozkladaji.
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Ca(HCOs), — CaCO; + CO, + H,0
Mg(HCO;3), — Mg(OH), + 2 CO»

Celkova tvrdost je souCtem tvrdosti stdlé a prechodné, vyjadiuje se mmol/l a podle jeji
hodnoty se v pivovarském oboru vody dé€li na:

mekké do 1,4 mmol/l
stfedné tvrdé do 2,1 mmol/l
tvrdé do 5,3 mmol/l
velmi tvrdé nad 5,3 mmol/l

Z technologického hlediska je dulezité, Ze nckteré ionty svymi reakcemi s fosforecnany
jeCmene a sladu zptsobuji snizeni pH, ¢ili zvySuji kyselost rmutll, sladiny a mladiny. Takto
pusobi predevsim ionty vapniku a ¢astecné 1 hoi€iku pozitivné na ¢innost enzymu:

3 CaSO4 + 2K2HPO4 d Ca3(PO4)2 + 2KZSO4 + HzSO4

Na druhé stran¢ hydrogenuhlicitanové a uhli¢itanové ionty plisobi opacné, zvySuji pH, tudiz
snizuji kyselost a plisobi negativné na varni proces.
Ca(HCO3)2 + 2 KH2PO4 <> CaHPO4 + K2HP04 + 2 Hzo + 2 C02

Pro vyrobu svétlych piv je vhodnd mekka voda s menSim podilem hoic¢iku a prechodné
tvrdosti. Pro tmava piva nevadi 1 tvrds$i voda.

Chmel [17,18]

Pro vyrobu klasického piva je také chmel (Humulus lupus) velmi dtlezity. Kromé toho, ze
dodava napoji lehce hotkou chut’ a pfispiva k tvorbé charakteristického aroma, ma celou tadu
dalsich ztechnologického hlediska velmi dulezitych vlastnosti. Slozky chmele plisobi jako
sraZeci prostfedek vysokomolekularnich latek mladiny, ovliviluji pénivost a cirost, plisobi
bakteriocidné a podileji se vyznamnou mérou na koloidni stabilité piva.

Sklizeny chmel obsahuje asi 75% vody, proto se susi na obsah 11 %, pfi granulaci na 5-6 %.
Pti tomto obsahu vody chmel neplesnivy, ani se nerozpada. Po odsuseni se chmel sifi a lisuje do
ptepravnich a skladovacich Zzokd.

2.2.2.2 Technologicky postup
Vlastni vyrobu piva lze rozdélit do tii technologicky odlisnych vyrobnich tsekt, zahrnujicich
fadu slozitych mechanickych, fyzikdlné-chemickych a biochemickych procest
A) vyroba mladiny ze sladu, chmele a vody, popt. za pouziti ndhrazek,
B) kvaseni mladiny
C) dokvasovani mladého piva pivovarskymi kvasinkami, zrani
D) zavérecné ipravy a staceni zralého piva do transportnich naddob ¢i obalil [18].

A) Vyroba mladiny

Vyroba mladiny dale zahrnuje nékolik technologickych operaci, do jisté miry samostatnych,
avSak uzce spolu souvisejicich. Jedna se o:
- Srotovani sladu ptipadné. sladovych nahrazek,vystirani sladového srotu do vody,
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- rmutovani,
- scezovani sladiny a vyslazovani sladového mlata,
- chmelovar a zavérecné tipravy mladiny [20].

a) Srotovdni a vystirani [18]

Ve sladu a sladovych nahrazkéach obsazené latky, predevsim skrob, je nejprve nutné pievést do
roztoku, aby mohly byt sladovymi enzymy pfeménény ve smés nizkomolekuldrnich sacharidd,
které pozdéji kvasinky zkvasi na ethanol a oxid uhli¢ity. Slad a pifipadné pouzité Skrobnaté
nahrazky se proto nejprve rozsrotuji s cilem dokonalého vymleti endospermu na vhodny pomér
jemnych a hrubsich Castic, a to pii zachovani celistvosti pluch, nebot’ ty slouzi v pozd¢jsi fazi
vyroby jako filtracni material. Tento sladovy Srot se poté misi s vodou pfi vystirani a nasleduje

b)  Rmutovani [10, 17, 18]

V ném dochazi k mnoha enzymovym reakcim, ptfedevsim ke zcukieni Skrobu. Hlavnim cilem
rmutovani je pfevedeni Zadoucich slozek extraktu varnich surovin do roztoku. Rozhodujici je
¢innost amylolytickych, proteolytickych a kyselinotvornych enzymt, druhotné jsou enzymové
reakce Stépeni gumovitych latek a hemicelulos a oxida¢né-redukéni a dalsi enzymové reakce.

Mensi ¢ast extraktu — cca 15 az 17 % — je pfimo rozpustna a pii rmutovani se vylouzi do vody
pouhym ucinkem michani a zvySené teploty, vétsi €ast vysokomolekularnich latek obilniho
endospermu je vSak mozno pievést do roztoku az po jejich rozstépeni katalyzovaném sladovymi
enzymy, kdy se vystirka vyhtiva postupné na teploty optimélni pro ¢innost jednotlivych skupin
enzymd, podle nichz jsou teploty nazyvany:

35 — 38 °C — kyselinotvorna teplota

48 — 52 °C — peptonizacni teplota

60 — 65 °C —nizs$i cukrotvorna teplota

70 — 75 °C — vyssi cukrotvorna teplota

78 °C - odrmutovaci teplota

Pii rmutovani tak pokracuje ¢ast biochemickych déji zapocatych pfi kliceni sladu. Rozlisuji se
dva zakladni zpisoby rmutovani — dekok¢ni a infuzni.

Oba typy se od sebe 1isi nejen technologickym postupem, ale i narokem na strojni vybaveni
varny. Zatimco infuzni zplisob pfedstavuje nejjednodussi zplisob a je mozno provadét jej pouze
v jedné vyhiivané nadob€, pro dekokéni rmutovani jsou tfeba dvé nadoby, ztoho je jedna
vyhfivana (rmutovaci panev nebo kotel, vétSinou s parnim nebo elektrickym ohfevem, vyjimecné
ohfevem pfimym plamenem). Dekokéni rmutovani se provadi na jeden rmut, na dva rmuty nebo
na tfi rmuty.

O Rmutovani na jeden rmut — 100 kg sladového Srotu se smicha (vystie) ve 420 1 vody, teplé
62,5 °C, ve vystiraci kadi. Po smichani klesne teplot na 58 °C, poté se polovina dila, tzv. rmut,
precerpa do rmutovaci panve. V této panvi se zahieje na 75 °C, necha se prodleva pro probéhnuti
zcukieni Skrobu a poté se zkou$i jodovym roztokem, zda je veSkery Skrob zcukernatély
(kdpnutim par kapek rmutu na bily talifek a pfidanim jodového roztoku se kontroluje ptipadna
zmeéna barvy rmutu; pokud zistane piivodni, u svétlého piva Zlutd, u tmavého piva tmave okrova,
je vSechen Skrob pfeveden na cukr a rmut se miize ohtat k bodu varu). Pokud se barva pfidanim
jodu zméni do modro-fialova, je nutno prodlouzit dobu prodlevy do té¢ doby, dokud vSechen

20



Skrob nezcukii. Zcukfeny rmut se vati po dobu 10 — 30 minut, poté se vrati do vystiraci kadé
a smicha se s jejim obsahem. Tim se dosédhne zvyseni teploty v celém dile pfiblizné na 75 °C, pti
které probéhne zcukteni skrobu i v plivodnim dile.

O Rmutovani na dva rmuty — sladovy Srot se vystird do vody o teploté 37 °C, pak se ohieje
pfidanim urc¢itého mnozstvi horké vody, tzv. ,,zaparkou® 52 °C a jedna tfetina, tzv. prvni rmut, se
precerpa do rmutovaci panve, kde se opét ohfiva jako u jednormutového zptisobu na teplotu 72 —
75 °C, po zcukfeni a provedeni zkousky na zcukieni se rmut povafi a vrati se zpét k plivodnimu
dilu. Takto se zvysi teplota na 65 °C. Poté se spusti opét jedna tietina - druhy rmut, a postup se
opakuje.

o Rmutovani na tri rmuty — zacatek rmutovani, postup ohfevu a var rmutu je shodny
s dvourmutovym zplisobem, avSak po vystfeni se ihned prvni rmut ¢erpa do rmutovaci panve.
Infazni postupy rmutovani zajistuji prevedeni extraktu do roztoku dlouhodobéjsim ucinkem
sladovych enzymit bez povatfeni rmutu. Pouzivaji se pfedevsim pii vyrobé svrchné kvasenych piv
a pfi surogaci materidly bez enzymové aktivity (nahrada sladu je¢nym Srotem, ryzi atd.)
s aplikaci primyslové vyrabénych enzymi.
zejména glukosu, maltosu a dextriny, které katalyzuji enzymy ze skupiny glukosidas, za ucasti
enzymil ze skupiny transglukosidas. Stépeni $krobu ma tii faze — bobtnani a zmazovaténi skrobu,
ztekuceni Skrobu a zcukieni Skrobu. Prodluzovanim nebo zkracovdnim casovych prodlev pfi
optimalnich teplotach pro dextrinotvornou a-amylasu nebo cukrotvornou B-amylasu Ize v urcitém
rozmezi ménit sloZeni rozpusténého extraktu. Delsi ¢asovou prodlevou pii 65 °C se ziska sladina
s vys§im podilem zkvasitelnych cukr (maltosy a glukosy), naopak rychlym vyhiatim rmutu na
70 °C se potlaci pisobeni B-amylasy a sladina je bohatd na dextriny.

Kromé Stépeni Skrobu je pfi rmutovani dulezité i Stépeni vysokomolekularnich bilkovin.
Bilkoviny jsou diilezité pro pénivost piva i plnost chuti a jejich $t€épné produkty aminokyseliny
jsou dulezité pro kvaSeni. Vysoky obsah bilkovin by vSak zplsoboval nizkou stabilitu
atrvanlivost piva, proto dochazi kjejich Stépeni proteolytickymi enzymy (proteinasami
a peptidasami) V technologickém procesu se sice nepozaduje prevést ze sladu do piva mnoho
bilkovin (jen asi 1/3 az 2/5), ale je tfeba =ziskat jednotlivé frakce pokud mozno
Vv co nejpriznivejSim pomeéru pro jakost.

Z vysokomolekularnich bilkovin jsou pii rmutovani ¢astecné Sté€peny a prevedeny do roztoku
gluteliny a prolaminy, pfevazna ¢ast jich vSak odchazi do mlata, protoze jsou nerozpustné. Pfimo
rozpustné jsou naopak albuminy, ¢ast globulintl a jejich §t€pné produkty.

Prirozenou kyselost vystirky zptisobuji enzymy pfti $tépeni organickych slouc¢enin fosforu za
uvolnovani kyseliny fosfore¢né, kterd spolu s aminokyselinami vzniklymi $tépenim bilkovin
snizuje pH. Pfi rmutovani jsou Casteéné Stépeny téz ve sladu obsazené lipidy. Reakce je
katalyzovana enzymy lipasami, které jsou tak zodpovédné za zvySeni obsahu glycerinu a volnych
mastnych kyselin v pivu.

¢)  Sezovani sladiny a vyslazovani sladového mlata

Po rmutovani nésleduje operace scezovdni, provadéné za ucelem oddéleni roztoku extraktu, tj.
sladiny, od pevného podilu zcukfené¢ho rmutu, tj. mlata. Vyslazovani mlata se provadi 75 °C
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horkou vodou, aby se z mléta vylouzily posledni zbytky rozpustného extraktu. Zfiltrovany roztok
extraktu pti vyslazovani se nazyva vystielek a zpravidla se vyslazuje na 2 — 3 vystielky.

d) Chmelovar

Oznacuje proces, kdy se sladina ziskana scezovanim se v mladinové panvi vaii s chmelem po
dobu 90 — 120 minut, u modernich systému 65 — 80 minut.

Chmelovar provazeji technologicky dulezité fyzikalni zmény a chemické reakce vétSinou na
sobé vzajemné zavislé. Uplatnuje se vliv doby a intenzity varu, pohybu a odparu, pH
a ptitomnych tfislovin. Tyto Cinitele plsobi na koagulaci bilkovin, na vznik komplexnich
sloucenin bilkovin s tfislovinami, na rozpustnost a chemické zmény horkych latek, na barvu
mladiny 1 na vznik redukujicich latek. Ve srovndni svychozim stavem je mladina
koncentrovanéjsi, obsahuje vylouzené a zménéné latky chmele a je chudsi o vysrazené bilkoviny.
Mira koagulace vysokomolekularnich latek, tzv. lom mladiny ovliviiuje organoleptické vlastnosti
a koloidni stabilitu piva. Varem s chmelem se tedy chemické slozeni mladiny upravi i do zna¢né
miry stabilizuje a zarovenl dochazi k inaktivaci pfitomnych enzymi, coz mé zasadni vyznam pro
dalsi zpracovani mladiny kvaSenim a je nutnou podminkou mikrobialni ¢istoty hlavniho kvaSeni,
dokvasovani a biologické stability piva.

Hlavnimi reakcemi pfi chmelovaru jsou izomera¢ni reakce chmelovych a-hotkych kyselin
arozlicné oxidacni reakce vedouci k produktim ovliviiujicich senzoricky charakter mladiny
a nasledn¢ i piva. Za horka se degraduji mastné kyseliny, probiha oxidace vyssich alkoholt, tvori
se produkty Maillardovy reakce, dochazi k termické degradaci aminokyselin a k enzymové
i neenzymové oxidaci polyfenolt. V pribéhu chmelovaru klesa hodnota pH o 0,15 — 0,25
pfedevsim diky tvorbé melanoidind, v mensi mife téZ reakci vépenatych a hotecnatych soli
vyslazovaci vody s hydrogenfosfore¢nany sladu a chmelovymi hotkymi kyselinami. Tento
ptirozeny pokles pH pfiznivé ovliviluje koagulaci bilkovin. Chmel se k mladiné pfidava vétSinou
natfikrat a jeho jednotlivé technologicky t¢inné latky se chovaji rizné.

0 Chmelové pryskyrice jsou plivodcem hotké chuti piva a soucasné zékladni U¢innou
slozkou chmele. Jejich rozpousténi ve vrouci mladin€ je vyznamné ovlivnéno hodnotou pH,
pficemz pii vys$Sim pH je jejich rozpustnost vyssi, ale v roztoku jsou pfitomny pievazné ve formeé
molekularni disperze, projevujici se drsnou hotkosti. Nejvice hotkosti udili pivu o -hotké
kyseliny, které pfi varu mladiny ¢aste¢né€ izomerizuji — Obr. 3, ¢imZ vznikaji produkty rozpustné
1 ve studené mladiné.

Obr. 3- Izomerace a-horkych kyselin na iso-a-horké kyseliny pri chmelovaru[18]
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Podil izomerizovanych kyselin vzristd s dobou a teplotou varu, se vzristem hodnoty pH
ase stupném dezintegrace chmelovych hlavek, klesa s rostouci davkou chmele a s vétSim
obsahem hrubych kali v mladin€. Z jednotlivych homologli a-hotkych kyselin dava nejvétsi
vytézky kohumulon, proto chmele s vysokym obsahem kohumulonu poskytuji vyssi hotkost.

0 Chmelové polyfenoly

Polyfenoly neboli tfisloviny chmele pfedstavované slouceninami typu bioflavonoidii
(katechiny, anthokyanogeny, prenylované flavonoidy) a fenolovymi kyselinami maji dalezité
technologické vlastnosti, jako je jejich srdzeci ucinek na vysoko- a stfedné-molekularni
bilkoviny, jsou nositeli antioxida¢nich vlastnosti a pfispivaji téz k vyraznosti a fiznosti chuti piva.

0 Chmelové silice

Chmelové silice sice z vEtsi €asti pii vyrobé piva vytékaji pfi chmelovaru, ale presto Cast,
ktera v mladin€ zlstane a ptejde az do hotového piva, vytvarii jeho aroma.

Produktem chmelovaru, ktery trvd zpravidla 90 min, je mladina. V chemickém sloZeni
mladiny prevladdaji vedle vody sacharidické slozky (dextriny, oligosacharidy maltosa
a maltotriosa, monosacharid glukosa a malé podily B-glukani a pentosanil), dusikaté latky,
chmelové a mineralni latky, polyfenoly a vitaminy. Chemické slozeni mladiny je rozhodujici pro
konecnou kvalitu vyrobeného piva [18].

Po chmelovaru nasleduje oddéleni zbytki chmele ve chmelovém cizu, ¢i jiném separatoru,
pokud byl pouzit hlavkovy chmel, byl-li ddvkovan granulovany chmel, odstrani se pevné zbytky
v pribéhu zavéreénych Gprav mladiny pro zakvaseni. Upravy zahrnuji separaci hrubych kalti ve
vifivé kadi (whirpoolech), chlazeni mladiny obvykle taktéz ve vifivé kadi, kde pii teplotach
kolem 95 °C dochézi k usazeni hrubych kali. Pak nasleduje dochlazeni mladiny v deskovych
protiproudych chladi¢ich na zdkvasnou teplotu 5 - 7 °C, k ¢aste¢né ¢i Uplné separaci jemnych
kalt (sedimentacni kad¢, odstredivky, dekantéry, filtry, odstiedivky, flotacni tanky) a nakonec se
zchlazend mladina provzdusni (flota¢ni tanky, keramické svicky, trysky, injektory) sterilnim
vzduchem.Vyrobena mladina musi svou koncentraci extraktovych latek odpovidat vyrabénému
pivu, tzn. Ze pi1 vyrob& 10 % piva musi obsahovat 10 % hm. extraktovych latek, pfi vyrobé 12 %
piva 12 % hm. extraktovych latek apod.

B) Kvaseni mladiny [10, 18]

Cilem kvaSeni piva je netplné fizené prokvaSeni sacharidi na alkohol a CO; za soucasného
vytvareni vhodnych organoleptickych vlastnosti piva.

Hlavni kvaSeni se provadi vétSinou v otevienych kvasnych kadich pivovarskymi kvasinkami.
Prvnim nutnym krokem k dosazeni pozadované kvality piva a zabezpeceni optimalniho pribéhu
vyroby podle technologického postupu kvaSeni a dokvasovani je vybér vhodného kmene
kvasinek. V soucasnosti se pouzivaji dva zakladni druhy:

a) Kvasinky svrchniho kvaseni (Saccharomyces cerevisiae, var. cerevisiae) — pro piva typl
»ale®, ,porter”, ,stout“. Po ukonCeni kvaSeni jsou vynaSeny na hladinu vznikajicim oxidem
uhli¢itym, kde tvofi tzv. ,,deku, a maji vyssi tepelnou odolnost. Tyto kvasinky jsou pouzivany
pro vyrobu svrchn¢ kvasenych piv, teplota kvaseni je v rozsahu 20 — 24 °C.

b) Kvasinky spodniho kvaSeni (Saccharomyces carlsbergensis) — pro piva plzenského typu,
po ukonceni kvasného procesu usedaji na dno kvasnych nadob, teplota kvaseni je v rozsahu 8 —
15 °C.
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V Belgii se kromé& toho vyrabi piva spontannim kvaSenim s vyuZzitim smési pfirodnich
mikroorganismti. Nejdulezitéjsimi reakcemi hlavniho kvaseni jsou pfemény zkvasitelnych
sacharidu gluk6zy, maltozy a maltotridzy na etanol a oxid uhli¢ity anaerobnim kvasenim.

C6H1206 —2 C2H5OH +2 C02

Soucasn¢ se v malé mife tvofi vedlejsi kvasné produkty, alifatické alkoholy, aldehydy,
diketony, mastné kyseliny a estery. VSechny tyto latky a jejich vzdjemny pomér spolu vytvari
chut’ a aroma piva.

V pribéhu hlavniho spodniho kvaseni v kadich umisténych v chlazenych mistnostech zvanych
spilka se rozlisuje n€kolik stadii. Brzo po zakvaSeni dochézi k zaprasovani, kdy se objevuje prvni
bild péna na povrchu kvasici mladiny. Nasleduje odrdzeni, pifi némz péna houstne a je
vytlacovana do stiedu kvasné kadé. Nizké bilé krouzky predstavuji hustou smetanovou pénu
s kuceravym povrchem a jsou staddiem nejintenzivnéjSiho kvasSeni. Vysoké hnedé krouzky jsou
zpisobeny poklesem pH a vyflotovanim vyloucenych chmelovych a tfislo-bilkovinnych
sloucenin. Nasleduje propadani krouzkii za tvorby husté deky z vyloucenych latek na povrchu
prokvasené mladiny, tj. mladého piva. Deky se z hladiny mladého piva sbiraji, aby do n¢ho
nepropadly a nezpisobily zhorSeni chuti piva. Sou€asné ke konci hlavniho kvasSeni sedimentuji
spodni kvasinky na dno kvasné kad¢. Po stahnuti piva se sbiraji, propiraji se studenou vodou
a znovu se nasazuji do provozu. Hlavni kvaSeni trva zpravidla 6 - 10 dni podle druhu vyrdbéného
piva.

C) Dokvasovani mladého piva pivovarskymi kvasinkami, zrani [6, 18]

DokvaSovani a zrani mladého piva se provadi v lezdckém sklepé, kde pivo pfi teplotach
1 az 3 °C velmi pozvolna dokvasi, Cifi se, zraje a syti se pod tlakem vznikajicitho oxidu
uhlic¢itého v uzavienych leZackych tancich. Doba leZeni je zavisla na typu piva. U b&znych piv do
koncentrace 10 % byva 3 tydny, pro specidlni exportni piva se zvySuje az na nékolik mésict.
Béhem této doby dochazi k fadé fyzikalné-chemickych dé&ji, které vedou k vyzrani senzorického
charakteru piva a k ustanoveni rovnovahy v koloidnim systému piva. Vznikajici oxid uhli¢ity se
nejprve hromadi v prostoradch nad pivem a vytvaii pietlak, posléze se za¢ind vazat na bilkovinné
slozky piva a tim vytvati jeho charakteristicky fiz.

D) Zavérecné upravy a staceni zralého piva do transportnich nadob ¢i obald [18]

Dokonale vyzralé pivo se dale filtruje, ptipadné pasterizuje Ci stabilizuje a nakonec se stac¢i do
transportnich obalti. Pouzivaji se rizné typy filtrace - nejcastéji se kombinuji deskové filtry
a naplavovaci kiemelinové filtry. Nejmodernéjsi zplisoby pouzivaji membranovou filtraci nebo
reverzni osmozu, umoznujici tak dokonalé procisténi piva, ze neni nutna nasledna pasterace.
Vzhledem k finan¢ni naro¢nosti membranové filtrace se vSak stale jeSté Casto piva pasteruji
kratkym tepelnym ohfevem (zpravidla pii teploté 62 °C). Principem pasterace je odstranéni
prekurzorit zakali piva, predevSim vysokomolekularnich dusikatych slozek, polyfenold,
kovovych iontli a rozpusténého kysliku, kterd zni¢i mikroorganismy a zajisti dlouhou trvanlivost
napoje. PoZzaduje-li se trvanlivost jesté¢ delsi (napi. 1 rok) pak se vyuziva chemickych
stabilizatorti, nejcastéji tanin, silikagel nebo novéji antioxidanty piipadné enzymy (papain aj.).
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Staceni piva se provadi jiz zcela automaticky bud’ do nerezovych KEG sudl nebo sklenénych
lahvi ¢i hlinikovych plechovek eventudlné do cisteren, ve kterych se pivo prevazi do restauraci,
pivnic, supermarketii apod.

2.2.2.3 Vyroba nealkoholického piva [21]

Pro vyrobu nealkoholického piva se pouziva ponekud modifikovany vySe popsany zptisob
vyroby, pficemz v soucasnosti existuje né€kolik riiznych metod:

Nejuzivangjsi metodou je tzv. vyroba skokem, kdy se nejprve pripravi nizkostupfiova mladina
o pivodnim podilu 4% extraktu. Ta se vyrobi ve varné dvourmutovym dekokénim zpisobem
anecha se 1 az 1,5 dne zkvasit ve spilce, misto béznych 7-10 dni u vycepnich piv. Poté se pivo
ptecerpa do lezackého sklepa, kde se fidi jeho stupnovitost a objem alkoholu, jenz nesmi
presahnout 0,5 obj.%.

Dal$imi, mén¢ vyuzivanymi metodami vyroby nealkoholického piva jsou:

Metoda pouziti specialnich kvasnic, které nezkvasuji sladovy cukr a tudiz nevytvati v pivu
alkohol.

Metoda piidavani enzymii - pii rmutovani se dodaji do sladiny enzymy, které nevytvaii tolik
sladového cukru vytvofeného ze Skrobu.

Vymrazovani alkoholu a metoda membranova filtrace

Poslednim zptisobem je specialita Pivovaru Cerna Hora, ktery nepouziva Zadnou z vyse
uvedenych metod, ale vyrabi pivo tzv. technologii membranové vakuové destilace, kdy se ve
vakuovém prostiedi pfi sniZeném tlaku alkohol odpatuje pii teploté 40-45 °C. Tim vznikd pivo
s maximalnim objemem do 0,04 obj.% alkoholu. Tato technologie je nejlepsi pro zachovani
chutovych vlastnosti piva. Chutové by se mélo pivo vice podobat pivu tradi¢nimu
alkoholickému. Navic jako vedlejsi produkt je ziskan destilat s chutovymi vjemy sladu a chmelu,
ktery ma 40 % alkoholu a je vyuzivéan k ptipravé vyrobku pod ndzvem Pivni rezna.

V zahrani¢i se na rozdil od CR vyrabi mnohem §ir§i sortiment napoji oznaovanych jako
pivo. Jsou pouZzivany rizné nahrazky sladu pfipadné chmele a to i v relativné vysokém podilu,
jsou pouzivany ruzné technologie vyrazné¢ odlisné od klasické pivovarské technologie, jsou
vyuzivany jiné mikroorganismy a postupy kvaseni, pfipadné jsou vyrobend piva ochucovana
riznymi ovocnymi a bylinnymi pfichutémi. To vS§e ma za nésledek mnohem $ir§i nabidku pro
spotiebitele. V zemich s tradiéni vyrobou piv lezackého typu, k nimz patti i Ceska republika, se
novinky tohoto druhu uplatiiuji jen velmi obtizné.

2.3 Pivo jako finalni produkt

Z chemického hlediska je pivo smési riznych sloucenin: makromolekul — bilkovin, sacharidd,
nukleovych kyselin a dalSich zajimavych latek, které zahrnuji pfedevsim polyfenolové
slouceniny, hotké latky, vitaminy, mineralni latky a také alkohol. Chemické slozeni piva se
vyznamné méni v zdvislosti na kvalité vychozich surovin a pfisad, na stupni prokvaseni i na
podminkach procesu.

Nejvice zastoupenou slozkou je vzdy voda, v niz jsou vSechny ostatni slozky, rozpustény.
Vysoky obsah vody v pivu oproti jinym alkoholickym napojim umoziuje G¢inné hasit zizen
a navic se téz podili na tvorbé specifické chuti piva. Je zajimavé, Ze ackoliv miiZzeme mit stejny
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postup vyroby i stejné kultury kvasinek, nikdy neuvafime stejné pivo s jinym zdrojem vody.
Voda pro vyrobu piva proto byva naprosto jedinecna, neopakovatelné chuti a maximalni kvality,
jeji obsah zavisi na koncentraci ptivodni mladiny a kolisa mezi 88 — 96 %.

2.3.1 Hlavni skupiny biologicky aktivnich latek piva

2.3.1.1 Polyfenolové latky (polyfenoly)

Pivo obsahuje Siroké spektrum polyfenoli a fenolickych kyselin, které pochazeji z jemene,
resp. sladu, chmele a chmelovych vyrobku a které ovliviluji senzorické vlastnosti - chut, viini,
pénivost, barvu, ale i celkovou trvanlivost piva. Byvaji fazeny k pfirozenym antioxidanttim,
znichZz se v pivech vyskytuji fenolické kyseliny zahrnujici ortho- i para derivaty kyseliny
benzoové (tj. kyselina salicylova, kyselina gentisova, kyselina p-hydroxybenzoova, kyselina
protokatechinovd, kyselina gallova, kyselina vanilinovd a kyselina syringovd) a derivaty
kyseliny skoticové (tj. kyselina p-kumarova, kyselina kavova, kyselina ferulova a kyselina
sinapova), dale lze v pivu nalézt kyselinu chlorogenovou a jeji derivaty, chinony i ubichinony
a predevs§im rizné flavonoidy — tj.derivaty heterocyklického flavanu, které pafi do rozsahlé
skupiny rostlinnych fenolti zahrnujicich v molekule dvé benzenova jadra spojend tiiuhlikatym
fetézcem v usporadani C6-C3-C6 a jejichz struktura se odvozuje od skeletu heterocyklického

flavanu Obr. 4 [22].
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o

Obr. 4 — Flavan [22]

Podle stupné oxidace C; fetézce se rozezndva 7 zékladnich struktur flavonoidl: katechiny
(flavan-3-oly), leukoanthokyanidiny (flavan-3,4-dioly), flavanony, flavanoly, flavony, flavonoly,
anthokaynidiny [22].

Ze strukturné ptibuznych sloucenin (vesmes produkt biosyntézy a katabolismu flavonoidi),
u kterych jsou kruhy A a B spojeny alifatickym C; fetézcem nebo fetézcem, ktery je ¢astecné
soucasti furanového cyklu, se dale rozeznavaji aurony, chalkony a dihydrochalkony.

Méné¢ cCasté slouceniny s kruhem B spojenym s pyranovym kruhem C v poloze C-3 se nazyvaji
isoflavonoidy, pokud je vazba posunuta v poloze C-4, nazyvaji se prislusné slouceniny
neoflavonoidy.

Pivovarsky vyznamnymi flavonoidy jsou zejména chalkony (pf. xanthohumol, xanthogalenol,
3’-geranylchalkonaringenin), flavanony (pf. isoxanthohumol, naringenin, eriodiktyol), flavonoly
(pt. morin, kvercetin, kaemferol), a proanthokyanogeny (pf. delphinidin, pelargonidin, kyanidin)
a jednoduché monomery flavanolu (pf. (+)-katechin a (-)-epikatechin). Chalkony jsou prvnimi
intermediaty v biosyntéze flavonoidi vznikajicimi reakci mezi kyselinou kumarovou a tfemi
acetatovymi jednotkami, katalyzovanou enzymem chalkonsynthasou (Obr. 5). Flavanonova
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struktura vznika isomeraci chalkonu enzymem chalkonisomerasou a jeji naslednd oxidace vede
k flavonolim, kdezto redukce k flavanolim. Flavonolovd polymerace mize dale vést
k proanthokyanogeniim [23].
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Obr. 5 — Schéma biosyntezy flavonoidii [22]

Velka ¢ast flavonoidli byva navic glykosylovéana, pfi¢emzZ navazany cukr miZze byt glukosa,
rhamnosa, mén¢ Casto galaktosa, arabinosa, xylosa, glukuronova kyselina i dalsi cukry.

V priibéhu pivovarské technologie dochazi k fadé chemickych pfemén polyfenolovych slozek
pochazejicich z ptvodnich surovin, pfedevsim v pribéhu chmelovaru, kvasSeni, filtrace,
a stabilizace koloidnich vlastnosti piva. Jedna se o reakce hydrolytické, isomeracni, kondenzacni
az polymeraéni a oxidoredukcni. Hydrolytické reakce vedou obvykle ke Stépeni glykosidii na
aglykony a odpovidajici sacharidické slozky a vyrazn¢ se v kvalit¢ hotového piva neuplatiiuji,
z isomeracnich reakci je typickou reakci predevSim pfeména xanthohumolu na isoxanthohumol
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béhem chmelovaru. Kondenzacni az polymeracni reakce se uplatiiuji pfedevsim ve smyslu tvorby
vysemolekularnich celkil s vysokou srazeci aktivitou vii¢i bilkovinam extraktu piva. Tim dochazi
k tvorbé polyfenol-bilkovinnych komplexti, které za uréitych podminek mohou vypadévat
zroztoku, a tim vytvaret koloidni zakaly. S oxida¢né-redukénimi procesy souvisi zejména
problematika senzorické stability piva po naplnéni do konzumnich oballi, v nichz polyfenolové
slozky hraji dulezitou roli. Plisobenim svétla, tepla, kovovych ionti, mechanického pohybu
a dalSich faktor jsou iniciovany reakce, vedouci ke tvorbé volnych radikalti zplsobujicich
autooxidaci polynenasycenych lipidickych slozek extraktu piva. To méa za nasledek tvorbu
t€kavych karbonylovych slouc¢enin zodpovédnych za neptiznivé chutové zmény. OvSem pravé
polyfenoly a zejména flavanoidy jsou jako nejucinnéjsi pfirozené antioxidanty piva tyto déje
eliminuji [24].

Antioxidacni U€inky polyfenoli[25]

Antioxida¢ni u€inek polyfenolid je komplexni a lze jej pfi¢ist nékolika mechanismtim.

1.) Rada flavonoidt i dalich polyfenolti inhibuje enzymy zodpovédné za produkci
superoxidového anion-radikalu (napf. xantinoxidasu, proteinkinasu C) i dalsi enzymy, které se
podileji na tvorbé volnych radikali (cyklooxygenasa, lipoxygenasa, mikrosomalni
monoxygenasy, topoisomerasy a induktory apoptosy) .

2.) Mnohé polyfenoly vytvati cheladtové vazby s kovy, pfedev§im s médi a dvojmocnym
zelezem. Volné ionty téchto kovl se ucastni pii tvorbé reaktivnich kyslikovych forem, napt. pfi
Fentonové reakci (Obr. 6).
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Obr. 6 - Vazebna mista pro kovy v molekulach flavonoidii

3.) Rada polyfenoli je snadno oxidovatelna (snadnost oxidace zavisi na redoxnim potencial).
Latky s nizkou hodnotou redoxpotencialu (< 0,75 V) jsou schopny redukovat nékteré volné
radikdly s oxida¢nimi UC€inky, napt. superoxidovy, peroxylovy, alkoxylovy a hydroxylovy. Pfi
reakcich poskytuji vodik (Obr. 7) a samy se pfitom vétSinou preménuji na malo reaktivni
fenoxylovy radikal (F1-O" ) nebo neradikéalové chinoidni struktury. Vyznam reakce spoc¢iva v tom,
ze radikaly jsou eliminovany dfive nez reaguji s dal§imi bunéénymi komponentami.
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Obr. 7 - Oxidovatelnost polyfenolii [24]
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Aktivita flavonoidl klesd v potadi myricetin > kvercetin > rhamnetin > naringenin > katechin
> 5,7-dihydroxy-3,4,5 -trimethoxyflavon > kempferol > flavon a vzristd s poctem
hydroxylovych skupin substituovanych na aromatickém kruhu, ptitomnost hydroxylu na C-3 ani
jeho glykosylace u¢innost nezvysuje. Rada p¥irodnich polyfenolovych slozek piva je dokonce
siln¢j$imi antioxidanty, nez jsou prokazané antioxida¢né¢ uclinné vitaminy C, E a provitamin
B-karoten. Ptikladem je hlavni prenylchalkon xanthohumol inhibujici oxidaci LDL
cholesterolu) [24].

2.3.1.2 Proteiny [19, 26]

Mezi latky, které maji vliv na kvalitu piva fadime téz proteiny. Pivo obsahuje 3 - 5 g/l Cistych
bilkovin, pticemz 85% z téchto bilkovin pochazi ze sladu a 15% z pivovarskych kvasinek,
aminokyselinovy profil zahrnuje témét vSechny esencidlni aminokyseliny. Obsah aminokyselin
se pohybuje v mezich 300 - 500 mg/l. Technologicky vyznam téchto latek spoc¢iva v ovlivnéni
moznosti vzniku koloidnich zakalli, formovéni a stability pény, a navic podporuji plnost chuti
piva.

Koloidni zékaly se obvykle d¢éli na chladové, které se z piva vylu€uji pfi jeho ochlazeni na
0 °C, ale pfi zvySeni teploty na 20 °C se rozpusti, a na trvalé, které jsou v podstaté druhou fazi
chladového zakalu , kdy pfirozenym starnutim dochézi ke stdlému zvétSovani koloidnich ¢&astic,
které jsou jiz nerozpustné a které se z piva nevratné vylouci. Mezi zakalotvorné proteiny patii
pfedevsim hordeiny vyznacujici se vysokym obsahem glutaminu a prolinu.

S ohledem na tvorbu zékalG lze pivovarské proteiny rozdélit pomoci srazeni siranem
amonnym do Ctyt frakei:

Protein T — k chladu citlivy tanin-globulinovy komplex

Protein C — koagulovatelny albumin, oxiduje se na protein O

Protein O — oxyprotein nebo nukloeprotein

Protein D — rozpustna frakce obsahujici vétsi podil polysacharidii
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Mnohem vyznamnéj$i a cCastéjsi klasifikace proteinii piva je ovSem rozdéleni s ohledem na
penivost a stabilitu pény piva. Vyznam tohoto déleni spociva piedevsim v tom, zZe bohatd, husta
a dlouhotrvajici péna patii mezi dilezité kvalitativni 1 kvantitativni znaky piva a navic je jednim
z prvnich vjemt vnimanych spotfebitelem.

Vyznamné bilkoviny z hlediska pénivosti piva maji hydrofobni strukturu. kterd usnadiiuje
prechod bilkovin do pény a umoziuje v mezifaizovém rozhrani orientaci bilkoviny do bubliny
plynu. Podle rostouci hydrofobicity a na ziklad¢ jejich ptfesné specifické hmotnosti. byly
proteiny rozdéleny na dvé vyznamné skupiny: HMW (High Molecular Weight) a LMW (Low
Molecular Weight) proteiny

Do HMW frakce jsou fazeny bilkoviny v rozsahu molekulovych hmotnosti 35 a. 50 kDa, do
frakce LMW bilkoviny s molekulovou hmotnosti 5 az 15 kDa. HMW frakce obsahuje pfevazné
protein Z, LMW frakci tvofi LTP1 (Lipid Transfer Proteinl) a smés hordeinovych
a glutelinovych fragmenti— LMW 1 HMW bilkoviny pochézi pfedevSim ze sladu.

O Protein Z - predstavuje 10 az 25 % vSech nedialyzovatelnych bilkovin piva a je pfiblizné
z jedné tfetiny glykosylovan. Je to je¢néa albuminova bilkovina o molekulové hmotnosti pfiblizné
40 kDa, kterda patii do HMW frakce, mezi jecné serpiny (Serine Proteinase Inhibitors) a je
tvofena n¢kolika homolognimi proteiny.

O Lipid Transfer Protein (LTP1) je polypeptid — intracelularni pfenasec lipidl, ktery je na
zakladé své hmotnosti 9660 Da fazen do LMW frakce. Jedna se o albuminovou bilkovinu, u které
byla prokazana schopnost inhibovat sladové cysteinové endoproteasy.

0 V jecmeni a sladu jsou déle obsazeny bilkoviny vazajici lipidy (Lipid Binding Proteins
— LBP), bilkoviny o hmotnosti pfiblizné¢ 13 kDa. Jsou vazané na bunécné membrané
a extrahovatelné detergenty. Jejich spolenou vlastnosti je inhibice destabilizacnich vlivl lipidi

0 Hordeiny — hlavni zasobni bilkoviny je¢mene — se skladaji z polymorfni smési né€kolika
slozek oddé¢litelnych napt. elektroforézou na polyakrylamidovém gelu. Zakladni skupiny jsou
znaceny B, C, D a y a predstavuji vysokomolekularni (> 51 kDa), stfednémolekularni
(29 az 51 kDa) a nizkomolekularni (< 29 kDa) latky. Vyznamné skupina hordeinovych derivati
ma hmotnost niz§i nez 5 kDa. V negativnim smyslu se podili na vzniku koloidnich zakala piva.

Pouze mala skupina bilkovin hotového piva ma vyss$i molekulovou hmotnost nez 50 kDa —
jejich piivod je pravdépodobné v pouzitych kvasnicich. Spolecnou vlastnosti uvedenych slozek je
jejich stabilita v pribéhu sladaiského a pivovarského procesu a odolnost predevsim k vyS$im
teplotam, extrémnim hodnotam pH a k proteolyze.

Bilkoviny jsou v prubéhu vyrobniho procesu Stépeny riiznou meérou podle struktury,
konfigurace a obsahu nebilkovinnych ¢asti. Nékteré typy bilkovin, obsazenych v pivovarskych
surovinach, do piva vibec neptechdzi. Je to zplisobeno jejich vlastni nerozpustnosti ve vodé
a rovnéz odolnosti k $tépné aktivité enzymi. Mezi tyto latky patii napt. gluteliny, které odchazeji
z vyroby s mlatem. Béhem sladovani jsou bilkoviny vyuzivany k vystavbé zakladi rostlinnych tél
— ke tvorbé kotinki a stielky zrna. Proto je obsah ve sladu nizsi pfiblizné o 0,3 % oproti obsahu
bilkovin v je€meni. Do rozpustné formy je pifevedeno béhem kliceni asi 35 az 40 % bilkovin.
Pusobenim hydrolytickych enzymi (peptidas) vznikaji latky s nizs$i az velmi nizkou molekulovou
hmotnosti ve srovnani s piivodnimi bilkovinami.
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2.3.1.3 Sacharidické sloZky (cukry) piva [17]

Celkovy obsah sacharidi v pivu se pohybuje okolo 28 g/l a predstavuje jednak hlavni

energetickou slozku piva (aZ 60%) a jednak hlavni soucast extraktu. Jednotlivé zastoupeni
sacharidl - Tab. 1.
v zazivacim traktu lidského organismu, coz umoziuje vysoce rychlou a ucinnou latkovou
vyménu. V menSim mnozstvi jsou pfitomny nékteré monosacharidy a oligosacharidy. Nejvice
zastoupené jsou zkvasitelné cukry maltosa a maltotriosa a nezkvasitelné pentosy. Gumovité latky
pfedstavované hlavné pentosany a -glukany zvySuji viskozitu piva.

Tab. 1: Sacharidy piva

Sacharidy piva | . clgll . Sacharidy piva | c[g/l] |
Glukosa S 01-05 & Isomaltotriosa | 04-1 |
Fruktosa L 01-02  + ~ Dextriny i 20-30 |
Sacharosa S 001 i B-glukany i 150-400 |
Maltosa L 1,5-5 1 Pentosany ! 02-05 |
Maltotriosa ! 1-3 ! Dextriny . 20-30

V nékterych zemich, ziskdva pivo — obzvlast€é nizkoalkoholické oblibu jako napoj pro
sportovce, a to jednak diky své vhodné osmolarité¢ (jde ve své podstaté o isotonicky ndpoj)
ajednak poskytuje tzv. ,rychlé kalorie, a je proto vhodné k rychlému doplnéni energie po
sportovnim vykonu .

2.3.1.4 Hovké chmelové latky [17,18]

Pivo je jediny néapoj, ktery obsahuje hotké chmelové latky (az 40 mg/l), které zahrnuji fadu
velmi si podobnych slozitych organickych sloucenin, které snadno podléhaji oxidaci i dalSim
chemickym pfeménam. Nejucinnéjsi z nich je skupina a-hofkych kyselin, skladajici se prevazné
z humulonu, kohumulonu adhumulonu. Mén¢ uc¢inné jsou B-horké kyseliny lupulon, kolupulon,
adlupulon tvotici nespecifické mékké pryskytice (humulinony, luputriony) a tvrdé pryskyftice
(humulinové a hulupinové kyseliny). Chmelové a-hotké kyseliny jsou jen nepatrné rozpustné ve
vodg¢, a tedy i v pivu. Za varu v slabé kyselém vodném prostiedi, z vétsi Casti izomeruji za vzniku
cis- a trans-iso-a-hotkych kyselin, které jsou jiz rozpustnéjsi a vykazuji silnou organoleptickou
hotkost. Obdobna reakce pfemény B-hotkych kyselin probihd jen v nepatrné mife, a proto jejich
prispévek k hotkosti piv je mnohem mensi.

V zavislosti na zastoupeni hotkych latek vykazuje hotkost piva rizné chutové odstiny. Piva
vafena z chmelli a chmelovych vyrobkl s vy$§im obsahem B-hoikych kyselin vykazuji obvykle
jemnéjsi a méné drsnou hotkost nez piva obsahujici pouze nebo pievazné jen iso-o-hotké
kyseliny. Kvalitu hotkosti ovlivituje dale téz podil kohumulonu v a—hotkych kyselinach. Vysoky
obsah kohumulonu koreluje s nizkym obsahem B-kyselin a naopak. Piva vyrobena z chmelt
s nizkym obsahem kohumulonu maji mirnéjsi a ptijemné;jsi hotkost nez piva s vysokym obsahem
kohumulonu. Kromé& vytvéieni senzorické hoikosti jsou hotké latky dilezit¢ i pro vznik
a stabilitu pivni pény a na samotného spotiebitele mohou mit néckolik fyziologickych efektt.
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Jedna se predevSim o sedativni az narkoticky a bakteriostaticky Uc¢inek a o podporu sekrece
zluci, jenz ptizniveé ovlivituje travici proces véetné zvyseni chuti k jidlu [17].

Humulon by mohl byt diky svym vlastnostem vhodny i pro terapii leukémie. V kombinaci
s aktivni formou vitaminu D je dokonce jesté t€inngjsi nez vitamin D samotny a je proto vhodny
1 jako prevence osteoporodzy.

2.3.1.5 Ethanol

Ethanol je nejvyznacnéjsi tékavou slozkou v pivu. Jeho mnozstvi zéavisi na koncentraci
puvodni mladiny a stupni prokvaseni a podili se zejména na plnosti chuti piva. Nejnovéejsi
vyzkumy navic potvrzuji , Ze rozumna konzumace alkoholu (pro zdravou dospélou populaci 20—
40 g alkoholu za den, tj. 0,5-1 1 piva denné u muzd, u zen 0,3-0,6 1) pozitivn¢ ovliviiuje fyzickou
a dusevni kondici ¢lovéka. Ve srovnani s abstinenty jsou ti, ktefi dodrzuji tuto relativné
bezpecnou davku, méné nachylni napt. na kardiovaskularni onemocnéni, nebot’ u nich dochézi ke
zvySeni sérové koncentrace HDL cholesterolu, coz vede k poklesu krevniho tlaku v disledku
roz$ifeni cév [26].

2.3.1.6 CO,

Oxid uhli¢ity je z nutricniho hlediska bezcennou latkou. Dosazeni optimalniho obsahu
a zejména vazani rozpuSténé¢ho oxidu uhli¢itého v pivu mé vSak zisadni vliv na senzorické
vlastnosti piva, jeho trvanlivost a spravny ftiz pfi staeni. Z fyziologického hlediska ma oxid
uhli¢ity vliv ptfedevsim na prokrveni Ustni sliznice, zvySeni tvorby slin, povzbuzeni produkce
kyseliny chlorovodikové v Zzaludecni sliznici a podporu vylucovani latek odvadénych moci
ledvinami. Cast pozadovaného mnoZstvi oxidu uhli¢itého ziska pivo v procesu hlavniho kvaseni
a Cast pii dokvasovani.

Riz piva patii k jeho vyznamnym a velmi obtizné definovatelnym vlastnostem, nebot’ je
vysledkem ptisobeni riiznych technologickych, surovinovych a zpracovatelskych faktorti. Podle
definice se fizem piva rozumi Stiplavy pocit, vyvolany timto ndpojem v ustech a vSeobecné se
dava do souvislosti s nasycenim piva oxidem uhli¢itym. Riz piva ma vyrazny vliv na oblibu piva
a tim 1 na jeho konzumaci. Uplatiiuje se nejen pii uhaSeni fyziologické ziznég, ale zdlraznuje
u n¢ho i pocit osvézeni. Prispiva bezesporu k souboru vlastnosti dobrého piva, které maji vybizet
k dal$imu napiti [26].

2.3.1.7 Vitaminy, provitaminy, minerdlni a stopové prvky

Fytoestrogeny jsou piirodni latky, které vyznamné snizuji napt. vyskyt rakoviny prsu,
tlustého stieva, délohy ¢i prostaty. V lidské straveé se vSak vyskytuji jen velmi ziidka a je snahou
jejich denni piijem zvysit. Je proto velmi pfiznivé, ze v pivu se fytoestrogeny vyskytuji
(pt.8-prenylnaringenin, jenZ je povazovan za jeden z nejucinnéjsich fytoestrogent viibec).

Dalsi ptrednosti piva oproti napf. vinim a jingym alkoholickym napojim je, ze svym piiznivym
a vyvazenym obsahem vitamini muize pokryt zna¢nou ¢ast doporucené denni davky. Pivo je
jedinym néapojem, ktery obsahuje vyznamna mnozstvi vitamint a leckdy byva oznacovan jako
vitaminovy koktejl. Zastoupeny jsou ptedevsim inositol (v mnozstvi 60 mg/l), cholin (v mnozstvi
100 - 300 mg/l) a vSechny vitaminy skupiny B — thiamin ( vitamin B1 v mnozstvi 0,04 mg/l),
riboflavin (vitamin B2 v mnozstvi 0,2 mg/l), niacin, kyselina nikotinova (vitamin B3 v mnozZstvi
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6 mg/l), pyridoxin (vitamin B6 v mnozstvi 0,04 mg/l), kyselinu pantotenovou (B5 v mnozstvi
1 mg/l), kobalamin (B12 v mnozstvi 100 mg/l), kyselinu folovou (listovou v mnozstvi 0,1 mg/l),
a biotin (vitamin H v mnozstvi 0,01 mg/l). Jeden litr piva plzeniského typu tak kryje 25 az 50 %
denni potieby riboflavinu, niacinu, pyridoxinu, kyseliny folové, kyseliny pantothenové, biotinu
a kobalaminu a 3 % denni potfeby thiaminu. Tyto hodnoty vSak neplati obecné a jsou jednim
z diikazl kvality a jedine¢nosti ¢eského piva.

Nezanedbatelny je i obsah n¢kterych minerali a stopovych prvki, které pochazeji vétSinou
ze sladu. Velmi dulezity je napi. obsah kemiku (vzniklého pii rmutovani) ve fyziologicky
vyuzitelném stavu. Kiemik v pivu brzdi absorpci nezadouciho hliniku v téle, ktery je ptic¢inou
Alzheimerovy choroby a mimo to pusobi proti ateroskleréze a osteoartritidé. Z dalSich v pivu
obsazenych prvki jsou vyznamnymi ptfedevsim zinek, fluor a méd’ a obzvlasté draslik a horcik,
které jsou nezbytné ke spravné funkci vSech organt v téle. Piiznivy je téz pomér Ca : Mg (1 : 3),
ktery plsobi proti vzniku Zlu¢ovych a mocovych kament. Zinek ptitomny v pivu je dilezity pro
lidsky organismus ptfedev§im z hlediska tvorby inzulinu, a odolnosti proti koznim chorobam,
fluor ma pozitivni vliv proti vzniku zubniho kazu, méd’ poméha predchazet ischemické chorobé
srdecni.

Doposud bylo v pivu nalezeno pies 2000 sloucenin. V souc¢asném stavu poznani je vSak treba
pfipustit, Ze jeSt¢ mohou existovat latky, které dosud objeveny nebyly, a pfesto maji velky vliv na
pozitivni zdravotni ucinky piva [6, 26].

2.4 Specifika sloZeni a technologie ¢eského piva

Historicky vyvoj Ceského pivovarstvi, kvalita ¢eskych surovin i pracovitost a odbornost
Ceskych sladkti ma za nasledek, ze chut ceského piva je dnes ponckud odlisnd nez chut
zahrani¢nich piv. Ceské pivo je mnohem vonavéjsi a piteln&j§i nez zahraniéni piva, coz lze
dokazat 1 pii chemickém rozboru piv. Jiz na prvni pohled i laik pozna, ze ¢eské pivo ma ponckud
tmavsi barvu. Zasadnim rozdilem oproti ostatnim druhiim piva je pfitomnost tzv. neprokvaSeného
extraktu — sacharidickych slozek, které dodéavaji pivu plnost a spolu s nasycenim CO; i chut
k dalsimu dousku [27].

V souvislosti s pivem typicky Ceskym je snahou najit moznosti, jak pivo co nepiesnéji
charakterizovat a jak nejlépe popsat zptisob jeho vyroby i oblasti, ve kterych se produkuji
jedine¢né suroviny nezbytné pro vyrobu. Nejde jen o to jasné a presné definovat suroviny, véetné
mista jejich plvodu a zplsob vyroby, ktery garantuje vysokou kvalitu a charakteristické
vlastnosti ¢eského piva. Ale také o to, ze vSechny faktory dohromady vytvareji podminky, které
¢eské pivo chréni a zamezuji jeho napodobovéani.

Oznaéeni Ceské pivo zaroven piedstavuje prileZitost pro pivovary, které vymezené podminky
respektuji, uspét na trhu s tak jedinenym produktem, jakym naSe pivo nepochybné je.
Rozlisitelnost Ceského piva vyplyva predeviim ze skutecnosti, Ze pivu dominuje slad a chmel. Je
pfijatelnd pouze slabd ptichut pasterizace, kvasnic ¢i esteri, cizi viné ¢i pfichuté nejsou
ptipustné. Pivo ma stfedni az silny fiz s pomalym uvoliovanim oxidu uhli¢itého. Podobné
iplnost je stfedni az vysokda, zejména diky obsahu nezkvasenych zbytkli extraktu,
charakteristickych rozdilem mezi zdanlivym a dosazitelnym prokvasenim. Niz§i mira prokvaSeni
znamena rovnéz nizsi obsah alkoholu. Velmi dillezitou vlastnosti Ceského piva je jeho hoikost.
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Mira hotkosti piva je stfedni az vys$si, s mirnou az lehkou trpkosti, kterd déle odezniva. Hotkost
zustava v ustech déle a déle tedy pusobi i na chutové bunky. Vy$§i mira hofkosti rovnéz
podporuje proces traveni.

Svétlé pivo (svétly lezak, svétlé vyCepni pivo a lehké pivo) je se slabym az stfednim aroma
svétlého sladu a chmele. Pivo mé zlatou barvu stfedni az vyssi intenzity, je jiskrné a po naliti do
sklenice tvofi kompaktni bilou pénu. Tmavé pivo (tmavy lezdk a tmavé vycepni pivo) ma
vyrazné aroma tmavého a barevného sladu. M4 stiedni fiz s charakteristickou silnou plnosti
zpisobenou podstatnym rozdilem mezi zdanlivym a dosazitelnym prokvaSenim a ptitomnosti
nezkvasitelnych substanci v surovindch, z nichZ se pivo vafi. Charakter hotkosti je ovlivnén
vysokou plnosti piva. Z druhotnych chuti a viini jsou pfipustné pouze karamelova a nasladla.

Hranice oblasti produkce Ceského piva jsou:

— na jihozapadé Chebské panev, Cesky les, Sumava, Blansky les a podhiii Novohradskych
hor,

— na jihu Tieboniska panev, jizni okraj Ceskomoravské vrchoviny a feky Dyje a Morava za
Hodoninem,

— jihovychodni hranici tvoii zapadni a severni okraj oblasti chranéné Bilymi Karpatami,
vychodni hranici zapadni, severni a jihovychodni okraj oblasti chranéné Beskydami,

— na zapad¢ je dand oblast vymezena fekou Ohie, Mosteckou panvi a fekou Labe po DéCin,

severozapadni hranice fekou Plou¢nice a Kamenice a Luzickymi horami,

— severni hranici tvofi Libereckd panev, jizni svahy Krkonos, Broumovské hory a jizni svahy
Orlickych hor a severovychodni hranici podhiii Kralického SnéZniku, Rychlebské hory
a Zlatohorska vrchovina, feka Opavice k soutoku s Opavou, Opava k soutoku s Odrou, Odra
k soutoku s Olsi, Olse k soutoku s Lomnou a Lomna az po oblast chranénou Beskydami.

Suroviny pro Ceské pivo jsou rovnéZ presné specifikovany [27].

Slad —v 99 % se v Ceskych zemich vyrabi vyhradné svétly druh sladu, zvany téZ ,,plzensky
slad“, vyrobeny z jarniho dvoutadého je¢mene, pfi¢emz konkrétni odridy pro vyrobu tohoto
sladu jsou odvozeny od kultivovanych odriid schvalenych Statni zemédé€lskou a potravinaiskou
inspekci v Brng, ¢imz je zaruden pravy chutovy profil Ceského piva.

Chmel - pouZivaji se zejména odriidy péstované ve vybranych oblastech téchto uré¢enych
tizemi: 1) Zatecka oblast, 2) Ustécka oblast, 3) Trsicka oblast.

Chmely vySlechténé v prvni polovin€ minulého stoleti v Zatecké oblasti se staly na dlouhé
obdobi svétovym standardem nejvyssi kvality. Jejich hlavni piednosti bylo a stale je vynikajici
chmelové aroma bez jakychkoliv vedlejSich viini a pachi. Mnoho v zahranic¢i uspésnych odrud
odvozuje sviij ptivod od originalnich Zateckych krajovych odrid, nebot’ ten je specificky a lisi se
od chmele péstovaného ve svété zejména svym pomérem o- a B-hotkych kyselin. Zatimco
u bézné¢ péstovanych odrid tento pomér obvykle ¢ini 2,5:1, pomér u odriid péstovanych v této
oblasti ¢ini v praméru 1:1,5. Dalsi charakteristickou vlastnosti odliSnou od jinych druhli chmele
je obsah B-farnesenu, jehoz obsah ¢ini 14-20 % vSech esencialnich oleji. Odridy chmele
kultivované a p&stované na daném tuzemi a obecné& viechny odriidy chmele pro vyrobu Ceského
piva museji byt schvalovany kontrolnimi organy a doporuceny Vyzkumnym ustavem
pivovarskym a sladafskym a minimalni mnozstvi Ceského chmele nebo produktli z néj
vyrobenych musi ¢init 30 % u svétlych lezakli a nejméné 15 % u ostatnich variant piva.
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Voda — pro vyrobu Ceského piva se pouziva voda z mistnich zdrojii. Tvrdost vody pouzivané
pro vareni ¢eského piva je hodnocena jako mékka az polotvrda.

Pivovarské kvasnice — kmeny kvasinek vyuZivané pro tzv. spodni kvaSeni (Saccharomyces
cerevisiae subsp. uvarum), které jsou vhodné pro vyrobu Ceského piva a které zajistuji rozdil
mezi zdanlivym a dosazitelnym prokvaSenim. Nejcastéji jsou pouzivany kmeny ¢. 2, 95, 96,
které jsou ulozeny ve Sbirce reprodukcénich kmeni pivovarskych kvasinek Vyzkumného ustavu
pivovarského a sladatfského, a.s. pod registracnim c¢islem RIBM 655, a jsou dostupné vSem
producentiim Ceského piva.

Vlastni proces rmutovani probiha dekokénim jedno az tfirmutovym zplisobem; nepouziva se
infuzni zptisob. KvasSeni probiha pti maximalni teploté do 14 °C a tento technologicky proces je
standardné oddélen od druhého kvasSeni, jedna se tedy o dvoufazové kvaseni a cela technologie
vyroby je pod stalou kontrolou [27, 28].

2.5 Metody stanoveni aktivnich latek piva (proteiny, polyfenoly) — prehled
2.5.1 Separace fenolickych latek-zakladni instrumentalni metody

2.5.1.1 Plynova chromatografie (Gas Chromatography-GC)

Plynova chromatografie byla pouzivdna pro analyzu flavonoidl na zacatku Sedesatych let 20.
stoleti. Derivaty flavonoidii byly separovany na koloné naplnéné SE-30 silikonovym polymerem,
nasledovala tepelné-vodivostni detekce. Frakce byly odebirany pro IR a UV-VIS spektroskopii.
Ackoliv GC neni jiz tak hojné vyuzivana k analyze polyfenolt, jeji vyznam v posledni dobé¢ roste
diky rozvoji vysokoteplotni chromatografie a zavedeni vylepSenych derivatizacnich procedur. Pti
derivatizaci flavonoidli vétSinou dochazi ke vzniku trimethylsilyletherovych (TMS) derivatu.
Methylace flavonoidil s vice nez jednou hydroxylovou skupinou miize dat vzniknout nékolika
derivatim, které komplikuji kvantifikaci. Soucasné vyuziti plynové chromatografie v analyze je
zaméfeno na jejich antioxidacni aktivitu, metabolismus a taxonomii. Flavonoidy jsou detekovany
hmotnostnim spektrometrem s elektronovou ionizaci v rezimu vybérového monitorovani ionti.
Molekularni ion [M+H]  a fragmenty vzniklé ods§tépenim methylovych nebo karbonylovych
skupin, popt. vzniklé retro Diels-Alderovou reakci (2.5.2.2) umoziuji detekci [29].

2.5.1.2 Kapilarni elektroforéza (Capillary Electrophoresis-CE)

Separace metodou CE je zalozena na odliSnosti elektroforetickych mobilit ionth
v elektroforetickém médiu uvnitf malé kapilary. VétSina studii  vyuzivajicich kapilarni
elektroforézu pro analyzu flavonoidl se vztahuje k vyzkumu pfirodnich produkti, zahrnuji
analyzu rostlin, zeleniny, bylin a rostlinnych a zeleninovych produktd. Hlavni typy kapilarni
elektroforézy jsou kapilarni zoénova elektroforéza (CZE) a micelarni elektrokineticka
elektroforéza (MEKC) s typickym fosfatovym a boratovym pufrem. Kapilary maji vnitini pramér
50-100 um, napéti je 10-30 kV a objem nastiiku se pohybuje v rozmezi 10-50 nl. Na kapilarni
elektroforézu obvykle navazuji UV-VIS, fluorescencni, ED a MS detektory [29].
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2.5.1.3 Chromatografie na tenké vrstvé (Thin Layer Chromatography-TLC)

V soucasné dob¢ stale hraje chromatografie na tenké vrstvé v analyze flavonoidii vyznamnou
roli. TLC je mimofadné vyhodna pro rychlé rozdéleni rostlinnych a 1écivych extrakti pred
detailni analyzou instrumentalnimi technikami (pfedevsim LC/UV-VIS). Ve vétSin€ ptipadi je
vyuzivan jako stacionarni faze SiO,. Detekce probihd v rozmezi 350-365 nm nebo 250-260 nm,
je mozné vyuzit i méfeni optické hustoty pfi stejné vinové délce [29].

2.5.1.4 Separace flavonoidu pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie (High
Performance Liquid Chromatography-HPLC)
Vysoké ucinnosti v separaci slozek vzorku je dosazeno pouzitim vhodnych stacionarnich
a mobilnich fazi. Vzhledem k tomu, Ze mobilni faze protéka separa¢nim systémempod vysokym
tlakem (desitky MPa), byva metoda n¢kdy oznacovana také jako vysokotlakd kapalinova
chromatografie.

Stacionarni faze

Nejdéle znamé jsou kolony tvotené jednotlivymi ¢asticemi stacionarni faze pravidelného tvaru
o velikosti v fddech mikrometrii. Novéjsi monolitické stacionarni fadze umoziuji kompaktné;jsi
zaplnéni kolony. Zcela novy typ staciondrni faze predstavuji vtisténé polymery (imprinted
polymers), které jsou obdobou monolitickych kolon, ale navic je do naplné zabudovéan obtisk
analytu, jenz ma byt oddé¢len. V kapalinové chromatografii jsou vyuzivany pro separaci slozek
vzorku rizné sily a efekty, napf. adsorpce, rozdélovani mezi dvé faze na zéklad€é rizné
rozpustnosti, iontova vymeéna, biospecifické interakce nebo sitovy efekt. VEtsinou se uplatituje
vice principli separace najednou. Klasické uspofddani adsorpéni chromatografie s polarni
stacionarni a nepolarni mobilni fazi se nazyva chromatografie s normalnimi fazemi (normal-
phase chromatography, NP). Dnes je vSak mnohem vice vyuzivan obraceny tzv. reverzni typ
chromatografie (reversed-phase chromatography, RP) [30, 31].

Mobilni faze

Mobilni faze v kapalinové chromatografii neni inertni, ale vyznamné se podili na separacnim
procesu. Slozeni mobilni faze lze ovlivnit zménou v ni obsazenych rozpoustédel, pH, iontové
sily, parovymi ¢inidly atd. Mobilni faze je charakterizovdna pfedevsim polaritou a selektivitou.
Vlastnosti mobilni faze jsou dulezité z hlediska separace i detekce. Mobilni faze by méla davat
v detektoru minimalni signal, a tim umoznovat co nejcitlivéjsi detekei solutt [30].

HPLC a flavonoidy - separace a detekce

Separace flavonoidi se obvykle provadi pomoci RP-HPLC. Nejcastéji pouzivanou stacionarni
fazi je chemicky vazanad oktanova a oktadecylovd faze. Nicméné vyuzivaji se také silikagel,
Sephadex a polyamidy. Gradientovd eluce je obvykle provadéna bindrnim systémem
rozpoustédel, a to vodnou fazi s piidavkem kyseliny octové a mravenci a vedle nich také
methanolu nebo acetonitrilu, které predstavuji organické modifikatory. Fosfatové pufry se
neuplatnuji tak casto jako dfiv, hlavné kvili kontaminaci iontového zdroje v pfipad¢é detekce
hmotnostni spektrometrii. Kapalinova chromatografie vétSinou probihé pii pokojové teploté, ale
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nékdy se doporucuje zvysit teplotu az ke 40 °C, aby se dosahlo zkraceni doby trvani analyzy
a protoze kolony, u kterych se udrzuje stala teplota, poskytuji opakujici se eluéni ¢asy [29, 32].

Vsechny aglykony polyfenoll obsahuji alespont jedno aromatické jadro, proto dobie absorbuji
UV zateni. Detekce flavonoidii se obvykle provadi pti 250, 265, 290, 350, 370 a 400 nm,
v pfitomnosti anthokyanidinid s pfidanou vlnovou délkou v rozsahu 500 - 525 nm. Jednoduché
substituenty jako methyl, methoxy- a nedisociované hydroxylové skupiny zpravidla zptisobuji jen
zanedbatelné zmény v pozici absorpéniho maxima. Konjugaty flavonoidii absorbuji v uvedenych
vlnovych délkach, jenze vétsina glykosidii a acylovych zbytkl jsou rovnéz slabé chromofory,
a proto nelze ziskat spolehlivé chromatogramy prosttednictvim DAD a UV detekce [29].

Analyza flavonoidd fluorescencni detekci je vyuzivana jen ziidka, jelikoz flavonoidy jen
omezen¢ vykazuji pfirozenou fluorescenci (napf. izoflavony, flavonoidy s OH skupinou na tfetim
uhliku flavanového skeletu a methoxylované flavony). Vlastnosti funkénich skupin a jejich
poloha rozhoduji, zda jednotlivé flavonoidy fluoreskuji ¢i nikoliv. Ze vSech izoflavonii vykazuji
silnou pfirozenou fluorescenci jen ty, které nemaji navazanou hydroxylovou skupinu na patém
uhliku flavonového skeletu. U téchto sloucenin lze pak vyuzit detekce emisniho zafeni
o dlouhych vinovych délkach. Také flavonoly ptirozené fluoreskuji diky 3-OH skuping, ktera je
zapojena do intramolekuldrniho pfenosu protonu v excitovaném stavu. Ten pak zplsobi dvojitou
emisi zavislou na rozpoustédle. Kombinace fluorescencni a UV detekce tedy poskytuje moznost
rozlisit fluoreskujici a nefluoreskujici slouc¢eniny, které se eluuji soucasné [29].

Protoze je vétSina flavonoidl elektroaktivni diky ptitomnosti skupin fenolickych latek, mtize
byt vyuzita také elektrochemicka detekce, 1 kdyz tato metoda neni tak citliva jako fluorescen¢ni
detekce [29].

Propojeni kapalinové chromatografie se spektroskopickymi technikami jako je UV-VIS, MS,
nebo NMR poskytuje efektivni vybaveni pro rychly sbér dat a objasnéni struktury. LC/DAD je
ucinnd technika pro rychlé rozdéleni smési, nicméné data ziskané na zakladé absorpce svétla jsou
nedostate¢né pro objasnéni struktury. LC/UV-VIS/MS je rychld technika umoziujici kratké
vystaveni analytu svétlu a vzduchu, coz limituje jeho degradaci. Dnes je nejvyznamnéjsi
technikou pro identifikaci cilového flavonoidu a strukturni charakterizaci neznamych clend této
tiidy slouCenin LC-MS/MS. Tandemova hmotnostni spektrometrie z velké c¢asti nahradila
operace jednostupniové hmotnostni spektrometrie diky mnohem lepsi selektivité a SirSimu
rozsahu ziskanych informaci. Ve studiich zabyvajicich se charakterizaci neznamych sloucenin
byvaji aplikovany rizné obmény LC-MS/MS vedle LC-DAD UV pro rychlou identifikaci tiid
[33].

Také LC-NMR se c¢asto ukaze jako nezbytné vybaveni k ziskani jednoznaénych strukturnich
charakterizaci. V oblasti vyzkumu pfirodnich produktii neustile stoupa vyznam on-line LC-
NMR. Nevyhodnou jsou ale nizka citlivost, nakladné instrumentace a dlouhé trvani experimentu.
Pro komplexni objasnéni struktury novych ptirodnich produkt je nezbytna piipravna izolace,
protoze v LC-NMR je obvykle ¢ast spektralni oblasti 1H ztracena a navic neposkytuje informace
0 °C. Je viak tieba zdtiraznit, ¢ NMR detekce je obzvla§té Gi¢inna pro uréeni odlignosti izomert,
konfigurace cukr a substituéniho modelu na systému aromatickych jader [29].
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2.5.2 Metoda HPLC/MS v analyze flavonoidiu

Jelikoz polyfenolické slouceniny tvoii skupinu mirné polarnich molekul, 1ze pro jejich analyzu
vyuzit kapalinovou chromatografii na reversni fazi snéslednou hmotnostni detekci
a elektropsrejem jako iontovym zdrojem. Uziti LC/MS v analyze potravin poskytuje dilezité
informace o struktufe cilové nebo neznamé latky pfimo v matricich. V nékterych piipadech
pfipojené techniky mohou poskytnout Uplnou on-line strukturni analyzu, ktera neni Casové
narocna [34, 35].

Obr. 8- LC/MS systéem

2.5.2.1 Hmotnostni spektrometrie (MS)

Hmotnostni spektrometrie je fyzikaln¢ chemickd metoda ur€ovani hmotnosti atoma, molekul a
jejich ¢asti prevedenim na kladné nebo zaporné ionty. Spojeni hmotnostniho spektrometru se
separacnimi metodami, zejména s plynovou a kapalinovou chromatografii, umoznuje provadét
strukturné selektivni detektor umoznujici kromé obvyklé registrace zon latek eluovanych
z kolony provést i jejich identifikaci na zdklad€ zaznamenané¢ho hmotnostniho spektra [30].

Iontovy zdroj a typy ionizaénich technik

Nezbytnym ptredpokladem u hmotnostni spektrometrie je, Ze analyzovana latka nese naboj.
Energetickd narocnost ionizace zavisi na typu analyzované latky. Pro vétSinu organickych latek
se hodnota prahové ioniza¢ni energie pohybuje mezi 7-16 eV, pficemz energie piesahujici tuto
prahovou energii vede k pfevedeni latky do ionizovaného stavu [30].
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Vytézek ionizace vEtSiny pouzivanych ioniza¢nich technik se pohybuje kolem 0,01 %, z ¢ehoZz
vyplyva, Ze proces ionizace vyrazn¢ omezuje citlivost méfeni a dosazitelnou mez detekce
metody. Podle mnoZstvi dodané energie délime ionizacni techniky na tzv. mékké, pii nichz je
mnozstvi nadbyte¢né energie malé a pravdépodobnost fragmentace nizka, a na tvrd¢, kdy dodana
energie postacuje k rozsahlé fragmentaci primarné vzniklého iontu. Nejbéznéjsi jsou techniky
ionizace v plynné fazi. Analyzovana latka je ptedem odpaiena do vakua, nutnym ptedpokladem
je jeji dostatecna tekavost [30].

0 Tvrdé ionizacni techniky

Ionizace elektronem (electron ionization, EI) je tvrda ionizacni technika v plynné fazi. Jedna
se vsoucasné dobé o nejlépe propracovany zpusob ionizace. Spolu s chemickou ionizaci
(chemical ionization, CI) jsou pouzivany béZzné¢ v kombinaci s plynovou chromatografii.
Vzhledem k obtiznému ptevedeni do plynné faze jsou flavonoidy bézn¢ analyzovany metodou
HPLC/MS, pro kterou byly vyvinuty metody ionizace vzorku za atmosférického tlaku [30].

0 Sprejové ionizacni techniky-mékké ionizacni techniky

Sprejové ionizacni techniky fadime mezi mekké ioniza¢ni techniky v kapalné fazi. Jsou
vhodné pro kombinaci s kapalinovou chromatografii a kapilarni elektroforézou. Patii mezi né
termosprej (thermospray, TSI, Obr. 9), elektrosprej (elektrospray, ESI), fast atom bombarding,
chemicka ionizace za atmosférického tlaku (athmospheric pressure chemical ionisation, APCI)
nebo fotoionizace za atmosferick¢ho tlaku (atmospheric pressure photoionisation, APPI).
Nejvétsi vyznam pii stanoveni fenolickych latek maji chemicka ionizace za atmosférického tlaku
a elektrosprejova ionizace [31].

K ¢&erpacimu ]
systému
/Il K hmotnostnimu
Repelcr—l \Ill analyzatoru

Ohfev |

Kovova kapildra

Obr. 9 - Schéma iontového zdroje — termospreje [30]

V soucasnosti nejcastéji pouzivanym iontovym zdrojem pro kombinaci LC/MS je elektrospre;j
(Obr. 10). Krozpraseni kapalné faze ptivedené do kovové kapilary dochdzi vlivem
nehomogenniho elektrického pole mezi Gstim této kapilary, na niz je pfivedeno vysoké napéti,
a protielektrodou, ktera je uzemnéna. Napéti na kovové kapilaie dosahuje hodnot 2-5 kV. Spicka
kapilary elektrospreje je tizkd, a proto intenzita elektrického pole ve vzduchu na Spicce kapilary
je velmi vysokd. Vznikaji tak drobné kapicky kapalné faze s vysokou hustotou povrchového
naboje. Ty jsou rychle vysuSeny protiproudem horkého inertniho plynu, nejcastéji dusiku
o teplot¢ asi 200 °C. Disociované latky mechanismem iontového vyparovani prechazeji ptimo do
faze plynné a vzniklé¢ ionty jsou vedeny vstupni Stérbinou ptes iontovou optiku do hmotnostniho
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analyzatoru. V procesu ionizace mohou vznikat kladn¢€ 1 zadporn€ nabité ionty v zavislosti na
polarit¢ napéti vlozeného na protielektrodu. Ionizace elektrosprejem poskytuje prevazné
molekularni ionty. Pro identifikaci glykosidl flavonoll a derivati katechinu je nezbytné spojeni
s MS/MS, ¢imz se ziskaji informace o struktufe molekul, které jsou srovnatelné s informacemi
nabytymi pomoci APCI [30, 36, 37].
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Obr. 10 - Hlavni déje probihajici p¥i ionizaci elektrostrejem [39]

U APCI (Obr. 11) tsti vstupni kapilara, kterou je ptivedena kapalna faze z chromatografické
kolony, do pneumatického rozpraSovace, jehoz plast’ je vyhfivan na velmi vysokou teplotu, az
700 °C. Dochazi k efektnimu rozpraseni a odpateni kapalné faze. V prostoru koronového vyboje
generovaného na hrotu tzv. koronové jehly dochazi pfedevsim k ionizaci par mobilni faze nebo
molekul zvlh¢ovaciho plynu a tvorbé chemicko-ioniza¢niho plazmatu. Molekuly analyzovanych
latek jsou pak ndsledné ionizovany mechanismem chemické ionizace pfenosem protonu za
vzniku kvazi-molekularnich iontd typu [M+H]  nebo [M-H]. APCI-MS poskytuje jasné
informace o molekulové hmotnosti fenolickych latek a také uzite¢né informace o jejich strukture
(rozpoznavaci fragmenty iontll), které mohou byt verifikovany rovnéz pomoci UV-DAD [30, 37].
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Obr. 11 - Schéma iontového zdroje APCI [39]

Hmotnostni analyzatory
Umoznuji rozliSeni iontl produkovanych v iontovém zdroji podle poméru jejich hmotnosti
a naboje, m/z [30].

0 Kvadrupolovy analyzator (quadrupole, Q)

Kvadrupolovy analyzator (Obr. 12) v hmotnostni spektrometrii se béZné uplatiiuje ve spojeni
s plynovou a kapalinovou chromatografii nebo také s kapilarni elektroforézou. Tento typ
analyzatoru tvoii Ctyfi kovové ty€e kruhového nebo hyperbolického prifezu, které jsou ptipojeny
ke zdrojim stejnosmérného a vysokofrekvencniho stiidavého napéti [30].

Na ionty, které se dostanou do prostoru mezi ty¢emi, pusobi stiidavé elektrické pole, coz se
projevi jejich oscilaci. Pii dobfe zvolenych hodnotach stejnosmérného a stiidavého napéti a jejich
vhodného poméru projdou kvadrupdlem pouze ionty o uréitém m/z, ostatni se dostanou do
nestabilni drahy a zachyti se na ty¢ich kvadrupdlu nebo na sténach pfistroje. Postupnou zménou
napéti (skenovani) vkladanych na kvadrupdl je mozno nechat projit ionty ve zvoleném intervalu
hodnot m/z. Hlavni vyhodou kvadrupdlového analyzatoru je moznost rychlé zmény hodnot napéti
vkladanych na ty¢e. To umoziiuje zvolit rychlé skenovéani odezvy a mnohonasobné zaznamenat
hmotnostni spektra béhem eluce velmi tzkych chromatografickych (elektroforetickych) piki.
Jistymi nevyhodami je omezeny hmotnostni rozsah, ktery zavisi na kvalité¢ konstrukce detektoru
(maximalni hodnota m/z se pohybuje mezi 2 000-3 000) [32].

41



do detektoru

z iontového zdroje
Obr. 12 - Kvadrupodlovy analyzator [39]

0 lontova past (ion-trap, IT)

Iontova past (Obr. 13) je trojrozmérnou obdobou kvadrupolového filtru a umoziuje pomoci
sttidavého elektrického pole uzavtit ionty v ohrani¢eném prostoru. Tvofi ji uzemnéné vstupni
a vystupni kruhové elektrody hyperbolického prifezu a prstencové sttedové elektrody, na které se
ptivadi vysokofrekvenéni napéti s proménnou amplitudou [30].

Nejprve jsou otvorem ve vstupni kruhové elektrod¢ ptivedeny do iontové pasti molekuly
analyzované latky a provede se nésledna ionizace pulsem elektrond. DalS§i moznosti je ionizace
v externim iontovém zdroji, takze do vnitiniho prostoru iontové pasti je analyzovana latka
pfivedena uz v ionizovaném stavu. Béhem doby, kdy se na stfedovou prstencovou elektrodu
privadi sttidavé napéti o malé amplitudé a ionty v Sirokém rozsahu hmotnosti se udrzuji na
stabilnich uzavienych drahach, je mozno akumulovat dostatecné mnozstvi iontl v prostoru
iontové pasti. Nasledné je zvySovana amplituda stiidavého napéti. S jeji rostouci hodnotou jsou
postupné ionty s rostoucim m/z vypuzeny z pasti a pres otvor vystupni kruhové elektrody jsou
vedeny do detektoru. Dfive se iontova past vyuzivala hlavné ve spojeni GC/MS pii analyzach

2%

vyuziti kombinovana technika LC/MS, a to i pro analyzy vysokomolekularnich latek [30].

Vstupni kruhova elektroda

AL e

Obr. 13 - Prurez iontovou pasti [30]

O Priiletovy analyzator

Prtletovy hmotnostni analyzator je nejjednodus$im hmotnostnim analyzatorem tvofenym
pouhou evakuovanou trubici. K ¢asovému rozdéleni iontl s rozdilnym m/z dochazi na zakladé
jejich odlisné doby letu ziontového zdroje do detektoru. lonty s odliSnym m/z, vystupujici
z iontového zdroje, maji pfi stejné kinetické energii rozdilnou rychlost. Hmotnéjsi ion se
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pohybuje pomaleji a dorazi do detektoru pozdgji. Casova diference a tedy i dosazitelné rozlideni
zaviseji na délce drahy, kterou ionty v trubici priletového analyzatoru urazi. Aby zafizeni
nemuselo byt pfili§ rozmérné, konstruuje se stzv. reflektonem, elektrostatickym zrcadlem
znasobujicim pruletovou drahu iontii. Hlavni vyhodou tohoto zafizeni je teoreticky neomezeny
hmotnostni dosah. Nejvétsitho vyuziti zatim dosahl ve spojeni s ioniza¢ni technikou MALDI
(Matrix Assisted Laser Desorption/lonization) v analyze biomolekul (proteiny, polysacharidy).
TOF-analyzator lze vSak najit 1 u techniky LC-MS pro analyzu vysokomolekularnich latek nebo
v kombinaci s kvadrupélovymi filtry u hybridnich tandemovych ptistroja [33].

Detektory v hmotnostni spektrometrii

V hmotnostni spektrometrii se miizeme setkat se dvéma typy detektord, a to s detektory pro
pfima méfeni a nasobiCovymi detektory. Detektory pro pfima méfeni detekuji elektricky proud
vznikajici pfimym dopadem iontd a pouZzivaji se hlavné pro méfeni piesného izotopového
zastoupeni prvkli. Mnohem vétsi vyznam maji nasobicové detektory, které vyuzivaji efekt
nasobeni elektroni vzniklych po dopadu iontd a poskytuji méfitelné signaly dokonce pro
jednotlivé ionty. Pouzivaji se u veskeré komeréni instrumentace, véetné kombinovanych systému
GC/MS a LC/MS [30].

0 Spojeni HPLC s hmotnostnim detektorem

HPLC/MS  vyuZivajici rozhrani termospreje byla zkonstruovdna pro analyzu
nizkomolekuldrnich fenolickych latek v rostlinnych materidlech. VéEtsi citlivosti mize byt
dosazeno pomoci volby negativniho modu ionizace. Jind studie zabyvajici se obdobnym
vyzkumem pouzila k pfevedeni vzorku v kapalné fazi do MS elektrosprej. Vzorek byl separovan
pomoci iontoveé parové chromatografie na fenylové kolon€ a poté byly hmotnostni spektrometrii
v negativnim moédu stanoveny fenolové kyseliny a aldehydy. Béhem ionizace vznikaji pouze
deprotonované molekuly, takZe mnohdy musi byt struktura verifikovana vyuzitim MS". ESI
vykazuje jedenkrat az dvakrat lepsi detekéni limity nez TSI s kladnymi ionty [34]. Spojeni HPLC
s APCI bylo poprvé pouZito pro analyzu isoflavonil a jejich konjugat v sojovych potravinovych
vyrobcich. Analyza byla provedena jak v kladném tak i zdporném médu s mobilni fazi obsahujici
methanol a vodny roztok mravencanu amonného (pH 4) za gradientové eluce. Skoro ve vSech
pripadech byla lepsi odezva na zaporny modd. Na kvadrupdlovém analyzatoru byly uspésné
detekovany isoflavony v kladném modu, ale pifi vyuZziti iontové pasti byly vysledky ziskané
aplikaci kladného moédu pii chemické ionizaci APCI neuspokojivé [34].

2.5.2.2 Tandemova hmotnostni spektrometrie v systému LC/MS

Zasadni nevyhodou pouziti sprejovych ionizacnich technik je povétSinou zanedbatelny rozsah
fragmentace vznikajicich iontli. Pro tcely podrobnéjsi strukturnich studii je nutno pouzit
komplexni systémy tandemové hmotnostni spektrometrie, sdruzujici dvojici hmotnostnich
analyzatorti odd€lenych kolizni celou. Klasickym instrumentalnim uspofadanim tohoto typu je
tandemovy hmotnostni spektrometr, kde jsou spojeny dva magnetické hmotnostni analyzatory.
V prvnim analyzatoru je volbou intenzity magnetického pole vybran ion uréitého m/z
(tzv. matetsky ion), jeZ je nasledné fizené¢ fragmentovan v kolizni cele. Vzniklé fragmentované
ionty (dcefinné ionty) jsou podle m/z rozdéleny v druhém magnetickém analyzéatoru a nasledné
detekovany. Vhodnégjsi pro spojeni se separacnimi metodami je systém se tfemi kvadrupdly.
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Prvni kvadrupdl slouzi pro vybér matetského iontu, do druhého kvadrupolu se ptivadi pod
vhodnym tlakem inertni plyn a slouzi jako kolizni cela pro fizenou fragmentaci matetského
(prekurzorového) iontu, skenovanim tfetiho kvadrup6lu se rozdéli vzniklé dcefinné ionty. Pro
uréeni strukturni analyzy velkych molekul byly vyvinuty hybridni systémy vyznacujici se
vysokym dosazitelnym rozliSenim a vysokou citlivosti, jez jsou vhodné pro spojeni
s kapalinovym chromatogafem [30].

Identifikace a strukturalni charakterizace pomoci fragmentace matetského iontu [40]

Charakterizace slou¢enin pomoci techniky LC/MS® je v soucasné dobé velmi rozsifena.
Zpuasob fragmentace slouCenin je zavisly na typu ionizace (ESI, APCI) a na typu pouzitého
hmotnostniho analyzatoru (kvadrupo6l, iontova past).

vvvvvv

Alderovy (RDA) fragmenty jsou dulezit¢ piedevSim pro -charakterizaci glykosidickych
a aglykonovych Sesticlennych cyklickych struktur obsahujicich dvojné vazby a 3 pary
delokalizovanych elektronti. Pro snadnéjSi orientaci ve St€pnych produktech bylo navrhnuto
nazvoslovi vzniklych fragmentd. lonty vytvofené v kladném modu rozstépenim dvou vazeb na
C-kruhu jsou ozna¢ovény jako “A" a /B" v souvislosti s oznadenim daného flavonoidniho kruhu.
Indexy i a j oznacuji vazby na uhlikatém kruhu, které byly pferuseny. V zdporném modu se
pouziva oznadeni YA a /B’ se stejnou symbolikou jako v modu kladném.

Ve vysledku dochazi k rozstépeni dvou o-vazeb a k vytvoreni dvou zvazeb. Prikladem mutize
byt Stépeni luteolinu se substituentem -OH na benzenovém kruhu B (m/z = 287) ¢i apigeninu se
substituentem -H na stejné pozici kruhu B (m/z = 269) v kladném moédu (Obr. 14) — hodnota
fragmentu '*A” je m/z = 153 a pro fragment "B je hodnota m/z = 135 pro luteolin resp. 119 pro
apigenin.
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Obr. 14 - Stépeni luteolinu a apigeninu v kladném médu [40]
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0 Fragmentace v kladném modu

Vybrané flavonoidni skupiny (flavony, izoflavony, flavonoly a flavanony) jsou
charakteristické zptisobem §tépeni (Obr. 15). Diels-Alderovo §tépeni a vznik '"A" fragmentu je
typické predevsim pro flavony (luteolin a apigenin), dale pro flavonoly (kaempferol) a flavanony
(naringenin a hesperetin). Fragment typu "B je u zminénych struktur také pozorovan, ale ve
zvysené mife pouze u flavanonu naringeninu. U flavoni a flavonoléi dochazi také k $tépeni **B”
a prislusny $tép “*A" se vyskytuje pouze u flavonold, coz miZe slouzit jako rozlifovaci prvek.
Stépeni vazeb 0, 4 neni u téchto slou¢enin piili§ bézné. Diels-Alderova fragmentace u sloudenin
s methoxy substituentem probihd jen v omezené mife.

0 Fragmentace v zaporném modu

RDA §tépeni uhlikatého skeletu v zaporném modu poskytuje hlavng fragmenty typu '"A”
a '’B" (specialné u flavonolil). Vyskytuji se i piipady, kdy vzniklé §tépy jsou ve tvaru °A” a/nebo
03B, Tento typ §t&peni byl pozorovan viak pouze u izoflavoni (daidzein a genistein). Dalsim
moznym typem je Stépeni vazeb 0, 4, které vSak neni typické pro vSechny flavonoidy. Bylo
pozorovano pouze u nékolika sloucenin — apigenin, kvercetin, kaempferol, naringenin c¢i
izosakurametin. Fragmenty typu A" jsou charakteristické pro spektrum kvercetinu a fisetinu.
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Obr. 15 - Stépenti ¢tyr zdkladnich typii flavonoidii v kladném médu (flavony, isoflavony, flavonoly
a flavanony) [40]
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2.5.3 Separace proteint

Kromé vySe uvedenych chromatografickych technik a CZE, jsou pro analyzu proteinli
nejvyuzivanéj§i zejména dalsi elektroforetické metody, hmotnostni spektrometrie, metody
imunochemické, poptipad€ — v piipad¢ zajmu o trojrozmérnou strukturu pivovarskych bilkovin —
i nuklearni magneticka rezonance ¢i rentgenova krystalografie.

2.5.3.1 Elektromigracni (elektroforetické) metody

Elektroforéza ptedstavuje orientovany pohyb elektricky nabitych ¢astic (iontl, koloidnich
Castic atd.) v roztoku, vynuceny stejnosmérnym elektrickym polem. Uspotadani elektroforézy
muze byt v trubickdch nebo vtenké vrstvé, pficemz uUspéch separace latek ze smési lze
predpokladat jen tehdy, budou-li mit separované latky dostate¢n¢ odlisSné efektivni
elektroforetické pohyblivosti [41].

Vyuziti elektroforézy pro déleni proteinti poprvé popsal roku 1937 svédsky biochemik Arne
Tiselius. Ve své metodé pouZzil tzv. volnou elektroforézu, pfi niZ se roztok proteind umisti do
trubice tvaru U a pievrstvi pufrem neobsahujicim proteiny. Castice putuji smérem k elektrods
s opacnou polaritou rychlosti, ktera je umérna velikosti jejich naboje. Velikost nadboje spolecné
s gradientem nap¢ti tedy urcuji rychlost migrace i vzajemnou separaci.

Jelikoz u volné elektroforézy dochézelo ke konvekénimu michdni putujicich proteintl, coz
vyzadovalo pouziti slozitych pfistrojii a velkého mnozstvi vzorku, byla tato metoda nahrazena
zonovou elektroforézou, pti niz se vzorek pohybuje na pevném podkladu, jako je filtracni papir,
celulosa nebo rtizné typy gelt (S8krob, agar, agarosa, polyakrylamidovy gel).

Metody patfici do zonovych elektroforetickych technik jsou obzvlasté vhodné pro analytické
vyuziti. Protoze jsou molekuly ve svém pohybu omezovany téz pfitomnym gelem, je separace
ucinngj$i — separace probiha na zaklad¢ velikosti néboje a soucasné i velikosti molekuly.
Rychlost jejich pohybu zavisi na velikosti pért v gelu. Velké molekuly jsou zpomalovany vice
nez molekuly malé, protoze gel zcela vyplituje vymezeny prostor (trubi¢ka, desky mezi dvéma
skly). Pohyb se zastavi teprve, az dojde k ipInému rozdéleni [42].

PAGE a PAGE-SDS elektroforéza

Technika PAGE vyuziva jako nosi¢ polyakrylamidovy gel (PAGE = polyacrylamide-gel-
electrophoresis) a pro separaci proteint je nejbéznéjsi. Provadi se ve specidlnich aparaturach, kdy
se gel, spole¢né se vzorkem, umisti mezi dvé elektrody, mezi nimiZ prochazi stejnosmérny proud.
Putujici molekuly bilkovin ovliviiuje hustota polymerizované¢ho gelu vytvotreného polymeraci
monomeru akrylamidu (CH,=CH-CO-NHy; zkr. AA), zesitovacim ¢inidlem (N,N-methylen-bis-
akrylamid, zkr. BIS; CH,=CH-CO-NH-CH,-NH-CO=CH-CH,), kter¢ se zabudovava

.....

persulfate; APS). Jako katalyzator reakce se pouzivd N,N’-tetramethylendiamin
((CH3),NCH,CH,N(CH3),, TEMED). Cim je vétsi hustota polymerizovaného gelu, tim jsou
molekuly vice zpomalované [43, 44].

Kyslik jako inhibitor této reakce se odstraiiuje zroztoku nejcastéji sonifikaci. Bézny
polyakrylamidovy gel je prihledny, pruzny a dostate¢né pevny. Se vzristem hustoty polymernich
vlaken se pohyblivost molekul bilkovin v gelu snizuje. Elektroforézu ovliviiuje i pH pufru (jimz
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je zajisténo vodivé prostiedi), nebo pritomnost dodecylsulfatu sodného (SDS), ktery udéluje
proteinim uniformni zaporny naboj a jejich pohyblivost je pak dana velikosti molekuly.
Bilkoviny maji schopnosti vazat SDS v mnoZstvi asi 1,4 g SDS na gram bilkovin. Metoda je
intenzivné vyuzivana na stanoveni relativni molekulové hmotnosti neznamych bilkovin [41].

Po skonceni elektroforézy se provadi detekce — nejcastéji pomoci barviv s vysokou afinitou
k molekuldm bilkovin — jako je Amidocernn 10B, Coomassie Brilliant Blue R-250, Ponceau S.
Nejcitlivéjsi je metoda barveni stiibrem, kterd je az 100krat citlivéj$i nez barveni pomoci
Coomassie Brilliant Blue R-250 s detekénim limitem méné€ nez 1 ng proteinu [41].
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Obr. 16 - Usporadani PAGE Obr. 17 -Detergent dodecylsulfat sodny
elektroforézy [43] (SDS) pred a po zahrati s merkaptoethanolem

2D elektroforéza (IEF) [41]

Dvojrozmérnd neboli 2D elektroforéza je na stanoveni proteinovych vzorkl taktéz hojné
vyuzivdna. Jde o kombinaci dvou izoelektroforetickych dé€leni, kdy se nejdiive vzorek rozdéli
izoelektrickou fokusaci na zaklad¢ izoelektrickych bodii. V kolmém sméru se potom
elektroforézou v polyakrylamidovém gelu v ptitomnosti SDS jednotlivé bilkoviny rozd€li na
zakladé molekulové hmotnosti. Timto zplisobem je mozno analyzovat velmi komplexni smési
obsahujici desitky bilkovin. Diky této mimotadné d¢lici schopnosti patfi dvojrozmérna
elektroforéza k zakladnim technikam umoziujicich identifikaci rozmanitych biopolymert.

Mikrocipova elektroforéza

Nartstajici  zdjem o minaturizaci procesi v poslednich letech vedl k zavedeni
elektroforetickych technik na mikro€ipech. Plivodni produkty pro mikroelektroniku nasly
uplatnéni i v chemickém a biochemickém primyslu. Mikrofluidni zafizeni slouzi na manipulaci
s nepatrnymi mnozstvimi tekutin popf. s nepatrnym mnozstvim biologickych jednotek ptes
separacni rozvétveny mikrokanalek, ktery dovoluje integraci rGznych chemickych
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a biochemickych procesii v rychlém a automatickém jednolitém mikroproudovém systému [44].
Mikrocipova elekteroforéza je stale se vyvijejici technika, kterd umoziiuje spojeni vice
separac¢nich technik dohromady. Nejpouzivanéjsi je pro analyzu biomakromolekul a to predev§im
nukleovych kyselin, bilkovin a sacharidu.

Cela analyza probiha v mikro€ipu. Existuje celd fada druhl Cipt a také celd fada moZnosti
jejich pripravy. Jejich funkce je vSak univerzalni. VSechny musi byt schopny ptfedevs§im
v mikromnozZstvich kontrolovat tok tekutiny. Analyza vSak mize na jednom ¢ipu prob&éhnout jen
jednou [45, 46]. V cCipu funguji na zdklad¢ elektrokinetického principu mikropumpy, pfi¢emz
pumpovani je provadéné bud’ z vnéjSku nebo je pumpa integrovand do mikrocipu ve formé
mikrokomponenty [47].

A

Obr. 18 - Vizualizace tokovych profilii: Obr. 19 - Mikrokanalky [41]
A) elektroosmoticky tok B) tlakem hnany tok [41]

Pivodné byly mikrofluidni techniky navrzeny pro pouziti i v chromatografickych technikach.
Avsak v této oblasti vyvoje nastal utlum a zaclenéni mikroCipii se tu neujalo. Naproti tomu
v oblasti metod elektroforézy se mikrofluidni techniky zacinaji uplatiiovat velmi intenzivné.
V soucasné dob¢ jsou vsSak stale predmétem rozvoje. Separace pomoci mikroCipti zacala byt
realizovdna nejdiive u jednodussich experimenti jako je napt. 1D separace za pouziti gelu
s pfidavkem SDS, v soucasnosti se vSak vyzkum vice zamétuje predevsim na 2D elektroforetické
systémy [41].

Nejbéznéjsi metoda s pouzitim Cipu je kapilarni elektroforéza, pak také izoelektrickd fokusace
a gelova elektroforéza. Aplikace elektroforézy zahrnuje jak pouziti polyakrylamidovych gelt, tak
agarosy, nebo 1 dalSich materidli s vlastnostmi molekulového sita. Pii vlastni analyze je tieba
davat pozor na vyskyt bublin, které mohou zabranit spravnému zpolymerovani gelu. Mezi
nejspolehlivéjsi metody detekce patii optické metody, které jsou i1 nejpouzivanéjsi, dale metody
elektrochemické a v neposledni fadé detekce pomoci hmotnostni spektrometrie. Z optickych
metod je nejbeznéjsi fluorescence. Malé rozméry mikrokandlku a malé objemy dévkovaného
vzorku vyzaduji pouziti citlivého detektoru, proto se nejcastéji vyuziva laserem indukovana
fluorescence, kdy jsou proteiny oznacené slouceninami jako fluorescein isothiokyanat (FITC)
nebo tetramethylrhodamin isothiokyanat (TRITC), které reaguji s aminoskupinami proteint [41].

Protoze proteiny jsou chemicky velmi komplexni, je jejich analyza pomoci mikroCipa
rozmezi rtiznych aplikaci 1 v technickych vyzkumech vcetné¢ imunoanalyz a enzymovych analyz
[48].
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Obr. 20 - Detekce proteinii fluorescencni metodou u mikrocipové elektroforézy [47]

2.5.3.2 Hmotnostni spektrometrie v analyze proteinit [48]

Hmotnostni spektrometrie je praktickou technikou také pro sekvenovani peptidovych
fragmentl obsahujicich az 25 aminokyselinovych zbytki. Doneddvna bylo pouziti v analyze
velkych organickych molekul omezeno, protoze bylo obtizné je odpafovat, aniz by se tepelné
rozlozily (vzorky analyzované hmotnostni spektrometrii musi byt v plynné fazi). Tato prekazka
byla odstranéna vyvojem ionizacni techniky (bombardovani rychlymi atomy), kam se tadi
desorpce/ionizace za ucasti matrice (MALDI) a ionizace elektrosprejem (ESI).

Zdenaturovany peptidovy fetézec proteinu, jehoz disulfidové mustky jsou pteruseny redukci
(obvykle dithiotreitolem) a blokovany alkylaci (obvykle jodacetamidem) jsou za piisné
kontrolovanych podminek specificky rozstépeny (nejcastéji se zde vyuziva trypsin — $tépi fetézec
za bazickymi aminokyselinami Lys a Arg) nebo chymotrypsinem (St€pi za aromatickymi
aminokyselinami). Tim vznikne smés peptidl, jejichz presné molekulové hmotnosti se urci
metodou hmotnostni spektrometrie. Ziska se tak fada hodnot, které se zadaji do vefejné pfistupné
databdze. Automaticky se pak databaze prohledava a spektrum zméfenych hmotnosti se porovna
s teoretickymi. Tato metodika je pomémé jednoduchia a lIze ji pii béznych laboratornich
podminkach zvladnout za 2 — 4 hodiny.
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Obr. 21 - Schéma identifikace proteinii z gelu po elektroforese [48]
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Pouzité chemikalie, pFistroje a pomiicky
3.1.1 Standardni chemikalie

Proteinova smés 4, Serva (SRN), sloZeni: fosforylaza B, hovézi albumin, vajecny albumin,
karboanhydraza

Proteinova smés 5, Serva (SRN), slozeni: karboanhydraza, sojovy trypsin inhibitor,
cytochrom C, hovézi trypsin inhibitor

Proteinova smés 6, Serva (SRN), sloZeni: fosforylaza B, hovézi albumin, vajecny albumin,
karboanhydréza, sojovy trypsin inhibitor,
cytochrom C, hovézi trypsin inhibitor

Kyselina L-askorbova - Sigma-Aldrich (Némecko)

2,2-difenyl-1-pikryl-hydrazyl (DPPH) - Sigma-Aldrich (Némecko)

(-)-Katechin - Sigma-Aldrich (Némecko)

Kyselina gallova - Sigma-Aldrich (Némecko)

Rutin hydrat, 95% - Sigma-Aldrich (Némecko)

Morin hydrat - Sigma-Aldrich (Némecko)

Luteolin - Sigma-Aldrich (Némecko)

Kvercetin dihydrat, 98%, HPLC - Sigma-Aldrich (Némecko)

(+)-Naringenin approx. - Sigma-Aldrich (Némecko)

Kaempferol, >96%, BioChemika (CR)

Katechin gallat - Sigma-Aldrich (Némecko)

Epikatechin - Sigma-Aldrich (Némecko)

Epikatechin gallat - Sigma-Aldrich (Némecko)

Kyselina ferulova p.a. - Fluka, Sigma-Aldrich (Némecko)

Kyselina chlorogenova 95% - Sigma-Aldrich (Némecko)

3.1.2 Chemikalie — stanoveni koncentrace bilkovin

Folin-Ciocalteau ¢inidlo, Jan Kulich CR)

Hovézi albumin, Amresco (USA)

Hydroxid sodny, Lachema (CR)

Siran méd’naty, Lachema (CR)

Uhligitan sodny, Lachema, (CR), Sigma — Aldrich (SRN)
Vinan sodno-draselny, Lachema (CR)
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3.1.3 Chemikalie pro elektroforézy

Akrylamid, Serva (SRN)

B —merkaptoethanol, Serva (SRN)

Bromfenolova modf, Serva (SRN)

Coomassie Brilliant Blue R-250, Serva (SRN)
Dodecylsiran sodny (SDS), Serva (SRN)

Ethanol, Lachema (CR)

Glycerol, Penta (CR)

Glycin, Penta (CR)

Kyselina octova, Lach-Ner (CR)

Kyselina chlorovodikova, Lachema (CR)

Methanol, Lachema (CR)

N,N'-methylenbisakrylamid, Serva (SRN)
N,N'-tetramethylendiamin (TEMED), Sigma (SRN)
Persiran amonny (APS), Serva (SRN)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris), Serva (SRN)
Deionizovana voda ReadyPrep proteomic grade water, Bio-Rad (USA)
Experion Pro260 Analysis Kit, Bio-Rad (USA)

3.1.4 Ostatni chemikalie

Kyselina octova - LachNer (CR)

Kyselina octova p.a., 99,8% - LachNer (CR)

Octan sodny trihydrét p.a. - Lachema (CR)

Kyselina chlorovodikova p.a., 35% - Lachema (CR)
Ethylacetat p.a. - LachNer (CR)

Ethanol - LachNer (CR)

Isooktan - Sigma-Aldrich (Némecko)

Methanol - LachNer (CR)

Methanol pro HPLC - LachNer (CR)

Dusitan sodny - Lachema (CR)

Chlorid hlinity - Lachema (CR)

Hydroxid sodny - LachNer (CR)

Uhli¢itan sodny p.a. - LachNer (CR)

Acetonitril pro MS - ULC/MS, Biosolve (Holandsko)
Kyselina octova pro MS - Biosolve (Holandsko)
Acetonitril pro HPLC - LachNer (CR)

_Total Antioxidant Status kit* - Randox Laboratories Ltd. (USA)
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3.1.5 Pouzité pristroje a pomicky

Analytické vahy - Boeco (Némecko)

pH-metr - HI221 Calibration Check, Microprocessor pH meter, Hanna instruments (USA)
Magneticka michacka - Color squid HARRY, IKA (Némecko)

Ultrazvuk - PS02000 ultrasonic compact cleaner 1,251, PowerSonic (SR)
Spektrofotometr - Helios 0, Unicam (VB)

Vortex - Genius 3, IKA Vortex (Némemcko)

Ptedvazky - Kern 440-43, Kern & Sohn GmbH (Némecko)

Filtry - Sttikackovy filtr PROFIL 25 mm, PTFE, porozita 0,2 pm
Vakuova odparka - HB4 Basic, HBA Labortechnik

Centrifuga - U-32-R, Boeco (Némecko)

Mikropipety - BioHit Proline (Finsko)

Mikropipety - Discovery (Némecko)

Soustava HPLC/MS

Termostat - LCO 101, Column Oven

Pumpa - MS Pump Plus, Finnigan SURVEYOR

Detektor PDA - PDA Plus Detector, Finnigan SURVEYOR

Hmotnostni spektrometr - LCQ Advantage MAY, Finnigan

Kolona - ULTRA Aqueous, C18, 5 um, 250 x 4,6 mm

Automaticka eletroforetickd stanice Experion, Bio-Rad (USA)

Experion priming station, Bio-Rad (USA)

Zdroj napéti pro elektroforézu, Series 90, Mid Range Power Supplies (USA)
Kamera Harrison 52 mm, Srew-In (USA)

Elektricky vati¢ ETA (CR)

Elektroforetickd aparatura P9DS, Owl Separation Systems (USA)
UltraLum, Inc. Electronic Dualware Transilluminator (USA)

UltraLum, Inc. Ultra Viewer (USA)

Vodni lazen EL-20D, Kavalier (CR)
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3.2 Material — analyzované vzorky piva a surovin

Pro izolaci a analyzu polyfenolickych latek bylo vybrano celkem 14 znacek pivnich lahvovych
lezakt, z nichz 6 nélezelo k zahrani¢ni produkci (Heineken, Stella Artois, Zlaty Bazant, Arany
Aszok, Borsodi, Szalon) a 8 k produkci ¢eské (7ab. 2). K Sesti znackam byla navic zakoupena
tatdz piva v plechovkovém baleni. Dal§imi srovndvacimi vzorky byla 3 piva nealkoholicka
a vybrana odrtida ¢eského chmele — Sladek. VSechna piva byla zakoupena v béZzné obchodni siti.

Tab. 2 - Seznam testovanych znacek piv typu LEZAK

Znacka a typ piva Minimalni Obsah

trvanlivost alkoholu

PIVA CESKA

lahev 15.6.2009, 22. 7. 2009
Bernard oo R B Rl
lahev nealkoholicky 15.5.2009 max. 0,5

: lahev 7.7.2009,27.7.2009 5,0
Branik e R EE T T LT IO LI TR
plechovka 14.9.2009, 8. 11. 2009 5,0

Budvar . lahev. . 6.7.2009,21.72009 | . >0 ]

Budweiser _______Plechovka 1. 15.1.2010,29.1.2009 | . 50 |
lahev nealkoholicky 21.1.2010 max. 0,5
Breznak — lahev 7.5.2009,7.5.2009 5,1

. lahev 9. 8. 2009, 26. 8. 2009 5,0
GaM D INUS o e B

plechovka 24. 8.2009, 5.9.2009 5,0

S TS 29.7.2009,25.2.2000 | 44 |
plechovka 4.9.2009, 19.9. 2009 4,4

Staropramen nealko - lahev 13. 8.2009 max. 0,5
SCULAR 26.7.2009,2.9.2009 | 48 ]

plechovka 4.9.2009, 19.9. 2009

PIVA ZAHRANICNI
Arany Aszok 2.9.2009
Borsodi 14.7.2009 4,6
Heineken 2.12.2009, 2. 12. 2009 5,0
Stella Artois | lahev . 21.7.2009,21.7.2009 | 52|
i plechovka 26.11. 2009, 2. 12. 2009 5,2
Szalon 4.12.2009 4,6

Zlaty Bazant 16. 8.2009, 2. 9. 2009 5,0

Velkopopovicky Kozel
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3.2.1 Zpracovani vzorki pro analyzy

3.2.1.1 Zpracovani vzorki piva

Pro vybér optimalniho zptisobu upravy vzorku bylo vybrano pivo znacky Plzen jakozto
tradi¢ni ceska znacka.

Pro stanoveni celkovych antioxidac¢nich parametri a technologickych charakteristik byly
vzorky piva pouze sonifikovany po dobu 20 min za ucelem odstranéni oxidu uhli¢itého. Pivo
bylo natedéno podle citlivosti ptislusné metody.

Za ucelem analyzy individualnich flavonoidi byly realizovany 4 zptisoby upravy:
a) rozpusténi lyofilizovaného vzorku v roztoku ACN 1% kyselina octova 1:1
(0,0638 g v 1,5 ml mobilni faze)

b) prosté ptefiltrovani pres mikrofiltr (pramér 0,2)

¢) n¢kolikanasobna extrakce 35 ml hydrolyzovaného vzorku (1M HCI 1:1) ethylacetatem
s naslednym vakuovym odpafovénim na rota¢ni vakuové odparce a rozpusténim odparku v 1 ml
mobilni faze

d) SPE extrakce

U vsech postupti bylo cilem dostatecné a efektivni zakoncentrovani flavonoidnich slouc¢enin.

3.2.1.2 Optimalizace SPE extrakce

Pii aplikaci SPE extrakce byly k dispozici kolonky se staciondrni fazi amid-2. Tyto kolonky
byly nejprve promyty 2 ml MeOH, kondicionovany 2 ml H,O, a poté na n¢ byl aplikovan vzorek
piva, jenz byl smichan v riznych pomérech s 2% HCI (Tab. 3). Vzorek zachyceny na koloné byl
promyt 2,5 ml H,O. Pro eluci latky zadrzované na kolonce byl pouzit MeOH (doporuceno
vyrobcem). Rozpoustédlo bylo nasledné¢ odpaieno na vakuové rotani odparce, odparek byl
znovu rozpustén v 1 ml mobilni faze, ptefiltrovan ptes jednorazovy mikrofiltr typu PRE CUT
a poté ihned nanasen na chromatografickou kolonu.

Tab. 3 - Optimalizace poméru HCI a vzorku piva pri SPE extrakci

Celkovy objem (ml) Vzorek piva + 2% HCl
pivo 2% HCI
0,5 0,5
3 1,5 15
6 3 3

3.2.1.3 Uprava vzorku chmele

1,5 g vzorku chmele bylo dezintegrovano drcenim a extrahovano smési methanol:voda (1:1)
45 minut za tepla (40°C) na vodni lazni. Rozmocené chmelové Sistice byly odfiltrovany a ziskany
roztok byl bud pfimo pouzit k analyze polyfenolti nebo extrahovan dle 3.2.1.1 b) a az poté
podroben LC/MS analyze.
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3.2.2 Stanoveni skupinovych antioxida¢nich parametri

3.2.2.1 Stanoveni celkovych polyfenolii

K 1 ml Folin-Ciocaltovu ¢inidlu zfedénému vodou (9:1) byl ptidan 1 ml vody, 50 ul vzorku a
po promichani a 5-ti minutovém odstati byl pfidan nysyceny roztok uhli¢itanu sodného. Po
promichani a 15-ti minutovém odstani byla méfena absorbance pii 750 nm. Kalibra¢nim
roztokem byla 0,6 M kyselina gallova.

3.2.2.2 Stanoveni celkovych flavonoidi

Byl pfipraven 5 % roztok dusitanu sodného, 10 % roztok chloridu hlinit¢ho 1 M roztok
hydroxidu sodného. Nésledn¢ bylo 0,5 pl cerstvého vzorku smichano s 1,5 ml vody a 0,2 ml
roztoku NaNOQO,. Po promichani a 5-ti minutovém odstati bylo pfidano 0,2 ml roztoku Al,O;
po promichani a pétiminutovém odstati bylo ptidano 1,5 ml roztoku NaOH a ihned 1 ml vody. Po
15-ti minutach byla méfena absorbance pti 510 nm proti fyziologickému roztoku. Kalibraénim
roztokem byl 1 M katechin.

3.2.2.3 Stanoveni antioxidacni aktivity metodou ABTS

Pro stanoveni celkové antioxidacni kapacity byla pouzita diagnostickd souprava Total
Antioxidant Status (TAS, Randox, USA). Stanoveni bylo provedeno dle postupu ptilozeného
k diagnostické soupravé vyrobcem.

10 pl roztoku vzorku bylo napipetovano do zuzené kyvety a smichano s 0,5 ml chromogenu.
Poté byla zméfena absorbance pii vinové délce 600 nm proti vzduchu. Ke smési v kyveté bylo
pridano 100 pl substratu (peroxid vodiku) a presné po tfech minutich byla opét meétena
absorbance. Stejnym zpiisobem byly prométeny absorbance také u standardu (6-hydroxy-2,5,7,8-
tetra-methylchroman-2-karboxylova kyselina) a blanku, misto vzorku byla pouzita deionizovana
voda.

Z rozdilu absorbanci standardu a blanku byl dle ndvodu vyrobce vypocten faktor. Z hodnoty
faktoru a rozdilu absorbanci u vzorku byla vypoctena celkova antioxidacni kapacita.

koncentrace standardu
faktor = (D)
(AA blank — AA standard)

TAS (mmol/l) = faktor - (AA blank — AA vzorek) )

3.2.2.4 Stanoveni antioxidacni aktivity metodou DPPH [49 |

Byly pfipraveny roztoky kyseliny octové (c = 0,1 mol/l) a octanu sodného (¢ = 0,1 mol/), 130
ml roztoku kyseliny octové bylo smichano se 70 ml roztoku octanu sodného a nastaveno pH
presné na 4,3 pomoci NaOH. Ve smési ethanol-acetatovy pufr (2 : 1 obj.) byl pfipraven roztok
DPPH o koncentraci 1,86.10-4 M (7,34 mg/100 ml roztoku), navazka ¢inidla a acetdtového pufru
byla rozpousténa nejprve michanim magnetickym michadlem a poté umisténim v ultrazvukové
lazni. Rozpusténi cinidla probihalo po dosazeni absorbance roztoku konstantni hodnoty -
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pfiblizn€¢ 1,600 absorbanc¢nich jednotek. Pfi vlastnim stanoveni (AVZ) bylo smichdno 2,8 ml
¢inidla DPPH s 0,2 ml vzorku. Po promichani a po 10 minutdch byla méfena absorbance pfi
525 nm. Stejnym zplsobem se postupovalo u stanoveni slepého stanoveni vzorku (ASL), kdy byl
smichan vzorek jen se smési ethanol-acetatovy pufr. Pii stanoveni slepé hodnoty ¢inidla (AC)
bylo smichano 2,8 ml ¢inidla a 0,2 ml destilované vody a po 10 minutich byla prométena
absorbance pii 525 nm proti destilované vod¢. Redukéni aktivita byla vypoctena z hodnoty
RADPPH = AC + ASL - AVZ, po dosazeni do regresni rovnice (Tab. 9) ziskané standardizaci na
kyselinu askorbovou.

3.2.3 Stanoveni pivovarskych parametri a charakteristik

3.2.3.1 Stanoveni celkovych hoikych latek (JH — jednotek hoikosti) [50]

10 ml vzorku bylo zbaveno oxidu uhli¢it¢ho sonifikaci (20 minut) a pipetovano do
centrifugacni kyvety. Bylo pfidano 0,5 ml 6 M HCI, 20 ml isooktanu a nékolik sklenénych
kulicek (3 — 5). Kyvety byly tfepany 15 minut pii 20 °C na tfepacce a poté odstfedovany
3 minuty pii frekvenci 3000 ot./min. Hofkost byla vypoctena ze vztahu

Jednotky horkosti (JH)=5000- 4 (3)
kde A — absorbance isooktanového extraktu vzorku pii 275 nm méfena proti Cistému isooktanu.

3.2.3.2 Stanoveni isosloucenin [50]

K 10 ml vzorku zbaveného oxidu uhli¢ité¢ho sonifikaci (20 minut) byl pfidan 1 ml 3 M HCI
a 20 ml isooktanu, smés byla tfepana 5 minut na tfepacce. Po pétiminutovém odstati byla opét
urcena absorbance isooktanového extraktu pii 275 nm méfena proti Cistému isooktanu.

Isoslouceniny = 57,2- A—5,9 4)

3.2.3.3 Stanoveni skutecného a zdanlivého extraktu, obsahu alkoholu, stupiiovitosti a
skutecného a zdanlivého prokvasSeni [50]

Vzorky piva (300 az 500 ml) byly temperovany na vodni lazni na teplotu 20 °C, zbaveny
oxidu uhlicitého a prefiltrovany pies suchy skladany filtr pro zbaveni pény. Prvnich asi 50 ml
filtratu bylo vylito. Do destila¢ni baiikky o objemu bylo navazeno 100 g piva zbaveného oxidu
uhli¢itého, ptidano 50 ml destilované vody, do zvéazené predlohy bylo dano 5 az 10 ml
destilované vody a poté bylo pivo ptedestilovano. Destilace byla ukoncena po destilovani 85 az
90 ml (30 az 60 minut). Obsah pfedlohy byl dovazen vodou na 100,0 g. Relativni hustota
destilatu byla stanovena pyknometricky. Zbytek v destilacni bance, ktery zistal po oddestilovani
alkoholu, byl ochlazen na teplotu 20 °C a dovazen destilovanou vodou na ptivodni hmotnost
100,0 g. Po promichani byla stanovena relativni hustota roztoku rovnéz pyknometricky. Relativni
hustota byla stanovena déle u vytfepaného vzorku piva (opét pyknometricky). V pivovarskych
tabulkach byly vyhledany odpovidajici hodnoty hmotnostniho zlomku extraktu.
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Relativni hustota destilatu, zbytku po destilaci a zdanlivého extraktu byla vypocétena podle
vztahu:
dr9/20 = e , kde (5)

m, —m,

m; = hmotnost prazdné¢ho pyknometru (g),
m; = hmotnost pyknometru s vodou (g)
mj3; = hmotnost pyknometru s destilatem, zbytkem po destilaci nebo vytfepanym pivem (g)

Hmotnostni zlomek konven¢niho extraktu Wp — stupniovitost byla vypoctena podle Ballingova
vzorce:

(2,0665-W, +W,)-100
100 +1,0665- W,

, kde (6)

Wp — hmotnostni zlomek konvencniho extraktu (%),

Wa — hmotnostni zlomek alkoholu (%),

W, — hmotnostni zlomek skute¢ného extraktu (%),
2,0665 a 1,0665 — koncentracni konstanty podle Ballinga

nebo dle
p=2A+n+K ,kde (7)
A — alkohol
n — skute¢ny extrakt
K — korekéni faktor pro danou hustotu uvedeny v pivovarskych tabulkéch

Stupeini prokvaSeni byl vypocten podle:
Zdanlivy stupen prokvaseni = P, = L7 100 (8)
P

Skutecny stupen prokvaseni = P, = P71 100 , kde 9)
p

m — hodnota zdanlivého extraktu (%)

3.3 Analyza polyfenolickych latek pomoci LC/ESI-MS analyzy

3.3.1 Analyza standardnich litek - optimalizace separa¢ni metody RP-HPLC/ESI-MS
Optimalizace analyzy probihala svyuzitim smési dostupnych standardnich sloucenin

flavonoida (kyselina ferulova, chlorogenova, gallova, katechin, epikatechin, naringenin, morin,

rutin), kdy 0,0015 g standardu bylo rozpusténo v 1,5 ml smési 1% kyseliny octové a acetonitrilu
vpoméru 1:1. Roztok byl nafedén na vyslednou koncentraci 0,1 mg/ml. VeSkera méfeni
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probihala na Surveyor Plus LC systému od firmy Thermo Finningan sestavajicim z dvojpistové
MS pumpy se zabudovanym degaserem, rozpoustédlové platformy, PDA (,,photo diode array*)
detektoru a hmotnostniho spektrometru LCQ Advantage Max. Pro jednodussi identifikaci slozek
vzorku byly pouzity oba typy detekce (spektrofotometrickd i hmotnostni). Nejdiive byla
provedena optimalizace chromatografické separace bez pfipojeného hmotnostniho analyzatoru,
po té byl do sestavy pfidan hmotnostni spektrometr a probe&hla optimalizace MS analyzy.
Vyhodou PDA detektoru je, Ze umoziluje nejen snimat celé absorpéni spektrum zvolenou
rychlosti, av§ak navic téz absorbanci pti vice konkrétnich vinovych délkach samostatné.

3.3.1.1 Optimalizace sloZeni mobilni faze pro chromatografickou separaci polyfenolii

Jako zédkladni mobilni faze byla zvolena soustava rozpoustédel acetonitril a voda jakoZto
vhodnd kombinace uvadénd pro analyzy latek polyfenolického typu [30, 51]. V prvni fazi
optimalizace byla provadéna isokratickd eluce pfipravené¢ho standardniho preparatu (sloZeni
mobilni faze se béhem separace nemenilo), kdy byly aplikovany riizné poméry zminénych
zakladnich rozpoustédel. Ve druhé fazi bylo zkouSeno nékolik rliznych programl gradientové
eluce (slozeni mobilni faze se béhem separace ménilo) uvedenych v odborné literatuie [52], které
byly nasledné modifikovany. VyuZivanym rozpoustédlem byl rovnéZ MeOH.

3.3.1.2 Vybér chromatografické kolony pro separaci smési standardnich latek

Optimalni nastaveni gradientu pro separaci standardnich latek (kap. 3.3.1.1) bylo aplikovano
krom& HPLC kolony Restek i na dal$i dostupné chromatografické kolony, jejichZ parametry jsou
uvedeny v Tab. 4. S ohledem na tlak byl pro kolonu s vnitinim primérem 2,1 mm (Polaris)
nastaven pritok mobilni faze na 0,15 ml/min a pro kolony s primérem 4,6 mm 0,4 ml/min.

Tab. 4 - Parametry pouzitych kolon pro separaci latek

| _Ngey kolony . Typ staciondrni fize | Rozméry (mm) : Zrnitost (wm)  _Predkolona_|

| Polaris | CI8 . 150x21 i 3 i ano |

| Kromasil :  CI8 i 250x46 i 7 1 ano
Restek C18 Ultra Aqueous 250x 4,6 5 ano

3.3.2 Kalibrace a optimalizace (ladéni) hmotnostniho spektrometru [53]

Za ucelem meéteni s hmotnostni detekci byl pfipojen hmotnostni spektrometr LCQ Advantage
Max vybaveny elektrosprejem (iontovy zdroj), iontovou optikou sloZenou ze tii oktapold,
analyzatorem iontovou pasti a elektrondsobi¢em jako vlastnim detektorem. Optimalizace tohoto
zatizeni zahrnovala kalibraci a tzv. tunning (ladéni). Cely systém byl fizen softwarem Xcalibur.

3.3.2.1 Kalibrace MS detektoru

Kalibrace pfistroje byla provedena automaticky zadanim v fidicim systému Xcalibur pomoci
vyrobcem dodavanych kalibra¢nich roztokd, které predstavuji kofein (m/z = 195), (pro kalibraci
je pouzivan piimo komercni roztok o koncentraci 1 mg/ml v methanolu), tripeptid
L-methionyl-arginyl-phenylalanyl-alanin acetdt monohydrat (Met-Arg-Phe-Ala neboli MRFA)
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a proteinovy vzorek s komerénim ndzvem Ultramark (m/z = 1022, 1122, 1222, 1322, 1422,
1522,1622,1722a1 822).

3.3.2.2 Piiprava zasobniho roztoku MRFA

Pro kalibraci byl postupnym fedénim ptipraven 1 ml zdsobniho roztoku MRFA o koncentraci
5,73 pumol/ml ve smési methanolu a vody v poméru 50:50. Primérna relativni molarni hmotnost
MRFA je 523,6.

3.3.2.3 Zasobni roztok Ultramarku

Pomoci syringe stfikacky bylo odméfeno 10 pl komer¢niho roztoku Ultramark, ktery byl
nafedén do 10 ml acetonitrilu. Vysledna koncentrace zasobniho kalibracniho roztoku Ultramark
tak byla 0,1 obj. %.

3.3.2.4 Piiprava kalibracni smési a vlastni kalibrace p¥istroje

Ze z4sobniho komeréniho roztoku kofeinu o koncentraci 1 mg/ml bylo pipetovano 100 pl do
suché a cCisté zkumavky. K roztoku kofeinu bylo ptidano 5 upl zasobniho kalibracniho roztoku
MRFA (kap. 3.3.2.2) a 2,5 ml zasobniho kalibra¢niho roztoku Ultramark (kap. 3.3.2.3). Dalsi
nezbytnou slozkou byla ledova kyselina octova pfidand v objemu 5 ul. Kalibracni roztok byl
nafedén 2,34 ml smési methanolu a vody v poméru 50:50. Takto pfipraveny roztok byl vyuzivan
ke kalibraci hmotnostniho detektoru. Dil¢i kroky kalibrace pfistroje LCQ Advantage Max
probihaly automaticky podle nastaveni v fidicim softwaru Xcalibur. Pfistroj byl nakalibrovan
v okamziku, kdy veskeré kalibracni urovné prob&hly uspésné.

3.3.3 Ladéni hmotnostniho detektoru a stanoveni MS spektra reserpinu

3.3.3.1 Piiprava ladiciho roztoku a jeho aplikace

Pro vyladéni metody byl postupnym fedénim zéasobniho roztoku reserpinu o koncentraci
1 mg/ml v roztoku methanol:voda (50:50) pfipraven roztok o koncentraci 1 pg/ml. Tato smes
byla do MS detektoru davkovana kontinualné pomoci integrované syringe pumpy. Ladéni
(tunning) pfistroje probihala opét po nastaveni v programu Xcaliburu automaticky. Vysledkem
ladéni byla metoda (tune file) ulozena v softwaru, jenz zahrnovala optimalni nastaveni parametri
ptistroje pro reserpin (7ab. 5). Ladéni bylo provedeno v kladném i zdporném modu.

Tab. 5 - Ladici parametry pro reserpin v kladném i zaporném modu.

. ParamerMS | N Kladnyméd | Zipornymod |

_______ Mnozstvi susiciho plynufarb) ;20 . 45 |

,,,,,,,, Napéti na kapilare ESITkV] 500 400 |

_____ Teplota na vstupni kapilafe[°C] : 250 . 250 |
Napéti na vstupni kapilare [V] | 3.00 -11.00
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3.3.3.2 Stanoveni MS spekter reserpinu

Davkovacim ventilem integrovanym v hmotnostnim detektoru s davkovaci smyckou 2 pl byl
pfiveden do MS detektoru standardni roztok reserpinu o koncentraci 1 pg/ml. Podminky analyzy
jsou uvedeny v kapitole 3.3.3.1. Byla pouzita mobilni fize o slozeni methanol:1% kyselina
octova v poméru 80:20 pro kladny mod, pro zaporny méd smés methanol:0,25% amoniak rovnéz
v poméru 80:20. Byla ziskana spektra v rezimech MS full scan a MS/MS full scan s kolizni
energii 45 % pro kladny mdd a 40 % pro zéporny mod.

3.4 Optimalizace podminek MS detekce u vybranych polyfenolickych latek

vvvvv

bez dostatecného rozliSeni cilového analytu. Proto je velmi Zadouci doladit piistroj pomoci
strukturné€ podobné slouceniny, ¢imz se docili zvySeni citlivosti detekce.

3.4.1 Polyfenolické slouceniny — kyselina chlorogenova a epikatechin

Nasledna optimalizace parametrii pfistroje probihala automaticky nastavenim v programu
Xcalibru pomoci standardnich sloucenin vybranych s ohledem na stanovované skupiny latek ve
vlastnich vzorcich.

Ze skupiny latek s flavonoidnim typem skeletu byla vybréna kyselina chlorogenovd —
doporucovana jako nejvhodnéjsi pro nésledné provadéné typy analyz a epikatechin, ktery
mél nejlepsi odezvu pii chromatografické separaci. Ladici roztoky vybranych polyfenola byly
pripraveny v rozmezi koncentraci 100 pg/ml — 1 ng/ml rozpusténim ve smési voda acetonitril
hmotnostniho detektoru a byl sledovan snimany zdznam ptitomnych iontl. V piipad¢ kyseliny
chlorogenové nebyl v kladném ani zdporném modu pozorovan dostatecny odpovidajici signél, tj.
m/z 355 pii zadné zptipravenych koncentraci — analyza byla znacné zkreslena fadou
interferujicich ionti pravdépodobné z divodu nedostatecné Cistoty pouzitého standardu.
V ptipad¢ epikatechinu byl detekovan intenzivni kvazi-molekuldrni ion o m/z = 291, a to pfi
koncentraci 100 gg/ml mg/ml v kladném moédu za podminek uvedenych v Tab. 6, proto byl
epikatechin vyuzit pro nastaveni optimalnich parametri pozdé€jSich analyz se soucasné
ptfipojenym kapalinovym chromatografem.

Tab. 6 - Ladici parametry pro epikatechin v kladném i zaporném modu.

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, Parametr | Kladnyméd | Ziporny méd |

... mnozstvi susiciho plynu (arb) S 40 N 45 ]

,,,,,,,,,,,,, napétinakapilafe ESI(kV)  © 5 i 4 |

| napetina vstupni kapilate (V) A 40 6]
teplota na vstupni kapilaie (°C) ! 250 ! 250
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Pro naslednou chromatografickou separaci byl pfistroj naladén pomoci externiho
gradientového cerpadla HPLC a sméSovace (T-kus). T-kus umoznil smichani standardniho
roztoku epikatechinu (ddvkovaného syringe pumpou) s mobilni fazi (ddvkovanou pomoci
cerpadla HPLC sestavy) pred vstupem do iontového zdroje (ESI). Koncentrace ladiciho roztoku
epikatechinu byla 100 ug/ml, pritok mobilni faze byl 400 gl/min a sloZeni mobilni faze
acetonitril: 1% kyselina octovd 1:1 (kladny méd) — Tab. 13 Optimalni nastaveni detektoru
probéhlo automaticky v systému Xcalibur a je uvedeno v Tab. 7.

Tab. 7 - Ladici parametry pro epikatechin v kladném modu hmotnostniho spektrometru
pro chromatografické analyzy

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, Parametr | Kladnjmod

,,,,,,,,,,,,,, mnozstvi susiciho plynu(arb) ¢ 30

,,,,,,,,,,,,,,, napéti na kapilafe ESI(kV) ¢+ 4

,,,,,,,,,,,,,, napéti na vstupni kapilate(v) 47
teplota na vstupni kapilate (°C) 250

3.4.2 Stanoveni MS/full scan a MS/MS/full scan spekter

Metoda MS/full scan poskytuje hmotnostni spektrum, ve kterém jsou vidét veskeré kvasi-
molekularni ionty, které vznikly pii ionizaci analytu. Pouzivany hmotnostni analyzator vSak
umoziiuje méfit i v MS" rezimu, kdy vzhledem k elektrosprejové ionizaci dochazi ke $té€peni
kvazi-molekularniho iontu (nebo jeho fragmentt) a 1ze tak néasledné identifikovat izomerni nebo
strukturn€ podobné latky na zaklad¢ jejich charakteristickych $tépa.

3.4.2.1 Tandemova hmotnostni spektrometrie (rezim MS" ) standardnich sloucenin

Technika MS" byla vyzkouSena na vybranych dostate¢né Cistych preparatech standardnich
fenolickych latek, které byly pfipraveny v koncentracich 10 ng/ml — 10 xg/ml. Fragmentace byla
provedena v kladném i zdporném modu s vyuzitim ladéni na epikatechin (kap. 3.3.3.2 a 3.4.1
Tab. 6. Vzorky standardi byly davkovany pies davkovaci ventil integrovany v hmotnostnim
detektoru s davkovaci smyckou 2 pl. Jako mobilni faze byla vyuZita smés acetonitril:1% kyselina
octova 50:50. Pridavek kyseliny octové do mobilni fdze umozioval jednodussi ionizaci analytu
na kladné ionty. Optimalni Stépeni vSech testovanych standardi bylo shleddno pii koncentraci
10 pg/ml. Pro §tépeni zvoleného iontu bylo nutné optimalizovat pouze dva zakladni parametry:
hodnotu kolizni energie (E) a molekulovou hmotnost parentadlniho iontu. Vhodnd kombinace
hodnot téchto parametrt byla hleddna manualné pomoci fidiciho softwaru Xcalibur do okamziku,
kdy byl kvazi-molekularni iont dokonale rozStépen. Kolizni energie pouzité pro jednotlivé
standardni preparaty jsou uvedeny v Tab. 8.
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Tab. 8 - Aplikovana kolizni energie pri MS/MS full scan standardii

_____________ Standardni sloucenina | Aplikovand kolizni energie [%] |

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, Rutn 60 |

________________________ Morin e S ]

_____________________ Kaemferol . 4 |

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, Katechin . 5
Epikatechin | 40

3.5 Analyza intracelularnich bilkovin
3.5.1 Stanoveni celkovych proteini Lowryho metodou

Byly pfipraveny roztoky roztoky:
Roztok 1 50 ml 2% Na,CO; v 0,1 mol/l NaOH + 2 ml 0,5% CuSO4.5H,0O v 1% vinanu
sodno-draselném
Roztok 2 smés Folinového-Ciocaltenového ¢inidla a vody v poméru 1 : 2

1 g lyofilizovaného vzorku plzeniského lezéku bylo rozpusténo v 10 ml destilované vody ve
zkumavce, bylo odmétfeno 0,1 az 0,5 ml bilkovinného vzorku a doplnéno fyziologickym
roztokom na 3 ml. Poté bylo pfidano 5 ml roztoku I a po deseti minutové inkubaci pii laboratorni
teploté bylo ptidano 0,5 ml roztoku 2. Po dikladném promichani a po 10 minutiach byla zmétena
absorbance pfi vinové délce 600 nm proti slepému vzorku (bez vzorku piva). Kalibraénim
standardem byl hovézi albumin - kalibra¢ni kiivka je pfiloZena v piiloze €. 4

3.5.2 Elektroforéza bilkovin metodou PAGE-SDS

K elektroforetickému rozdéleni bilkovin byla pouzita vertikalni soustava P9DS slozena
z elektroforetické vany Shelton a elektroforetickych zdroji EHC 250-90, SH 300 a Series 90
Midi Range Power Supplies. Nosicem byl polyakrylamidovy gel v délicim pufru. Jako elektrolyt
byl pouzit 0,025 mol/l Tris-glycinovy pufr s ptidavkem SDS.

Roztoky
Zasobni roztok: AA:BIS [(40% AA) : (3,3% BIS) =29 : 1)]
Separacni pufr: 1,5 mol/l Tris-HCI pH 8,8 (na 100 ml redestilované H,O — 18,1 g Tris, cca

2,8 ml 32% HCI na upravu pH )

Zaostrovaci pufr: 0,5 mol/l Tris-HCI pH 6,8 (na 100 ml redestilované¢ H,O — 6,1 g Tris, cca
2,5 ml 32% HCI na upravu pH )

Elektrodovy pufr: 0,025 mol/l Tris/glycin-SDS (na 1 000 ml redestilované H,O — 3 g Tris;
14,4 g glycinu; 1 g SDS)
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Vzorkovaci pufr: 2,5 ml 0,5 mol/l Tris-HCI pH 6,8; 4 ml 10% SDS; 2,5 ml glycerolu; 0,5 ml
2-merkaptoethanolu; 1 mg bromfenolové modii (doplnéno na 10 ml
redestilovanou vodou)

Iniciacni cinidlo: 25% APS v redest. vod¢ (pripraven vzdy Cerstvy roztok)

3.5.2.1 Piiprava polyakrylamidového gelu
Separacni gel

10 ml smési akrylamidu (AA) a N,N-metylen-bis-akrylamidu (BIS) (40% AA : 3,3% BIS
v poméru 29:1) bylo smichano s 10 ml separacniho pufru (1,5 mol/l Tris-HCI v redestilované
vod¢, pH 8,8) a 17,1 ml redestilované vody. Roztok byl 3 minuty sonifikovan pii 40 Hz. Poté
bylo opatrn€ a po kapkach ptidano 0,4 ml SDS a 0,06 ml TEMED (N,N’-tetrametylendiamin).
v redestilované vod¢€). Po opatrném zamichani byl gel nalit do prostoru mezi dvéma skly
v nalévacim stojanu a pievrstven destilovanou vodou.

Zaosttovaci gel

1,25 ml smési AA:BIS bylo smichdno s 2,5 ml zaostfovaciho pufru (0,5 mol/l Tris-HCI
v redestilované vodé, pH 6,8) a 6,15 ml redestilované vody. Roztok byl opét sonifikovan a bylo
k nému ptidano 0,1 SDS, 0,045 ml TEMED a 0,12 APS.
Po ztuhnuti prvniho separa¢niho gelu v aparatuie byla destilovana voda z povrchu odlita a zbytek
odsat filtracnim papirem. Na separacni gel byl nalit gel zaostfovaci, do kterého byl vloZen hieben
na vytvoreni jamek pro nandseni vzorku.

3.5.2.2 Piiprava vzorkii

Vzorky bilkovin byly zahustény a zakoncentrovany na lyofilizaci, smichany se vzorkovacim
pufrem (2,5 ml 0,5 mol/l Tris-HCI pH 8,8; 4 ml 10% SDS; 2,5 ml glycerolu; 1 mg bromfenolové
modifi, 1 ml redestilované vody) v poméru 1:1 a povafeny na vodni ldzni 3 minuty.

3.5.2.3 Provedeni elektroforézy

Sklenéné desky s gelem byly pieneseny do elektroforetické aparatury, upevnény Srouby a do
elektrodového prostoru byl nalit elektrodovy pufr (0,025 mol/l Tris/glycin-SDS, tzn. 3 g Tris;
14,4 glycinu; 1g SDS na litr redestilované vody). Po odstranéni hiebinku byly do jamek nanaseny
vzorky. Elektrodova vana byla uzaviena, bylo zapnuto chlazeni a zdroj elektrického proudu. Po
doputovani barevné zony bromfenolové modii ke spodnimu okraji byla elektroforéza ukoncena
a gel byl obarven.

3.5.2.4 Barveni (detekce) bilkovin pomoci Coomassie Brilliant Blue R-250

Gel byl ptfenesen do nadoby s 96% ethanolem, néasledné byl oplachnut destilovanou vodou a
ponofen na 5 minut do barvici 14zn€ (45 ml ethanolu; 10 ml kyseliny octové; 0,5 g Coomassie
Brilliant Blue R-250 — na 100 ml destilované vody). Nakonec byl gel opét ponotfen do
7% kyseliny octové a odbarvovan na ttepacce 12 hodin.
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3.5.2.5 Vyhodnoceni geli

Vyhodnoceni vysledkii vertikdlni PAGE-SDS elektroforézy bylo provedeno pomoci
dokumenta¢niho systému Ultralum sloZeného z dudlniho transluminétoru, integrujici CCD
kamery, fidici jednotky a analytického softwaru Ultralum TotalLab pro 1D analyzu. Systém
pouziva pocitacovou verzi NIH Image pro operacni software.

3.5.3 Mikrocipova elektroforéza

Mikrofluidika je technika, kterd se zabyva separacemi latek ve velmi malém meéfitku. Do
praxe je zavadéna predevsim diky své casové nendro¢nosti — na rozdil od metody PAGE-SDS,
kterd je vSak na stanoveni proteinovych vzorki doposud nejcastéji vyuzivana. Analyza pomoci
mikrofluidnich elektroforetickych systému slouzi prozatim hlavné jako metoda porovnavaci ke
klasické separaci bilkovin .

3.5.3.1 Zavizeni Experion pro stanoveni bilkovin mikrofluidni technikou

Systém Experion se skladd z automatické elektroforetické stanice, nanéseci stanice pro gel,
kitu pro analyzu bilkovin a programu na zpracovani a vyhodnocovani dat.

Analyza vzorku bilkovin je provadéna pomoci Experion Pro260 Analysis Kit, ktery obsahuje
reagenty a mikrofluidni €ipy. Systém dokdze detekovat bilkoviny od 10 — 260 kDa. Cel4 analyza
trva max. 30 minut. Experion Pro260 analysis kit obsahuje proteinovy standard Pro260 protein
ladder, vzorkovaci puft, roztok gelu Pro260 gel, fluorescencni barvivo Pro260 stain, membranové
filtry a jednorazové mikrofluidni ¢ipy. Kazdy ¢ip mtze analyzovat 10 vzorku.

Obr. 22 - Zarizeni na mikroc¢ipovou elektroforézu od firmy Bio-Rad

3.5.3.2 Piiprava vzorkit a roztoki

Vsechny roztoky byly uchovéavané v lednicce, proto bylo tieba pfed pouzitim ustalit jejich
teplotu na laboratorni. Poté byly jemné vortexovany a centrifugovany 3 — 5 sekund. V pribéhu
manipulace bylo tfeba zabranit kontaktu roztoki se svétlem.
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Ptiprava barviciho roztoku, separaniho gelu a vzorkového pufru

20 pl Pro260 stain bylo pfidano k 520 pl Pro260 gel do zkumavky s gelem. Smés byla
vortexovana a kratce centrifugovana. Gelovy roztok byl piefiltrovan pfes membranovy filtr pfi
10 000 ot/min po dobu 5 minut. (Takto ptefiltrovany gelovy roztok se mize pouzivat 4 tydny,
potom je tfeba jej znova prefiltrovat). Pro separovani za reduk¢nich podminek se ptidava do
30 ul roztoku vzorkového pufru 1 pl B-merkaptoethanolu. Za neredukujicich podminek se
pouziva 1 ul deionizované vody na 30 pl vzorkového pufru.

Ptiprava vzorkt a proteinového standardu

Proteinovy standard, ktery je soucéasti doddvané soupravy, byl pfipraven smichanim 2 pl
vzorkového pufru a 4 pl Pro260 ladder v mikrozkumavce. Stejné tak byly i ke vzorkiim
pfidavany 2 pl vzorkového pufru. Smési byly jemné vortexovany a kratce stoCeny. Poté byly
vSechny vzorky povaieny 3 — 5 minut. Po vychladnuti byly opét kratce centrifugovany. Nasledné
bylo ptfidano 84 pl deionizované vody ReadyPrepTM proteomic grade water. Po dalsi
centrifugaci byly vzorky pfipravené k nandseni na Cip.

3.5.3.3 NandSeni gelu a vzorki

Cip byl nasazen na nanaseci gelovou stanici a do jamky GS (nanaSeci jamka) bylo
napipetovano 12 pl gelového roztoku. NanaSeci stanice byla uzaviena a byly nastaveny
podminky tlaku a ¢asu dle ndvodu k soupravé. Pfistroj byl spustén a béhem jedné minuty byl gel
pfipraven na pouziti.

Poté bylo opét 12 pl prefiltrovaného gelového roztoku naneseno do Ctyt jamek GS vcetné
jamky prvé. Stejny objem byl nanesen i do jamky G. Déle bylo naneseno 10 vzorkd do jamek
1 — 10 vzdy po 6 pl. Kazda jamka musela byt zaplnéna, jinak by analyza neprobéhla.

3.5.3.4 Analyza

Byla spusténa automaticka elektroforeticka stanice a nasledné taktéz Experion software, Cip
byl umistén dovnitf stanice na vyhrazené misto. V programu byla zvolena nova analyza New run
a protokol Experion Pro260. Po stlaceni tlacitka Start nastala analyza. Po skonceni analyzy
program oznamil ukonceni napisem Run complete. Na zavér bylo tfeba ocistit elektrody, naplnit
Cistici ¢ip 800 pl deionizované vody a tento umistit do automatické elektroforetické stanice, kde
byl ponechén po dobu piiblizné 60 sekund.
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

Cilem ptedlozené prace je detailni analyza jednotlivych aktivnich latek obsazenych v pivech
rizné¢ho pivodu a vyrobenych odliSnou technologii. Prace byla koncipovéana jako screeningova
studie, jejimz primarnim zdmérem bylo vytipovat analytické charakteristiky vhodné k posouzeni
autenticity ¢eského piva a k jeho jednoznaénému odliSeni od zahrani¢nich piv vyrobenych jinou
nez tradi¢ni technologii. Jako potencialni markery autenticity byly posuzovany zejména fenolické
latky a v podstatné mensim rozsahu rovnéz proteiny.

4.1 Chemicka analyza hotového piva

V souvislosti s experimenty zaméfenymi na identifikaci, kvantitativni analyzu a pokus
o stanoveni autenticity piva pomoci moderniho instrumentdlniho vybaveni bylo nejprve
provedeno v sérii analyzovanych vzorkl stanoveni hlavnich sladatsko-pivovarskych parametra
charakterizujicich kvalitu analyzovanych piv a surovin pro jeho vyrobu. Do této skupiny analyz
bylo zatazeno 1 stanoveni skupinovych parametrti — celkovych plyfenolt celkovych flavonoida
a celkové antioxidacni aktivity.

4.1.1 Antioxidacni aktivita, celkové polyfenoly a celkové flavonoidy

Stanoveni antioxidacni aktivity bylo provedeno u vSech pokusnych vzorki a déle u vybrané
odridy ceského chmele Sladek pomoci dvou chemickych metod — ABTS a DPPH. Obé metody
patii mezi metody nepiimé — vysledky nepostihuji skutecny antioxidacni potencial piva in vivo
(po jejich poziti), ale jsou mu pouze tmerné.

V souvislosti s méfenim antioxidac¢ni aktivity bylo u testovanych piv i chmele stanoveno
mnozstvi celkovych polyfenoli a flavonoidid, které jsou za antioxidani vlastnosti piva
i antioxidacni vlastnosti pivovarskych surovin primarné¢ zodpovédné. Obsah polyfenoli
a flavonoidii byl navic méfen ve dvou varkéach sledovanych piv s vyjimkou mad’arskych vzork,
jichz bylo k dispozici jen omezené mnozstvi (viz dale).

Prvni metoda byla zaloZena na reakci barevného radikdlu 1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazylu,
ktery je v etanolovém roztoku v barevné radikalové formé. Jeho redukce se projevila odbarvenim
roztoku, které bylo méfeno spektrofotometricky pii 525 nm, druha testovana vyuzivala zhaSeni
radikdlového kationtu ABTS+ (2,2'-azinobis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonat), jenz byl
pripraven reakci ABTS diamonné soli s peroxodisiranem v poméru 2:1 za vzniku modrozelené¢ho
roztoku, jehoz odbarveni vlivem antioxidanti bylo méfeno pti 600 nm. Ubytek absorbance byl
umérny antioxidacni aktivité. V ptipadé DPPH testu byla provedena kalibrace na kyselinu
askorbovou a vysledky (ziskané z regresni rovnice kalibracni pifimky uvedené v ptiloze €. 1) jsou
proto vztazeny na tuto kyselinu.

Stanoveni celkového obsahu polyfenolt bylo provedeno standardni, vSeobecné
doporuovanou a pouzivanou fotometrickou metodou s Folin-Ciocaltauovym cinidlem
(kap.3.2.2.1). Standardem byla kyselina gallova rozpusténd v dest. vodé jako 0,6 M roztok.
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Stanoveni celkového obsahu flavonoidii bylo uskutec¢néno

a dusitanem (kap.3.2.2.2), standardem byl 1 M roztok katechinu.
Kalibra¢ni ptimky kyseliny gallové a katechinu jsou soucasti ptilohy €. 2 a 3.

Tab. 9 - Vysledky stanoveni skupinovych antioxidacnich parametrii zkousenych piv

pomoci metody s hlinitou soli

Celkové Celkové
Znacka piva Celkova antioxidacni aktivita polyfenoly flavonoidy |3 = oz
(mg/l) (mg/l) e
e QO
) z = %
Piva Geska ABTS DPPH vk . vk . = g E
lahvové (mmol/l) (mg KA/]) varka varka varka varka °\
233,38 215,716 | 211,759 | 108,002 | 106,563
Bernard 0,840 +0,01 10,001 | 0,001 | +0,000 | 0,001 | %!
3,5 191,125 114,227
Bernard nealko 0,883 0,06 10,000 i 0,001 - 59,8
, 2,78 176,327 | 175,493 | 88,050 | 87.764 | 49,9
Branik 0,628 +0,02 +0,001 | £0,000 | £0,001 | =0,000
L 2,75 167,782 | 175,077 | 80,762 | 81,433
Brezhak 0,730 +0,02 10,001 | 0,004 | +0,000 | 0,000 | *®!
. 415 181,175 | 179,245 | 112,702 | 111,264
Budvar Budweiser 0,801 0,01 10,001 | +0.001 | +0,000 | 0,001 62,01
Budvar Budweiser 3,4 186,654 114,141
nealko 1,078 +0,01 +0,001 ) +0,000 ) 61,19
. 23,94 209258 | 211,968 | 111,743 | 108,194
Gambrinus 1,036 +0,04 10,003 | +0,001 | +0,000 | 0,001 | >>40
4.6 211,342 | 210,717 | 118,745 | 118,170
Plzen 0,611 +0,01 10,001 | 40,001 | +0,000 | 0,001 | >&1°
Staropramen -2,72 184,247 11222
nealko 0,730 +0,01 +0,001 ) +0,001 ) 60,91
Velkopopovicky L 078 3.4 176,744 | 183,622 | 98,507 | 100,521 | <. .0
Kozel ’ 40,01 +0,004 | £0,001 | £0,001 | =0,000 ’
Piva zahrani¢ni
lahvova
. -0,90 124,429 | 125472 | 79,707 | 77.309
Heineken 0,526 40,01 10,001 | 0,000 | +0.001 | 0,000 | ¢+01
. 0,97 143,381 | 145,063 | 82,680 | 83,735
Stella Artois 0,552 10,06 10,001 | 0,001 | +0,000 | +0.000 | 717
0.504 22,66 163,196 | 168,407 | 97,067 | 98219 | .
Zlaty Bazant ’ 40,07 +0,001 | £0,000 | £0,000 | =0,000 ’
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Piva Ceska a zahrani¢ni

plechovkova
| om0 | an | L [ e T
oo | o || [l e v
s |10 | e[ T T s
SN R R e
e R B A e
nrany Assok | 0.747 Ban o essne | mos |
Borsodi 0,781 j)”%z igifjl - ig:(l)?)z) - 57,72
e | osmo | |l imes e e s
R I A
regresni rovnice - y=-4,649x+0,553 y=1,5993 x y=3,4752 x -

Tab. 9 uvadi ziskané vysledky vcetné regresnich rovnic a smérodatnych odchylek s vyjimkou
ABTS stanoveni, kdy vSechny hodnoty byly u kazdého vzorku prométeny jen jednou, kalibra¢ni
rovnice u ABTS neni tieba.

Obsah celkovych polyfenola v ¢eskych pivech byl zjistén v rozmezi 165,906 — 215,716mg/1,
obsah flavonoidil v rozmezi 78,615 - 118,745 mg/l. V pfipadé zahrani¢nich znacek bylo rozmezi
124,429 -168,407 mg/l pro celkové polyfenoly a 77,309 - 98,219 mg/l pro celkové flavonoidy.
U vSech zahrani¢nich znacek byla tedy zaznamenana mens$i koncentrace uvedenych latek.
Ziskané hodnoty dale naznacuji, ze mnozstvi sledovanych latek se u rlznych Sarzi stejnych
znacek piv vyznamné neméni, stejné¢ jako se neli$i obsah latek v pivu lahvovém v porovnani
s plechovkovym. Dle vypoctu procentudlniho zastoupeni flavonoidi z celkového mnoZstvi
polyfenolli vyplyva, ze flavonoidy tvoii ptiblizné¢ 50 — 60 % z celkového obsahu fenolickych
laitek Tento vysledek je vSak nutno posuzovat s urcitou opatrnosti a povaZovat spiSe za
orientacni, nebot’ stanoveni obou skupin pfirodnich latek, zejména flavonoidi, fotometrickou
metodou je malo specifické - prevedeni téchto latek do roztoku béhem extrakce neni Uplné,
nerozliSuje se pfitomnost volnych a glykosidicky vazanych forem (v extraktech jsou v pievaze
glykosidy) a nelze zcela eliminovat jejich enzymatickou oxidaci, kterou se snizuje pocet
hydroxylovych skupin. Minimalni rozdily mezi obéma varkami a rGznymi znaCkami piv jsou
patrné z grafii 2 — 5 sestrojenych zvlast pro lahve a zvlast pro plechovky.
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Zjisténé hodnoty antioxidacni aktivity ziskané pomoci metody ABTS se pohybuji v rozpéti
hodnot 0,611 — 1,095 mmol/l pro ¢eska piva a v rozpéti 0,526 — 0,798 mmol/l u zahrani¢nich.
Antioxidacni aktivita vSech proméfenych zahranicnich druhl piv je tedy opét nizsi, nez-li
aktivita piv Ceskych, coz je v souladu se stanovenym nizSim obsahem fenolickych sloucenin.
Rozdily antioxidacni aktivity zkouSenych znalek a jejich variant (ldhev, nealko, plechovka)
zobrazuje graf 1.

Vysledky testovani antioxidacnich vlastnosti pomoci metody DPPH poskytlo u vSech vzorkl
zaporné hodnoty (7ab. 9), coz je dano samotnou podstatou a provedenim testu. Piestoze byl
postup proveden dle pfirucky pro pivovarnictvi, s ohledem na ziskané vysledky se DPPH test
jevi byt pro hodnoceni v pivovarnictvi omezen¢ pouzitelny. Vysledky analyz jsou uvedeny pouze
pro ilustraci.
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Antioxidac¢ni aktivita (ABTS v mmol/l) testovanych znacek piv
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Graf'1 - Vysledky testu ABTS
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Celkové polyfenoly - lahvova piva
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4.1.2 Horké latky

Pro studium hotkych latek byly vzorky piva upraveny dle kap. 3.2.1.3. V ziskaném
isooktanovém extraktu bylo stanoveno celkové mnozstvi jednotek hoikosti podle EBC
(kap.3.2.3.1) (1 jednotka EBC odpovida ptiblizné 1 mg hotkych latek v jednom litru piva) a podil
1soslou¢enin metodou podle Kloppera (kap. 3.2.3.2) dle vztahli uvedenych ve studované literatuie
(50).Vysledné hodnoty jsou shrnuty v Tab. 10, 11 a naznacuji, ze i v hotkosti existuji rozdily
mezi Ceskymi pivy a pivy jinych typti. NejvyS$si mnozstvi hotkych latek bylo zjisténo u piva
stanovena u piva Heineken, kde isoslouc¢eniny piedstavovaly 81,80 %. Srovnani vysledkl pro
jednotlivé znacky zachycuji grafy 6 a 7.

Zdrojova data pro vypocty téchto parametrii (absorbance) byla méfena pomoci moderniho
poloautomatického spektrometru, diky némuz smérodatna odchylka stanoveni nepteséhla 0,1 %,
proto nejsou v tabulce Tab. 9 smérodatné odchylky zaznamenany.

Tab. 10 - Vysledky stanoveni celkového mnozZstvi horkych latek a mnozZstvi isosloucenin

« . %
Znacka piva . o
Isoslouceniny Celkové horké 1s0slouce,n1n
o , (mg/l) Litky (mg/l) z celkoveho
Piva Ceska lahvova mnoZstvi
hor'kych latek
Bernard 26,19 28,05 93,37
Bernard nealko 26,13 23,30 86,89
Branik 18,64 21,45 93,33
Breznak 17,95 20,85 86,10
Budvar Budweiser 18,58 21,40 86,83
Budvar Budweiser nealko 18,75 21,55 87,02
Gambrinus 19,78 22,45 88,12
Plzen 22,24 24,60 90,42
Staropramen nealko 20,76 233 89,08
Velkopopovicky Kozel 18,58 21,40 86,83
Piva zahrani¢ni lahvova

Heineken 14,81 18,10 81,80
Stella Artois 16,81 19,85 84,68
Zlaty BaZant 17,04 20,05 84,97
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Tab. 11 - Vysledky stanoveni celkového mnozZstvi horkych latek a mnoZstvi isosloucenin

Piva Ceska a zahrani¢ni plechovkova

Branik 16,98 20,00 84,90

Budvar Budweiser 18,58 21,40 86,83
Gambrinus 19,38 22,10 87,70
Plzen 21,97 24,35 90,17
Velkopopovicky Kozel 18,24 21,10 86,44
Arany Aszok 18,07 20,95 86,24
Borsodi 17,44 20,40 85,48

Stella Artois 16,29 19,40 83,99
Szalon 17,61 20,55 85,70
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Graf 6 - Vysledky stanoveni celkovych horkych latek u testovanych piv
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Graf 7 - Vysledky stanoveni isosloucenin u testovanych piv

Podil isosloucenin z celkového mnozstvi hotkych latek se u vsech zkousenych vzorkli pohyboval
piiblizné kolem 90 %, coz dokazuje, ze hotkost piva je zavisla pravé na obsahu isosloucenin,
které zahrnuji predevsim iso-a-hoiké kyseliny a v mensi mife i ne¢které dalsi derivaty hotkych
kyselin chmele vcetné jejich oxidacnich produkti.

4.1.3 Stanoveni podilu extraktu, obsahu alkoholu, stupriovitosti a stupné prokvaseni

chutovou vlastnost piva - plnost chuti byl ve zkoumanych vzorcich stanoven skute¢ny a zdanlivy
extrakt, stupnovitost, skutecné a zdanlivé prokvaSeni a obsah alkoholu.

Pojem extrakt je velmi Siroky - zahrnuje nesCetné mnozstvi riznych slozek, proto je ucelné
rozliSovat pojem skutecny a zdanlivy. Skuteény extrakt je skutecnym obsahem vSech
extraktivnich latek v pivé a souvisi se stupném prokvaseni. Cim je prokvaseni hlubgi, tim je
skutecny extrakt nizsi. Ethanol snizuje ¢iselnou hodnotu extraktu tim vice, ¢im vice alkoholu
pivo obsahuje, a proto je zdanlivy extrakt vzdy niz$i nez extrakt skutecny, nebot’ se méii v pivu
témer neupraveném.

Skutecny extrakt byl stanoven pyknometricky dle postupu uvedeného v kap. 3.2.3.3 po
oddestilovani alkoholu a doplnéni destilovanou vodou na ptavodni hmotnost vzorku. Zdanlivy
extrakt byl stanoven rovnéz pyknometricky v pivu zbaveném pouze oxidu uhli¢itého, alkohol byl
stanoven taktéZ pyknometricky v ziskaném destilatu. Na zdklad¢ vztahi mezi témito hodnotami
byly déle vypocteny ostatni uvedena kritéria.
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Tab. 12a: Vysledky stanoveni podilu extraktu, obsahu alkoholu, stupniovitosti a stupné prokvaseni

Znacka piva Extrakt (hm. %) Obsah Prokvaseni (hm. %)
alkoholu | Stupniovitost

skute&ny zdantivy | (OPJ- %) skutetné |  zdénlivé
Bernard 5,14 3,88 3,44 11,96 56,55 67,20
Bernard nealko 5,27 4,08 0,01 - 55,71 65,71
Branik 427 3,69 3,90 12,22 63,81 68,72
Breznak 4,13 2,98 3,65 11,79 64,46 74,35
Budvar Budweiser 4,66 3,86 3,72 12,13 4,66 3,86
Budva;eiﬁiwelser 5,06 4 0,00 - 5726 | 66,21
Gambrinus 4,56 3,02 3,53 11,69 61,58 74,56
Plzen 493 3,48 3,76 12,08 58,85 70,95
Staropramen nealko 4,77 3,81 0,00 - 59,92 67,98
Velk%’(‘)’;’;mky 428 3,71 3,75 11,98 63,73 68,56
Heineken 2,75 2,02 451 11,86 76,27 82,57
Stella Artois 3,4 3,05 4,18 11,70 71,14 74,11
Zlaty Bazant 42 3,38 3,93 11,91 64,04 71,06

Z vysledkl ziskanych v této sérii experimentli je rovnéZz patrny pomérné vyznamny rozdil
zahrani¢nich znagek piv od piv Eeskych. Ceska piva maji ve viech piipadech, s vyjimkou znacky
Brezndk, vyssi zdanlivy extrakt nez-li ostatni — a tomu také odpovida niz8i obsah alkoholu.
Nejvyssi zbytkovy extrakt byl stanoven u piv nealkoholickych, zfejmé diky odliSnému zplisobu
vyroby, kdy kvaSeni byva ptedcasné ukonceno.
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Tab. 12b: Vysledky stanoveni podilu extraktu, obsahu alkoholu, stupnovitosti a stupné prokvaseni

Branik 4,27 3,69 3,74 11,83 63,04 67,46
Budvar Budweiser 4,67 3,57 3,58 11,74 60,95 68,65
Gambrinus 4,56 3,02 3,70 12,00 59,58 72,94
Plzen 4,96 3,44 3,47 11,96 58,91 71,50
Velkopopovicky 4,42 3,7 3,72 11,82 6235 | 6848
Kozel
Arany Aszok 4,27 3,21 3,76 11,89 63,54 72,59
Borsodi 4,13 3,17 3,78 11,72 64,58 72,81
Stella Artois 3,79 3,49 4,00 11,75 68,31 70,82
Szalon 4,15 3,17 3,78 11,73 64,92 73,20

Vysledky vyhodnoceni namétfenych hodnot a jejich srovnani dokumentuje Tab. 12a,b a

grafy 8—12.
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Vypocty skutecného i zdanlivého prokvaseni vychazely ze stejnych dat jako ur€eni extraktu,
2,75. Legislativnim poZadavkem je, aby skute¢ny stupeii prokvaseni ¢inil alespoit 50 % (pouze u
piv specidlnich, tmavych nebo pfislazovanych cukrem a sirobem se piripousti vyjimka), a tak
vSechny zkoumané vzorky tuto podminku spliiuji.

Stupnovitost byla stanovena pouze pro piva alkoholickd, nebot’ pro piva bez alkoholu nebyly
k dispozici ptislusné hodnoty korekcnich faktorii. Zjisténa stupiiovitost je vyjadienim obsahu
skutecného extraktu v mladin€ a je ptiblizné rovna souctu dvojnasobku ptitomného alkoholu a
skutecného extraktu v pivé. V souboru testovanych piv se pohybuje v rozmezi 11,69 — 12,22.
Vypocet byl proveden podle Ballingova vzorce, kdy se ve vysledku opét pripousti mala odchylka
— . 0,5 %. I tento parametr byl tedy u vSech piv dodrZen. Pro vypoctenou stupiiovitost graf
z praktickych diivodu sestrojen nebyl.

4.2 Chromatografické separace flavonoidnich slou¢enin
4.2.1 Optimalizace poméru rozpoustédel v mobilni fazi

Pii optimalizaci separace jednotlivych latek bylo na chromatografickou kolonu aplikovano
nékolik kombinaci mobilnich fazi obsahujicich kombinaci ACN + 1% kyselina octova nebo
methanol + 1% kyselina octova v riiznych pomérech za isokratickych i gradientovych podminek.
Jako nejlepsi byl vybran gradient o pH 4 uvedeny v Tab. 13, Obr. 23. Zvolené nastaveni
gradientové eluce smési standardli pak umoznilo postupnou separaci polyfenolickych sloucenin
v redlnych vzorcich.

Na vstupu A gradientového Cerpadla byla davkovana 1% kyselina octova, na vstupu D byl
davkovan acetonitril nebo methanol. Eluce probihala na koloné¢ Restek C18 Ultra Aqueous pfi
pratoku mobilni faze 0,4 ml/min. Analyza probihala 10 -58 minut. Byly nastaveny 3 vlinové
délky — 280 nm, 330 nm a 365 nm s frekvenci proméfeni 1 Hz. Absorpcni maximum vsech
analyzovanych standardnich latek bylo pti 280 nm.

Tab. 13 - Prubeh gradientové eluce

I Casovy tisek | Mobilni fize: 1% kyselina octovd :ACN _

| 1. Linearni gradient | 3min | 60-57 % kys. Octové : 40-43 % ACN

| 2. Linearni gradient :  20min i  57-55 % Kkys. octove:43-45 % ACN

| 3. Linedrni gradient | 10min ¢ 55-45 % kys. octove:45-55 % ACN
4. Izokraticky prutok 30 min 45 % kys. octové:55 % ACN
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Obr. 23 - Separace smesi standardnich latek pri zvolené gradientové eluci

4.2.2 Vybér chromatografické kolony

Separace polyfenolit byla dale testovana na tfech typech kolon (kap. 3.3.1.2,
Tab. 4). Nejlepsi separace slozek smési standardi za vySe uvedenych gradientovych podminek
(kap. 4.2.1, Tab. 12 ) byla shledana pti vyuziti kolony Restek, proto byla tato kolona pouzivana v
dalSich analyzéach standardnich i redlnych vzorki.

4.2.3 Optimalizace izolace polyfenolickych latek z piva

Pro volbu vhodného zakoncentrovani zkoumanych latek byly testovany 4 Upravy vzorkl
popsané v metodické ¢asti (kap 3.2.1). Po provedeni LC/MS analyz vzork ziskanych lyofilizaci
doslo k vyznamnym ztratim mnohych fenolickych latek, proto byl tato varianta zmoZznych
uprav vyloucena, stejné jako SPE extrakce, ktera byla celkové zhodnocena jako nejméné vhodny
izola¢ni postup, nebot’ ziskané vysledky byly znaéné neuspokojujici. Analyza byla velmi malo
citlivd — ziejmé kvili roziedéni vzorku kyselinou chlorovodikovou, pficemz mnozstvi piidané
HCI nemélo na kvalitu ziskanych hmotnostnich chromatogram resp. spekter zadny vyrazny vliv.

Nejlepsi odezva detekovanych latek byla zaznamenana po extrakci ethylacetatem, kdy doslo
pfedevsim k odstranéni nezadouciho Sumu. Vyjimku tvofily pouze latky ze skupiny katechinli
(epikatechin, katechin, epikatechingallat, pigalokatechin, epigallokatechin gallat, katechin gallat),
jez byly nejlépe separovany piimo ve vodné fazi po aplikaci mikrofiltrace, proto byla ve vSech
pozdéji provadénych analyzach a u vSech zkoumanych vzorkd vyuzivana jak ethylacetatova
exrakce, tak 1 mikrofiltrace.

4.3 Optimalizace parametri MS detekce
Nejprve byla provedena kalibrace hmotnostniho detektoru dle pokynii vyrobce, a to pomoci
standardnich roztokl kofeinu, MRFA a smési Ultramark (kap. 3.3.2).

Kalibrace samotna k ziskani uspokojivych vysledkli nesta¢i. Je nutné nastavit parametry
analyzy tak, aby co nejvice vyhovovaly struktufe sloucenin dané skupiny stanovovanych latek
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a aby odezva 1 citlivost pfistroje pfi snimani hmotnostniho spektra byla co nejvyssi. Postupnym
ladénim detektoru na urcity analyt dochazi k nastaveni optimalnich hodnot parametra pfistroje.

Pted ladénim na pozadovany analyt je vhodné provést ladéni pomoci vyrobcem dodévaného
standardu reserpinu. Vyrobce garantuje, ze po naladéni pfistroje na reserpin jsou parametry
detektoru nastavené tak, aby bylo mozné s urcitou snizenou citlivosti stanovit vétSinu sloucenin
detekovatelnych danym typem ionizace.

4.3.1 Stanoveni MS spekter reserpinu

Podminky analyzy jsou uvedeny v kapitole 3.3.3 v Tab. 5. Pouzitou mobilni fazi byla smés o
sloZzeni methanol:1% kyselina octova v poméru 80:20 pro kladny mdéd a methanol:0,25%
amoniak rovnéz v poméru 80:20 pro zaporny mod. Byla ziskana spektra v rezimech MS full scan
a MS/MS full scan po aplikaci kolizni energie 45 % pro kladny mod a 40 % pro zaporny mod.
Ziskana hmotnostni spektra reserpinu ukazuji Obr.: 24 - 28.

100 G09.9

. RESERPIN
1 609,9

2891

Belative Abundance

BR0S H59.4 8963.7

1852 2241 876 42958 4487 564 8 G278 GO4.9 7251 Ta4.3

T T
200 300 400 500 GO0 o0 200 300 1000
miz

Obr. 24 - Spektrum reserpinu-MS full scan, kladny mod

V kladném modu se reserpin zobrazuje jako kladny ion s Mr 609,9, pficemz zvySeni relativni
molarni hmotnosti je disledkem navazani vodiku (protonace molekuly na N-H skupin¢ indolu)
pii ionizaci. ProtoZze naboj vzorku je ve vétSin¢ ptipadu ionizace elektrosprejem roven 1, je
pomér m/z odecteny ze spektra roven molarni hmotnosti +1 v zavislosti na snimani kladnych
nebo zépornych iontd.
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Obr.25 - Spektrum reserpinu-MS full scan, zaporny mod

V zaporném modu je reserpin ionizovan odstépenim vodiku N-H skupiny na cyklu indolu, ve
spektru je tak patrny v podobé zédporné nabitého ionu s m/z 607,7.

073
100
] 1442
o 80 =
= = 3973 Hlavni Stépy
£ 60 < i
5 0 < 4482  Treserpinu
-
2 107
s ] 1853
& wd mes | L T 5773
] 132 3 ’
] : gy %62 |L W3 | g5g sz [9923
u i i i, e dal. | o | i
|II|IIIIIII|IIII|IIII|IIIIIIII|IIII||III|IIII|IIII_III|II|I|IIII|II|I|I.II|III|
00 250 30 350 400 450 500 S5 600 S0 700 75D 800 BSO 900 950 100D

miz

Obr. 26 - Spektrum reserpinu-MS/MS full scan,kladny mod

V ptipad¢ reserpinu byly ve spektru opakované pozorovany $tépy 577,3; 448,2 a 397,3, ¢imz
vyrobce deklaruje, Ze naladéni pfistroje je spravné.
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Obr. 27 - Spektrum reserpinu-MS/MS full scan, zaporny mod

V zaporného mddu byl zpozorovan jen jeden fragment. Jestlize odecteme jeho Mr od Mr
parentalniho iontu, ziskdme hodnotu 15,5, kterd pravdépodobné znaci odstépeni methylové
skupiny ( Obr. 28, jez je v zaporném modu upiednostiiovano.

OMe

Obr. 28 - Molekula reserpinu s vyznacenou odstupujici methylovou skupinou [54]

4.4 Optimalizace podminek MS detekce polyfenolickych latek

Naladénim hmotnostniho detektoru na reserpin je sice mozné méfit Siroké spektrum latek,
avSak pro dostate¢né rozliSeni cilového analytu tieba doladit pfistroj pomoci vybrané-strukturné
podobné slouceniny, za ticelem zvysSeni citlivosti detekce.

Ze skupiny polyfenolickych latek byla nejprve vybrana kyselina chlorogenova —
doporu¢ovand jako nejvhodnéjsi pro ndsledné provadéné typy analyz a poté epikatechin, ktery
mél nejlepsi odezvu pii chromatografické separaci ([55]). Jelikoz nebyl v kladném ani zaporném
modu pozorovan dostateCny odpovidajici signal kyseliny chlorogenové, (tj. m/z - 355) pii zadné
z ptipravenych koncentraci, byl pouzit epikatechin, jehoz zdznam byl mnohem kvalitnéjsi.

Pomoci epikatechinu byla automatickym nastavenim v ovlddacim softwarovém programu
Xcalibur pfikazem Tune plus — Control — Calibrate — Automatic vytvoiena a ulozena metoda
se specifikovanymi parametry uvedenymi v kap. 3.4.1, tab. ¢. 7. Za optimalni byl zvolen kladny
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modd, v némz byl pozorovan intenzivni a staly kvasi-molekuldrni ion epikatechinu o m/z = 291,
zatimco v modu zéporném byl signal (m/z = 289) velmi slaby a nestabilni.

4.5 Analyza standardnich latek —-MS" full scan

Za ucelem kompletniho otestovani pouzivaného softwarového vybaveni byla na vybrané
dostateéné ¢isté standardni slougeniny aplikovana metoda MS? full scan za podminek uvedenych
v kapitole 3.3.3.2 a 3.4.2.1. Ziskané vysledky byly zpracovany do tabulky 14, kterd shrnuje
Stépené kvazi-molekularni ionty a jejich jednotlivé fragmenty.

Piklad hmotnostniho spektra rutinu (Mr = 610), jenz poskytuje v MS? full scanu jen
1 fragment je na obr. 29. V tomto pifipadé¢ dochazi pravdépodobné k rozstépeni vazby
s cukernou slozkou, coz dokazuje odecteni m/z §tépu (301) od molekulového iontu (609,1) =
308,1 kdy tato hodnota odpovida Mr discharidu rutinosy [14].

Tab. 14 - Kvasi-molekuldarni ionty a charakteristické fragmenty standardnich latek

£ 3 :
= - = .
: R= 8 g : % E
Standard . 5 g - 3 S
. A = 2 ;. =
SN :
[ M#H] o291 o287 1291 i 303
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, AT - bIs1 o165 b - b -
__________________________ B b9 o121 - -
I PAT S R 153 0 - 153
I - N N S RN S - o165 i -
| [MHH-I8](-H,0) i - L2713 - - 273 285
________________ IMtH-42]"(-CoH,0) - e =249 -
] [M+H-46]"(-CO-H,0) | RN S S 241 1 S 257
,,,,,,,,,,,,,,,, [M+H-56]'(-CO-CO)  : - ¢ - ¢ 231 i - -
| [M+H-74](-CO-CO-H,0) i S S 213 S -
[M-H-308](-C1209H30) L 301 ¢ - i - | - | -
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Obr. 29 - Spektrum rutinu - MS full scan kladny mod a jeho odstepeny fragment po aplikaci
MS’

V kladném médu byl identifikovan kvasi-molekularni ion 611,4. Citlivost byla 2,88-10°.
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Obr. 30 - Spektrum rutinu-MS full scan, on-line analyza v zaporném modu
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Na obr. 30 je ukazan pik kvasi-molekulového iontu rutinu (609,2). Patrny je také pik dimeru
rutinu (1218,9). Citlivost stanoveni je 5,12-10°.

Rijke a kolektiv [56] srovnavali odezvy nckolika flavonoidd v kladném a zdporném moédu pii
ionizaci ESI a APCI za detekce kvadrupdlovym analyzatorem a iontové pasti. Rutin z tohoto
srovnani vysel jako nejhiife detekovatelna sloucenina, pti¢emz nejlepsi odezvy byly na zdporném
modu u obou zplisobti ionizaci s vyuzitim kvadrupélového analyzatoru. Je proto zajimavé, ze ve
vySe uvedeném piipad€ byl vSak rutin analyzovan iontovou pasti s vyssi citlivosti v kladném
modu, a to opakovang.

4.6 Analyza obsahu polyfenolii ve vybranych pivech typu lezak pomoci LC/MS
analyzy

Vsechny vzorky upravené vyse popsanym zpusobem (kap. 3.2.1), byly podrobeny hmotnostni
RP-HPLC/ESI/MS analyze za podminek uvedenych v kap. 3.3 Se sou€asné ptipojenym PDA i
hmotnostnim detektorem a byla sledovana pfitomnost i zpisob separace riznych fenolickych
latek vybranych na zaklad¢ studovné literatury. Separace probihala pifi on-line propojeni
kapalinového chromatografu s hmotnostnim spektrometrem, a tak ihned po separaci byly
oddélené slouCeniny detekovany na zékladé poméru m/z vkladném moddu (ladici metoda
epikatechin-tabulka 7, kap. 3.4.1).

4.6.1 Kvantifikace

U dostate¢né Cistych standardnich sloucenin byly zjiStény piislusSné retencni Casy a byla
zm¢étena jejich zavislost plochy piku na koncentraci v roztoku mobilni faze (7ab. 15). Hodnoty
byly zpracovany do grafické zavislosti, na zaklad€ regresni analyzy byly vypocteny koncentrace
pritomnych antioxidantl v jednotlivych vzorcich (kalibracni kiivky uvedeny v ptiloze ¢. 4). byly
stanoveny smérodatné odchylky (tab.16a,b a 17a, b) a sestrojeny ptislusné grafy (¢. 13 — 24).

Tab. 15: Dostupné flavonoidni standardni latky a jejich regresni rovnice

| ___Standard ! Regresnirovmice | | Standard |  Regresni rovnice
,,,,, epikatechin | y=233858x+218928 :  morin |  y=149398
| katechin ! y=170986x +326589 | rutin_ | y=4000000+179787 _
_____ naringenin i y=4000000x | kyselinaferulova | _ y=15390x
. kyselina
| luteolin | y=221120x+297416 : _ chlorogenova i y=13939x+22735
| kaemferol ! y=392964x + 247018 | kyselina gallova | y=15156x -1300,7
kvercetin ! y=51512x '
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Tab. 16a - Obsah standardizovanych polyfenolii v testovanych pivech

L=
] \g é ® £ = E
Znacka piva 3% §” £ g £ g EE £ g 2 £ ZE
< 2 o 2 & < N~ =
5 2 z =
N4
Piva Ceska lahvova
Bernard 1,884 0,692 1,106 1,686 0,635 0,228
+0,032 +0,114 | +0,049 | +0,091 +0,125 | +0,113
Bernard nealko 2,064 0,534 0,728 i 0,497 0,393
+0,015 +0,186 | +0,128 +0,036 | +0,072
Branik 0,012 0,613 0,593 i 0,361 0,521
+0,06 +0,048 | +0,135 +0,186 | +0,146
Y v 1,926 0,665
Breziak 0,114 ] ] ] 0,156 ]
Budvar Budweiser 2,381 0,826 0,681 i 0,769 0,671
+0,083 +0,186 | +0,256 +0,019 | +0,052
. 1,932 0,698 0,795 0,453 0,480
Budvar Budweiser nealko 10,48 0,177 10,067 - L0224 0,085
Gambrinus 1,957 1,468 1,197 1,936 0,186 0,617
+0,147 +0,068 | +0,096 | +0,182 | +0,026 | +0,032
Plzen 2,074 0,914 1,163 2,344 0,324 0,682
+0,096 +0,119 | £0,055 | +0,136 | +0,033 +0,148
Staropramen nealko 0,035 0,691 1,040 1,607 0,547 0,319
+0,089 +0,218 | +0,038 | +0,236 | +0,015 | +0,057
. 1,562 0,804 0,530 0,446
Velkopopovicky Kozel 10,017 - 10,119 - £0.157 10,049
Piva zahranicni lahvova
Heineken i 0,045 ) i 0,605 0,388
+0,034 +0,139 | +0,091
] 1,943 0,725 0,426
Stella Artois 10,075 £0,126 - - £0.283 -
1,981 1,264 0,544 0,590
Zlaty Bazant +0,119 i +0,097 ) +0,289 | +0,137
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Tab. 16b - Obsah standardizovanych polyfenolii v testovanych pivech

Piva Ceskad a zahranicni plechovkova

Branik 0,626 0,628 0,381 0,550
! +0,019 | +0,058 +0,149 | +0,098
Budvar Budweiser 2,182 0,749 0,691 0,693 0,386
udvar budwel +0,085 +0,144 | 0,129 +0,033 | +0,257
Gambrinus 1,907 1,320 1,103 0,893 0,626
mnu +0,161 +0,256 | +0,18 +0,188 | +0,176
Plzen 1,763 0,856 0,834 2,103 0,680 0,659
+0,135 +0,022 +0,157 +0,065 +0,037 +0,275
L, 1,562 0,683 0,459 0,531
Velkopopovicky Kozel 10,044 - 10,259 - £0.112 10,097
Aranv Aszok 1,955 0,724 0,537 ] 0,551 0,358
y +0,078 +0,256 +0,159 +0,13 +0,165
Borsodi 1,937 0,688 0,592 0,558 0,435 )
+0,143 +0,027 +0,048 +0,136 +0,024
) 1,728 0,803 0,692 0,682
Stella Artois +0,138 +0,085 | 0,112 - +0,138 -
Szalon 1,915 0,764 0,704 ] 0,311 0,186
+0,189 +0,138 +0,261 +0,279 +0,158
Tab.16 - Obsah standardizovanych polyfenolu v testovanych pivech — pokracovani
’\
s s |® |S | B
3 g s § s
Znacka pi g g S = R
pwva s RS S = S
£ g S ) =
= S < X s
& = Q 3 3
= N A=
Piva Ceska lahvova
Bernard 0,517 0,442 0,156 0,163 0,170
+0,028 +0,141 +0,130 +0,099 +0,17
0,458
Bernard nealko 0,086 - - - -
, 0,293
Branik 10,345 - - - -
Sy 0,306
Breznak £0.139 - - - -
. 0,495 0,564 0,190 0,112
Budvar Budweiser +0,128 | +0,182 ” +0,175 | +0,174
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Budvar Budweiser nealko

0,383

+0,069

Gambrinus f6?21565 f6,611918 ] ] '
Pilsener Urquel f6?26984 f6?18336 ] ] 56,13657

Staropramen nealko 263’?(5) - - - -
Velkopopovicky Kozel f6,312 10 5 f6,206416 ] fo’,l()g;ze io(;,l 12 882

Piva zahrani¢ni lahvovd

Heineken f0’,201606 ] f(;,l 11118 ] ]

Stella Artois 30’3825 g - f(;,lo2 69 4 - -

0,293 ] 0,143 i ]

Zlaty Bazant +0,047 +0,152
Tab.16 - Obsah standardizovanych polyfenolii v testovanych pivech — pokracovani
Piva éeskd a zahranicni plechovkovad

Branik fé,zlz 396 ] f(;,l(;)sos ] ]
Budvar Budveiser o | soomr || orse | stos

Gambrinus 30’?06823 féizgz - - -
Pilsener Urquel 36,318176 ] f(f(;g; I ] f(;,l(ios
Velkopopovicky Kozel f(f()z 811 - - - i()(;’l23 12 )

Arany Aszok f(;’z38136 - - - -

Borsodi io(f13329 - - - -

Stella Artois f6?06;7 - - - -

Szalon 36?35328 - - - -
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4.6.1.1 Majoritni flavonoidy

Fenolickou latkou vyskytujici se v analyzovanych vzorcich v nejvyssich koncentracich byla
stanovena kyselina chlorogenové — obecné velmi rozsifeny flavonoid - a to jak v pivech ceskych
tak 1 zahrani¢nich, vyjimkou byl ¢esky Branik v plechovce a Heineken, v nichz tato latka nebyla
nalezena viibec. Minimalni mnozstvi bylo naméfeno také pro Branik (0,012 mg/l) v lahvi a pro
nealkoholicky Staropramen ( 0,035 mg/1 ).

Budvar Budweiser alkoholicky obsahoval 2,381 mg/l této kyseliny, tj. nejvyssi ze vSech
naméfenych hodnot. Pfiblizné 2 g obsahovaly téz ostatni ceskd alkoholickd piva
a u nealkoholickych vzorki budéjovicky Budvar a Bernard (od 1,907 mg/l do 2,074 mg/l)
i v pivu Stella Artois lahvovém (1,943 mg/l), Zlatém Bazantu (1,981 mg/1) a u vSech mad’arskych
piv (1,915 mg/l — 1,937 mg/1).

Kyselina gallova, prekurzor tanint a jako latka poskytujici pfi reakci se zeleznatymi solemi
tzv. dubénkovy inkoust, byla svyjimkou piva Bfeziidk, nealkoholického piva Bernard
a Velkopopovického Kozla (lahve i plechovky) kvantifikovana rovné ve vSech vzorcich. Z grafu
¢. 14 je patrné, Ze nejvyssi mnoZstvi gallové kyseliny bylo stanoveno pro znacku Gambrinus
vzorki se zjisténé mnozstvi pohybovalo do 1 mg/l).

Tteti analyzovanou fenolickou kyselinou je kyselina ferulova identifikovana ve vSech pivech
Ceskych - kromé znacky Btezndk, ovSem v Zadném pivu zahrani¢nim — kromé znacky Zlaty
Bazant. Zlaty Bazant je dokonce znackou, v niz byla stanovena kyselina ferulova v nejvyssi
koncentraci (1,264 mg/l). Mnozstvi vyssi neZ 1g/l bylo shledano i u ceské znaCky Gambrinus
(1,197 mg/1 pro lahev a 1,103 mg/1 pro plechovku), Bernard (alkoholicky — 1,106 mg/l) a Pilsner
Urquel (1,163 mg/l) a v nealkoholickém pivu Staropramen (1,040 mg/1).

Vyskyt vyznamného fytoestrogenu naringeninu byl z ¢eskych piv potvrzen ve znacce Pilsener
Urquel lahev i plechovka, Gambrinus ldhev a v nealkoholickém Staropramenu. U zahrani¢nich
piv s vyjimkou madarského Borsodi v pivu zadném. Zjisténé koncentrace jsou po kyseliné
chlorogenové druhymi nejvyssimi, coz mize byt dikazem, Ze pivo - obzvlaste¢ ceské - ma
pozitivni t€inky na lidské zdravi.

Celkové 1ze shrnout, Ze fenolické kyseliny byla prokdzany prakticky ve vSech pivech.
Vzhledem k jejich vysokému vyskytu v je¢meni a obecné v obilovinach lze ptedpokladat, ze
vétSina téchto derivatl pochdzi ze sladu.
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Graf 13 - Vysledky stanoveni koncentrace kyseliny chlorogrnové u testovanych piv
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Graf 14 - Vysledky stanoveni koncentrace kyseliny gallové u testovanych piv
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Kyselina ferulova
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Graf 15 - Vysledky stanoveni koncentrace kyseliny ferulové u testovanych piv
Naringenin
2,5 1
2,0
~
= 15
E 1o
(5}
0,5
0,0 T T T
> Q IN . o > > N > -S> X
& D> D S N L > > Q 5 > > >
@&& J &“& & & & & && *0‘& & Q\& & @%’ %9(\9 i &‘8& Y&\o S {;\3& 04\@ o &
F PV TSI F & eSS
& Ny P & 8T Q\Q@Q‘Q'&\@&Q&\\&\&Q\Q’Q\Q\@
. F ‘ . L & . , R .
A A s Vs e
& TS F T SE ¥ e P
¥ & N of &
& & v
Q ¥
o
Znacka piva

94

Graf 16 - Vysledky stanoveni koncentrace naringeninu u testovanych piv



4.6.1.2 Katechiny

Katechiny — stejné jako fenolické latky byly identifikovany v téméf vSech vybranych vzorcich
(katechin u vSech 22 vzorkl, epikatechin u 18 vzorkll) — s vyjimkou mad’arského Borsodi,
anglického piva Stella Artois a ¢eského Brezndku. Nejvyssi obsah katechinu byl zjistén u piva
Gambrinus plechovkového (0,893 mg/l) a nejvyssi obsah katechinu - 0,682 mg/l u plzenského
Pilsener Urquel lahvového.

Nejniz§i mnoZstvi obou typl katechinl bylo identifikovano v mad’arské znacce Szalon

(0,311 mg/1 katechinu a 0,186m g/1 epikatechinu).
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Graf 17 - Vysledky stanoveni koncentrace katechinu u testovanych piv
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Graf 18 - Vysledky stanoveni koncentrace epikatechinu u testovanych piv
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4.6.1.3 Diglykosid rutin

Obecné je prokazéano, ze dobrym zdrojem rutinu a jeho glykosidi jsou cervené hrozny
a citrusové plody [57]. Provedend analyza vSak potvrdila, Ze tyto latky jsou rovnéz skupinou
antioxidant vyskytujicich se v pivu. Koncentrace rutinu sice nepiesahla 0,517 mg/l, avSak byl
nalezen ve vSech vzorcich. Nejvys§si mnozstvi obsahoval alkoholicky Bernard (0,517 mg/l),
nejnizsi plechovkovy Branik (0,229 mg/l); u ostatnich vzorka bylo rozmezi 0,283 mg/l — 0,495
mg/1. Piivod rutinu pfitomného v pivu lze rovnéz ptisoudit pravdépodobné sladu.
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Graf 19 - Vysledky stanoveni koncentrace rutinu u testovanych piv
4.6.1.4 Morin

Morin je zastupcem flavanolovych barviv, ktery byl identifikovan v nejvyssi koncentraci

v

(0,261 mg/1). Urcité mnozstvi obsahovaly také Gambrinus ldhev i1 plechovka, Budvar Budweiser
lahev 1 plechovka a Bernard alkoholicky. V ostatnich pivovarskych vzorcich byla koncentrace
tohoto flavanolu neméfitelna.
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Graf-20 - Vysledky stanoveni koncentrace morinu u testovanych piv

4.6.1.5 Minoritni flavonoidy

Mezi minoritni flavonoidni slouceniny byly zafazeny luteolin, kaemferol a kvercetin, které
byly identifikovany v mén€ nez osmi vzorcich a navic se vétSina z nich vyskytovala v celkové
nejnizsich koncentracich tj. neptesahla 0,170 mg/1.

Kvercetin patii mezi téméei ubikvitni flavonoly. Je to latka se zdkladni aglykonovou
strukturou, od které lze ostatni derivaty odvodit pouhou zaménou substituenti na fenolickych
kruzich. Ptesto vSak byla jeho nejvyssi detekované koncentrace 0,156 mg/l (Bernard alkoholicky)
Moznym vysvétlenim mulize byt skutecnost, Ze se mnohem vice vyskytuje ve formé glykosidi nez
jako volny aglykon [58].

Dalsimi sledovanymi slouceninami byly luteolin, ktery se s jistotou vyskytoval pouze
v Bernardu alkoholickém a Budé¢jovickém Budvaru plechovkovém i lahvovém a kaemferol
nalezen vtychz vzorcich a dale v plzeiiském Pilseneru lahvovém 1 plechovkovém
a Velkopopovickém Kozlu lahvovém 1 plechovkovém. Jejich nejvyssi obsah byl vypocten na
0,170 mg/l pro kaemferol ve zna¢ce Bernard alkoholicky a 0,194 mg/l pro luteolin u znacky
Velkopopovicky Kozel (lahev). Minimdlni vyskyt Ize vysvétlit faktem, ze se jednalo
o antioxidanty nové hledané v ramci predlozené screeningové studie a nejednd se o polyfenoly
typické pro pivo.

Koncentrace fenolickych latek stanovené v predlozené praci byly vesmés nizsi nez je uvadéno
v literatute ([59, 60].), kde vSak kvantifikace byva provadéna pomoci HPLC/UV-VIS analyzy.
Diivodem je pravdépodobné skutecnost, ze pti spektrofotmetrické detekci dochazi ke zkresleni
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vysledkl vlivem koeluce dalSich derivati spolu s piky standardld. V predlozené praci byly
ziskané vysledky vyuzity ptredevSim pro srovnani obsahu jednotlivych piv.
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Graf 22 - Vysledky stanoveni koncentrace luteolinu u testovanych piv
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Graf 23 - Vysledky stanoveni koncentrace kaemferolu u testovanych piv
Identifikace flavonoidi

Diky pitedchozi kvantifikaci bylo pro 11 detekovanych polyfenolickych latek mozno
jednozna¢né rozhodnout, zda jsou se v danych vzorcich ptfitomny ¢i nikoliv (kap 4.6.1) Pro
posouzeni ruznorodosti analyzovanych piv vSak bylo soucasné¢ nutné vytvofit dalsi strategii
s vyuzitim vSech dat, kterd kombinace LC-MS detekce poskytla.

Samotné kvalitativni vyhodnoceni pak spocivalo ve srovnani celkovych profili vyslednych
chromatogramti vyfiltrovanych dle molekulovych hmotnostni hledanych latek, pficemz
srovnavany byly jednotlivé znacky vcetné piv nealkoholickych. Rozdily mezi pivem lahvovym a
plechovkovym u téze znacky byly minimalni, proto nejsou tato piva uvazovana samostatng.
Uvedena relativni intenzita je vztazena k piku o nejvyssi intenzité. V piipadech, kde nebylo
mozno jednoznacné posoudit, jde-li skute¢né o pik detekované latky ¢i o zkresleni Sumem,
hodnoceni bylo provedeno otevienim prubéhu celého hmotnostniho spektra v daném case
analyzy a ovéfenim piitomnosti této latky — pi.: Obr. 31.
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Obr. 31 - Oveéreni pritomnosti intenzity signalu sledovanych latek

Na zéklad¢ podrobné provedenych zhodnoceni byly pro vSechny vzorky sestaveny tabulky,
jejichz ilustrativni ukdzka pro testovana zahrani¢ni piva Stella Artois a Heineken je soucasti
prilohy 6 azjejichz vzijemného porovnavani a opakovanymi konfrontacemi s vychozimi
chromatogramy vyplynuly vysledky uvedené v nasledujicim textu.

4.6.2.1 Ceské pivo vs. zahraniéni - unikdtni rozdily

Opakujici se trendy byly zaznamendny piedevSim v detekci kyseliny ferulové, kyseliny
gallové, naringeninu, prenylnaringeninu, xanthohumolu C a kyseliny salicylové, tyto latky se jevi
byt pouzitelnymi jako molekularni markery pro rozliSeni piva ¢eského od piv zahrani¢nich.

Piedchozi kvantifikace umoznila piesnou kvantifikaci pro pét z uvedenych latek — s vyjimkou
latek o m/z 352 a 340, pro né¢z byly nalezeny orientacni retencni Casy z literarni reSerSe [60, 61],
a proto bylo mozno uvazovat i1 pfitomnosti téchto slozek. Retencni ¢as kyseliny salicylové se
zjistit nepodatilo, piesto vSak byl pfi srovnani chromatogramti ziskdn zajimavy vysledek.
Srovnavan byl cely ¢asovy zaznam.

Z jedenacti chromatogramu cCeskych analyzovanych piv se jich deset ukdzalo byt obsahové
mnohem bohatSich nezli vzorky zahrani¢ni. Vyjimku tvofi pivo Bfeziidk, v némz 1ze spolehlivé
identifikovat pouze pfitomnost prenylované¢ho naringeninu, o némz je znamo, Ze k jeho eluci
dochdzi ptiblizné¢ ve 40. minuté. Ostatni latky vybrané pro charakterizaci se v tomto vzorku
z zadné z provedenych analyz nepodatilo odlisit od Sumu a nelze tedy potvrdit jejich pfitomnost.

U vSech zahrani¢nich piv doslo k podobné situaci — u dvou ze tfi mad’arskych piv (Borsodi,
Arany Aszok) byl identifikovan taktéZ prenylnaringenin, u vech t¥f navic kyselina gallova a to
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témeét bez jinych doprovodnych slozek — jen u piva Szalon se v blizkosti signalu odpovidajicimu
kyseliné gallové (6,04) vyskytuje v paté minuté doprovodny pik (tg = 4,82). Zajimava je u téchto
madarskych piv separace naringeninu, kdy u Borsodi je zaznamenan zcela nesporny pik tohoto
polyfenolu, zatimco u dalSich mad’arskych piv pfislusny pik pfitomen neni, avSak u obou je tu
pozorovatelny signal ziskany zhruba ve stejném case (tr = 13,18 a 13,05). U belgické znacky
Stella Alois a némecké znaCky Heineken byla jako jedind ze sledovanych latek detekovana
kyselina gallova. Slovenska znacka Zlaty BaZzant byla naopak jedinou ze zahrani¢nich piv, v niz
kyselina gallova zachycena neni a kyselina ferulova je. Prenylnaringenin je opét pfitomen a to se
ttemi dal$imi o f4d méné intenzivnéjSimi, avSak detekovanymi piky . Dale byl ve znacce Zlaty
Bazant identifikovan chalkon s pomérem m/z = 355 + 0,5 a dalsi nezndma latka odpovidajici této
hmoté ve 4,77. minute€.

Pestrost piv ¢eskych ve srovnani se zahrani¢nimi vzorky dokumentuji obrazky ¢. 32 — 47.
Celkovou vypovéd’ o pfitomnosti zobrazenych 1 dalSich latek podava fab. 17 v kap. 4.6.3.
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Obr. 32 - Chromatograficky zaznam vybranych polyfenolii ceského piva Bernard
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Obr. 33 - Chromatograficky zaznam vybranych polyfenolii ceského piva Bernard nealko
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Obr. 34 - Chromatograficky zaznam vybranych polyfenolit ceského piva Brezinak
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Obr. 35 -Chromatograficky zaznam vybranych polyfenoli ceského piva Branik
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Obr. 36 - Chromatograficky zaznam vybranych polyfenolu ceského piva Budweiser
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Obr. 37 - Chromatograficky zaznam vybranych polyfenolii ceského piva Budweiser nealko
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Obr. 38 -Chromatograficky zaznam vybranych polyfenolu ceského piva Gambrinus
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Obr. 39 - Chromatograficky zaznam vybranych polyfenoli nemeckého piva Heineken
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Obr. 40 - Chromatograficky zaznam vybranych polyfenolii ceského piva Plzen
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Obr. 41 - Chromatograficky zaznam vybranych polyfenolii ceského piva Staropramen nealko
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Obr. 42 - Chromatograficky zaznam vybranych polyfenolii belgického piva Stella Artois
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Obr. 43 - Chromatograficky zaznam vybranych polyfenolii ceského piva Velkopopovicky Kozel
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Obr. 44 - Chromatograficky zaznam vybranych polyfenolii slovenského piva Zlaty Bazant
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Obr. 45 - Chromatograficky zaznam vybranych polyfenolit madarského piva Arany Aszok
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Obr. 47 - Chromatograficky zaznam vybranych polyfenolii madarského piva Szalon

4.6.3 Prehled ostatnich specifik testovanych piv

Souhrnné tabulky 17a, 17b, 17c, 17d zobrazuje shrnuti ostatnich vypozorovanych vyslednych
jevi charakterizujicich chovani fenolickych latek i ostatnich neidentifikovatelnych slozek - opét
pro vSechny testované znacky 1 piva nealkohlicka.

Celkové pti hodnoceni hmotnostnich spekter dochazelo ke ¢tyfem zakladnim situacim,
jenz jsou pro zpiehlednéni tabulkového zdznamu odlisSeny riiznymi symboly.

v Latka 100% ptfitomna bez jakychkoli doprovodnych sloZzek
N Zaznam fady dokonale separovanych, oviem neidentifikovatelnych piki
? Pritomnost latky nejista x mozna

X Cely priibéh analyzy zkreslen sumem = hledana latka nedetekovana
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Tab. 17a — Vysledky kvalitativni analyzy u testovanych piv

~ =~ g §
IS T o = e 2 2 S S o
. S S = S ] ] S = ‘= S =
Flavonoidy Mr N £ S s 3 2 2 8 < s, 8
S |s¥ | s |8 |§ |§f |§ |&¢
A
Chrysin 254252 | N n ? ? ? n ? n
Pinocembrin 256,258 | N n ? ? ? ? ? ?
Techtochrysin 268,269 n N X ? ?
APIGENIN
: 270,241 | ? n ? ? ? ? ? ?
Galantin
Pinobanksin
NARINGENIN 272257 N n ? v ? v v ?
Genkwanin 284,268 n n ? ? ? ? ? ?
LUTEOLIN
28624 | N ? v ? ? ? ? ?
KAEMPFEROL
Eriodictyol 288,25 n ? ? ? ? ? ? ?
8-methoxykaemp. 300,265 n ? ? X ? ? ? ?
Kea 3-methylether v
g 301271 N n |? n 2 ? 2 2
Hesperetin
MORIN 302,27 N ? ? v v ? ? ?
KVERCETIN
Isorh i
sorhamnetin 316.27 N 2 2 x 2 2 2 2
Kve 3-methylether
MYRICETIN 31824 | Vv ? v x x ? v ?
Kve-3,3 dimethylether
330291 | 2 ? v ? ? ? ? ?
Kve-3,7-dimethylether
RUTIN 610,52 ? v x ? x ? v ?
K. ferulova 194,19 v N v x n v N v
K. galova 170,5 v v v x v ? v v
K. chlorogenova 354,31 v N v % v v v N
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Tab. 17b — Vysledky kvalitativni analyzy u testovanych piv - pokracovani

X 8 § §
T T o = e 2 2 o S S o
S S = s > S S | & S =
Mr N £ S S N 2 23 | = g S
S |Sf| & |8 |§ |§El|f | §E
Q Q Q & & S S
A
Katechin 290,27
v v v x v v v v
Epikatechin
Katechin gallat 4424 2 2 2 2 2 2 2 ?
Epikatechin gallat
Salicylova kys. 138 N n N x n n N N
Protokatechinova 154 N N ? ? ? n N n
p-kumarova kys. 164 ? n |x X ? N ? N
. . 180
KAVOVA ? ? |7 |x |2 ? ? ?
6-, 8- prenylnaringenin 340 v v 2 x 2 2 v 2
Desmethylxanthohumol
XANTHOHUMOL C 352 x 2 v |V 2 2 v 2
-Di-O-Me-8- 368
5,7-Di-O-Me-8-prenylnar. 2 ? ? ? ? v 2 2
4-O-Methylxanthohumol
XANTHOHUMOL B 370
? ? ? v ? ? ? ?
XANTHOHUMOL D : : : : ) : )
XANTHOHUMOL E 07 |9 2 2 v v | 2 2
3 —geranylchalkonar.
6-geranylnaringenin
8-geranylnaringenin 408 | ? ? ? v ? v ? X
6,8-diprenylnaringenin
3,5-diprenylnaringenin
PRENYLXANTHOHUMOL |422 n n ? x ? N ? x
Vanilinova kyselina 244 N n ? ? v v
Delphinidin 627 n n x x ? ?
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Tab. 17c— Vysledky kvalitativni analyzy u testovanych piv - pokracovani

=
V Y~
Y e = 2 = S ~ =
Flavonoidy Mr S 2 s S>% | §3 s S 3
0= < “\ N 3 @z ™ S ~ '§
m m =N N @ S ne
VS < Q 9
Chrysin 254252 N x ? ? N ? ?
Pinocembrin 256,258 N ? ? ? n ? ?
Techtochrysin 268,269 n ? ? ? N ? ?
APIGENIN
: 270241 N x ? ? n ? ?
Galantin
Pinobanksin 2
NARINGENIN 272257 YN x x v n v
Genkwanin 284,268 ? ? ? ? n ? ?
LUTEOLIN
286,24 ? ? ? v n ? ?
KAEMPFEROL 86, : ’ ’ ’ :
Eriodictyol 288,25 ? ? ? ? n ? ?
8-methoxykaemp. 300,265 N X x ? n ? ?
Kea 3-methylether 301,271 ? ? v X N
Hesperetin
MORIN 302,27 ? ? ? X ? ? ?
KVERCETIN
Isorhamnetin
31627 | 7 ? ? ? n ? ?
Kve 3-methylether
MYRICETIN 318,24 ? ? ? v N ? ?
Kve3,3 -dimethylether
Kve 3,7-dimethylether 330,291 ? ? ? ? n ? ?
RUTIN 610,52 | v v x v ? ? ?
K. ferulova 194,19 v X x v v ? ?
K. galova 170,5 v X X X ? v v
K. chlorogenova 35431 % % % % N v v
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Tab. 17d— Vysledky kvalitativni analyzy u testovanych piv - pokracovani

= ~~ N o~ o
< = 3 s | ¥ = S S
< = 4 Ng IES [T |8 &
Katechin
290,27 v v v v 2 v 2 2
Epikatechin
Katechin gallat
4424 |7 ? ? ? ? ? ? ?
Epikatechin gallat
Salicylova kys. 138 |N X x N
Protokatechinova 154 |N X ? x N
p-kumarova kys. 164 [N ? ? X n ? ? ?
KAVOVA 180 |2 X 2 x N ? ? ?
6-, 8- prenylnaringenin
340 |N x ? x N ? ? ?
Desmethylxanthohumol
XANTHOHUMOL C 352 |V x ? ? n ? ? ?
5,7-Di-O-Me-8-prenylnar.
368 | ? ? ? ? ? ? ? ?
4-O-Methylxanthohumol
XANTHOHUMOL B
370 | ? ? ? v ? ? ? ?
XANTHOHUMOL D ’ ’ ’ : : : :
XANTHOHUMOL E 407 |V v x ? ? v |2 ?
3 —geranylchalkonar.
6-geranylnaringenin
8-geranylnaringenin 408 | ? ? v ? ? v ? ?
6,8-diprenylnaringenin
3,5-diprenylnaringenin
PRENYLXANTHOHUMOL 422 | ? ? ? ? ? ? ? ?
Vanilinova kyselina 244 |y v v v N
Delphinidin 627 ? ? ? ? N ? |2 ?
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Obdobna separace jako pro m/z = 138 (odpovidajici kyselin¢ salicylové) byla zaznamenéana
nékolikrat také u latek s m/z = 154, 164, 256, 256, 288 a dalsich a to vyhradné u piv ¢eskych -
nikoli zahrani¢nich. Zda se tedy, Ze tento vSeobecné nesledovany a neuvazovany profil by mohl
napomoci odlisit prava ¢eskd piva od piv jinych a mohlo by byt ucelné jejich detailngjsi
prozkoumani. Vysledky ptedlozené screeningové studie je vSak tfeba povazovat za predbézné a
orientacni, proto budou pokracovat dalsi analytické studie pro jejich zpiesnéni a potvrzeni.

4.6.4 Charakteristika ¢eského chmele

Chmel je znam nejen jako pivovarska surovina, ale také jako 1écivo s vysokou antioxidaéni
aktivitou, které se na sloZeni hotového piva podili z vice nez 30 %. Proto byla provedena také
analyza polyfenolt, flavonoida a celkové antioxida¢ni aktivity vybrané odridy ¢eského chmele
Sladek — pro srovnani fenolickych latek pfitomnych v pivu a téchto latek pfitomnych ve chmelu.
Vzorek ususenych chmelovych hlavek byl podroben upravé dle kapitoly 3.2.1.3 a analyzovan
pomoci LC/ESI-MS za podminek uvedenych v kapitole 4.3 1 spektrofotometricky 3.2.2.
Antioxidacni aktivita byla ur¢ena pomoci ABTS testu. Vysledky téchto stanoveni zachycuje
Tab. 18 zahrnujici jak identifikaci, tak kvantifikaci polyfenolickych latek testovaného chmele.
Chromatogramy ziskané po provedeni RP/HPLC/MS/ESI analyzy jsou soucasti ptilohy 7.

Tab. 18 - Polyfenoly, flavonoidy a antioxidacni aktivita chmele — identifikace a kvantifikace
Chmel SLADEK spektrofotometricky

Celkové polyfenoly Celkové flavonoidy Antioyfic.laéni
(mg/l) (mg/l) aktivita
____________________________________ T (mmol)
ik
"""""""""""""""" Chmel SLADEK - LC/ MS analjza ¢ (mgml) |
""" Kyselinachlorogenovd | - | Kaemferol | 1861
| Kyselimaferlova | - Luteolin naringenin | .
""""" Kyselinagallova | 2938 | Morim | 0757
””””””” Katechin | 205 | Ruin | L1s2
”””””” Epikatechin | 2364 | Kvercetin | 3028

Ze ziskanych vysledki Ize vyvodit, ze pivod kyseliny gallové, katechinu, epikatechinu,
kaemferolu, morinu, rutinu, a kvercetinu nalézajicich se v pivu lezi s nejvetsi pravdépodobnosti
ve chmelu, v némz byly tyto latky rovnéz identifikovany a jejichz mnozstvi je u vSech latek vyssi
nez koncentrace stanovené v hotovém pivu. Naopak o kyselin€ chlorogenové, ferulové, luteolinu
a naringeninu lze dle provedené analyzy s jistotou tvrdit, Ze z chmele nepochézi a jejich zdrojem
je tedy pravdépodobné slad.
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Obsah celkovych polyfenolti (171,381 mg/l) a flavonoidd (78,615 mg/l) v testované odrudé
Ceského chmele Sladek je srovnatelny s ceskym pivem znacky Gambrinus plechovkovym
(173,826 mg/l celkovych polyfenolt, 80,762 mg/l celkovych flavonoidl). Antioxidaéni aktivita
(0,884 mmol/l) je ve srovnani s timto pivem (1,036 mmol/l) nizsi, coz zifejme sveéd¢i o tom, ze
v pivu se antioxida¢ni G€inky pfitomnych polyfenolickych latek scitaji.

4.7 Stanoveni proteinii v modelovém vzorku plzenského lezaku pomoci Lowryho
metody

Stanoveni proteinového sloZeni je dalsi ze strategii pouZitelnou ke stanoveni autenticity piva.
V ptedlozené praci byly analyzovany protein v modelovém vzorku piva pomoci 1D
elektroforézy.

Ve vzorku pfipraveném dle 3.5.1 byla zméfena koncentrace pomoci Lowryho -
kolorometrické metody zalozené na dvousloZkovém cinidle, kde prvni slozkou je biuretové
¢inidlo, druhou je Folinovo ¢inidlo. Princip metody spociva v reakci dusiku peptidové vazby
s médnatym iontem v alkalickém prostiedi anéasledné¢ redukci fosfomolybdenant
s hydroxyfenolovou skupinou tyrosinu na molybdenovou modf. MnoZstvi proteinii ve vzorku
plzeniského lezdku bylo po piepoctu zregresni rovnice kalibrani kiivky hovéziho albuminu
y = 0,5872 x + 0,0102 stanovena na 4,1 g, coz se shoduje se studovanou literaturou (17, 59).
(kalibra¢ni kiivka uvedena v ptiloze 4).

4.8 Stanoveni proteini piva pomoci SDS-PAGE a mikro¢ipové analyzy
Celkové proteinové slozeni bylo analyzovano pomoci gelové elektroforézy PAGE-SDS

(kap. 3.5.2) a mikrocipové elektroforézy (kap. 3.5.3). Vysledky analyz jsou uvedeny na Obr. 49
a Obr. 50.
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Obr. 39 - PAGE-SDS vzorku plzenského piva lezak

1. ... proteinova smés 6 (97,4; 67,0; 45,0; 29,0; 21,0;12.5; 6,5 kDa)
20 prazdna linieProteinova smés 5 (29,0; 21,0; 12,5; 6,5 kDa)
3.- 7...vzorek lyofilizovaného vzorku plzenského piva typu lezak
8w prazdna linie

9. ... proteinova smés 5 (29,0; 21,0; 12,5; 6,5 kDa)

10. .... proteinova smes 6

Ladder Sample 1 Sample 2 Sample 3 Sample 4 Sample 5 Sample & Sample 7 Sample 8 Sample 9 Sample 10

—

|

1 2 3 a =1 [ 7 E] ] 10

Obr. 40 - Mikrocipova separace vzorkui plzenského piva lezdk

L. ...proteinovy standard, pozice 1. — 10. ... vzorky plzeniského piva typu lezak
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Vysledky obou typi elektroforetické analyzy potvrdily pfitomnost typickych majoritnich
proteinovych frakci. Prvni velkd skupina je tvofena serpiny, zejména proteinem Z, jez obsahuje
nckolik proteind s kyselym pl a molekulovou hmotnosti kolem 40 kDa. Dalsi skupinou jsou
a-amylazové inhibitory/trypsin o hmotnostnim rozsahu 15— 19 kDa. Dal§i vyznamnou
bilkovinou identifikovanou ve vzorcich piva je LTP. In vivo funkce je¢ného LTP neni zndma.
Piivodné bylo uvazovano, ze se jedna o inhibitor a-amylazy nebo protedz. Po uvateni piva je
jeny LTPI1 obsazen zejména v pivni péné, kde ptispiva k tvorbé a stabilité pény. Molekulova
hmotnost LTP1 se pohybuje v rozsahu 10 — 14 kDa. Vyznamnymi proteiny jsou B a D hordeiny.
Hordeiny jsou fazeny mezi prolaminy, hlavni skupinu obilnych zasobnich proteini nachdzejicich
se v zrnu. Hordeinové frakce nachdzejici se v pive iniciuji tvorbu zékalu.

Je€nad zrna, stejn€ jako chmel ¢i kvasinky pouzité pii vyrobé piva, obsahuji velkou Skélu
skupin bilkovin, z nichz pouze maléa ¢ast piejde pii procesu vyroby piva do finalniho vyrobku.
Konecné slozeni bilkovin je zavislé na vstupnich surovinach, resp. na pouZité technologii a takto
1ze vyuzit proteomické analyzy k identifikaci piivodu piva a ke stanoveni jeho jakosti. Z vysledki
ziskanych 1D elektroforézu je patrné, Ze nelze ucinn¢ oddélit frakce proteinii (zejména
nizkomolekularni) ani detailn€ analyzovat proteinové slozeni jednotlivych druht piva tak, aby
byla ziskdna jednozna¢nd informace. Za timto Ucelem je tfeba pouzit slozitéjsi instrumentalni
techniky — zejména hmotnostni spektrometrii proteinii po piedchozi separaci dvourozmérnou
elektroforézou. Tato komplexni problematika byla proto samostatné feSena v paralelni diplomové
praci.
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ZAVER

0 Predlozend price typu screeningové studie byla zaméfena na charakterizaci

polyfenolickych a dalSich aktivnich latek (proteiny, hotké latky, alkohol) obsazenych
v riznych pivech typu svétly lezak a na stanoveni odlisnosti produktu Ceské pivo od
piv zahrani¢nich.

V teoretické¢ Casti jsou uvedena zdkladni fakta o postaveni Ceského piva v nasi
spole¢nosti i o historii vafeni piva. Ceské pivo je velmi oblibenym napojem a jeho
jedine¢nost skladby vychazi z nékolika set let staré tradice ¢eského pivovarnictvi.
Déle jsou v literarnim ptehledu popsany suroviny pro vyrobu piva, jejich aktivni latky
i jednotlivé kroky vyroby, jez maji na kvalitu hotového piva rozhodujici vliv. Rovnéz
jsou zde uvedena obecna specifika Ceského piva a piehled nejvyznamnéjsich metod
pro stanoveni zékladnich aktivnich latek piva - polyfenolli a proteini.

o Experimentani cast je soustfedéna na analyzu dominantnich aktivnich latek piva

a srovnani vysledk ziskanych pro jednotlivé vzorky s cilem navrhnout parametry
vhodné pro posouzeni autenticity. Obsah celkovych fenolickych latek, celkovych
flavonoidi, antioxiac¢ni aktivity a zdkladnich pivovarskych parametri byl stanoven
spekrofotometricky. Zastoupeni a obsah individualnich flavonoidii byl analyzovéan
kombinovanou metodou RP-HPLC-ESI-MS. V ramci zédkladniho chemického rozboru
piva byly dale proméfeny podily skutecného a zdanlivého extraktu, stupenn prokvaseni,
stupniovitost, obsah alkoholu a hotkych latek. Jako srovnéavaci vzorek byl pouzit cesky
chmel odridy Sladek. Obsah proteini byl analyzovan pomoci 1D elektroforézy.

V prvni fazi prace byly stanoveny obecné a skupinové parametry piv. Typickymi
charakteristikami Ceského piva jsou podle zjisténych vysledkil vyssi hodnoty obsahu
nezkvasenych zbytkd extraktu, vyssi hotkost, vyssi obsah polyfenold i flavonoidi
a v souvislosti s tim 1 vys§i antioxida¢ni aktivita. Vy$§i obsah polyfenold je ziejmé
disledkem dekokéni metody rmutovani a kvality pouzitych surovin. VSechny
proméfené parametry analytického rozboru piv byly u Ceského piva ve srovnani se
piv a jednak pozitivni vlivy stiidmé konzumace piv — obzvlasté c¢eskych - na lidské
zdravi.

V dalsi casti experimentalni Casti prace byly navrzeny optimalni podminky separace
polyfenolickych latek a uréeny poméry m/z jejich kvasi-molekularnich iontd, které byly
nasledné vyuzity pro detekci v redlnych vzorcich. S vyuzitim LC/MS techniky bylo
sledovano celkem 48 polyfenolickych sloucenin ve 22 vzorcich piva - 15 vzorkl
Ceskych, 7 zahrani¢nich. Soucasné byly zjiStovany rozdily mezi stejnymi produkty
balenymi v 1ahvi a plechovce a mezi pivem alkoholickym a nealkoholickym.



Nejmarkantngjsi rozdily mezi Ceskym pivem a pivem zahraniénim stanovené pomoci
LC/MS analyzy byly v nalezeny v obsahu a zastoupeni kyseliny ferulové, gallové,
xanthohumolu C, naringeninu a jeho prenylovaného derivatu. Tyto latky byly v ¢eskych
pivech zastoupeny v mnohonasobné vys$sim mnozstvi. U vSech Ceskych piv byla dale
identifikovana fada latek o molekulové hmotnosti 138, jenz se nevyskytovala v zadném
ze zahrani¢nich vzorkli. Obdobny vysledek byl stanoven rovnéz u sloucenin
s molekulovou hmotnosti 154, 256, 258 a dalSich, kdy u vice nez 1/3 z testovanych
Ceskych znacek byly identifikovany az desitky latek odpovidajicich témto hmotam,
kdezto u zahrani¢nich nikoliv.

Na zaklad¢ kvantitativni analyzy bylo zjisténo, Ze z testovanych polyfenold je v pivu
pro luteolin, kaemferol a kvercetin. Kvantitativni 1 kvalitativni rozdily mezi pivem
plechovkovym a lahvovym byly nevyznamné. Ve slozeni nealkoholického
a alkoholického piva urc€ité odliSnosti byly zaznamenany. Z hlediska pozitivniho
pusobeni na zdravi je vSak ti¢inek obou téchto typi piva srovnatelny.

Z porovnani polyfenolickych slozek obsazenych v analyzovanych vzorcich piv se
slozenim ceského chmele Sladek lze usuzovat, Ze katechin, epikatechin, kvercetin,
morin a rutin pfitomné v pivu maji svij pivod pravé ve chmelu. Naopak kyselina
chlorogenova, ferulova a naringenin pochézeji s velkou pravdépodobnosti ze sladu.

Analyza bilkovin piva byla provedena pomoci vertikalni elektroforézy PAGE-SDS
a mikrofluidniho elektroforetického systému Experion (BioRad). Ze ziskanych vysledkt
je ztejmé, ze jednotlivé frakce proteinii neni mozné dostateéné oddélit, a proto ani

detailn€ji analyzovat. Za timto ucelem je nutné vyuzit slozitéjsi separacni
a instrumentalni techniky.

Ze vSech provedenych experimentil zaméfenych na srovnavani ceskych a zahrani¢nich
vzorki lezackych piv je ziejmé, Ze se Ceské pivo svym slozenim vyznamné odlisuje od
piv zahrani¢nich. Celkové z predlozené screeningové studie vyplyva, ze fenolické latky
piva mohou byt vyuzitelné v praxi ke stanoveni autenticity ¢eského piva a poslouzit tak
k omezeni zneuzivani znacky Ceské pivo u neadekvatnich vyrobki.
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7  SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

AA
ACN
APCI
API
APPI
APS
BIS
CZE
DPPH
EI

ESI
FITC
GC
HMW
HPLC
IEF

1T
LMW
LTP
MALDI
MEKC
MRFA
MS
NMR
PAGE-SDS
Q
RDA
redest.
RP
SDS
SPE
TEMED
TLC
TRITC
TSI
TOF
uv
VIS
TOF

akrylamid

acetonitril

chemicka ionizace za atmosférického tlaku
ionizace za atmosférického tlaku
fotoionizace za atmosférického tlaku
persiran amonny
N,N-metylen-bis-akylamid

kapilarni zonova elektroforéza
2,2-difenyl-1-pikryl-hydrazyl

ionizace elektronem

elektrosprej

fluorescein isothiokyanat

plynové chromatografie

high molecular weight

vysokoucinna kapalinova chromatopgrafie
Isoelektricka fokusace

iontova past

low molecular weight

lipid transfer protein

ionizace laserem za i€asti matrice
micelarni elektrokineticka elektroforéza
methionyl arginyl phenylalanyl-alanin acelat monohydrat
hmotnostni spektrometrie

Nuklearni magneticka rezonance
elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v ptitomnosti SDS
kvadrupélovy analyzator
Retro-Diels-Alderovy reakce
redestilovana voda

reverzni typ chomatografie

dodecylsulfat sodny

extrakce pevnou fazi

tetramethylendiamin

chromatografie na tenké vrstvé
tetramethylrhodamin

termospre;j

praletovy analyzator

ultrafialové svétlo

viditelné svétlo

priletovy analyzator
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8 SEZNAM PRILOH

1.) Kalibraéni kiivka kyseliny gallové pro stanoveni celkovych polyfenold

2.) Kalibraéni kiivka katechinu pro stanoveni celkovych flavonoidi

3.) Kalibra¢ni kiivka kyseliny askorbové pro stanoveni celkové antioxidaéni aktivity metodou
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4.) Kalibra¢ni kiivka albuminu pro stanoveni celkové koncentrace bilkovin

5.) Kalibra¢ni kiivky pro dostupné standardy polyfenol

6.) Ukazka vychozich tabulek pro zhodnoceni kvalitativniho zastoupeni fenolickych latek
v pivech Heineken a Stella Artois

7.) Chromatograficky zaznam LC/MS analyzy polyfenoli u ¢eského chmele Sladek
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9 PRILOHY

Priloha 1: Kalibracni krivka kyseliny gallové pro stanoveni celkovych polyfenolii

Kalibra¢ni kiivka kyseliny gallové
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Priloha 2: Kalibracni krivka katechinu pro stanoveni celkovych flavonoidii

Kalibra¢ni kfivka katechinu
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Priloha 3: Kalibracni krivka kyseliny askorbové pro stanoveni celkové antioxidacni aktivity

Kalibrac¢ni kfivka DPPH na kyselinu askorbovou
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Priloha 4: Kalibracni krivka albuminu pro stanoveni celkové koncentrace bilkovin

Kalibra¢ni graf stanoveni albuminu Hartree-Lowryho metodou
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Priloha 5: Kalibracni krivky pro dostupné standardy polyfenolii

plocha piku
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plocha piku

350000 -

300000 -

250000 -

200000 -

150000 -

100000 -

50000 +

Kalibracni kiivka kyseliny ferulové

5 10 15
¢ (ug/ml)

20

25

plocha piku

60000000 -

50000000 -|

40000000 -

30000000 -

20000000 -

10000000 -

Kalibra¢ni kiivka naringe ninu

10

12

130




Kalibraéni krivka epikatechinu

900000 -
800000 - _°
700000 - _—

600000 - _—

500000 - -

400000 - —

300000 - /

200000 +

plocha piku

100000 -

0 T T T T T 1
0 0,5 1 15 2 2,5 3

¢ (ng/ml)

plocha piku

Kalibra¢ni kiivka katechinu

700000 -
600000 -
500000 - e
400000 - _—

300000 -
200000 -

100000 -

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6
¢ (ng/mi)

131



plocha piku
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Priloha 6: Ukdzka vychozich tabulek pro zhodnoceni kvalitativniho zastoupeni fenolickych latek

v pivech Heineken a Stella Artois

Polyfenol Mr )
Heineken lahev Stella Stella plech
ISORHAMNETIN tro 454532 1357 ] 2869
Kve 316,27 . . .
3-methylether Rlax | 22,7110 =3,52.10 =1,86.10
o J4S7T 48 ] 3129
MYRICETIN | 318,24 . . .
Rlnax | 27,85.10 =1,47.10 =1,93.10
] diﬁi’h&f’e e R g03g7 0.88: 29:98:1 1 49: 6,47 8,15; 13,55; 23,96
p -‘3’7 330,201 [------ T e
Ve 5, /- 5 5 3
_dimethylether Rlpax | 24,01.10 =3,08.10 =1,27.10
RUTIN 610,52 | ® [>92 ) )
Rlpg|2637.10°0 [ ] >
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Polyfenol Mr Heineken lahev Stella Stella plech
ChI'YSil'l 254’252 ___ER___,,- ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, 4},8,;,52,5,4,,,5 ,,,,,,,,,,,, ,1,1,26,2,22’,2136,6,2 ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,
Rlex | 2- =2 1,51.10 =8,85.10
_tr14,54;26,27,5248 1483 | g,
Pinocembrin | 256,258 s s )
Rlpax [ =61,87 .10 =2,71.10 6,75.10
Techtochrysin | 268,260 | ®_|#47: 8855161 1541 | 88
Rlpax | 201,61.10° =3.39.10° 6,75.10°
APIGENIN
| 270,241 tr |- 16,97 41,41
Galangin | | P Yy
Rlex | 2- =1,65.10 =1,01.10
Pinobanksin O ) )
272257
Rlax | - = -
NARINGENIN
te |4.54:7.64:85: 1562 |4.76: 531 ;‘662;2_6?;72;2_12’;22.%512% el
Genkwanin  |284,268}——-+4t+ -} 7 P ey T S
Rlmax [ 262,1.10° =3.84.10° =4.05.10°
LUTEOLIN 286.24 tr 16,6;7,13;26,76 7,12 7,48; 27,72
KAEMPFEROL Rl |24.73100  |=2300000 | 104100
tr_16,39;7,13,47,04 | 4,73;7,26,47,29 18,2,4917
Eriodictyol 288,25 [ s )
Rlmax | 24,18.10 = =7,5.10
8- 300,265 ___t_‘3___,f,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,f ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, T
methoxykaemp. Rlex | ©- = - -
- 43: 34 45,02: 4
It<lfal3th 301,271 (27433497 )4 R 63
methylether Rlpae | 21,72.10° =21,91.10° =21,37.10°
Hesperetin tr_]6,36;806 | 4495 .1 42,98
302,27
MORIN ’ Rlpax | £1,52.10° =3,48.10° £2.,69.10°
KVERCETIN
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Polyfenol Mr Heineken lahev Stella Stella plech
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Salicylova kys. tR — R e
Rl | - - -
154 t |- 3,5 38,42
Protokatechinova | [ | | s T , T
Rl | - =1,96.10 =9,32.10
, 164 tr [4,5; 5,32 473;222 |7.33
p-kumarova kys. | L oM T T VT
Rlmax | £3.,92.10° =4.24.10° =7,28.10°
. , 180 ) ) )
KAVOVA LS e | 1062 | 11,96,2093,
Rlmax | - =3,00 .10° =1,45.10°
6-, 8- prenylnaringenin (340 | t |- | 4,5,12,66 | 15,82;20,35; ...
Desmethylxanthohumol Rlpax | - =3.2.10° =1,33.10°
352 tr |- 1,46; 4,7 4,87,5,6,, 27,77,
XANTHOHUMOLC | [ ST 5 )
Rl | - =7,06.10 =9,65.10
5,7-Di-O-Me-8 1 368
PImU-NIe-o-prenyinar. te |6.43:7.78: 23,53 [23,0 24,83: 25,82
4-O-Methylxanthohumol | oo fe- PR PRR . ST
Rlmax | =54,19.10 =1,63.10 =2.35.10
370
XANTHOHUMOL B t® 6,36; 49,89 7,09 7,62; 9,94
XANTHOHUMOL D | oo T P TN S
RImax | £64,33.10 =3,1.10 =1,42.10
407 te |6,12; 6,5; 10,68;| ]
XANTHOHUMOL E | | [ 235498 (L
Rlmax | 23,42.10° - -

3 —geranylchalkonar. 408 te 16,67:23.33:

6-geranylnaringenin 50.03: 23,2 22,28
8-geranylnaringenin | | | N Y
6,8—d%prenylnar%ngen%n Rl nax C>6,07.105 I=>5,54.105 I=>3,09.103
3,5-diprenylnaringenin
422 R 5,88; 7,23 4,73; 5,68 7,09; 12,11
PRENYLXANTHOHUMOL| V... }\ .\
Rlnax I=>5,02.105 I=>3,8.105 @1,28.103
o , ) 244 t® 4,47; 14,3 4,5; 14,3 14,23; 15,67
Vanilinova kyselipa (| |7~~~ 7o oo
Rljax | =1,98.10° =4.11.10° =7,11.10
. 627 tr |6,29; 7,09 14,09 14,66
Delphinidin | ook SRR RN e
Rl | =2,4.10 =1,29.10 =2,67 .10
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Katechiny Mr Heineken Stella Stella plech
Katechin 5,59; 37,94,
Epikatechin 290,27 tr ]5,02 4,73, 5,48

Rl |2251100 2339000 | >
Katechin gallat . . .

tr :’182’9 9,36, 18,81; 4,83 4,97; 30,61; 50,82

Epikatechin a4 Al A e
gallat Rl | ©3,38.10° =1,33.10° =1,69.10°

Priloha 7: Chromatograficky zaznam LC/MS analyzy polyfenolii u ceského chmele Sladek

CHcalibundataldjazhmel_sladek

462009 1:53:592 PM

RT: 0.00-5298 SM. 15G el
100 362 1412 1504 ML: 7.58E4
E 783 1122 b miz=
503 1600 1859 2816 3186 36.23 3583 4275 4666 254 50-255.50
= S M v MS Chmel_sladek
0 4 66 ML 2.72ES
100+ S
50§ 256 .50-257 .80
3 362 TS 1401 1828 22F9 2580 7864 3623 39729 4601 5045 M3 Chmel_sladek
03
1824 1972 ML 1.31E5
1005 449 s B iyl
503 268.50-269 .50
4139 960 14.24 2207 2698 3102 3452 4051 4597 4912 MS Chmel_sladek
03
ML: 649E4
100 453 7.74 N
3 1096 1217 270.50-271.50
503 249 = 1762 2675 3011 3747 apge 4693 LOBN Rl
0 A77 ML 1.28E5
100+ rrz=
50§ 512 272.50-273.50
] 2631 2872 35 33 42 .44 4485 5142 M3 Chmel_sladek

798 g79 1027 1816

21.95 2675

3417 3972 43.18

4996

ML 1 45ES

miz=

284 .50-285.50
M3 Chrmel_sladek
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a0
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Obr. 51a - Vysledek kvalitativni analyzy chmele odrudy Sladek
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i
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E 1259 1442 1634 2375 3098 3523 4004 4431 4977 5257 M3 Chmel_sladek
E
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100 —
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Obr. 51b - Vysledek kvalitativni analyzy chmele odriidy Sladek — pokracovani

RT: 0.00-52.98 SM. 15G &
4 60 ML 7 66ES
1005 i
50_2 318.50-319.50
E 2785 3110 3675 4035 4543 4973 [MSChmel sladek

466 MNL: 1.12E5
1005 méz=
4l CHfaee RS 330 50-331 50
503 1 15 45 29 38.86 4539 4950 Lt e ek
0 s NL: 6 84E5
1005 mfz=
503 610.50-611.50

b o o T = 31 .38 WS Chmel_sladek

3699 41.03 4477 4385

ML: 6.69E4

mez=
138.50-135.520
2144 2513 3102 3484 4205 4454 4766 MS Chmel_sladek

NL: 2.47E4
mez=

3 9.22 154 50-155.50
S0 289 (290 1504 2172 5795 3289 arsp 0140 4306 4912 0 Chmel_sladek
el o N i T byl onin
456 MNL: 7.96E5
1005 miz=
504 164 50-165.50
E M3 Chmel_sladek
3135 7.24 1248 1442 1847 2066 2047 3369 3866 4516 5099 HRRes
0 LI I e e o I ) e I e I BB Y B
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Time {min)

Rl IR

Obr. 51c - Vysledek kvalitativni analyzy chmele odridy Sladek- pokracovani
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Obr. 51d - Vysledek kvalitativni analyzy chmele odridy Sladek — pokracovani
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Obr. 51e - Vysledek kvalitativni analyzy chmele odrudy Sladek- pokracovani
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	Pestrost piv českých ve srovnání se zahraničními vzorky dokumentují obrázky  č. 32 – 47. Celkovou výpověď o přítomnosti zobrazených i dalších látek podává tab. 17 v kap. 4.6.3. 
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