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ABSTRAKT

PredloZzend diplomova prace je z&enma na analyzu fenolickych latek u piuzné
stupovitosti a znaek. Cilem prace bylo nalezeniipadnych rozdil mezi jednotlivymi typy
piv a dale mezi pivgeskymi a zahragnimi.

Teoretickatast obsahuje podrobny popis technologie vyroby,@lataké nejvyznandjsi
metody pro analyzu polyfenbla pro stanoveni jejich antioxigtdich aktivit. Vyrazg se
vénuje fedevsim metadLC/MS.

Experimentalni¢ast prace obsahuje vysledky analyzy celkovych polgfi, celkovych
flavonoidi a antioxidani aktivity, které byly ziskany spektrofotometrickigyly stanoveny
také pivovarské charakteristiky, a to pyknometrickonetodou. K identifikaci a kvantifikaci
jednotlivych fenolickych latek byla vyuzZita metodan-line kapalinové chromatografie
s detekci diodovym polem a s hmotnostni detekci.

Kvantifikace polyfenal a flavonoidi fotometrickou metodou se ukazala jako malo
specificka, coz odpovida poznatk z dostupné literatury. Prokazalo se, ze zi&kdw cha’
piva jsou zodpo¥dné gedevsim isoslaieniny, které tvéi 65,44 — 90,93 % celkovych
hoitkych latek. Metoda HPLC/MS byla nezbytnd procami charakteristickych latek
jednotlivych tym piv. V ramci ngéteni byly vyzkouSenyit kolony, z nichZ nejuspokojsi
vysledky poskytovala kolona Restek C18¢dékych pivech byly prokazéany vyssi hladiny
vétSiny fenolickych latek nez v zahranich pivech a rowg specifické zastoupeni
jednotlivych derivat.

ABSTRACT

Presented diploma thesis is focused on analyg@holic compounds in various types of
beers. The aim of this work was to find possibiéedences among several types of beers and
also between Czech beers and beers of foreign giodu

Theoretical part contains detailed description e&rbtechnology, review of important
analytical methods for determination of phenolienpounds and total antioxidant activity.
The main attention is focused on instrumental teprenLC/MS.

In the experimental part values of total phenobesl total flavonoids and results of
antioxidant status in analyzed beers were detedngpectrophotometrically. Basic brewing
characteristics were determined by pycnometry. i@a-liquid chromatography with photo
diode array detection and mass spectrometry deteatias used for identification and
quantification of individual phenolic compounds.

Spectrophotometric analysis of phenolic and flavdevels seems to be less specific, that
is consistent with findings in accessible literatult was proved, that iso- bitter compounds
exhibit about 65.44 — 90.93 % of the total bitterbstances. These components are
responsible for the main part of beer bitternedee HPLC/PDA/ESI-MS was necessary to
use for determination of characteristic phenolienpounds in individual types of beer.
Within our measurement three columns were testee, most favourable results were
obtained using the column Restek C18. When compaittdforeing beers, in Czech beers
higher level of majority of phenolic compounds wdetected and specific distribution of
individual derivatives was found as well.
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1 UVOD

Motto:
,Cesky duch miZe sice natas bloudit, rozmach mohutného jehiidka miZze ho zanést
n¢kdy treba az na kraj $ta, ale k pivu vréati on se najisto vzdycky zase."

Jan Neruda (1834 — 1891)

Pivo je @nivy napoj vyrobeny kvasenim mladinyigravené ze sladu, vody a chmele
¢i chmelovych produkt Kvasnym proces vede ke vzniku alkoholu (ethan@upxidu
uhlicitého, Zistava ale i ufité mnozstvi neprokvaseného extraktu. Pominemestingpne
novy fenomén nealkoholické pivdadime tento zlatavy mok mezi napoje alkoholické.
obsahem alkoholu. Obsahuje celtadu vyZivo¥ nezbytnych latek, jako jsou bilkoviny,
dusikatée latky, &které fosforénany a vitaminy skupiny B. Je také vyznamnym zanoje
polyfenolickych slodenin, vyznamnych antioxidaint které se staly sdem zajmu
lekarského vyzkumu pro sy pozitivni vliv na lidské zdravi. Nelze vSak opomoait (&inky
alkoholu, kwvili kterym neni mozné pivo tadit do &Zné denni spétby.

Objeviteli tohoto pnivého napoje byli pravghodobrg Sumerove, kig se usidlili v jizni
¢asti Mezopotdmie v oblasti me#ékami Eufrat a Tigris, kolem roku 350@. p. |. Pivo
piipravovali z j@mennych chletb a sladu ve velké dzbanovité nadolChmel nebyl tehdy
jes€ znam, nahikl4 piéichu’ se pivu dodavala ipdlEznym prazenim chlgb v horkém
popelu. Historie vyroby piva na Gzemi dnednteska saha do 11. stoleti. Z tohoto obdobi
pochazi listina prvnih@eského kréle Vratislava Il. pro vySehradskou kdpjtaiky které
ji byl mimo jiné odvadn desatek chmele na iemi piva. Pivo je staroslémské slovo
protoZe pivo je nejkonzumovgsim alkoholickym napojem u nag€esi drzi dlouhodab
prvenstvi v réni spotehs piva, ktera dosahuje vipméru 160 liti na jednoho obyvatele [2].

V dnesni dob se mnohé pivovary staly s&asti velkych konceiy coz vede K jisté me
uniformity na trhu.Ceské pivo se ale iie pochlubit svou originalni a nezaémitelnou chuti
danou vstupnimi surovinami a technologii vyrobyz dxylo jednim z vyznamnychadodi
pro zapsani chr&ného zenspisného ozngeni ,Ceské pivo“. Podle § ma mit sétlé pivo
vyraznou vini po sladu sétlého typu a po chmelRiz tohoto piva je $edni az silny, stejn
tak i pInost chuti, ktera jetpdevsSim dana rozdilem mezi zdanlivym a dosazitelstprém
prokvasSeni. Intenzita kkosti piva je stdni az vysSi, s charakterem drsnosti jemnym
aZz mirrg drsnym. Barva piva je zlatoZlutajetini az vysSi intenzity. Pivo je jiskrné a po nalit
do sklenice vytvi kompaktni bilou gnu. Cizi viné a chuti nejsouifjpustné, v pivu feviada
chuw’ po sladu a chmelu,figemz se fpousti velmi slaba intenzita pastémg kvasniné
¢i esterové chuti atné. Pro ¢eské pivo jsou typické vySSi hodnoty pH a vySSinuobg
polyfenoli, které jsou dlezité z hlediska stability a senzorickych vlasthps/a [3].

Pro separaci a identifikaci polyfenolickych latek sefastji pouziva vysokotinna
kapalinovd chromatografie sianymi typy detekce. Jednou z nejvyhggich metod
je spojeni kapalinové chromatografie s hmotnogpeksometrii, které umditije v jednom
kroku separaci s&si latek a sotasré identifikaci jednotlivych sloZzek podle molekulové
hmotnosti.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Pr¥irodni polyfenoly

Za polyfenoly jsou obe&n ozna&ovany organické fenolické latky s vice neZ jednou
hydroxylovou skupinou v molekule. Pasem jednoduché fenolové kyseliny a jejich deyivat
dale také polycyklické struktury nazyvané flavonpidNékteré z &chto latek maji silné
antioxida&ni, antikarcinogenni, protimikrobialni, protitrombd a dalSi vlastnosti,
které pozitive pasobi na lidské zdravi [1]. Polyfenolické latky sdeoré podileji
na chemickofyzikalni stabilitpiva, na formovani gny, na odolnosti proti starnuti, ale také
na djich, které mohou vyulstit vtvorbu celéady senzoricky negativnich latek
(nag. (E)-non-2-enla). V pivovarskem gmyslu je tedy nalezeni cest k optimalizaci obsahu
téchto latek a stanoveni antioxishch viastnosti stale aktualnim problémem.[4, 11]

Podle sotasnych poznatk tvori fenolické kyseliny fiblizné jednu tetinu polyfenoi
ve stra¥, kde jsou zastoupenygrevsim hydroxyskaovymi kyselinami, ¥tSinou ve forns
estefi. Jedna se hla¥no kyselinu kavovou (obr. 2) a jeji esteryidgevSim kyselina
chlorogenova, obr. 4), dale pak o kyselinu ferulo\obr. 3). Maji vliv na organoleptické
vlastnosti potravinovych produktnag. uréuji horkost a trpkost alkoholickych nagog hraji
duleZitou roli ve zrani vin. V pivu byly prokazany ldakyseliny 4-hydroxyfenyloctova,
vanilova, syringova, p-kumarova, sinapova salicylova, gentisovydhydroxybenzoova,
kyselina protokatechinova, gallova. [5]. Z celkowémnozZstvi polyfendl obsaZzenych
v mladirg jich pouze 20 az 30 % pochazi z chmele, ostatchj ze sladu. Polyfenoly tio
z&kladni stavebni jednotky ligninu a vlakniny. 1.,

O (@]
©/\/“\0H CHso]@/\/U\OH
HO
Obr. 1: Kyselina skacova [1] Obr. 3: Kyselina ferulova [1]
o Ho, ,COOH

HO P ' 0

OH ‘ oH

HO" Y No Z
HO OH
OH

Obr. 2: Kyselina kavova [1] Obr. 4: Kyselina chlorogenova [1]

2.2 Flavonoidy

Flavonoidy jsou jednou z nejpetnjSich skupin sekundarnich metabbla v rostlinach
hraji dilezitou roli coby obranné a signalni molekulyi pozmnozZzovani, patogenesi
nebo symbiose. Rostlinné flavonoidy jsou nezbytrebrannych mechanismech proti stresu
zpisobenému zvySenymigobenim UV-B zgeni, mikrobialni infekci atd. Maji antioxidai
vlastnosti a estrogenntiaky, vyznauji se roviz antimikrobialnim psobenim [7, 8]Rada
flavonoidi je vyznamna v potraviiigkém ptimyslu nejen jako ifrodni rostlinna barviva,
ale také jako chiovacinidla [9].

2.2.1 Chemick4 struktura flavonoida
Flavonoidni latky neboli flavonoidy jsou velice s@hlou skupinou rostlinnych ferol
obsahujicich v molekule dva benzenové kruhy spojettiihlikovym fetzcem.
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Jednd se o uspidani G-Cs-Cs. U WtSiny flavonoidi je G fetézec sodasti heterocyklického
(pyranového) kruhu [9].

Flavonoidy jsou odvozeny od flavanu — kyslikatéehetyklické slodeniny 2H-chromenu
substituované v poloze C-2 fenylovou skupinou. &fewy skelet se sklada ze dvou
benzenovych kruh(A a B) a kruhu odvozeného od2pyranu (C). Bzr¢ byvaji vSechnyit
kruhy substituovany hydroxyskupinami nebo methoxyskami a jednotlivé derivaty se liSi
pouze stupgm substituce a oxidace (obr. 5). Antioxida aktivita vzihsta-s pdtem
hydroxylovych skupin substituovanych na aromatickkrahu B, gitomnost hydroxylu
na C-3 a jeho glykosylace dale nezvySuje pohlcotginhost. [5,10 ].

Flavonoidy se vyskytuji vifrodnich matricich vokh anebocastji ve form¢ glykosidi.

V potravinach jsou ifitomny tSinou jako 3©-glykosidy a jejich polymery. Nejvice
zastoupenou glykosidickou jednotkou je monosachagidkosa, ale také né#glad
glukorhamnosa, galaktosa, arabinosa, rhamnosasaydojejich uronové kyseliny. Vlivem
starnuti piva dochazi k hydrolytickym reakcim, ktaredou obvykle ke &beni glykosid
na aglykon a odpovidajici sacharidické slozky[113,

2.2.2 Rozdéleni flavonoidi

Podle stupé oxidace G fetézce se rozeznavaji nasledujici zakladni struktlayohoidi:
katechiny (flavan-3-oly), leukoanthokyanidiny (faw3,4-dioly), flavanony, flavanonoly,
flavony, flavonoly, anthokaynidiny (obr. 6) [9].

Ze strukturg piibuznych slotenin (vesmis produkit biosyntézy a katabolismu
flavonoidi), u kterych jsou kruhy A a B spojeny alifatickym &tzcem nebaettzcem,
ktery je cast&éné souwdsti furanového cyklu, se dale rozeznavaji auroclyalkony
a dihydrochalkony [9].

Mén¢ casté sloteniny s kruhem B spojenym s pyranovym kruhem C lozm C-3
se nazyvaji isoflavonoidy, pokud je vazba posunufzoloze C-4, nazyvaji sefiplusné
sloweniny neoflavonoidy. Potravibeky vyznamnymi isoflavonoidy jsou pouze isoflavony.
VSechny barevné flavonoidy sévk ctlily podle své barvy na dwelké skupiny, n&ervené
az modré anthokyany (anthokyaniny) a Zluté anthtiwan [9].

Pivovarsky vyznamnymi flavonoidy jsou zejména cbalk (nag. xanthogalenol,
3’-geranylchalkonaringenin), flavanony (fiap naringenin, eriodiktyol), flavonoly
(nag@. morin, kvercetin, kaemferol), proanthokyanogemag. delphinidin, pelargonidin,
kyanidin) a jednoduché monomery flavanolu (hdp)-katechin a (-)-epikatechin). Z chmele
se dostavaji do piva také prenylované flavonoiglyesnylovym substituentem na kruhu A.
Vice nez 80 % z nich t¥dxanthohumol (XN) pétci do skupiny chalkalh ktery gechazi
do piva kBhem chmelovaru v isomerované farmako isoxanthohumol (IX) p#ti
mezi flavanony [10].
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Obr. 6: Prenylované falvonoidy [10].

2.3 Vyroba sladu a piva vCesku

Pivo steji jako slad a chmel, je vice neZ oprémhpovazovano za typicky vyrobekeské
republiky. NasSe zetn ma dlouholetou tradici ve ¥@ni piva, jehoZz kvalita se stala
swtoznamou. Rok 2008 byl préeské pivovarstvi a slatkivi vyznamny.Ceské pivo totiz
ziskalo ochranu evropského z#isného ozngni. Divodem byly Gvahy a diskuse
mezi sladky a technology asené specifikaci pojmuCeské pivo“, o nutnosti chrankeské
pivo, technologii jeho vyroby a kvalit a zamezit existenci napodobenin, které seexké
pivo vydavaly. Odborniky ktomuto kroku vedly takgawry Vyzkumného Ustavu
pivovarského a sladiského v Praze dokazujici, Zeské pivo se liSi od vSech zahramch
piv. Vychazelo se i z ojeddiého faktu, zeceské pivo se stale vyrabfgvazi tradicnimi
technologiemi [2].
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Chraréné zendpisné oznéeni - CHZO (N&zeni Rady Evropské Uni& 510/2006/ES,
0 ochrag zenepisnych ozné&eni a ozné&ni pivodu zemddélskych produki a potravin)
je ukeno pro zergdélské produkty nebo potraviny, které ve svém nazeuZpvaji nazev
regionu, uéitého mista nebo ve vyjinieych @ipadech zew ze které pochéazeji a jejich
jakost nebo vlastnosti jsourgvazié nebo vyléné dany zvlastnim zegpisnym prostedim
zahrnujicim pirodni a lidskécinitele a jejich produkce, zpracovani nehbidppava probiha
v této zemipisné oblasti [13].

Obr. 7: Oznaeni na obalech piv uznanych za typickgka[13]

2.4 Suroviny pro vyrobu piva

Zakladnimi surovinami, které se pouZzivaji pro vyropiva, jsou slad, chmel a voda,
jez jsou rozhodujici pro kvalitu finalniho vyrobkWyuZivaji se také suroviny pomocné,
mezi které pat nagf. enzymatickeé preparaty, barvici piestky a sladidla [14].

2.4.1 Voda

Voda predstavuje 85 — 95 % (hmotnostnich) piva, a je ®kSech surovin pouzivanych
k jeho vyrol& nejvice zastoupena. Je také vyznamnou pomocnouisat ¥ vyrobé sladu.

Prirodni vodu, ktera se pouZziva v pivovarech, lzedéliz na dw zakladni, spodni
a povrchovou vodu. Podzemni vodgsto obsahuji E& a Mrf* nekdy téZ rozpudny COp.
Tyto slozky je nutno f®d pouZzitim pro pivovarskou vyrobu odstranit, avie forme
nerozpustnych slaenin Fe(OH) a MnQ, v pripadt kovi a odplyrnim v gipad CO..
Uprava povrchovych vod je slo&i, provadi se koagulace, sedimentace a filtrace.
K dosazeni mikrobiologické nezavadnosti pitné vy vyuzit aplikaci oxidu chlotitého,
ozonovani afsobeni UV paprak([14].

Celkovy obsah vapenatych arbfnatych soli udava tvrdost vody, jeZz je vyznamnym
ktera je zfisobena vapenatymi a i@dnatymi solemi, sirany a chloridy, a naéphodnou
(karbonéatovou), tvienou hydrogenuHlitany, jez je odstrafma &inkem varu dle rovnic:

Ca(HCQ,), — CaCO, +CO, +H,0 (1)
Mg(HCO,), — MgCO, +CO, +H,0[14, 15] )
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2.4.2 Chmel

Botanicky se zzuje chmel doaielect rostlin konopovitych. Jsou popsang truhy,

z nichz prvni, chmel otivy, zahrnuje poddruh chmel evropsky, ktery sstpje v mnoha
odridach pro pivovarskécély. Chmel je rostlina dvoudoma, tji&y santi i samti jsou
na fiznych rostlinach. K pivovarskymc¢alim se gstuji pouze rostliny sarii, vyuzivaji
se chmelové hlavky. Na viiti strag listeni se @i zrani chmele vyleuji pryskyi¢na zrnka
lupulinu, obsahujici chmelové pryskge a silice, coz jsou pivovarsky nejcéjs slozky
chmele. Chmel byva oztavan jako ,kdeni piva“.

Pastovani chmele €R je statd kontrolovano aizeno.VCR jsou povolenyit péstitelské
oblasti — Zatecko a U&tko v Cechach a Trsicko u Olomouce na MaraRodle zabarveni
chmelové révy se roztliji chmelové odikdy na tzv.cervaidky — odfidy ¢ervenohgdé
zbarvené anthokyanovymi barvivy #epstavované Zateckymi dadiami, a na tzv. zet@ky
péstované v zahradi, zejména ve Velké Britanii, Australii a v USA. [Egaky maji podstath
horSi kvalitu, jsou mé&huslechtilé, i kdyZ majtadu vyhod jako jsou vySSi vynosy a lepSi
odolnost proti Skdcam a chorobam. Jednotlivé adiy maji své kvalitativni faktory, ktere
je odliSuji od ostatnicha-Hoiké kyseliny se skladaji z&ithlavnich slozek: humulonu,
adhumulonu a kohumulonu. Analo@yhoikych kyselin jsou lupulon, adlupulon a kolupulon.
Pri podrobréjSi charakteristice chmelovych a@dr se uvadi podil kohumulonu a+horkych
kyselinach a pogr obsahua-horkych k obsahup-hotkych kyselin. Odidy Zateckého
poloranéhaervaidku jsou typické nizsim podilem kohumulonu a vy3podilemp-hoikych
kyselin nez zahratini haké odady. Mezi jemnymi aromatickymi a koymi
vysokoobsaznymi o@idami chmele jsou z®aé rozdily i v obsahu a sloZeni silic
a polyfenoti [14].

Nestabilni vlastnosti chmele a obtizné skladovadiw k vyvoji iznych tyg chmelovych
vyrobki, mezi které pdt rizné typy granulovaného chmele (pelety), extraktar(elove,
COy-extrakty) atd.[14]

2.4.2.1 Chemické sloZeni chmele

K pivovarsky cennym slozkam chmele fdatejména pryskiyce, polyfenoly a silice.

Pryskyice jsou tvéenyiadou chemicky podobnych latek, z nichz g&jaejSi je skupina
a-horkych kyselin. Még €inné jsou ostatni slozky prysky, jako B-horké, nespecifické
mekké pryskyice (humulinony, luputriony) a tvrdé pryskge (humulinové a hulupinové
kyseliny). a-Hoiké kyseliny za varu ve slabkyselém vodném prastdi z \&tSi casti
izomeruji za vzniku cis- a trans-iso-horkych kyselin, které jsou rozpusjgi ve vod
a vykazuji silnou organoleptickou ikost. Navic jsou ise-hoiké kyseliny dlezité pro vznik
a stabilitu pivni pny. B-Horké kyseliny izomeruji jen z velmi mat@sti, gispivaji tedy jen
v malé mfe k celkové intenzitsenzorické hikosti [14, 15].

Chmelové silice jsou s#si rekolika set organickych latek igvazre terpenického
charakteru. RozliSuji se frakce uhlovodikovavazujici werstvém chmelu, frakce kyslikata
vznikajici kthem zréni, zpracovani a skladovani chmele a frakogch slodenin gitomna
jen v nepatrném mnozstvi. V uhlovodikové frakbeyazuji terpenické uhlovodiky myrcen,
humulen a karyofylen a u adt Zateckého poloranéh@rvaidku i farnesen. davé slozky
uhlovodikoveé frakce silic jsouipodcem aroma chmele [14].

Polyfenolové latky chmele a chmelovych vyrdbkahrnuji bohatou sés s ffevazujicim
podilem flavonovych glykosid anthokyanogeh katechim a volnych fenolovych kyselin.
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Kromé polyfenolovych slotenin odvozenych od flavonu obsahuje chmel i voke@ofovée
kyseliny odvozené od hydroxybenzoové kyseliny.riPatnim kyseliny kavova, ferulova,
kumarovd, skiicova, vanilinova, chlorogenova a gentisov&astni se procéshnsdnuti
mladiny @i chmelovaru a fispivaji tak k tvork barvy piva [14].

K problematickym sloZzkadm, které ngmivé ovliviiuji zpracovani chmele v pivovarském
procesu, pdt dustnany, rezidua poskovych latek, &¢Zzké kovy a u #kterych chmelovych
vyrobki i rezidua chemickych katalyzatofl4].

2.4.3 Surovina pro vyrobu sladu — j&émen

Jemen (rodHordeun) patki do tidy jednod@loznych aceledi lipnicovitych, je to jednoleta
rostlina setd bdl na jae (jegmen jarni) nebo na podzim §men ozimy). Pro vyrobu sladu
a sladovych vytazkse na naSem Uzemdgtuji vybrané odrdy jarniho dvosadého jémene
(Hordeum distichum var. nutankteré pat k nejkvalitrgjSim odfidam na s#te.

V naSich zemich je gstovani jémene pisemh doloZzeno zroku 1227 @echéch
i na Mora¥. V 17. stoleti se postupnrozsiovalo sladovani janene misto pS3enice
a na pelomu 19. a 20. stoleti byl na Moggjarni j&men nejdlezitéjSi obilninou a zarove
exportni plodinou. Nejzna#si jecmend&skou oblasti je u nas Hana. @dova skladba
se neustéle ami. Aktualni udaje o novych oiilach poskytuje Ustdni kontrolni a zkuSebni
Ustav zemsdélsky v Brné (Prehled odiid obilnin) a VUPS, a.s., Slattky Gstav v Bri
(Jemendska r@éenka, Hodnoceni odldovosti sladovnického §enene) [14, 16].

Vrcholem snahy po objektivnim posouzeni jednotlivyadiid sladovnickych jemeni
jsou pokusy s perspektivnimi ddiami v ramci Evropské pivovarské konvence
(EBC — European Brewery Convention). U nas je «wasoé dob sladovnicka kvalita odd
jeémene hodnocena podle ,Ukazatele sladovnické jakjdst].

2.4.3.1 Chemické slozeni zrna

Anorganické latky (popeloviny) t¥b podstatd mensi podil suSiny nez organické latky.
Jejich obsah kolisa mezi 2 az 3 %. Vyznam anorggoiclatek spsiva predevsim v regulaci
biosyntézy vysokomolekularnich organickych sknin (Skrobu, bilkovin, nukleovych
kyselin apod.). Velky vyznam maji stopové prvky absné v jémeni, nap. zinek, mangan,
meéd’ a bor, které jsoutdezité pro¢innostiady enzyni nebo koenzyrin[14].

Skupinu organickych latek v zrnucfmene pedstavuji pedevSim sacharidy, které #Wo
asi 80 % hmotnosti fmého zrna. Nejvice zastoupenou jednotlivou sloZi@uskrob,
zastoupeny jsou i celulosrglukany, lignin, pentosany a gumovité latky. Skjelsezervnim
polysacharidem a zasobérnou Zivin procddi v dolg jeho kliceni. Vznika enzymaticky
z jednoduchych sachatids procesu asimilace GQuii fotosyntéze. Ve zralém zrnu je Skrob
zastoupen vyléné v endospermu, v cytoplaznmostlinnych bugk je uloZzen v nerozpustnych
granulich [14].

Lipidy jsou zastoupeny v zrnu pouze 2 az 3 ¥bsRdovani s€asté&n¢ spotebuji v ramci
latkové vyngény pri dychani, pevaznacast vSak éstava ve sladovém miatu. Nepatrny podil
piechazi do mladiny ip rmutovani a miZze ovlivnit i chw’ové vlastnosti a gnivost piva.
Ve volné forng pritomny kyseliny linolova, olejova a palmitova, zagpeny jsou
i fosfolipidy (kefalin a lecithin), fytosteroly aseery fosfolipidi s cukernatymi slateninami.

DalSi vyznamnou slozku organickych latek iivodusikaté latky. Jejich obsah,
ktery je velmi variabilni vlivem wSich podminek do jisté miry &uje, zda je zrno vhodné
pro sladovnickeé &ely. V zrnu jsou fitomny gevazre ve forne rozdilre rozpustnych frakci
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albumini, globulini, hordeirii, glutelini i jejich fragment jako lepkové, rezervni a thkavé
bilkoviny. Celkow Ize dusikaté latky roztlt do dvou zakladnich skupin:
» dusikaté latky typu bilkovin jejich dagragéch produki (aminokyseliny, peptidy,
peptony, alboumosy a pravé bilkoviny — proteiny)
» dusikaté latky nebilkovinné povahyékteré dusikaté baze, slozky fosfatiagmalé
mnozstvi amid a amonnych soli), jsouipomny hlave v klicku [14, 16].

V zrnu jsou roviZz slozené (konjugované) bilkoviny, které sdi cha fosfoproteiny,
glykoproteidy, lipoproteidy, chromoproteiny a nuieoteiny.

Ze sladéského hlediska jsou zvl&stdulezitée enzymy. Sklizeny sladovnicky ¢jaen
obsahuje v poskliové zralosti v aktivni nebo latentni fo¥mvelké mnoZzstvi enzyin
a prekurzol enzymi. Ze sladéského hlediska GZeme za nejileZitéjSi ozn&it enzymy tidy
hydrolas (amylolytické, proteolytické, cytolyticlelmzymy a fosfatasy) aidly oxido-reduktas.
Za nimi pak nasleduji transferasy, lyasy, isomeradigasy. V pivovarském procesu maji
vedouci Ulohu oft hydrolasy, a to i@devsim ve varnim procesu.

Z ostatnich slozek obsahujeipeen polyfenolové latky, tanoidy, anthokyanogenkadu

vitamina [14].

2.4.3.2 Nakladani s jgmenem pied sladovanim

Pii prejimce j€mene se provadi zakladni rozbor, jehoZz obsah jdernveg kupni smlouy
Pred uloZenim j&mene do sil se provadigaXisténi a c¢isteni. Skladovany jgmen je nutno
systematicky prohlizet a kontrolovat, aby se zahlyanezadoucim ztratam na hmotnosti
a kvalig. Cetnost kontroly vihkosti, teploty, zartemi Skidci, klicivosti a energie kéenti,
barvy a ¥in¢ zavisi na stavuipatého zrna a podminkach skladovani[14].

Pro kvalitu vyrabného sladu je velmiidezité, aby obilky dané partie Eliy rychle
a jednotg. Nekolik tydni po sklizni probiha obdobi, kdy obilky geene kléi pomalu
a nejednoté i za podminek jinak pro Kiéni optimalnich. Tento fyziologicky jev zvany
dormance se u rostlin vyvinul v dglkkdy byly nuceny pzpusobit se pravidelnémuigdani
podminek vhodnych proust s podminkami nevhodnymi (sucho, chlad).astpuji jej
inhibitory nrastu (dorminy) pitomné pedevSim v obalovychéastech zrna. Rychlost
a jednotnost kéieni obilek j€mene se po sklizni postuprelepSuje. Obdobi od sklizn
jeémene do okamziku, kdy hodnoty &liosti a klivé energie jsou shodné, nazyvame dobou
poskliziiového dozravani. Btdni doba poskliového dozravani je obvykle 4 az 6 tygn
avSak v klimaticky nejpznivych r@nicich se mze prodlouzit az naghkolik mésiai [14, 16].

2.4.3.3 Vyroba sladu

Sladovani vede k ipmené je¢tmene na slad bohaty na enzymy a extrakt,
a to za minimalnich naklada ztrat. Proces vyroby sladu Ize z hlediska jddiyah
vyrobnich fazi rozdit na m&eni, kiceni a hvozéni [14].

A. Maceni
Tato Uvodni faze sladovani ma za cil zvy8ikenym zpisobem obsah vody v zrnu
pro zahajeni enzymatickych reakci a prasédii zrna, fi Unosné spaebs vody odstranit
splavky a lehké n@stoty, umyt zrno a ze zrna vyluhovat nezadouckylatMacenim
se vyvolava oziveni zarodku a je povazovano za uledejSi Usek vyroby sladu,
ktery rozhoduje o jeho budouci kvalit
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Prijem vody je zavisly na débm&eni, teplot vody, dolé odlezeni jgmene, pohybu zrna
ve Vo, velikosti zrna, odrdé jeémene a také na &niku. Dalezitou roli hraje i pitomnost
kysliku a oxidu uhliitého. Rist zarodku se projevuje intenzivnim dych&nim a zrno
nevyhnutel® potrebuje vzdusny kyslik. Pokud nenéfeen pro¥travan a neni zaten givod
kysliku, dochazi k intramolekuldrnimu dychani, &ter extrémnich ipadech mze vést
k poskozeni, nebo dokonce az k umrtveni embrya. &maikajici ethanol je pro embryo
toxicky. Aerobni a anaerobni respiraci zrna Izédgf nasledujicimi rovnicemi:

» aerobni respirace: 81,06 + 6 O, -6 CO+ 6 H,O+ 2 822 kJ (3)
e anaerobni respiracesd;,0s — 2 CQ, + 2 GHsOH + 118 kJ 4)

Koneny obsah vody v nandeném zrnu se nazyva stupdomaieni. U s¥tlych sladi
se voli 42 — 45 %, u tmavych 45 — 48 %i Rzkém stupni domgni zrno rychleji ki,
enzymatické procesy jsou zpomaleny a rozhiSie slabSi. B vySSim stupni domegeni
je tomu naopak [14, 16, 17].

B. Kiliéeni
Cilem slad&ského kiéeni je aktivace a syntéza enzyna docileni pozadovaného
rozluSeni zrna, neboli roz&peni vysokomolekularnich latek na jejickmié produkty. Jedna
se pedevSim o rozruSeni b&mych sén a nasledd o rozSépeni Skrobovych zrn
tvorba a aktivace enzyimJsou to pedevsim:

e amylasy — maji neptSi vyznam @ zpracovani sladu rmutovanim, nébsgpi
Skrob na zkvasitelnou form-amylasa je jiz v jgmeni v malé nie obsazena,
a-amylasa fi kliceni teprve vznika

e cytasy — &ipi celulosu a hemicelulosu na jednoduché pentosapysobuji
pii kli¢eni rozlu&ni zrna a maji vliv nafkehkost a kvalitu sladu

» fosfatasy — ods8puji kyselinu fosforénou ve fornd soli, ¢imz se v zra vytvai
slak® kysela reakce, ptgbna pro optimalni gbéh kliceni a aktivaci enzyi

e proteasy — P kliceni SEpi bilkoviny na jednodussi slozky az jednotlive
aminokyseliny, &peni bilkovin je dlezité pro jakost a trvanlivost piva [18, 19].

Pri kli¢eni se sniZuje obsah Skrobu a zvySuje se obsah.ddérsladu je fitomna glukosa,
ale také fruktosa a sacharosa. Obsah maltosy faivekky, neb@ je snadno prodychana.
Bilkoviny nejsou prodychany, nybrz jsou pouZity ¥stavi® novych tkani. Pro pivovarske
vyuzZiti se musi nerozpustné vysokomolekularni bilkp premeénit v rozpustné
nizkomolekularni &pné produkty. Tim se zi celkové mnozstvi bilkovinCéast bilkovin
se gemig’uje do kdinka [14].

Optimélni podminky pro sla@iské kiteni j&mene jsou $ 14 — 18°C v hromad a lisi
se podle druhu vyr&ého sladu. Dlezity je gistup kysliku ke klficimu zrnu, aby bylo
zajis€né dostaténé intenzivni dychani zrna. Oxid ubily, ktery vznik4 pi kliceni, brzdi
aerobni dychani a mohl by je Uplaastavit. Proto se v patenich stadiich ktieni musi
hromady ¢asto pedélavat, gehazovat nebo prétravat, aby se vznikajici oxid ubity
vyvétral. Ke konci klgeni a zejménaip vyrobé tmavych slad se ¢tra jen mirg, aby
se dychani pozvolna zastavilo a snizily se takypéodychanim [16].
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Klasickym sladovacim z&enim jsou humna. Za moderni sladovactizzai jsou
povazovana pneumaticka sladovadtenych konstrukci (posuvné hromady, Gallandovy
bubny apod.). [20]

C. Hvozdéni

Hvozdeni je za¥recnou fazi vyroby sladu probihajici nafizeni zvaném hvozd. Hvozdy
mohou byt jednoliskové, dvouliskové&ijliskové, skinové, kruhovéci kontinudlni [21].
Pro vyrobu s¥tlého sladu na dvouliskovém hvozdu se pouZzivaji zjWsoby oznaované
podle délky hvozéhi, technologie 2 x12 h a technologie 2 x 24 h. #kai bavorského sladu
na dvouliskovém hvozdu probihda \tipfazich, kdy se postugnaplikuji vySsSi teploty
po rizre dlouho dobu [14].

Cilem hvozdni je prevést zeleny slad s vysokym obsahem vody do ské&dmého
a stabilniho stavu, zastavit Zivotni a lustici pmbhv zrg a vytvait aromatické a barevné
latky charakteristické protizné druhy sladu. Dosahuje se toho nejpiizenym a Setrnym
zpisobem susSeni v nadbytku vzduchti fplotach 20 — 60C (faze pedsouSeni sladu)
a v dalSi fazi hvozthi (faze zvySovani teplot a dotahovani sladu) téia proudu horkého
vzduchu pi teplotach 60 — 80C u s¢tlého sladu a 60 — 10% u tmavého sladu. Z hlediska
chemickych a biochemickych 2mlze @i hvozdni rozlisit ti faze:

» Faze fistovad — obsah vody v zfrje jeSt vysoky a teplota népkrctila 40 °C,
takZe jsou fznivé podminky pro dalSi [uSti zrna a proust kainki a stelky.

* Faze enzymatickd —fipsnizeni obsahu vody v zrnu pod 20 % ia tpplotach
40 az 60 °C dochéazi k zastavetstu kdinka a stelky, ale v zrnu pokrauji déle
enzymatické reakcej@devsim amylolytické a proteolytické

* Faze chemickd —ipobsahu vody v zthpod 10 % a # teplotach nad 60 °C,
probihaji v zr& chemické reakce za vzniku barevnych a aromatickiaték,
charakteristickych pro dany typ sladu.

Barevné a aromatické latky obsahujici dusik — nuthny jsou slodeniny vznikajici
pii dotahovani sladuiptzv. Maillardovych reakcich. Barevné a aromatitkty bezdusikaté
vznikaji karamelizaci cukernych roztokpii termickém Stpeni cuké. Dale vznikaji
enzymovou oxidaci polyfenbltzv.melaniny[14].

Na hvoza@ni navazuje odktiovani sladu, ¥ némz se slad zbavi kimka, poSkozenych zrn
a prachu a saasreé se dochladi. Poté se uskladni do sladovych gligjle na sladové july
[14].

2.4.3.4 Charakteristiky miznych sladk

Nejbszngji vyrabénymi druhy slad v Ceské republice jsou &ty slad a bavorsky slad.
Switly slad je charakteristicky ffznivym extraktem a dostateou enzymatickou silou,
s nizkou barvou. Slouzi k vyrdbswtleého, lehkého a specialniho piva. Bavorsky slad
je charakteristicky vysokou barvou, vyr&®im aromatem,ehoZz se dosahne vyrazn
hlubSim rozludnim @i kliceni. Je také odli#nhvozdn, s cilem je&t podpdit tvorbu
melanodird [14].
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Mezi specialni slady @@tame slady diastatické, karamelové, barvici a iggén
Diastaticky slad je charakteristicky vysokou digistou mohutnosti Karamelovy slad
je charakteristicky vysokym obsahem adukaromatickych a barevnych st@nin. Pouziva
se @i vyrobé tmavych a specialnich piv. Barvici slad se pouZikiavyrobé tmavych piv,
pSenény pri vyrobe specialnich (tzv.bilych) piv nebo v pekarenstwi][1

Dulezitym produktem jsou také sladové vytazky. Jedaéo zahushé vyluhy ze sladu
obsahujici rozpustné extraktivni latky sladu, ktgoéesSly do roztoku pivovarskym
rmutovanim. Surovinami pro vyrobu sladovych vyiajgkou sv¢tlé slady plzéaského typu
a slady diastatické. Vyroba sladovych vytaZHe sklada zditoperaci: Srotovani sladu, varny
proces — vyluhovani sladu a odpzani vyluhi [14].

Kvili sniZzeni provoznich nékladyvaji pouzivany sladové nahrazky, zvané takégaiyo
Surogaty se &i na dw hlavni skupiny, Skrobnaté a cukernaté. Mezi hlaskiobnaté
nahrazky pat pSenice, kukiice, ryZe &irok cukrovy. Jako cukernaté ndhrazky se dmjia
krystalovy cukr, cukrovy kulér nebo cukerny sirdi6].

2.5 Vyroba mladiny

Cilem varniho zpracovani jeéqvést za pomoci enzyimextraktivni latky sladu do roztoku,
ziskany extraktivni roztok sladiny o#ld s minimalnimi ztratami od nerozpustnych zhytk
sladového zrna, tj. od mlata, a ptemim sladiny s chmelem produkt ¢bue a tepels
stabilizovat. Ziskana mladina je po odieni kati a ochlazeni ffjpravena pro kvasny proces.
Vyroba mladiny sestava z technologickych dseékotovani sladwi sladovych nahrazek,
vystirani sladového Srotu do vody, rmutovani, seémbd sladiny a vyslazovani sladového
mlata, chmelovaru a zérecné Upravy mladiny [14].

2.5.1 Srotovani

SlozZeni Srotu zasadnimigombem ovliviuje proces rmutovani, scezovani a varntigk.
Slad se Srotuje kil za sucha nebo kondiciovany (zé#my parou)¢i za mokra. Jemné
rozemleti endospermu je'qapokladem pro pozadovanyup&éh rmutovani a vysoky varni
vytéZzek, neb6 ¢im jemrgjsi je Srot, tim lepSi jeifstup enzym k jednotlivym ¢astem sladu.
Pluchy slouzi v pozgSi fazi vyroby jako filtr&ni material pi zcezovani. ¥tSi poskozeni
pluch sniZzuje porozitu mlata a negathavliviiuje chu’ piva [14, 16].

2.5.2 Vystirani

Vystirani je smichani sladového Srotu, pgpotu sladovych nahrazek, s vodou. MnoZstvi
sladu a ndhrazek pouzité pro jednu varku se nagypéni. Objem vody pouzité k vystirce
se nazyva nalev a tuje se podle sypani a typu vyéeho piva. Hlavni slozkou sypani
pro s¥tla piva je odlezely sitly slad a pipadré mensSi podil surogét Obvyklé sypani
tmavych piv sestava z pliského, bavorského, karamelového a barviciho slaidldy
se provadi zapghka, coZ je vybkati ¢asti vystiraci vody k varu a po skemém vystirani
se fFicerpanim této horké vody za intenzivniho michangkwgplota vystirky na peptoniaa
teplotu (kap. 2.5.3) [14, 16].

! Diastatickd mohutnost je ukazatelem aktivity arhytlokého enzymu R-amylasy.
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2.5.3 Rmutovani

Rmutovani slouzi kifpraw sladiny s pozadovanou skladbou extraktu. Dosabeljeoho
postupnym vykivanim bu’ celé, nebo jedasti vystirky neboli déiiho rmutu. B rmutovani
dochazi k mnoha enzymatickym reakcinietvé hydrolyzy (tzv. zcukeni) Skrobu. ¥tSina
téchto pochod probihd pi vysSich teplotach optimalnich pémnost enzym, které zgsobuji
rozSepeni a pevedeni optimalniho podilu extraktu surovin do o&mt aby se vytvily
podminky pro vyrobu Zadaného typu piv@ast extraktu surovin ipchazi do roztoku
jiz pri vystirani, hlavni podil se vSak ziska @& rmutovani, kdy se vystirka vitva postupa
na teploty optimalni praiinnost jednotlivych skupin enzyim podle nichZz jsou teploty
nazyvany:

« 35az38C kyselinotvorna teplota

e 48 az52C peptonizéni teplota

« 60az65C nizZsi cukrotvorna teplota
e 70az75C vysSi cukrotvorna teplota
e 78°C odrmutovaci teplota

Mrivriw s

cukry, zejména glukosu, maltosu a dextriny3pShi Skrobu ma it faze, bobtnani
a zmazovaini Skrobu, tzv. ztekuceni Skrobu a tzv. Zeuwk Skrobu. K bobtnani a mazosait
dochéazi zatdnim emulze Skrobu, kterd sesmh v hustou viskozni kapalinu. V dalSi fazi
dochézi dinkem sladové a-amylasy ke ztekuceni Skrobu za vzniku rozpustného
amylodextrinu. V posledni fazi dochazéinkem komplexu vice amylolytickych enzym
zejména vSalo- a -amylasy, ke zculeni ¢ili plnému roz&peni makromolekul Skrobu
za vzniku fiznych nizSich cukr a dextriri. Glykosidickou vazbu alfa-1,6 atakuje enzym
terminalni dextrinasa, ktera tak uniofe pokr&ovanicinnosti amylas za vzniku kodeych
zbytka se d¥éma azctyimi glukosovymi jednotkami. Ve sladu jéifpmen téZ enzym maltasa,
ktery Sepi pri nizkych teplotdch vystirani maltosu na¢dwolekuly glukosy, a sacharasa
Stepici sacharosu na glukosu a fruktosu [14, 16].

ProdluZzovanim nebo zkracovanintasovych prodlev ip optimalnich teplotach
pro dextrinotvornoun-amylasu nebo cukrotvornddramylasu Ize v @itém rozmezi rénit
sloZeni rozpughého extraktu. Del&fasovou prodlevouip65 °C se ziska sladina s vySSim
podilem zkvasitelnych cukr(maltosy a glukosy). Vyieje-li se rmut naproti tomu rychle
na 70°C acasova prodleva se udrZzuje a#i fito teplo¥, potlai se misobenif3-amylasy
a sladina bude bohata na dextriny. Sladiny s vyso&lsahem zkvasitelnych cukposkytuji
piva hloukji prokvasené s vysSim obsahem alkoholu, kdeZtdirsjas vice dextriny vedou
k nizko prokvaSenym pivn s nizSim obsahem alkoholu, vySSim zbytkovym é&kebra
a tedy i plgjSi chuti. Pibeh S€peni Skrobu se ve rmutech kontroluje jodovou zkoudK 6,

22].
Kromé Stpeni Skrobu je i rmutovani dlezité i S€peni vysokomolekularnich bilkovin.
Bilkoviny jsou dilezité pro pgnivost piva i plnost chuti a jejich &ineé

produkty — aminokyseliny jsouuteZité pro kvaseni. Vysoky obsah bilkovin by vSak
zpasoboval nizkou stabilitu a trvanlivost piva [16].

Kyselinotvorné enzymy Zisobuji S¢peni organickych sldaenin fosforu za uvabvani
kyseliny fosforéné, ktera spolu s aminokyselinami vzniklymig&nim bilkovin snizuje pH
a vytv&i potrebnou mirg kyselou reakci rmult daleZitou pro¢innost ostatnich enzyin{16].
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Podle zjisobu zvySovani teplotyfprmutovani rozliSujeme infuzni a dekol postup
rmutovani. B infGznim postupu se cely objem vystirky posti@méiva az na odrmutovaci
teplotu. Ri dekokénich postupech se ##vu dociluje tim, Ze se odd ¢ast vystirky — rmut,
ktery se po samostatném zpracovani a fniavrati zgt. Podle toho, kolikrat tuto operaci
opakujeme, rozliSujeme jednormutovy agirmutovy dekokni postup. NaSe pivovary
pouzivaji pevazre dvourmutové postupy, vyjinte¢ ttirmutovy nebo jednormutovy postup.
Infuzni zpisob rmutovani se pouziva pouze pro vyrobu speclalpiv [14, 16].

2.5.4 Scezovani

Odrmutované dilo lze popsat jako hustou susperdiane vodném roztoku extraktivnich
latek, tj.ve sladia. Ohs tyto slozky je teba @i scezovani co nejdokonaleji ragid. V prvni
fazi scezovani se s vyuzitim filtnai vrstvy mlata odéi hlavni podil v suspenzi zadrzené
sladiny, tj. gedku, ve druhé fazi se mlato promyje horkou vodetamytim, v pivovarské
terminologii vyslazenim, se zisk&egkna sladina zvana vysiky. Jakmile dosahne celkovy
objem redku a vyselki poZzadované hodnoty, scezovani se dkadiskany objem sladiny
pohromad se dale zpracujefipchmelovaru. Mlato oddené ¥ scezovani se vyuziva jako
zkrmitelny odpad. Scezovani se provadi ve scezokadi vybavené dvojitym @ovanym
dnem a systémem odvodnich trubek spojenych s kgphexdzovaci baterie. Mé&ntasto
se pouziva sladinovy filtr pracujici na principun@dvého plachetkového filtru a v zahr&ni
I jiné systémy separace sladiny od mlata [14, 16].

2.5.5 Chmelovar
Chmelovar m& za cil provederady ditich fyzikalnich, chemickych a biochemickych
déju nezbytnych k dosazeni Zzadaného sloZzeni mladinypwidgjiciho vyrabnému druhu
piva. Ri chmelovaru dochazi ke stabilizaci koncentracelaZesi mladiny. Vyslednym
produktem je horka mladina. Sladina ziskana scedWovase v mladinové panvi fia
s chmelem po dobu 90 — 120 minut, u modernich Byst65 — 80 minut. Dochazi
k nasledujicim procés:
« odpdeni gebyt&né vody za &elem zahug&ni mladiny na poZadovanou koncentraci
e inaktivaci enzymi za W&elem vytvdeni charakteristického chemického slozeni
podmiiujiciho senzorickou a koloidni stabilitu vyggieho druhu piva
» sterilaci mladiny teplem do stupriechnické sterility za delem zajisni biologické
Cistoty nasledného kvaSeni mladiny
e odstragni vysokomolekularnich bilkovinnych sloZzek koagilaarem a reakcemi
s polyfenoly
» tvorbu barevnych, chiovych, aromatickych a redukujicich prodiuk¥laillardovych
a doprovodnych reakci
» odstragni nezadoucichékavych slozek sladu a chmele, které by negatowlivnily
aroma a chtipiva
* a pedevsSim pevod dilezitych chmelovych latek do roztoku a jejich cheke
piemény za &elem dosazeni poZzadovanéhuasti a aroma mladiny [14, 16]

Hlavnimi reakcemi $ chmelovaru jsou izometai reakce chmelovycti-horkych kyselin,
pii nichZz vznikaji intenzivé horké produkty zvané isa-horké kyseliny. Reakce neprobiha
kvantitativie a je doprovazena tvorbouady vedlejSich izomeéaich produki.
To je divodem relativi nizkého vyuziti chmelovych koych kyselin v pivovarském procesu
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i hlavnim divodem zavéaghi chemicky upravenych chmelovych vyrdgble celkové chmelem
dodané hikosti se vyuzije v zavislosti na podminkach chmatov a kvaseni
pouze 25 — 35 % [14].

Chmelové polyfenoly jsou rozpustné ve ¥od @i chmelovaru pechazeji do mladiny.
Svym redukujicim &inkem podporuji tvorbu &Sich, mén rozpustnych molekul bilkovin.
Vylouéeni vysokomolekularnich bilkovin je jednim 2z né@kitejSich pochod
pii chmelovaru. Bvodre prihledna sladina se po zahajeni varu zakati pgkratujicim varu
se z&nou vylwovat nejprve velmi jemné Wiy, které se postugnzvétSuji do velkych
objemnych shluk, ozn&ovanych jako lom mladiny. Lom mladiny je kontrolova
po ukorgeni chmelovaru. Velké, déd ohraniené vigky acird mladina svd¢i o spravném
pribéhu chmelovaru a do z&@é miry celého varniho procesu[14].

Technologie chmeleni zahrnuje diferencované dawkioz@ravidla vice forem a oiht
chmele. Chmeti chmelové pipravky se pidavaji nefastji na dvakrat az nafikrat, podle
kvality a typu vyrobku a vyramého piva. Chmelovy extrakt séigiva zpravidla na zatku
chmelovaru, nasleduje granulovagiyhlavkovy hdky ¢i vysokoobsazny chmel pro docileni
poZzadované hlosti. Na zaer se ke konci chmelovaru davkuje vyrobek ziolyrjemného
aromatického chmele pro dosazeni pozadovaného arbimaxidované chmelové silice
se vyznama podileji na aroma piva. Aroma chmele oiiliye zejména myrcen a linalool,
aroma piva pak z obou sloZzek niéwtkavy linalool. Cim pozaijsi je davka aromatického
chmele, tim ¥tSi zbytkovy podil silic éstava zachovan v mladim pivu[14, 16].

Mladinu po chmelovaru je nutné&gqul zakvasenim jaSttechnologicky upravit. Upravy
mladiny zahrnuji separaci hrubych w&al chlazeni mladiny, separace jemnych ukal
a provzduseni [14].

2.6 Pivovarske kvasinky a jejich uloha
Kvasinky jsou jednobuftné mikroorganismy rozmnoZzujici sedenim, za nejpznivych
podminek sporulaci. Jejich taxonomickéazeni je:
* nadiSe Eukaryota
» FiSe Fungi (houby)
» tfida Ascomycetes
e Celed Saccharomycetaceae
* poceled Saccharomycoideae.

Pro kvaSeni mladiny se pouzivaji dwsvrchni pivovarské kvasinkySéaccharomyces
cerevisiag kvasici i teplotach az 24C, nebo spodni pivovarské kvasinkgagccharomyces
cerevisiaevar. uvarun) pii teplotach kvaseni 6 — 12ZC. Svrchni kvasinky slouzi hlayn
pro vyrobu piva typ ale’, portef, stouf a spodni pro piva plaského typu. Tyto
mikroorganismy maji rozdilné sloZeni inych stn, kvasinky spodniho kvaSeni na konci
kvasSeni sedimentuji na &nkvasnych nadob, kdezto kvasinky svrchniho kvageau
bublinkami CQ vynaSeny na povrch kvasici mladiny. LiSi se talk&hmologicky
vyznamnymi vlastnostmi, t¥d rizné senzoricky vyznamné latky. Kvasinky svrchniho
kvaSeni maji vysSi tepelnou odolnost a vyigEnschopnost sporulace. Spodni kvasinky
apin¢ zkvaSuji rafinosu (svrchni pouze cca z jedrediny). Tento trisacharid je pomoci
enzymu melibiasy &pen na monosacharidy fruktosu a melibiosu. Zdrojewasinek

2 Ale — pivo mivodem z Anglie a Irska, dizném obsahutvodniho extraktu aizné barvy.
® Porter — tmavé, chiové vyrazné pivo, vysokoprocentni, sijnchmelené, fivodem z Londyna.
* Stout — tén¥ Gerné, hutné pivo typu aldasto sladké, &Sinou se pije nechlazené.
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pro pipravu nové kultury rize byt provozni kvasici mladina, nejlépe ve stddiiych
krouzki ve druhém nebardtim nasazeni. Jinou moznosti je banka k¢asch kmer [14,
16].

Cilem kvaSeni piva jéizena pemena sacharil na alkohol a C@a sodasné vytvéeni
vhodnych organoleptickych vlastnosti pivdi BvaSeni je vytven chdaovy charakter piva,
ktery je ovliiovan nejen hlavnimi produkty kvaSeni, ale i obsakgg$ich alkohadi, estet,
ketoni, aldehyd, slowenin siry aj. Bylo dokonce zji&to, Ze optovnou fermentaci kvasinky
dokazi odstranit slaeniny negativa ovliviwujici organoleptické vlastnosti ze starych piv,
hlavreé (E)-2-nonenal, diacetyl, aldehydy atdieménou na odpovidajici alkoholy, cozéski
o jejich velmi vysoké reduki kapaci¢.[14, 23]

Praibéh fermentace je zavisly na sloZeni mladiny, drulowzitych kvasnic, zakvasné
davce, teplat kvaseni, tlaku, objemu. tvaru nadob apod. Kvaselaidiny je g klasické
technologii rozdleno do dvou fazi, na hlavni kvaseni prosré&v otevenychéi uzawenych,
ale netlakovych nadobach a na dokvaSovani viemgeh tlakovych nadobach. Moderni
technologické postupy kvaSeni se prayjadvesmes v uzavenych velkoobjemovych
fermentorech umattjicich beztlakovy i tlakovy rezim provozu [14, 16]

2.6.1 KvasSeni mladiny

Prvni vizualni projevy hlavniho kvaSeni se objevpgi 12 az 24 hodindch. Na povrchu
mladiny se objevujedma, ktera je proushim kvasici mladiny unasSena odrst kac. Jedna
se o stadium zapraSovani a odrazeni. DalSi stadiakych bilych krouzi obvykle z&ina
24 az 36 hodin po napini kdc. Na povrchu kvasici mladiny se vytidypické bilé fizice
peny. Behem tetiho aZétvrtého dne pechazi kvaSeni do stadia vysokychédych krouzki.
Barva krouZk postupi prechazi do h&dé. Intenzita kvaSeni je maximalni, dénp jsou
vynaseny mrtvé kvasinky a kaly. Toto stadium jevameno intenzivnim vyvojem tepla,
je dosazeno maximalni teploty kvaseni (obvykle &2a2C), ktera musi byt udrZzovana
chlazenim po dobu dvou dm pak je zah4jeno zchlazovéani. Rychlost zchlazavénbyt 1°C
za den, aby nebyl naruSenupth kvaSeni. V dalSim stadiu, které se nazyva pragada
se sniZuje intenzita kvaSeni. S tim je spojenoos@didi vySky pny na povrchu kéd
Na konci tohoto stadiaigtava na povrchu mladiny nizka a tmava vrstayp- deka. Kvasna
deka obsahuje vyl@ené latky, kvasnice a kontaminanty. Kvasna dekaslded pomoci
dérované lzice, a tim jsou odstey nezadouci latky, které byigpropadnuti deky mohly
zpasobit nepijemnou hekost piva [14].

2.6.2 Dokvasovani mladého piva

Cilem dokvaSovani piva je dosazeni optimalnich mo@gptickych vlastnosti, nasyceni
oxidem uhlgitym a citeni (usazeni kvasnictippomalém dokvaSovani). Prostor, v kterém
probihd dokvaSeni piva, se nazyva lezacky skleploia je udrzovana na -2 az +3 °C.
Klasické lezacké nadoby jsotedeéné sudy o obsahu 40 az 150 hl, &évjsou lezacké tanky,
coz jsou hlinikove, ocelové, Zelezobetonové a egelmadoby s vhodnou Upravou ¥niho
povrchu. Klasicka technologie dopdéuje dobu dokvaSovéani u &pnich piv (10%) 21 dn
u lezak (12%) 70 di. Rada piv ma své odlisné vyrobni postupy, které stajidlobu lezeni
na potebnou délku. Celkova doba dokvaSovani protderkolisat v rozmezi 1 az 10 tydn
[14, 24].
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2.7 Kone¢né upravy piva

Dokonale vyzralé pivo se musi jeStfiltrovat, aby se zbavilo zbyik neusazenych
mikroorganisni a koloidnich kaliciclktdsti a ziskalo jiskrnotirost. Filtrace piva se n&stji
provadi na kemelinovych a deskovych celulosovych filtrechizmé konstrukce.
NejmodergjSim, & znané nakladnym zpsobem, je membranova filtrace. Dale se musi
docilit poZzadované biologické stability, obvykle speraci ¢i ostrou filtraci. Roz$ena
je zejména pasterace piva v lahvighplechovkach v ponornych a tunelovych pastérech
pii teplo& 62 °C, mérk ¢asta je mzikova pasterace vifmkovych pastérechipvyssi teplok.
Pozadované koloidni stability se dosdhne stabilizaca proti tvorkk zakali. PouZivaji
se hlave stabilizatory adsogmi (rizné typy kemiitych geli na odstraéni dusikatych latek,
a vysokomolekularni polyamidy, niappolyvinylpolypyrolidon pro ¢ast€&né odstraéni
polyfenolovych prekurzdi) a antioxidani (kyselina askorbova) pro eliminaci vlivu kysliku
Nakonec se pivo plni do transportnich a sgutelskych obdl, hlavreé lahvi a plechovek,
ale také KEG sud¢i PET lahvi [14, 16].

2.8 VSeobecna charakteristika piva

Pivo je disperzni soustavoutznych slogenin, kterych bylo do s@asné doby
identifikovano ges 800. Obsahuje ve fo#rkoloidniho roztoku wzné makromolekuly,
a to bilkoviny, nukleové kyseliny, sacharidy adipi Nékteré sloZzky pochazeji jiz ze surovin
a prochazeji celym pivovarskym procesem bezénymVetSina z nich je ale vysledkem
chemickych a biochemickych zm pri sladovani, rmutovani, chmelovaru a hlakvaseni.
Nekteré latky mohou vznikat azbem skladovani piva ve spebitelskych obalech [14].

2.8.1 Chemickeé slozeni piva

kvaseni a v pivu je obsazen v mnozstvi 0,35 — ¥%5hm. Zpisobuje fiz piva.
Jako doprovodny produkt kvaSeni vznika oxid¢dly. Kyslik se dostava do pivachem
filtrace a stéeni piva. Jehoiftomnost je nezadouci, protoZze poskozujet’ghiva. Dale pivo
obsahuje minerdlni latky, pochazeji¢teywazié ze sladu a&ast&n¢ z varni vody. Z katioriit
jsou nejvice zastoupeny draslik, sodiki¢iioa vapnik, z aniofitpak fosforénany, chloridy,
sirany a dughany [14].

NejvyznangjSi ttkavou sloZzkou v pivu je ethanol, jehoZz mnozstviigiama koncentraci
pavodni mladiny a stupni prokvaseni. 10% pivo obsalagi 2,8 — 3,5 % hm.ethanolu al2 %
lezak asi 3,5 — 4,2 % hm. Ethanol se podili nagilmq@va. V pivu jsou obsazeny také vyssi
alkoholy, acetaldehyd, estery, organické kyselipedevsim kyselina octova), nizsi a vyssi
mastné kyseliny, ¢kavé aminy, sirné sla@eniny (zejména dimethylsulfid) a ckteré
heterocyklické slokeniny. Z tzv.vicinalnich diketan m& nej¢tsi vyznam 2,3- butandion
(diacetyl), protoze ip nedostateném odbourani negatigrovliviuje chu’ piva [14].

Pivo obsahuje v zavislosti na extrakttvpdni mladiny a stupni prokvaSeni asi 2 — 6 %
extraktivnich latek. Hlavni s@asti extraktu piva jsou sacharidy. NdgFitéjSi jsou dextriny,
Sttpné produkty Skrobu, nezkvasitelné kvasinkami. \n&i@ mnozstvi jsouifiomny rékteré
monosacharidy a oligosacharidy, nejvice zastoupgmod zkvasitelné cukry maltosa
a maltotriosa a #které nezkvasitelné, jako nappentosy. Gumovité latkyipdstavované
hlavre pentosany &-glukany zvysuji viskozitu piva. Dusikaté latky tvasi 6 — 9 % extraktu
piva. Vysokomolekularni dusikaté latky kladnovliviiuji plnost piva a gnivost,
nizkomolekularni dusikaté latkyigstavuji BZné aminokyseliny. Pro pivaeského typu
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je charakteristicke, Ze po naliti do sklenice vyitv@hatou stélougmu, ktera ulpiva na skle
a zaujima velky objem. Z fyzikalniho hlediska selng@ o disperzi plynu v kapadn

K faktoram pozitivré ovliviwujicim tvorbu a stabilitu pivni gmy pati predevSim bilkoviny
s hydrofobnim charakterem. Za nejvyzna&jgnjsou povazovany bilkoviny ozéavané jako
pienasée lipida (LTP), protein Z, dale bilkoviny vazajici lipidydalSi zejména hordeinové
frakce. K vytvdeni gny pozadovanych vlastnosti jigela také hikych latek pochéazejicich
z chmele, vy3e zmovanych latek polysacharidové povahy aiokovi (Mn?*, AlI**, Mg,
cd*, zn™*, CU#"). Psnu negativd ovliviiuji bazické aminokyseliny, proteolytické enzymy,
dale také lipidy, #které kovy (ndd’, cin, bismut, molybden a Zelezo vyvolavajici goghi
ethanol a polyfenoly.[14, 25]

Polyfenolové latky pochazeji asi zayi pétin ze sladu a z jednééginy z chmele,
podle zmisobu chmeleni. Na chuti piva se podilegitau trpkou (sviravou) sloZzkou. Ha
latky pochazi z chmele. Barvivagastavuji v pivu hlawh melanoidiny a produkty vzniklé
karamelizaci cuKkr. Dale pivo obsahuje malé mnoZstvi glycerolu, lipad rekteré vitaminy,
zejménaady B [14].

2.8.1.1 Pivo jako Iék

Hlavni sloZkou piva s pozitivnim efektem na zdrpadu polyfenoly. Souhrinmaji tyto
sloweniny antioxidani, antikarcinogenni, antimikrobialni, imunomodurnaa protizastlivé
Ucinky [26]. Déle se &astni procasregulace tlaku krve a hladiny glukdzy v krvi. Fideina
konzumace piva také snizuje trombotické jevy, a tiomemoc#ni a Umrtnost na nemoci
cévni soustavy. Prenylflavonoid IX méa prokazanékantinogenni tinky nejen diky svym
antioxid&nim vlastnostem, ale také diky schopnosti blokdkaidlivé pasobici enzymy,
¢imz je dokonce &inngjSi nez xanthohumol (XN). Tyto sléeniny maji roviz pozitivni vliv
na ateroskler6zu, diky schopnosti inhibovat oxidadl, a osteoporézu. Zvi&Stzajimave
jsou fytoestrogenni vlastnosti prenylflavoninid z nichz jimi nejvice vynika
8-prenylnaringenin [10, 26, 27].

Pozitivni vliv na zdravi maji podle Gerhauserovkéta-horké a isoe-hoiké kyseliny.
Kromé¢ dulezitych antibiotickych vlastnosti disponuji biolokymi aktivitami dilezitymi
pro prevenci rakoviny. Humulony a lupulony vychyagwolné radikaly a inhibuji peroxidaci
lipidu [26].

Piti piva je ¥tSinou spojena s konzumaci alkoholu, nealkoholigké tvai jen 2-3 %
produkce. Bylo zji&no, Ze nizky Hjem alkoholu (10 — 15 g alkoholu za den, coz odgav
Existuji ale peswdcivé dikazy, Zze vysoky fljem alkoholu je spojen se vznikem rakoviny,
piedevsim Ust, hitanu, hrtanu, jicnu, jater, a pkpedobré existuje i spojitost mezitgiSnym
pitim alkoholu a rakovinou v u mui a rakovinou prsu u Zen. Karcinogenniinky
vykazuji také nitrosaminy. Jejich koncentraci se Bihem dvaceti let pod#o Upravami
ve vyrolE piva snizit na velmi nizkou hodnotu (asi jednwngatinu). O@ive mohl byt hrozbou
také ochratoxin, mykotoxin z napadenych obilnin|[26

2.9 Piehled produkovanych druhi piv

Z&kladni @leni piv vychazi ze Zisobu kvaSeni, a to na piva spddnsvrchi kvasena.
Spodré kvaSena piva, jvodem ze sedni Evropy, se dnes vyrgbv celém s¥té. Svrchre
kvasena piva se tragi¢ vyrabsji ve Velké Britanii, v Belgii, cast&né¢ ve Francii
a v Nemecku. LiSi se organoleptickym charakterem.
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Podle barvy se pivaét na piva s¥étla a piva tmava. Existuji itpchodné typy, tzv. piva
polotmava [14].

2.9.1 Piva typicka pro Cesko
Z&kladnim druhem je tzv.pivieského (plzieského) typu, které je reprezentovanétiswn
lezdkem. Rozumi se jim &€ pivo o koncentraci jwodni mladiny 11 — 12 %, s dobrou
plnosti, vyraznou h#osti a dobrou givosti. Vyrabi se obvykle dvourmutovym dekokm
zpisobem a je #gedre prokvasené. K tomuto typu nalezét$ina piv u nas vyrémych,
kterd se mir&liSi v pouzitych surovinach a mistnimi vyrobninoidminkami.
Podle obsahutwodniho extraktu mladiny rozthje ¢eska legislativa piva takto:
* lehk& —do 7,99 % extraktuipodni mladiny
e vycepni— 8,00 — 10,99 % extraktayodni mladiny
o lezaky — 11,00 — 12,99 % extraktavodni mladiny
» specialni — nad 13,00 % extraktivpdni mladiny [14]

2.9.2 Netradiéni piva naéeském trhu

Také se vyrdfji piva ugend pro utity okruh spotebiteli. Ridi¢am jsou utena piva
nealkoholickd, ktera mohou obsahovat nejvysSe Odbf@movych alkoholu. Piva se snizenym
obsahem alkoholu (nejvyse 1,2 % objemovych) rifisbwt fidici pozZivana.V sotasnosti
se i vyrobé nealkoholickych a nizkoalkoholickych piv uplaji prevazi tii technologické
postupy. Etanol je odstram z piva ziskaného obvyklou metodou, nebizenbyt geruseno
¢i omezeno kvaSeni aeti moznosti je vyuziti mutantnich nebo jinak de&iédh kmerd
pivovarskych kvasinek.

DalSi zvlastni skupinou spebiteli jsou diabetici, pro které jsou vyr&ma piva
se snizenym obsahem cukru, tzv. dia-piva. Do poomi Cechi se dostava také pivo
pSenéné (vyrobené s podilem extraktu p$eého sladu vysSSim nez jedrfatina hmotnosti
celkow dodaného extraktu) a pivo kvasnicové (vyrobenéat®dym pridavkem malého
podilu rozkvasené mladiny do hotového piva éghu st&eni) [14, 29].

V posledni dob se na trhu objevila iizné ochucena piva,igemz dalSi sloZzkou mohou
byt byliny, ovoce, med atp. seme narazit n&pna piva zazvorova, bananova, bdova,
konopna, kaptinova. Existuji také dalSi napoje na bazi piva. blohbyt buf
vysokoalkoholické (pivni palenky neboli pivovicegbo naopak nizkoalkoholické (8sn
limonady a piva). Mé& znamou skupinu piviptavuji extréma silnéd piva, ktera maji obsah
alkoholu jako vino, deset i vice procent. Jsouiva prcena k vychutnavani, piji se po malych
sklenikach. Pro milovniky piv je na trhu k dispozici skug neobvyklych piv nabizejici pivo
vhodné k pipitkim. Do piva se v tomtoffpact pridavaji Sampiaské kvasinky, takze pivo
v lahvi znovu kvasi stefnjako Sampaskeé.

Uvedené modifikované typy piv ro#8ji sortiment napd mozna pispeji ke zvyseni
piijmu jejich vyrobd, avSak lze oprawmé predpokladat, Zze hlavnim produktem pivavar
pro domaci i zahraémi odbyt Zistane i nadale traghi a kvalitniceske pivo.

2.10 Pfehled metod pro stanoveni antioxid&ni aktivity pouzivanych
Vv pivovarnictvi

K charakterizaci kvality, technologické jakosti mlbgickych (Einka piva se pouziva cela
fada metod. V dalSim textu budou diskutovany zegngretody pouzivané ke stanoveni
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fenolickych latek a jejich vlastnostéetné celkové antioxidéni aktivity piva, k niz fenolické
latky prispivaji vyznamnou grou.

Metody stanoveni antioxidaich &inkt v pivovarskych materialech je mozné rélitd
do dvou skupin, na metody chemickeé a fyzikalni3d],

2.10.1 Chemické metody

Chemické metody sgévaji nefastji v pouZziti ¢inidel poskytujicich s volnymi
kyslikovymi radikaly barevné produkty, jejichz vkaoi naopak brani ve vzorku obsazené
antioxidanty. Intenzita zabarveni seiimnegastji spektrofotometricky a rozdil v hodnotach
absorbanci rifeného a slepého vzorku pak udava obsah latek axatdinimi (€inky.
Srovnani hodnot poskytovanych jednotlivymi metodajei velmi nesnadné, protoze
jak antioxidant, tak reaktivnich latek Zgobujicich oxideni zmeny je celarada. [4, 30]

2.10.1.1Nej¢as#ji pouzivané metody a jejich principy

DPPH, 1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyé stabilni volny radikal, ktery fize byt
diky své struktte akceptorem atomu vodiku daept do formy stabilni diamagnetické
molekuly. Intenzivni fialové zabarveniéhitelné @i 520 nm je zpsobeno neparovym
elektronem na dusiku hydrazyluigdbenim antioxidaftse intenzita jeho zabarveni snizuje
a je méfena v minutovych intervalech po dobu 10 minut. édeim k tomu, Ze je sledovan
Ubytek latky, je mozno pouzit i metodu HPLC, kdysjedovanou vetinou plocha pasu
odpovidajici DPPH. Ve studii Karabina [4] byla tatetoda srovnhana s metodou TAS-ABTS,
neboli stanovenim celkového antioxtdého stavu, a to ip méreni vzorkKi chmele a piv.
Bylo zjiSténo, Ze ob metody poskytuji srovnatelné vysledky.

Metoda TAS-ABTS byla doposud hegjnuzivana v medicinské praxi, zejména
pii stanoveni antioxidmich vlastnosti v krvi a séru pomoci kokrdch souprav (kit).
Metoda spoiva vreakci methmyoglobinu s peroxidem vodiku 2eorlty radikalu
ferrylmyoglobinu.  Uvedeny radikal reaguje s 2,2irabis(3-ethylbenothiazolin-6-
sulfonatem) (ABTS) v substratu a vytvaradikal-kation ABTS modrozelené barvy.
Antioxidanty v systému zahitaji tvorbé ABTSe v mie odpovidajici jejich koncentraci.
Reakce probihaip37 °C a néii se g vinoveé délce 600 nm (kap. 4.3.3) [31].

Obdobou metody TAS-ABTS je metoda ABTS-TROLOX, neji zakladem je také
generovani radikalového kationu ABTSZde je ale réfena relativni zha3eci schopnost
antioxidanti ve srovnani s 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroiBdaarboxylovou kyselinou
(TROLOX). V praxi se jako zdroj peroxidoveho radika pouziva
2,2 -azobis(2-amidinopropan)dihydrochlorid (AAPHjghoZz smis s ABTS se inkubuje
v acetatovem pufru o pH 4,3ipgeplog€ 45 °C po dobu 60 minut. Po ochlazeni iagni
vzorku se miti absorbance s 25 minutovou prodlevdu 484 nm. Tato tzv. hodnota TRAP
(total reactive antioxidant potential) je v pivometvi povazovana za odpovidajici indikator
antioxidanich &inka vyhradré polyfenolickych latek [32]

Metoda DCI (2,6-dichlorfenolindofenolova) je stardi@#@ metodou podporovanou
MEBAK (Mitteleuropédische Brautechnische Analysenkoigsion). Jejim principem
je reakce 2,6-dichlorfenolindofenolu s endiolovéu@nou polyfenai za vzniku bezbarvych
dioxoslowenin. Tato zrdna zbarveni je stanovitelna spektrofotometrickypifpadech, kdy
neni mozné vyuzit optickych metod (¥igad tmavych a kvasnicovych piv) se pouziva
kombinace s voltametrickou detekci. Vysledky jsgyatgiovany jako ekvivalenty mnozstvi
kyseliny L-askorbové, ktera slouzi jako standar@l.[3
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Stanoveni reduli sily 2,2 -bipyridylem, coZ je dalSi agli¢éend metoda, je zaloZeno
na jeho reakci s Zelezitymi ionty. Vznikly komplgx silnym oxid&nim ¢inidlem a reakci
se Sirokou skupinou redukujicich latek sénimz bezbarvé oxidované formy marvenou
redukovanou formu. Barevna Zna se niii spektrofotometricky 510 nm po itiminutove
prodlew [34].

Kyselina thiobarbiturova (TBA) poskytuje reakci aonylovymi slodeninami fadu
barevnych produkt Reakci s pivem vznikérgvazi zluté zbarveni absorbujictipt55 nm
a cervené, které absorbujéi 30 nm. ZvySenim kyselosti, teploty a doby reakeetvorba
obou barevnych produktvyznami zvySuje. Reakce se provadi smichanim roztoku TBA
ve sngsi isopropylalkoholu a vody s odplgmym pivem, pak nasleduje inkubacg 0 °C
po dobu 30 minut a nasletise zndti absorbanceipobou vinovych délkach proti slepému
vzorku. Vysledkem jsou @vhodnoty absorbance oztwwané jakocislo kyselosti kyseliny
thiobarbiturivé, jak se také tato metoda nazyva.[35

DalSi moznosti adaptovanou naipbly pivovarnictvi je metoda spoluoxida@ekarotenu
v linoleatovém modelovém systémrkaroten je diky systému dvojnych vazeb vybornym
pohlcova&em radikah. Je pidan do vzorku a spolu s nim podroben oxidaciiéviou
veli¢inou je pokles absorband&karotenu i 470 nm za a bezifjomnosti antioxidarit
obsazenych ve vzorku. Antioxit¢iai vlastnosti jsou vyja@ny jako procenta inhibice oxidace
B-karotenu [36].

2.10.2 Fyzikalni metody

Fyzikalni metody stanoveni antioxigdch aktivit nesleduji bezprdstdre chemickou
rekci nebo zrény obsahu jednotlivych latek, ale &ny fyzikélnich vlastnosti, které tyto
procesy doprovazi. V pivovarnictvi mozné vyuzit inaglektronovou spinovou rezonanci
(ESR), chemiluminiscendi stanoveni oxidénich znén pomocf?0O s GC/MS detekci [4].

ESR je v posledni débvelmi oblibenou metodou, kterou lzecuirpfitomnost ioni
obsahujicich nepérové elektrony, a je tedy vhodr& gianoveni volnych kyslikovych
radikali, pripadre jejich komplexi s rekterymi kovovymi ionty. Uchida a Ono [37] vyvinuli
metodu pro stanoveni endogenni antiokdaktivity piva. Tato metoda umoznila i predikaci
chuwoveé stability piva. Volné radikaly byly detekovab§hem ungle navozeného oxidaiho
testu @i 60 °C s 9,5 ml vzduchu v prostoru hrdla lahveuB@ byla metoda spinové pasti
spolu s ESR. Bylo prokazano, Ze k tvorhydroxylového radikalu nedochazi ihned po
zapaeti testu, ale aZz po tittm ¢asovém posunu. Tenttas pak mZe byt vyuZit jako
indikator endogenni antioxidai aktivity vzorku piva [37]

Chemiluminiscenci vyuZili Kaneda a Kobayashi [38] Bro stanoveni intenzity oxidace
lipida s vyuzitim isoluminolu a analogu luciferinu. Jgjigraci rozvinul Walters, jehoz postup
byl zaloZzen na reakci luminolu s peroxidem vodikwa z¥itomnosti zesilovée
(1,1,4,7,7-diethylentriaminpentaocotvi kyselinadz cvede k produkci stelného zablesku.
Pritomnost antioxydantu pak &gobuje zhaseni luminiscence a pokles intenzityaigf0]

Stanovenim oxidmich zn#én pomoci*®O se zabyvalaéada autak [41, 42, 43]. Spéivalo
v tom, Ze do prostoru hrdla lahve bylolstuto ukité mnoZstvi izotopd®0. Pivo v lahvi
bylo podrobeno starnuti po dobwkolika mesial pri pokojové teplat a potom byla
provedena analyza metodou GC-MS. Bylo &t Ze se v molekulachE)-non-2-enalu
nevyskytuje ¥tSi mnozstvi tohoto izotopu, coz vede k&ay Ze étSina karbonylovych
slowenin nevznika oxidaimi zmenami lipidovych sloZzek #hem skladovani piva.
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2.11 Prehled metod vhodnych pro stanoveni polyfendl

Polyfenoly piva pedstavuji vysoce heterogenni skupinu latalsto s odliSnou chemickou
strukturou. K jich stanoveni se pouZivaji jednaktadg skupinové zaloZenérgvazré na
spektrofotometrickém stanoveni. K detailni instratAi analyze jednotlivych deriviat
se nefastji aplikuji chromatografické techniky kombinovan&teodnymi metodami Gpravy
vzorku a s extralnimi technikami.

2.11.1 Upravy vzorku pied analyzou

Protoze je pivo koloidni roztokiznych makromolekul, nep@tbuji vzorky piv slozité
Gpravy jako vzorky pevné, které jiba homogenizovat, aby se docililo udmihburé¢ného
obsahu. Red izolaci pozadovaného analytu jebla zbavit pivo C® sonifikaci. Vzorky
mohou byt navic je8t filtrovany, pipadné dalSi rigstoty oddleny vysokofrekvedni
centrifugaci [44]. V pipadt vyuziti vnittniho standarduipanalyze prenylflavonoii v pivu
je treba vzorek n@dit snesi ethanol — vodaipd idanim samotného viitiho standardu.
Izolace pislusné slodeniny se provadi pomoci extrakce vhodnym rozpolem
(SE — Solvent Extraction), péipadt preciSténi a zakoncentrovani vzorku extrakci pevnou
fazi (SPE - Solid-Phase-Extraction) [11, 45].

2.11.2 Vhodné izolatni metody

Pti analyze polyfenolickych komponent je Siroce vydtia SPE (Solid-Phase-Extraction).
Jedna se o parmé rychlou metodu s minimalni sgebou organického rozposdta.
NejrozSfergjSi sorbetem je pro SPE;&vazany oxid kemkity. K izolaci flavonoidi z piva
je v literatde pospano vyuziti SPE s oktadecylsilikagelem alsikigagelem. Roztok vzorku
a rozpoustdlo byvaji mirg okyseleny¢imz se zabrani ionizaci flavonaidktera by vedla
ke snizeni retence. SPE je takécasgji pouzivanou metodou prafipravu vzorku jémene
a sladu k analyze mykotoxinu deoxynivalenolu. V tormpipads byva s tiznou vytZnosti
aplikovana celarada sorberit jako jsou nap aktivni uhli-alumina, iontay vyménné
pryskyrice, silica, MycoSep kolony a imunoafinitni kolofhg, 46, 47]. Alternativou k SPE
je mikroextrakce pevnou fazi (SPME - Solid-Phaserbixtraction), ktera je vhodna
k extrakci nestalych a ménstalych slotenin. Tento postup je technikou prdigsavu
kapalného nebo plynného vzorku bez rozpalat Ri SPME stacionarni faziipdstavu;ji
vlakna z taveného fkmene potazena polyakrylatem nebo polydimethylailexn. Tato
metoda vyvinuta Arturem a Pawliszynem v roce 1997 je uzivana v mnoha aplikacich
k analyze nap alkohofi, estefi, dimethylsulfidu, vicindlnich diketdn karbonylovych
slowenin a mastnych kyselin v pivu.

2.11.3 Moznosti separace fenolickych latek

Na za&atku Sedesatych let 20. stoleti byla k analyze oftaidi pouzivana plynova
chromatografie. Derivaty flavonaidoyly separovany na kolémaplrené SE-30 silikonovym
polymerem, néasledovala tepé&modivostni detekce. Soéasné vyuZiti  plynové
chromatografie je za#heno na jejich antioxidmi aktivitu, metabolismus a taxonomii.
Flavonoidy jsou detekovany hmotnostnim spektrometseelektronovou ionizaci v rezimu
vybérového monitorovani ioft Molekularni ion [M+H] a fragmenty vzniklé od&penim
methylovych nebo karbonylovych skupin, popszniklé retro Diels-Alderovou reakci
(kap.2.12.5.1) umaitji detekci [7].
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Rychlou analyzu piva, ktera je nezbytna pro udrkesmlity produktu, umoiuje kapilarni
elektroforéza (Capillary Electrophoresis — CE).efm vyuZzitim mohou byt analyzovany
nejen polyfenoly, ale i celdada dalSich slaeenin (cukry, alditoly, alkoholy, proteiny,
peptidy, aminokyseliny, aminy, derivaty nukleovylgfselin, anorganické a organické aniony,
vitaminy, hdké kyseliny, sloteniny siry). Separace metodou CE je zaloZena rianogki
elektroforetickych mobilit iorit v elektroforetickém meédiu uviitmalé kapilary. Hlavni typy
kapilarni elektroforézy jsou kapilarni zonové etekaréza (CZE) a micelarni elektrokinetick&
elektroforéza (MEKC) stypickym fosfatovym a boraion pufrem. Na kapilarni
elektroforézu obvykle navazuji UV-VIS, fluores¢en ED a MS detektory. Vifpact
polyfenoli je vyuzito ve spojeni s CE amperometrické deteRce.analyzu kyseliny ferulové
byl popsan fipad vyuZiti elektrochemické detekce. V litetatye popsana Uplna separace
6 hlavnicha- ap-horkych kyselin pomoci CZE s boratovym pufrem a SD&z Eitomnosti
SDS doslo pouze k rozni na skupinya- a B-hoikych kyselin. V pipadt iso- a-kyselin
byla vyuzita MEKC s fosfatovym pufrem a SDS. [643]

Stale dilezitou roli v separaci flavonoidhraje chromatografie na tenké vis{hin Layer
Chromatography — TLC). Metoda je vyhodna pro ryctdgctleni rostlinnych a Il&vych
extrakti pred detailni analyzou instrumentélnimi technikamie@@vsim LC/UV-VIS).
NejfrekventovagjSi stacionarni fazi fiedstavuje Si@Q Detekce probiha v rozmezi 350-365
nm nebo 250-260 nm, je ale mozné vyuzitteni optické hustotyipstejné vinové délce [7].

2.11.4 VysokoWinna kapalinova chromatografie - nejvyznamrjSi separani metoda
v analyze fenolickych latek

V souvislosti s polyfenoly se ngsgji v literature piSe o vysokaiinné kapalinové
chromatografii (High Performance Liquid Chromatqdma — HPLC). Vysoké dinnosti
v separaci slozek vzorku je dosazeno pouzitim viddrstacionarnich a mobilnich fazi.
Nekdy tato metoda vystupuje pod nazvem vysokotlakdakaova chromatografie,
a to z divodu vysokych tlak, které vznikaji p pratoku mobilni faze sepataim systémem
(az desitky MPa) [44, 49].

2.11.4.1Princip separ@niho procesu HPLC

V technice HPLC dochazi k roddvani latek mezi ddma fazemi — stacionarni a mobilni.
Klasické usptadani adsokmi chromatografie s polarni stacionarni a nepoléarabilni fazi
se nazyva chromatografie s normalnimi fazemi (néphase chromatography, NP). Dnes je
ale mnohem vice vyuZivan obraceny tzv. reverzni t¢iyomatografie (reversed-phase
chromatography, RP). Reverzni faze na béazi silkaga zejména oktadecylova
modifikace jsou v HPLC nejroz&rejSim typem sorbentu. Nejdéle znamé jsou kolony
tvofené jednotlivymic¢asticemi stacionarni faze pravidelného tvaru okesli viadech
mikrometii. NowjSi monolitické stacionarni faze umagi kompaktrjSi zaplreni kolony.
Na rozdil od partikularnich sorbéntkdy je chromatografickad kolona napia velkym
mnozstvim jednotlivych zrn vhodného materialu, niicatd kolona obsahuje pouze jeden
blok zhotoveny z porézni hmoty. Monolitem proch&schna mobilni faz&€jmz je dosazeno
jese rychlejSiho penosu hmoty a tim je umo&ma velmi rychla separace. Zcela novy typ
stacionarni fazeipdstavuji tzv. vti&né polymery (imprinted polymers), které jsou obdobo
monolitickych kolon, ale navic je do naplrzabudovan obtisk poZzadovaného analytu.
Na separénim procesu se vyznamrpodili i mobilni faze. Jeji sepd&rd schopnosti Ize
ovlivnit zménou pongru prislusnych rozpouétlel, pH, iontové sily, parovymiinidly atd.
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Mobilni faze by ndla davat v detektoru minimalni signal, a tim utimZt co nejcitli¥jSi
detekci solui. P separaci slozek vzorku metodou HPLC se wpigtraizné sily a efekty,
piedevSim adsorpce, ro#dvani mezi d¢ faze na zaklad rizné rozpustnosti, iontova
vyména, biospecifické interakce nebo’amiy efekt. \EtSinou se upldiuje vice princif
separace najednou [49, 50, 51].

2.11.5 Moznosti detekce flavonoidk

Pro separaci flavonoid je vyhodné pouziti RP-HPLC s oktanovou a oktadmayl
stacionarni fazi. Je mozné vyuzit také silikagetptdex a polyamidy. Mobilni faze
je tvarena vodnou fazi simlavkem kyseliny octové nebo mra¥éra methanolem nebo
acetonitrilem, které igdstavuji organické modifikatory. Qsitila se gradientova eluce
typicka zneénou sloZzeni mobilni faze ¢hem separace. Pro separaci flavodompivu
je v literatde popsano fedevSim vyuziti vodné faze s kyselinou mrasea acetonitrilu.
Fosfatové pufry se neupiaiji tak casto jako @v, hlavre kvili kontaminaci iontového zdroje
v pripadt detekce hmotnostni spektrometrii. Kapalinova clatografie ¥tSinou probih&
pii pokojové teplat, ale rekdy se doporéuje zvysit teplotu az ke 40 °C, aby se doséahlo
zkraceni doby trvani analyzy a také proto, Zze kglam nichz se udrZzuje stala teplota,
poskytuji reprodukovatelné eloi ¢asy. [7, 52, 53]

VSechny aglykony polyfenal obsahuji alespo jedno aromatické jadro, proto deb
absorbuji UV zgeni. Detekce flavonoid se obvykle provadiip 250, 265, 290, 350, 370
a 400 nm, v fitomnosti anthokyanidih s giidanou vinovou délkou v rozsahu 500-525 nm.
Jednoduché substituenty jako methyl-, methoxy- disoeiované hydroxylové skupiny
vétSinou zmsobuji jen zanedbatelné Zny v pozici absorniho maxima. Konjugaty
flavonoidi absorbuji v uvedenych vinovych délkach, jenZ¢&Sima glykosid a acylovych
zbytkl jsou roviéZz slabé chromofory, a proto nelze ziskat spolehibiomatogramy
prostednictvim DAD nebo UV detekce [7].

Analyza flavonoid fluorescegini detekci je vyuzivana jentidka, jelikoz flavonoidy
jen omeze# vykazuji girozenou fluorescenci. Uplatni tato metoda spolu s luminiscein
spektroskopii naslaipsledovani zran piva hem skladovani. Umadkije sledovat Siroké
spektrum slotenin \etrg polyfenoli. O tom, zda jednotlivé flavonoidy fluoreskuii,
rozhoduji vlastnosti furdnich skupin a jejich poloha v molekule polyfenditezi izoflavony
vykazuiji silnou pirozenou fluorescenci jen ty, které nemaji navamamgdroxylovou skupinu
na patém uhliku flavonového skeletu. Flavonotirgzere fluoreskuji diky 3-OH skupih
Kombinace fluoresce&mi a UV detekce vede k odliSeni fluoreskujicich edluoreskujici
slowenin, které se eluuji soasré. ProtoZze je #Sina flavonoid elektroaktivni
diky pritomnosti skupin fenolickych latek, ihe byt vyuZita také elektrochemicka detekce.
Je ale méncitliva nez detekce fluorescani [7, 26].

Propojeni kapalinové chromatografie se spektroskgpni technikami jako je UV-VIS
spektrometrie, hmotnostni spektrometrie nebo NMBkptuje efektivni vybaveni pro rychly
skér dat a objasini struktury. LC/UV-VIS/MS je rychla technika umagici kratke
vystaveni analytu $¥lu a vzduchu, coZ zahfaje jeho degradaci. V stéasné dob
ma nej¥tSi vyznam pro identifikaci flavonoida strukturni charakterizaci neznamygdéna
této tidy slowenin technika LC-MS/MS. Tandemova hmotnostni spehkétrie znané
nahradila operace jednostigwé hmotnostni spektrometrie, protoZze nabizi vyralEpsi
selektivitu a SirSi rozsah ziskanych informaci.ykhié identifikaci tid dokie posouZi i
LC-DAD UV [7].
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Nezbytnym vybavenim pro &eni jednoznénych strukturnich charakteristik the byt
LC-NMR. NMR detekce je obzvl&Sticinna pro uéeni odliSnosti izomer, konfigurace cukr
a substitdniho modelu na systému aromatickych jader, i kdyXCWNMR je obvykle ¢ast
spektralni oblasttH ztracena a navic neposkytuje informacE®.. Nevyhodnou jsou také
nizka citlivost, nakladna instrumentace a dloukiértr experimentu [7].

2.12 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je fyzik&nchemickd metoda @ovani hmotnosti atofn
molekul ¢i jejich ¢asti vyzadujici jejich i@vedeni na kladné nebo zaporné ionty.
Protoze polyfenolické latky jsou skupinou n@rpolarnich molekul, je reverzni kapalinova
chromatografie s hmotnostni detekci velmi vhodramalytickou metodou. Hmotnostni
spektrometr zde plIni funkci struktd@rrselektivninho detektoru a umiaije krone obvyklé
registrace latek eluovanych z kolony provést icfejidentifikaci na zaklalzaznamenaného
hmotnostniho spektra, a toiiimo ve slozité matrici [36].

FnER
A X

Obr. 8: LC/MS systém

2.12.1 Zpusoby ionizace vzorku

Hmotnostni spektrometr je schopny zaznamenat panab/tt nesouci naboj. Pr@&tginu
organickych latek se hodnota prahové iotidaenergie pohybuje mezi 7-16 eV. Proces
ionizace zn&n¢ omezuje citlivost réreni a dosazitelnou mez detekce, rebygi¢Zzek ionizace
vétsSiny ioniza&nich technik se pohybuje pouze kolem 10 %. Podlezsini dodané energie
délime ioniza&ni techniky na tzv. tvrdé adkké.

U tvrdych ioniz&nich technik vede &Si mnozZstvi nadbyt@é energie k rozsahlé
fragmentaci primarh vzniklého iontu. Nej&znejSi jsou techniky ionizace v plynné fazi.
Analyzovana latka je iedem odpi#&na do vakua, coZ znamena, Ze nutnyedpokladem
je jeji dostatena tkavost. Nejlépe propracovanym igwbem tvrdé ionizace je ionizace
elektronem (electron ionization, El). Spolu s chekau ionizaci (chemical ionization, CI)
jsou k&zre¢ pouzivany v kombinaci s plynovou chromatograflavienoidy se do plynné faze
pievadiji jen velmi obtizg, proto je nejvhodjSi metodou HPLC/MS, pro kterou byly
vyvinuty metody ionizace vzorku za atmosferickélaéu.

Mekké ioniz&ni techniky se vyzraji malym mnozstvi nadbyieé energie,
takZze pravdpodobnost fragmentace molekuly je nizkd. Mezikkeé ioniz&ni techniky
fadime sprejové ionizai techniky vhodné pro kombinaci s kapalinovou omatografii
a kapilarni elektroforézou. Jmenavito jsou termosprej (thermospray, TSI, obr. 9),
elektrosprej (elektrospray, ESI), fast atom bomivay,dchemicka ionizace za atmosférického
tlaku (athmospheric pressure chemical ionisatid?CA nebo fotoionizace za atmosferického
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tlaku (atmospheric pressure photoionisation, APRIgjVEtSi vyznam B stanoveni
fenolickych latek maji chemicka ionizace za atmoské&ho tlaku a elektrosprejova ionizace
[49, 55].

K &erpacimu
systému
/Il K hmotnostnimu
Repeler \Ill analyzhtoru
Ohfev

Kovova kapilara

Obr. 9: Schéma iontového zdroje — termospreje [49]

2.12.1.1Princip ionizace elektrosprejem

V sowasnosti negjas€ji pouzivanym iontovym zdrojem pro LC/MS flavonéid
je elektrosprej (obr. 10). &nr¢ se uziva koaxialni usp@dani spreje, kdy vzorek jeiyaden
do iontového zdrojelemennou kapilarou, ktera prochazi kapilarou spegovDo prostoru
mezi kapilarami je mozné \ipact potreby cerpat pomocnou kapalinu. K &8imu povrchu
sprejovaci kapilary jeiffvadén zmlzovaci plyn. Pro&si piitoky Ize navic do sprejeipadet
pomocny plyn. K rozptyleni kapalné fazé&ivedené do kovové kapilary dochaziinkem
nehomogenniho elektrického pole mezi Ustim téta&ap na niz je fivedeno vysoké naf,
a uzemgnou protielektrodou. Dochazi tak ke vzniku drobnykapicek kapalné faze
s vysokou hustotou povrchového naboje. Ty jsou leyatysuSeny protiproudem horkého
inertniho plynu, ¥tSinou dusiku o teplétasi 200 °C. V procesu ionizace mohou vznikat
kladné i zaporné ionty v zavislosti na polarinagti viozeného na protielektrodu.
Disociované latky mechanismem iontového wgvani Fechazeji imo do faze plynné
a vzniklé ionty jsou vedeny vstupni¢diinou ges iontovou optiku do hmotnostniho
analyzatoru. Z fistrojovych parameirje pro dosaZzeni co népgi (Einnosti ionizace Zadouci
optimalizovat nagti vkladané na sprejovaci kapilaru, afmky plyni, pratok vzorku,
po. pomocné kapaliny, nap na vstupu do vakuovéasti hmotnostniho spektrometru,
teplotu vstupni kapilary resp. teplotu plynu (dwsikproudiciho proti spreji. lonizace
elektrosprejem poskytujergvazié molekularni ionty. Pro identifikaci glykodidflavonok
a derivall katechinu je nezbytna metoda MS/MS, ktera um@ ziskat informace o strukii
molekul srovnatelné s informacemi nabytymi pomoPBiCA [49, 56, 57].
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Obr. 10: Hlavni dje probihajici pi ionizaci elektrostrejem[56]

2.12.1.2Princip ionizace APCI

Déje odehravajici se tp ionizaci APCI znazatuje obr.11. Kapalina obsahujici
analyzované latky proudi zédhanou vstupni kapildrou (az 700 °C), na jejimZ dion
je rozpraSovana na drobné kg, které nesou kladny nebo zaporny naboj. Vliveatrati
a proudu susSiciho plynu dochazi u Ragi nejprve k odp&ni rozpoustdla, ¢imz stoupa na
povrchu kapiek potencialni spad.iPdostaténé vysokém povrchovém naboji se ionty
za&inaji odpuzovat a dochazi k jejich uiolvani z kapiek, coz je jev nazyvany odfmwvani
iontd. Vznikaji tak mensi kapky rozpoustdla a klastry. Tato sés postupuje ke vstupnimu
otvoru iontového zdroje s jehlovou elektrodou, &tefoZzenym naftim generuje koronovy
vyboj, jehoz vlivem a kombinaci kolizi a reakci mmych s penosem naboje vznika
chemicko-ionizani plazma. Kazda molekula organické latky, kterachézi touto oblasti
iontd rozpou&tdla, miZze byt ionizovana fignosem protonu za vzniku kvazi-molekularnich
iontd typu [M+H]" & [M-H]". lonty s vice naboijiip APCI nevznikaji. APCI-MS poskytuje
jasné informace o molekulové hmotnosti fenolickfatek a také uzitaeé informace o jejich
struktie (rozpoznavaci fragmenty idt které mohou byt verifikovany ro¥k pomoci
UV-DAD [49, 57].
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Obr. 11: Schéma iontového zdroje APCI [44]
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2.12.2 Hmotnostni analyzatory

Umoziuji rozliSeni iont produkovanych v iontovém zdroji podle pénm jejich hmotnosti
a naboje,n/z. Kvadrupdlovy analyzator a jeho trojrozm& verze ionova past jsou dnes
nejrozstergjSimi  hmotnostnimi analyzatory pro kombinovana udadani HPLC/MS.
Selektivita kvadrupolového analyzatoru v kombinacHPLC metodou vSak je obecn
nedostaténa, zvla& pii kvantitativnich stopovych analyzach ve sloZityextraktech
ziskdvanych z biologickych material Kvadrupdlovy analyzator i iontovou past
lze v kvantitativni analyze v dynamickémiimpém (on-line) napojeni na kapalinovy
chromatograf s Gsphem pouZivat prakticky pouze do RS/y3si stupg MS", jez umoiuje
iontova past poskytuji sice dalSi zvySeni selegtivhetody, vyrazé vSak klesa citlivost
a klesa ptet moznych jednotlivych bad(sampling poinsts) iontovych proiuds pribéhu
jednoho chromatografického piku.[49].

2.12.2.1Kvadrupolovy analyzator (quadrupole, Q)

Tento typ analyzatoru je tven ctyimi kovovymi tyemi kruhového nebo hyperbolického
prafezu, které jsou ifpojeny ke zdrajm stejnosmarného a vysokofrekveéniho stidaveho
napsti. Na ionty, které se dostanou do prostoru medii,npisobi stidavé elektrické pole,
jez vyvola oscilacidchto ¢astic. Ri dobie zvolenych hodnotach stejnosmeho a sidavéeho
napsti a jejich vhodného poénu projdou kvadrupdlem pouze ionty o zvolenéwz, ostatni
se dostanou do nestabilni drahy a zachyti se ndrigwélovych tg¢ich nebo na 8hach
pristroje. Postupnd zma napti vkladanych na kvadrupdl (tzv. skenovanim) vede
k prichodu pouze iofit 0 poZzadovaném intervalu hodnotz. Kvadrupolovy analyzator
umoziuje rychlé zmdny hodnot nagti vkladanych na ®e, coZz dovoluje zvolit rychlé
skenovani odezvy a mnohonasébraznamenat hmotnostni spektréhém eluce velmi
uzkych chromatografickyckii elektroforetickych pik. Nevyhodou kvadrupoélu je omezeny
hmotnostni rozsah odvijejici se od kvality konsteildetektoru (maximalni hodnota/z
se pohybuje mezi 2 000-3 000). Tento detektorhenetnostni spektrometrii spjat s plynovou
a kapalinovou chromatografii nebo také s kapilétektroforézou [49].

Obr. 12: Kvadrupélovy analyzéator [49]

2.12.2.2lontové past (ion-trap, IT)

Trojrozmérna obdoba kvadrupdlového filtru - iontova past dinge pomoci sfdavého
elektrického pole uzit ionty v ohranieném prostoru. Tudji uzemreéné vstupni a vystupni
kruhové elektrody hyperbolického uGdezu a prstencové fisdové elektrody,
na které seifvadi vysokofrekvedni naggti s prongnnou amplitudou [49, 59].
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Molekuly analyzované latky jsou otvorem ve vstugaiihové elektrod privedeny
do iontové pasti, nasleduje ionizace pulsem elektnoebo ionizace v externim iontovém
zdroji (do vnitniho prostoru iontové pasti je analyzovana latkeegena uz v ionizovaném
stavu). Na sedovou prstencovou elektrodu s#&vadi stidavé napti o malé amplitug,
¢imz se ionty v Sirokém rozsahu hmotnosti udrzujstadilnich uzatenych drahach a je tak
mozné akumulovat dost&®® mnoZstvi iorit v prostoru iontové pasti. Postupnym
zvySovanim amplitudy stlavého nafti jsou ionty o rostoucimm/z vypuzeny z pasti
a pes otvor vystupni kruhové elektrody jsou vedenydetektoru. Dive se iontova past
vyuZzivala hlave ve spojeni GC/MS ip analyzach stopovych mnoZstvi organickych latek.
Dnes, diky konstruinimu vyvoji, je €ziStm jejiho vyuziti kombinovana technika LC/MS,
a to i pro analyzy vysokomolekularnich latek [49].5

Vstupni kruhova elektroda

Prstencova

Vystupni kruhova elektroda

Obr. 13: Prirez iontovou pasti [49]

2.12.2.3Priletovy analyzator

Priletovy hmotnostni analyzator pracuje na prinaipaového rozéleni ionti s rozdilnym
a tedy i dosazitelné rozliSeni zaviseji na délcghgr kterou ionty v trubici fitetového
analyzatoru urazi. Znasobeniul@tové drahy iont se dosahne elektrostatickym zrcadlem,
tzv. reflektronem, jehoz velkou vyhodou je teorggineomezeny hmotnostni dosah. Nejvice
je priletovy analyzator vyuzivan v kombinaci s iorimatechnikou MALDI (Matrix Assisted
Laser Desorption/lonization) v analyze biomolekptoteiny, polysacharidy). Lze jej vSak
najit i u techniky LC-MS pro analyzu vysokomolekuliigh latek nebo v kombinaci
s kvadrupdlovymi filtry u hybridnich tandemovyctigiroji [49, 59].

2.12.3 Moznosti detekce v hmotnostni spektrometrii

V hmotnostni spektrometrii vyuZivaji detektory ppsimé& neieni nebo nésobové
detektory. Prvni jmenované deteku;ji elektricky mrolitery vznika pimym dopadem iorit
Pouzivaji se hlawh pro meieni gesného izotopového zastoupeni pgirviMnohem ¥tSi
vyznam vSak maji nasafmvé detektory vyuZivajici efekt nasobeni elekirorzniklych
po dopadu iorit Dokazi poskytnout gfitelné signaly dokonce pro jednotlivé ionty.
Uplatreni naSly u veSkeré komar instrumentace, systéemy GC/MS a LC/MS nejsou
vyjimkou. Elektronnasobbvé detektory mohou byt konstrukce s diskrétnim odgvym
polem nebo s kontinuélni diodou. Naswbis diskrétnimi dynodami setginou konstruuji
jako 17 aZ 20 stuvé a mohou dosahnout hodnot zesilenf-105. Uginnost systému
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s kontinualni dynodou je srovnatelna s diskrétngystémy, jejichZz Zivotnost a citlivost
k iontim vySSich hmotnosti je vSak prozatim podstai@si [49].

P detekci fotonasoliovym detektorem jsou ionty konvertovany na fotowg. srovnani
s elektronasobem je tento typ detektoru konstuk slozigjSi, ale poskytuje vyssi citlivost
a delSi Zivotnost. Volbou polarity né&p vkladaného na konverzni elektrodu seéuje typ

detekovanych iorit jeho velikosti pak citlivost detekcédr iontim vySSich hmotnosti [49].

2.12.4 Instrumentace metody HPLC/MS

V LC/MS uspdgadani volime bdi ionizaci za atmosférického tlaku (APCI) nebo i@uiz
v elektrospreji (ESI) s detekci pozitivnich nebogatévnich ionti v zavislosti na povaze
analytu, tj. v zavislosti na jeho protonové nebekebnové afini. | tak interference matrice
zpasobuji chemicky Sum, ktery mnohdy znengg docileni ve stopové analyze jgdinych
pouziti kvadrupolovych hmotnostnich analyzatoMezi hlavni pednosti systému LC/MS
s €mito typy hmotnostnich analyzatopati, zejména v mdédu SIM (selected ion monitoring),
dostatén¢ vysoka rychlost skenovani aeplevSim cenova dostupnost. Své vyhody ma
ale i vyuZziti iontové pasti, jejimz prdsetnictvim se docili v celkovém chromatogramu (total
ion chromatogram, TIC) nizSich mezi detekce. JeduBhozejména pro stopovou analyzu.
PoZadavek vysokého hmotnostniho dosahu velmitedaphuje piiletovy hmotnostni
analyzator. Pro detektory typu elektronnagela fotonasobe plati, Ze citlivost detekce klesa
s rostoucimm/z detekovaného iontu. Proto byly vyvinut§zné typy tzv. postakcelamaich
detektofi, jez mohou s pomoci vhodné iontové optiky iontgdovliastni detekci urychlit [49,
58].

Pro vyrazné zvyseni selektivity je vyhodna tandeenb@€/MS/MS usptadani. S pouzitim
téchto technik se dZn¢ dosahuji meze detekce o jedenth iddu nizSi nez HPLC metodou
s UV/VIS detekci.

2.12.5 Tandemova hmotnostni spektrometrie v systému LC/MS

Tandemova hmotnostni spektrometrie sdruzuje dvojichotnostnich analyzator
odcklenych kolizni celou. Klasickym instrumentalnim asgdanim tohoto typu je tandemovy
hmotnostni spektrometr, kde jsou spojeny dva mak@hmotnostni analyzatory. V prvnim
analyzatoru je volbou intenzity magnetického poydran ion uéitého m/z (tzv. matésky
ion), jeZ je nasledn tfizere fragmentovan v kolizni cele. Vzniklé fragmentovaiuity
(dceinné ionty) jsou podlem/z rozckleny v druhém magnetickém analyzatoru a nasledn
detekovany. Vhod#Si pro spojeni se separdmi metodami je systém sgemi kvadrupoly,
kdy prvni z nich slouzi pro v¢p matéského iontu, do druhého kvadrupdlu slouzi jako
kolizni cela praizenou fragmentaci matkého (prekurzorového) iontu a skenovaniatitho
kvadrupdlu se rozdi vzniklé dceéinné ionty. Pro uteni strukturni analyzy velkych molekul
byly vyvinuty hybridni systémy vyzrajici se vysokym dosaZitelnym rozliSenim a vysokou
citlivosti, jez jsou vhodné pro spojeni s kapaljymovchromatografem [49].

2.12.5.1LC/MS? a flavonoidy

Popis od&peného iontu ze struktury flavonoidu g¢&li navrzenou nomenklaturou.
V pozitivnim rezimu jsou ionty vzniklé rozgtenim dvou vazeb C kruhu zakladni struktury
flavonoidi (flavan) oznaovany "A* a "'B*. lon A obsahuje A-kruh, ion B zase B-kruh,
indexyi aj vyjadiuji rozSepené vazby na C-kruhu. ipact negativniho ionizéniho modu
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se dc#iné ionty zapisuji v podab”A™ a''B". lonty, z jejichz molekuly se odétila X ¢ast,
jsou oznaovany jako fA: — X] a ['B+— X] [7].

Velky vyznam m& hlawhopana Diels-Alderova reakce, také zvand retro Dieldetbva
reakce (RDA), ktera d¥e nastat v Sestennych cyklickych strukturach obsahujicich dvojnou
vazbu a vyZadujeipmistni tii elektronovych pdrv cyklickém kruhu. Dojde k roz&peni
dvou o-vazeb a vzniku dvourvazeb. Bylo zji&no, Ze zfisoby fragmentace jsou témn
nezavislé na ionizamim rezimu (ESI a APCI) a typu pouZzitého analyaat@rojity kvadrupadl,
iontova past) [7, 60].

Samotna Diels-Alderova reakce vede k syntéze cdmstiych kruli z acyklickych
prekurzofi. Takto vznika nafp reserpin vyuzivany v klinické praxi k clé& hypertenze,
cholesterol, morfin, kortizol, prostaglandiny, vitan B a dalSi. K vyznamnym reakcim tohoto
typu pati také reakce 1,3-butadienu (dien, systénttgeni trelektrony) a anhydridu
kyseliny maleinové (dienofil, systém secdvatr-elektrony). Bhem reakce vznikaji dwmnové
o-vazby na ukor dvourvazeb dienu a dienofilu. &Sinou jsouo-vazby sil€jSi nezm-vazby,
takZze adukt je energeticky vyhaijdi. Fresto Diels-Alderovy reakce obvykle pamezi
reakce vratné [7, 56].

» Fragmentace flavonoidi v pozitivnim maédu (PI)

RDA $@peni dava vzniknout*A* a '°B* iontim a je nejdleZitgjsim zpisobem
fragmentace pro flavanony, flavony a flavonoly, @skytuje se také u isoflavanU prvnich
tif uvedenych je nejvyznangsim iontovym produkteni>A*. Objevuiji se ale 1°B* ionty,
které jsou znamy jako rozpoznavaci ionty pro flaguo8loweniny s methoxy substituenty
vykazuiji relative malou RDA fragmentaci. U flavana flavonot je bizné Sépeni 0,2 vazby
C-kruhu. Takto vzniklé>?A* ionty signalizuji pitomnost flavonal, protoZe toto &peni
molekuly nevykazuji zadné jinédy flavonoidi. Zajimaveé je, Ze ionty vigledku 0,2 &peni
nejsou patrné v zaporném rezimu (NI). Vyjiné& miZze byt zaznamenanoépeni vazeb 0,4
a 1,4. Még charakteristické fragmenty, které se vyskytuji &Swy flavonoidi, vznikaji
ztratou vody (18 Da), skupin CO (28 Da);HzO (42 Da) a postupnou ztratou vody
a CO (46 Da) [7].

» Fragmentace flavonoidi v negativnim modu (NI)

RDA $&peni 1,3 vazby C kruhu je nejvyznagjiiim $&penim v NI i Pl reZimu. lonty°A”

a 1B jsou S¥pnymi produkty mnoha flavonoid V hmotnostnich spektrech flavosol
kaempferidu, eriodyctiolu, morinu, kvercetinu a mreetinu a prenylovanych flavondgid
(8- a 6- prenylnaringeninu) byly’A™ nejvice se vyskytujicimi fragmentovymi ionty, dyuhi

a genkwaninu bylo docela malé (1-10 %) ainapempferol nevykazuje Zadnou tvorbu RDA
iontd. Tyto vzajemné odliSnosti pragabdobré odrazeji rozdily v nastaveni experimentu
a provoznich podminkach [7].

Dalsi typ Stpeni vede ke vznikf*A™ a®*B” fragment. Fxi studiu 14 isoflavod, flavoni
a flavanor byly °*B" pozorovany u isoflavan daidzeinu, genisteinu. Identické fragmenty
byly zjisteny i u rekterych flavord [7].

%4A" a °“B” fragmenty byly pozorovany v relatisnmalém mnoZstvi u vSechid
flavonoidi. Fragmenty“A” byly potvrzeny pro kaempferol, apigenin, kvercekiaempferid,
eriodictyol, naringenin a isosakurametingg&ni isoflavof vede hlavas ke vzniku °“B°
iontd, u flavoni jsoucastjsi ionty®*A” [7, 61].
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Dochazi také ke &beni vazeb 1,2 a 1,4 C-kruhu. Vedlgp&ni Gznych vazeb C-kruhu,
probihaji v NI rezimu navic i jiné fragmentace [7].

Obr. 14: Mozné fragmentace flavongidpisobené gpenim vazeb C-kruhu. (A) v Pl i NI modu:
(Al)1a3,(A2)0a4. (B) v Plmodu: (B1) 0 d&2) 1 a4. (C) v NI modu: (C1)0a 3, (C2)1a2,
(C3)1a4,(C42a4][7]

2.12.6 Prehled dosavadnich postufp pozivanych u analyzy flavonoid piva metodou
HPLC/MS

S ohledem na schopnost fenolickych lateksgivat spolu s proteiny k tvatbzékalu
V pivu, je v pivovarnictvi velky zajem o vyvoj metopomoci kterych by bylo mozné stanovit
piesnou koncentraciéthto latek. Pedchazet vytvieni zdkalu je mozné sniZzenim obsahu
polyfenoli pomoci PVPP nebo také snizenim obsahu proteachycenim na silikagelu.[70]
Problémem u redukce obsahu polyfénf@ skuténost, Ze tyto latky ispivaji k chiiovym
vlastnostem piva, jsou nositeli sviravé a ikéo chuti. Navic bylo zji$ho,
Ze dihydroxypolyfenoly zpomaluji oxidaci pivéimz @ispivaji ke zlepSeni cliavé stability,
zatimco trihydroxypolyfenoly mohou oxidaci piva ezhyit. Proto chdova stabilita zavisi
na relativnim zastoupenédhto dvou skupin polyfendl V literatule se nachézeji velmi
rozdilné hodnoty koncentraci jednotlivych flavongichegastgji ziskané prosednictvim
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HPLC [14, 69, 73]. Vyrazh se odliSuji také hodnoty celkovych polyfeina celkovych
flavonoidi stanovené spektrofotometricky. Identifikace pohyg v pivu se provadifadu let,
avSak stale je v této oblasti velky prostor provam a dalSi metodicky rozvoj. Nejede
se vyuzivaly techniky HPLC s UV-VISi elektrochemickou detekci, nasledovala detekce
hlavnich slodenin 1H NMR a hmotnostni spektrometrii [74, 75,.76¢chnika HPLC/MS
je aplikovana na identifikaci polyfenole sladu a pivu pouhyctekolik poslednich let [70]

Obsahem prenyflavonaid a hdakych kyselin weskych pivech se zabyvala studie
vyuZzivajici jako analytickou metodu HPLC/APCI/MStvRi separéni metoda vyuzivajici
Purospher Star RP-8e kolonu a gradient vodnéhmkaozacetonitrilu obsahujiciho 0,3 %
kyseliny mraveni byla optimalizovana pro separaci malo polarnicblyfenolickych
slowenin, zatimco druhd kolona Zorbax SB-CN byla p@ufia vice polarni slganiny
obsazené v chmelu a pivu. Bylo vyzkouSena i mobifiie methanol:voda gigdavkem
kyseliny mraveni. Poskytovala ale horsi rozliSeni a prodluZzovalhwlanalyzy ve srovnéni
s mobilni fazi s acetonitrilem na vSech testovarkabnach (Ultracarb ODS, Purospher Star
RP-8e, Zorbax SB-CN). Kroén hmotnostni spektrometrie a tandemové hmotnostni
spektrometrie byla vyuzita i UV detekce. APCI spakt kladného i zaporného modu byla
sttZejni k jednozn&nému uéeni molarnich hmotnosti polyfenolickych steain. Informace
o struktde €chto latek byly ziskany vyuzitim metody APCI/MS/M&dy dochazi
k charakteristickym neutralnim ztrataddsti analyzovanych sléenin. Tato spektra maji
zasadni rysy, které je mozné pouzit pro identifikapecifickych funknich skupin
v neznamych analozich polyfedolNagiklad ztrata fragmentu prenylu {8s, Am/z 56)
potvrzuje pitomnost jedné nebo dvou (v zavislosti nac¢mén Mr) prenylovych skupin
v molekule. Autdi uvadkji, Zze ESI/MS/MS spektra jsou sice podobna, aletiraii zastoupeni
fragment je nizsi a citlivost horsi [53].

Ve studii se poddo detekovat 49 malo polarnich a 37 poléarnich &min. Slodeniny
byly identifikovany na zaklad molarnich hmotnosti, fragmentace, rét@oh casi a take
UV spekter. Kvantifikace prenylflavonaida hakych kyselin podobnych xanthohumolu byla
provedena pomoci APCI/MS a UV detekce¢ ofietody poskytly srovnatelné vysledky. Bylo
zjisttno, Ze nejniz8i obsah polyfenolickych <glenin  maji nealkoholicka piva,
zatim co nejvySSi koncentrace byla rkéema uceskych lezak, které jsou charakteristické
hoitkou chuti, takZze se vysledky analyzy shoduji smotgptickymi vlastnostmi piva.
Zvlastnosti byly dvatizné druhy piv od jednoho vyrobce, u kterych bys@n stejny profil
polyfenoli. Studie se zabyvala také &mou obsahu polyfenolickych sléenin kEhem starnuti
piva. Bylo zjiS€no, Ze absolutni mnozstvi polyfeadtlesa, pravépodobr kvili oxidacnim
reakcim.[53]

Flavodoidy v pivu se vyskytuji jako volné molekwdynebo vytvéeji polymerni struktury.
Callemein, Guyot, Collin ve své studii popisuji prwyuZiti thiolyzy gizpisobené metad
RP-HPLC-ESI(-)-MS/MS pro analyzu volnych a vazanyiavonoidi v pivovarnictvi. [61]
Proanthokyanidinové frakce byly ofldny pomoci NP-HPLC-UV i 280 nm, kdy byly
odebirany kazdou minutu pomoci automatickéhocmédo kolektoru. Takto ziskané frakce
byly zkoncentrovany vysuSenim a poté rozpagtve 2 ml metanolu. Thiolyza byla
provedena smichanim 40 vzorku, 40l metanolu obsahujiciho 3,3% HCI (v/v) a gD
toluena-thiolu (5% v/v v metanolu), ktery&ii C4 — C8 vazbu mezi jednotkami. Pro Uplnou
depolymerizaci byly experiment&nzvoleny podminky 30 minut inkubaceri p40 °C,
po kterych nasledovalo 10 hodin stanifi plaboratorni teplat Metoda
NP-HPLC-ESI(-)-MS/MS byla vyuzita pro kvantifikaaiizolaci frakci monoméraz trimefi
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ziskanych z extraktu piva o&ldnim na Sephadexu LH20 (aceton/voda (70/30, vIDQ)Si
data byla ziskana s&asnym snimanim UV-VIS detektorem. Hmotnostni spekétr
vyuzival ionizace elektrosprejem &tihv pozitivnim modu. Analyzou extraktu piva metado
HPLC/MS bylo potvrzeno, Ze v pivu jefitpomno velké mnoZzstvi diméra trimen
proanthokyanidi. Bylo také zji&no, Ze ¥tSina dimet jsou prokyanidiny B3
(2 katechinové jednotky), zatimcd@tsina trimeté jsou prodelphinidiny (katechin na konci
jednotky a gallokatechiny nebo katechiny jakbppjené jednotky). MS chromatogramy
neukazovaly zadné stopy tetraiherani pentameér Navzdory chybjicim pikim,
které by odpovidaly oligomém, byl na z&kladl vysledki S&€peni polymernich struktur
stanoven stupe polymerizace kolem Sesti jednotek. Piky fenolidkyg/selin pozorovany
nebyly a gkolik pika se naopak nepotil identifikovat. Hlavni¢ast polymei je ale sloZena
z komplexu nedefinované struktury, ktera se nedagratkovat toluer-thiolem.
ziskana data umaajici rozliSit mezi jednotlivymi typy piv na zakladobsahu hlavnich
polyfenoli. Jedna se fpdevSim o vyskyt prodelphinidinu B3, katechinu,laadtechinu,
fenolickych kyselin, ale také dvou neidentifikovahyslowenin, které se podiéo odstranit
pomoci PVPP [62].

Kvalifikovat i kvantifikovat volné a vazané fendiié slogeniny, z nich pedevSim
fenolické kyseliny, mla za cil i studie, kterou publikovali Nardini a i&élli [5] . Jejich studie
ieSi problem se ztratowkterych fenolickych kyselin a dihydroxyderivdbéhem alkalické
hydrolyzy. Pro kyselinu kdvovou a sinapovou bylyotytraty odhadnuty na 67 a 36 %
pocateni hodnoty. B kyselé hydrolyze jsou ztraty je€StramatétejSi. Tato skuténost byla
vyieSena fidavkem Kkyseliny askorbové (1% wi/v), silného antlantu, a kyseliny
etylendiamintetraoctové (10mM), chelatoru k&ovk 2M NaOH. PRed hydrolyzou,
ktera probihala po dobu 30 minuti 80°C, byla ke vzorku jako vrfiti standard fidana
kyselina isoferulova ki ovéreni vysledk. Nasledovala Uprava na pH 3 kyselinou
chlorovodikovou s fiddavkem NaCl a extrakce ethylacetatem. Organické fyla vysuSena
a pevny zbytek byl rozpust v methanolu. f¢d HPLC/ECD byl vzorek iedkn pufrem.
Pro srovnani ziskanych hodnot byly analyzovany taéydrolyzované vzorky piv a vzorky
bez gidavku kyseliny askorbové a EDTA. N&mna data byla kvantifikovana pomoci
kalibratnich Kivek. Po alkalické hydrolyze, kterd uvolnila vézafenolické kyseliny,
byl zaznamenan vysSi obsah kyselin 4-hydroxyfengigs vanilinove, kavové, syringove,
p-kumarové, ferulové, sinapovimz bylo dokazano, zetsina fenolickych kyselin se v pivu
nachazi ve vazané founps].
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3 CILE PRACE

PredloZzena prace navazuje n#&eqichozi studie a je za&iena na analyzu vybranych
aktivnich latek fenolické povahydeskych pivech a pivech zahrami vyroby. V ramci prace
byly feSeny nasledujici dil koly:

» ReSerse - specifika sloZeni a technolagiského piva, ighled moZnosti stanoveni
flavonoid a dalSich aktivnich latek.

» Optimalizace metod analyzy individualnich fenolickylatek v pivu metodou
gradientové HPLC/PDA a on-line LC/MS.

* Analyza flavonoid a dalSich charakteristickych aktivnich latekeském pivu a v
pivech jiného typu.

* Vyhodnoceni vysledka diskuse.
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4 EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Material a pristrojové vybaveni

4.1.1 Standardni chemikalie

(x)-Naringenin approx Sigma-Aldrich (SRN)
(-)-Katechin Sigma-Aldrich (SRN)
Epikatechin gallat Sigma-Aldrich (SRN)
Epikatechin Sigma-Aldrich (SRN)
Kaempferol, >96% BioChemika'R)
Katechin gallat Sigma-Aldrich (SRN)
Kvercetin dihydréat, 98%, HPLC Sigma-Aldrich (SRN)
Kyselina ferulova Sigma-Aldrich (SRN)
Kyselina gallova Sigma-Aldrich (SRN)
Kyselina chlorogenova 95% Sigma-Aldrich (SRN)
Kyselina L-askorbova Sigma-Aldrich (SRN)
Luteolin Sigma-Aldrich (SRN)
Morin hydrat Sigma-Aldrich (SRN)
Rutin hydrat, 95% Sigma-Aldrich (SRN)
4.1.2 Chemikalie pro MS
Methanol pro HPLC LachNefR)
Acetonitril pro MS ULC/MS, Biosolve (Holandsko)
Kyselina octova pro MS Biosolve (Holandsko)
Acetonitril pro HPLC LachNer(R)

4.1.3 Ostatni chemikéalie

Folin-Ciocaltauova@inidlo RNDr. Jan Kulich

Uhli¢itan sodny p.a. LachNe€R)

Kyselina chlorovodikova p.a., 35% Lachera#R]

_Total Antioxidant Status kit" Randox Laboratoriesl L(USA)

Ostatni pouzité chemikalie byly vesstistoty p.a. a byly ziskany odinych dodavatél
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4.1.4 Soustava HPLC/MS

Pumpa MS Pump Plus Finnigan SURVEYOR (USA)

Termostat LCO 101, Column Oven

PDA Plus Detektor Finnigan SURVEYOR (USA)

Hmotnostni spektrometr LCQ Advantage MAY, Thermorfigan (USA):

» elektrospray ionization (ESI)
e jontrap (IT)
» software Xcalibur

4.1.5 HPLC kolony
Restek Ultra Aqueous C18, 5, 250x4,6 mm, Fishezr8ific (USA)
Kinetex HILIC 100A, 2,6im 150%x4,6, Phenomenex
Kinentex C18 100A2,6 um, 150x%4,6, Phenomenex

4.1.6 Ostatni pristrojové vybaveni

Spektrofotometr Heliod Unicam (VB)

Ultrazvuk PS02000 PowerSonic (SR)

Vortex Genius 3 IKA Vortex (SRN)
Vakuova odparka HB4 Basic HBA Labortechnik
Centrifuga U-32-R Boeco (SRN)

Analytické vahy Boeco (SRN)

Predvazky Kern 440-43 Ker@& Sohn GmbH (SRN)
Mikropipety BioHit Proline (Finsko)
Mikropipety Discovery (SRN)

Strikackovy filtr PROFIL 25 mm, PTFE, porozita Oy2n
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4.2 Analyzované vzorky piv

Polyfenolické latky byly stanovovany celkem ve 2brcich piv fiznych znaek a obsahu
alkoholu. Jednalo se o lahvova piteské (vzorek 1 — 21) a zahrémi produkce (vzorek
24 — 25). Lezak zri&y Zlatopramen byl zakoupen nejen v lahvi, ale taldechovce (vzorek

22). VSechna piva byla zakoupena&ziné obchodni siti.

Tabulka 1: Seznam analyzovanych piv

—

" Obsah L
Cislo o . Minimalni
vzorku Oficialni nadzev piva alkohqlu trvanlivost
(% obj.)
Swétla piva tradi ¢ni/vyéepni 10°
1 Bernard — sitlé pivo 3,8 16.4.2010
2 Branik s¥tly 4,1 24.4.2010
3 Budjovicky Budvar — sutlé vycepni pivo 4,0 17.6.2010
4 Cerna Hora — sitlé vygepni pivo 4,0 9.5.2010
5 Klasik — s¥tlé vycepni 3,8 25.7.2010
6 Kozel s¥tly 4,0 25.7.2010
7 Pardal — sitlé vycepni pivo 3,8 8.6.2010
8 Pirat 3,5 13.5.2010
9 Primus - s#tlé pivo 4,2 30.7.2010
10 Starobrno tradni 4,0 12.6.2010
11 Staropramen sty 4,0 31.5.2010
Piva tmava
12 Starobrn@erné | 38 27.6.2010
Swétlé lezaky/medium 11°
13 Bernard sétly lezak 11° 45 27.4.2010
14 Cerna Hora - Kamelot - stly lezak 4.8 10.5.2010
15 Gambrinus 11° Excelent 4.7 15.6.2010Q
16 Holba Serak 4,7 14.5.2010
17 Kozel 11° médium 4,6 13.6.2010
18 Pardal Echt stly lezak 4,5 8.6.2010
19 Starobrno medium 4,5 20.5.2010
20 Zlatopramen 11°sWly lezak 4,9 18.6.2010
Lezaky domaci produkce
21 Staropramen lezak 5,0 18.11.201
22 Staropramen leZak (plechovka) 5,0 7.12.201
Lezaky zahraniéni produkce
23 Heineken - sitly lezak 5,0 23.8.2010
24 Stella Artois - sitly leZak 5,2 11.7.2010

4.2.1 Zpracovani vzorki pro analyzy
Pro stanoveni celkovych antioxittdch paramefr a pivovarskych charakteristik byly
vzorky piva 20 min sonifikovany K¥i odstrargni oxidu uhlgitého. Pro stanoveni
pivovarskych charakteristik byly vzorky jé3tavic zfiltrovany pes skladany filtr.
Pro analyzu metodou HPLC/MS byly vzorky také 20 umisonifikovany. Pak nasledovala
v prvnim gipadt pouze filtrace vzorkuies mikrofiltr a ve druhém hydrolyza vzorku. Ta byla
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provedena 1M kyselinou chlorovodikovou. Na hydralyzavazovalaristupiova extrakce
ethylacetatem. Extrakt byl odigm na vakuové odparce dosucha a zbytek potredpayl
rozpusén v acetonitrilu a fefiltrovan gres mikrofiltr. Tento postup byl provéad pro extrakci
a zakoncentrovani polyfenolickych st@umin.

4.3 Celkové antioxida‘ni parametry

4.3.1 Stanoveni celkovych polyfenai

K 1 ml Folin-Ciocaltovuc¢inidlu ziedcnému vodou (9:1) byl fiddn 1 ml vody, 50ul
vzorku. Snés byla promichana a po 5 minutach stani dgm nasyceny roztok uliitanu
sodného. 15 minut po &vném promichani byla &ena absorbancefip750 nm.
Kalibracnim roztokem byla 0,6 M kyselina gallova.

4.3.2 Stanoveni celkovych flavonoid

Pro stanoveni celkovych flavondicdbyl pripraven 5 % roztok dusitanu sodného, 10 %
roztok chloridu hlinittho a 1 M roztok hydroxidudeho. 0,5 pkerstvého vzorku bylo
smichano s 1,5 ml vody a 0,2 ml roztoku NaNBo 5 minutach stani bylaigano 0,2 ml
roztoku AICk. Po promichani a¢gminutovém odstati bylofmano 1,5 ml roztoku NaOH
a spolu s 1 ml vody. Po 15 minutach bylaéfema absorbanceiip510 nm proti
fyziologickému roztoku. Kalibr&nim roztokem byl 1 M katechin.

4.3.3 Stanoveni antioxid&ni aktivity metodou ABTS

Pro stanoveni celkové antioxittd kapacity byla pouzita diagnosticka souprava [Tota
Antioxidant Status (TAS, Randox, USA). Stanoveniobprovedeno podle ipoZenych
pokyni vyrobce.

2 ul roztoku vzorku a 8ul deionizované vody bylo napipetovano do zuzenéekyv
a smichano s 0,5 ml chromogenu. Poté bylgifena absorbancefipvinové délce 600 nm
proti vzduchu. Ke sisi v kyvet bylo pridano 100ul substratu (peroxid vodiku) &gsré po
ttech minutadch byla @b mérena absorbance. Stejnym ugpbem byly prom&eny
i absorbance standardu (6-hydroxy-2,5,7,8-tetraaghehiroman-2-karboxylova kyselina)
a blanku, misto vzorku bylo pouzito iDdeionizované vody.

Dle pokyni vyrobce byl z rozdilu absorbanci standardu a hlarjpaiten faktor (vztah 1).
Ten byl vyuZit pro vypdet celkové antioxidani kapacity spolu s rozdilem absorbanci blanku
a vzorku (vztah 2).

koncentraestandardu
faktor = 1)
(AA blank- AA standarg
TAS(mmol/l) = faktor [{AA blank— AA vzoreK) )

4.4 Stanoveni pivovarskych parametifi a charakteristik
4.4.1 Stanoveni celkovych hikych latek (JH — jednotek hatkosti)

10 ml vzorku bylo zbaveno oxidu utiiého sonifikaci (20 minut) a pipetovano
do centrifugéani kyvety. Bylo gidano 0,5 ml 6 M HCI, 20 ml isooktanu &kwolik sklergnych
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kulicek (3 — 5). Kyvety bylyiepany 15 minut ip 20 °C na tepace a poté odstd’ovany
3 minuty @i frekvenci 3000 ot./min. Hi&ost byla vypdtena ze vztahu 3.

Jednotky hikosti (JH) = 50000A (3)

kde A je absorbance isooktanového extraktu vzorku2g5 nm mgfena proticistému
isooktanu [64].

4.4.2 Stanoveni isoslogenin

K 10 ml vzorku zbaveného oxidu utitého sonifikaci po dobu 20 minut bytigan 1 ml
3 M HCI a 20 ml isooktanu, sta byla tepana 5 minut nadpace. Po pti minutach stani
byla ot uréena absorbance isooktanového extrakiu 275 nm m&iena proticistému
isooktanu [64].

Isoslowsoiny =57,2[ A-59 (4)

4.4.3 Stanoveni skuténého a zdanlivého extraktu, obsahu alkoholu, stujovitosti a
skuteéného a zdanlivého prokvaseni

Vzorky piva (300 az 500 ml) byly temperovany na nolkdzni na teplotu 20 °C, zbaveny
oxidu uhliitého sonifikaci a fefiltrovany gres suchy skladany filtr pro zbaverding. Prvnich
asi 50 ml filtratu bylo vylito. Do destitai baiky bylo navazeno 100 g piva zbaveného oxidu
uhli¢itého, giddno 50 ml destilované vody, do zv&zZeriédiohy bylo dano 5 az 10 ml
destilované vody a poté bylo pivéeglestilovano. Destilace byla uk@ama po destilovani 85
az 90 ml (30 az 60 minut). Obsakeglohy byl dovazen vodou na 100 g. Relativni hastot
destilatu byla stanovena pyknometricky. Zbytek stii@ni baice, ktery #astal po
oddestilovani alkoholu, byl ochlazen na teplotu °D a dovazen destilovanou vodou na
puvodni hmotnost 100 g. Po promichani byla stanovetativni hustota roztoku ron
pyknometricky. Relativni hustota byla stanovenaeddl vytepaného vzorku piva (&p
pyknometricky). V pivovarskych tabulkach byly vydeny odpovidajici hodnoty
hmotnostniho zlomku extraktu [63, 64].

Relativni hustota destilatu, zbytku po destilazidanlivého extraktu byla vygtena podle
vztahu:

_Mm—m
A0 = ——, kde (5)

20/20 m, -m,
0001200 eveivnnnnnn. relativniustota
ML eeeeeeeeeeenennnns hmotnost prazdného pyknometry (g)
117 S, hmotnost pyknometru s vodou (g)
11 CYPUU hmotnost pyknometru s destilaterhytkem po destilaci nebo wgpanym

pivem ()

Ke zjiS€né hodnat relativni hustoty destilatu, zbytku po destilaebo vytepaného piva
byl vyhledan v pislusnych tabulkach [68] Udaj odpovidajici hmotnésu zlomku alkoholu
(Wa), hmotnostnimu zlomku skuteeého extraktu () nebo zdanlivému extraktie;.

47



Vysledky obou hmotnostnich zlork(Wa, Wh) a zdanlivého extraktukf) se uvadji v
procentech na @gvdesetinna mista.

Hmotnostni zlomek konveéniho extraktuWe — stupiovitost byla vypdétena podle
Ballingova vzorce:

_ (20665, +W,) (100
P~ 100+1,0665W,

, kde (6)

We hmotnostni zlomek konvéniho extraktu (%),
Wa., hmotnostni zlomek alkoholu (%),

|7 S hmotnostni zlomek skabt&ho extraktu (%),
2,0665....... koncenttai konstanta podle Ballinga

1,0665....... koncentéai konstanta podle Ballinga

nebo podle

p=2A+n+K, kde (7)
A, alkohol

[ I skutany extrakt

Koo, koreéni faktor pro danou hustotu uvedeny v pivovarskigdiulkach

Stupei prokvaseni byl vypgien podle vzong:

L - W, -E
Zdanlivy stupé prokvasent: P, = %.100 (8)
P
. - W, -W.
Skuteny stupe prokvaseni: P, =—F—".100, kde (9)
P
Pz zdanlivy stugeprokvaseni
Psiiiriieeee, skutény stupé prokvaseni
Ezoooriineen hodnota zdanlivého extrakt [64].

4.5 Analyza polyfenoki metodou LC/ESI-MS

4.5.1 Analytické podminky

Analyza vzork: piv probihala na Surveyor Plus LC systému od fifitmermo Finningan.
Tato soustava se sklada zdvojpistové MS pumpy abudovanym degaserem,
rozpoustdlové platformy, PDA (,photo diode array”) detekict hmotnostniho spektrometru
LCQ Advantage Max. PDA detektor dokaze snimat eborgni spektrum danou rychlosti
a navic umoituje ziskat hodnoty absorbancii pvice konkrétnich vinovych délkach
samostatéy Identifikace komponent vzoikbyla provedena na zékkadlat zaznamenanych
jak spektrofotometrickou, tak i hmotnostni detekgpiozitivnim modu. Jako mobilni faze byla
pro pozitivni mod vyuZita s#s acetonitrilu a 1% kyseliny octové ve ¥odxidavek kyseliny
octové do mobilni faze umbidje jednoduSSi ionizaci analytu na kladné ionty.
Byla testovana gradientovd i izokratick& eluce &kolika druzich kolon.
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4.5.2 Kalibrace metody LC/MS

Pred samotnym gfenim hmotnostnim spektrometrem je nutné provedbreal pistroje.
Dle pokyni vyrobce je vhodné ji provétpiiblizné kazdé i mésice v zavislosti na intenzit
meéieni [65]. Kalibrace se provadi pomoci vyrobcem daddch kalibranich roztoki, mezi
kterymi je zastoupen kofein (pro kalibraci je po#ti gimo komeéni roztok o koncentraci
1 mg/ml v methanolu), tripeptid L-methionyl-argiqyhenylalanyl-alanin acetat monohydrat
(MRFA) a proteinovy vzorek s kom#rim nazvem Ultramark (Thermo Scientifidedsni
téchto roztok bylo provedeno dleipoZzeného postupu. ¥l kroky kalibrace fistroje LCQ
Advantage Max probihaji automaticky podle nastavefdicim softwaru Xcalibur. #stroj je
nakalibrovan v okamziku, kdy veskeré kalidwadrovreé probchnou Uspsre.

Pouha kalibrace ifstroje je& nezarduje uspokojivé vysledky analyz. Je navic nutné
nastavit parametry analyzy tak, aby co nejvice vghaly struktie slogenin skupiny
stanovovanych latek a tedy odezva i citlivogstoje i snimani hmotnostniho spektra byla
co nejvyssi. K nastaveni optimalnich hodnot paraimgstroje dochazi postupnym kadm
detektoru na wity analyt. Red ladnim na cilovou skupinu sléanin je vhodné provést
ladéni pomoci vyrobcem dodavaného standardu reserpiownaladni péistroje na reserpin
jsou parametry detektoru nastaveny tak, aby byldmade wtitou snizenou citlivosti stanovit
vétSinu slodenin detekovatelnych danym typem ionizace.dnadtunning) pistroje probiha
automaticky po nastaveni v Xcalibur. Jeho vysledkg metoda (tune file) ulozena
v softwaru, kterd zahrnuje optimalni nastaveni ipata piistroje pro reserpin (Tabulka 2:
Ladici parametry pro reserpjn

Obr. 15: Molekula reserpinu
V dalSi fazi je nutné nastavit parametry analy4y &by co nejvice vyhovovaly struktu
skupiny stanovovanych latek a aby odezva i citlivpdstroje i snimani hmotnostniho
spektra byla co nejvyssi.

Tabulka 2: Ladici parametry pro reserpin

Parametr MS Kladny mod Zaporny mod
MnozZstvi suSiciho plynu [arb] 20.00 45.00
Napsti na kapilde ESI [kV] 5.00 4.00
Teplota na vstupni kapilé [°C] 250.00 250.00
Napsti na vstupni kapiie [V] 3.00 -11.00

Po naladni hmotnostniho detektoru na reserpin je si¢stij schopen #tit Siroké
spektrum latek, ale stale neni docileno uspokogivébeliSeni cilového analytu. Z tohoto
duvodu se fistupuje k dola#ni pristroje pomoci struktugnpodobné slokeniny, ¢imz se
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docili zvySeni citlivosti detekce. Pro detekci geholickych slodenin je mozné hmotnostni
spektrometr doladit na kyselinu chlorogenou, eg&hin ¢i rutin z divodu dobré odezvy
téchto latek v kladném i zaporném modu, ktera bylgtérja @i pilotnich pokusech.
Parametry analyzy jsou uvedeny v tabulkach 3 — 5.

Tabulka 3: Parametry pro lathi na kyselinu chlorogenovou

Parametr MS-ladici standard . S
. . Zaporny mod
kyselina chlorogenova
Mnozstvi susiciho plynu [arb] 45.00
Napeti na kapilde ESI [kV] 4.00
Teplota na vstupni kapil@ [°C] 250.00
Napeti na vstupni kapil [V] -47.00

Tabulka 4: Ladici parametry rutinu v zaporném maédu

Parametr Zaporny mod
MnoZstvi suSiciho plynu [arb] 45.00
Napsti na kapilde ESI [kV] 4.00
Napsti na vstupni kapii@ [V] -6.00
Teplota na vstupni kapilé@ [°C] 250.00
Tabulka 5:Ladici parametry pro rutin v kladném mddu hmotnitei spektrometru
Parametr Kladny mod
MnozZstvi suSiciho plynu [arb] 40.00
Napsti na kapilde ESI [kV] 5.00
Napsti na vstupni kapii@ [V] 40.00
Teplota na vstupni kapilé@ [°C] 250.00
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Cilem této diplomové prace je podrobna analyzafpoblickych latek jako potencialnich
markefi pro odliSeni piviizného typu a jovodu. Prace navazuje naepchozi studii [62] a
byla koncipovana jako screeningova studie, kterd zaaikol posoudit rozdily v obsahu
polyfenoli u piv deseti, jedenacti a dvanactistapych tuzemské i zahrami produkce.
Zamérem je také odhalit fgpadné rozdily v obsahu éahto latek u ceskych
a zahraninich piv, ktera se navzajem liSi vyrobni techndlogi

5.1 Stanoveni pivovarskych parametfi a charakteristik

5.1.1 Horke latky

V analyzovanych vzorcich piv bylo stanoveno celkowéoZstvi jednotek Hh&osti podle
EBC (kap. 4.4.1), kdy 1 jednotka EBC odpovid#lZné 1 mg hakych latek v jednom litru
piva. Dale byl wen podil isosloéenin metodou podle Kloppera (kap.4.4.2). Vysledné
hodnoty jsou uvedeny v Tabulka 8ysledné hodnoty celkovych Hosch latek a isoslogenin.
Hodnoty uvedené v tabulce éeplstavuji pimér ze dvou ndreni.

Tabulka 6: Vysledné hodnoty celkovychikyah latek a isoslaienin

.o Celkové L. Isoslouwteniny
Cislo L . wro2 iz Isosloweniny "y
vzorku Zkoumana piva horké latky (/] v horkych
[mg/] latkach [%]
Swétla piva tradi éni/vyéepni 10°
1 B 18,83 15,65 83.07
swtlé pivo
2 Bl 16,53 13.01 78.71
swétly
g | EUELEigE 15,90 12,29 77,29
swétlé vycepni pivo
4 B ICh 19,72 16,66 84.48
swtlé vycepni pivo
5 JNEELE 15,35 11,66 75.96
swtlé vycepni
6 ezl 2228 19,59 87.92
swvétly
7 e 18,30 15,04 82.16
swtlé vyéepni pivo
8 FIEL 15,02 11,28 7511
lehké pivo
9 FULITE 19,15 16,01 83.59
swtlé pivo
10 SIEUEIE 15 88 12.27 77.25
tradi &ni
11 SUEIODIEITER 19.42 16,31 8401
swetly
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Tabulka 6: Vysledné hodnoty celkovyclikdyah latek a isoslaienin - pokra@ovani

- Celkové . Isoslowteniny
Cislo L . wro2 iz Isosloweniny o
vzorku Zkoumana piva horké latky (/] v horkych
[mg/1] latkach [%]
Tmava piva
12 Starobrno 16,85 13,38 79,39
cerné
Swétlé lezaky/médium 11°
Bernard
13 swetly lezak 11° 25,13 22,85 90,93
Cerna Hora - Kamelot
14 svetly lezak 24,83 22,51 90,64
Gambrinus 11°
15 Excelent 24,30 21,90 90,12
Holba
16 Serak 14,57 10,76 73,90
Kozel 11°
17 médium 14,85 11,09 74,67
Pardal Echt
18 svitly lezak 15,78 12,16 77,02
Starobrno
19 médium 16,63 13,13 78,93
Zlatopramen 11°
20 svetly lezak 18,85 15,66 83,10
Lezéky domaci produkce
Staropramen
21 le3ak 21,20 18,35 86,57
Staropramen
22 lez4k (plechovka) 24,07 21,63 89,88
Lezéky zahraniéni produkce
23 Heineken 12,05 7,89 65,44
swétly lezak
24 Stella Artois 14,55 10,75 73,85
swetly lezak

52




Koncentrace

[mg/1]

30,00 -

25,00

20,00

15,00 f

10,00 f:

0,00

5,001 f;

o —

o

o
o

1

2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

Cislo vzorku

Graf 1: Hodnoty koncentraci celkovychkgch latek

Grafické znazoréni hodnot vypovida o vyrazném rozdilu wkasti mezi ceskymi a

v s

pivem Stella Artois. Nejvice kych latek obsahuji $ilé lezaky BernardCerna Hora
Kamelot a Gambrinus Excelent. Lezak Staroprameahvila plechovce se v Hasti mirre

liSi.
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Graf 2: Koncentrace isosl@enin
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Graf 2: Koncentrace isosloéenin zndzotiuje koncentrace isosléenin, na které je stejn
jako na celkové h#é latky nejbohatSi stly lezak Bernard a nejchudsi pivo Heineken.
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25,001
I I
20,00- I I I I I
il
10,00 I
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Koncentrace
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0,00
1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

Cislo vzorku

O Celkové haké latky B Isosloweniny

Graf 3: Zastoupeni isosléanin v hakych latkach

Ponery koncentraci celkovych flikych latek a isoslaienin znazatuje Graf 3:Zastoupeni
isoslowenin v hatkych latkach Procentuelni zastoupeni isosienin mezi hékymi latkami
(tTabulka 6:Vysledné hodnoty celkovych Hojch latek a isoslogenin) se pohybuje v rozmezi
65,44 — 90,93 %, coz dokazuje, zékust piva je zavisla pr&wna obsahu isoslganin, které
zahrnuji pedevsim isax-horké kyseliny a v mensi @ i nekteré dalSi derivaty taych
kyselin chmele ¥etre jejich oxida&nich produki.

5.1.2 Stanoveni podilu extraktu, obsahu alkoholu, stupovitosti a stupné prokvaseni

Za &elem analyzy pivovarskych parametrzodpo¥dnych za plnost chuti byl
ve zkoumanych vzorcich 11° a 12° piv stanoven skijtex zdanlivy extrakt, stujovitost,
skute&né a zdanlivé prokvaSeni a obsah alkoholu.

Stupiovitost piva vyjadena v procentech je procenticky obsah extrakitogni mladiny,
ze které bylo pivo vyrobenoigd zakvaSenim. Zdanlivy extrakt piva je extrakineteny
v tomto napoji pyknometricky po jeho zbaveni oxidinli¢itého. Skutény extrakt
je nezkvaSeny extrakt piva, ktery lze stanovit pyketricky po oddestilovani alkoholu
a doplreni destilovanou vodou natpodni hmotnost vzorku. Obsah alkoholu byl taktéz

e

snizuje ¢iselnou hodnotu extraktlCim vice alkoholu pivo obsahuje, tim nizsim je jeho

exktrakt. Proto je zdanlivy extrakt vzdy nizSi nextrakt skutény, nebd se n&fi v pivu
pouze zbaveném GO
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Mezi zdanlivym extraktem, skuteym extraktem, obsahem alkoholu v pivu a extraktem
puvodni mladiny jsou uiité vztahy, které zpracoval Balling do nauky o ritgci a vymezil
vyznam terminu prokvaSeni piva. Ziskané hodnoty jseedeny v Tabulka 7 a Tabulka 8

[68].

Tabulka 7: Pivovarské charakteristiky

Extrakt Obsah Prokvaseni
Zkoumana piva (hm. %) alkoholu | Stupnovitost (hm. %)
skuteény | zdanlivy | (obj. %) zdanlivy | skutetny
Swétla piva tradi éni/vyéepni 10°
Bellnile 2.59 1.96 3,60 9.66 79.71 73.1
swtlé pivo
Elrsils 2.79 1,83 3.65 9,95 81.6D 710
swetly
BUELDHIES) BT 2.86 1,89 3,62 9.96 81.0p 71,2
Swtlé vyéepni pivo
(CLEE felie) 2.47 1,87 3,69 9,71 80,75 74,5
Swtlé vyéepni pivo
Wesle 3,41 1.61 3,26 9,81 8358 65,2
swétlé vyéepni
Nerzel 2.04 1.66 3,52 9.84 83.14 70,1
swetly
ekl 2.08 242 3,49 9,83 75.37 69.4
Swtlé vyéepni pivo
Pirat
rat 2,52 1,90 2.78 8.03 76.33 68.6
lehké pivo
FUUTE 2.88 2.07 3,62 9,08 79,25 71.1
swtlé pivo
SEreons 3,01 2.08 3,36 9.61 78.35 68.6
tradi éni
SIEIEIETIE 2.68 1.88 3,71 9,95 8111 73,4
swvetly
Piva tmava
Starobrno ¢éerné 3,51 2,25 3,26 9,90 77,28 64 4
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Tabulka 8: Pivovarské charakteristiky

Extrakt Obsah Prokvaseni
Zkoumana piva (hm. %) alkoholu | Stupnovitost (hm. %)
skutetny | zdanlivy | (obj. %) zdanlivy | skutetny
Swétlé lezaky/médium 11°
Bernard
svtly lezak 11° 3,16 1,73 3,97 10,90 84,18 71,(
Cerna Hora -
Kamelot swtly lezak 3,02 1,57 4,08 10,97 85,69 72,4
Gambrinus 11° .
Excelent 3,05 1,62 4,09 11,02 85,30 72,3
Holba :
Serak 2,38 1,62 4,47 11,09 85,39 78,5
Kozel 11°
médium 3,28 1,95 3,93 10,94 82,18 70,(
Pardal Echt
svetly lezak 2,91 1,51 4,14 10,98 86,2p 73,5
Starobrno ]
médium 3,48 1,94 3,83 10,95 82,28 68,2
Zlatopramen 11°
svetly lezak 2,89 1,55 4,13 10,94 85,84 73,5

NiZe uvedené grafy (Graf 44odnoty skuténého extrakty Graf 5: Hodnoty zdanlivého

extraktu Graf 6: Obsah alkoholu v analyzovanych vzorcjctzobrazuji

uvedené v tabulkach 7 a 8.
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Graf 4: Hodnoty sku@ého extraktu

NejvysSi hodnota skutaého extraktu byla zji§ha pro pivo Starobrno médium (vzorek
19), nejnizSi pro pivo Branik. Skuteé extrakty jednotlivych vzotkse vzajema prilis nelisi.

56



3,00

2,50+

2,004

hm. [%

1,00 | |

1,501 |

0,50 ||

R

R

]

R

R

R

0,00

1 2 3 45 6 7 8 9 101112 13 14 15 16 17 18 19 20

Cislo vzorku

Graf 5: Hodnoty zdanlivého extraktu

e

Extrakt zdanlivy dosahuje nizSich hodnot nez skuteMezi piva s nejvyssim zdanlivym
extraktem pat swtlé vycepni pivo Pardal a jediny zastupce tmavych piv ditaro cerné.

7

NejnizSi zdanlivy extrakt ma Pardal Echtijet do skupiny jedenactistiapvych piv, ktera

vykazuje trend nizSich hodnot zdanlivého extraldna piva desetistujpva.
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Graf 6: Obsah alkoholu v analyzovanych vzorcich

Z Graf 5 a Graf6 miZzeme usoudit, Ze vzorky s vy3Sim obsahem alkohelpgi
s mensim zdanlivym extraktem.

V rdmci Zadosti o zapis podld. 6 odst. 2 n#zeni Rady (ESE.510/2006 o ochran
zemepisnych ozn&eni a oznéeni pivodu zenddélskych produkdt a potravin jsou jednotlivé
typy piv specifikovany takto [66]:
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Swtly lezak
* Pavodni extrakt mladiny 11,00 — 12,99 (% hmotnosti)
» Alkohol 3,8 — 6,0 (% objemu)
» Barva 8,0 — 16,0 (jednotky EBC)
» Horké substance 20 — 45 (jednotky EBC)
e pH41-438
* Polyfenolyl 30 — 230 (mg/l)

Swtlé vygepni pivo
* Pavodni extrakt mladiny 8,00 — 10,99 (% hmotnosti)
e Alkohol 2,8 — 5,0 (% objemu)
» Barva 7,0 — 16,0 (jednotky EBC)
» Hoiké substancel6 — 28 (jednotky EBC)
e pH41-438

Tmaveé vy¥epni pivo
» Pavodni extrakt mladiny 8,00 — 10,99 (% hmotnosti)
* Alkohol 2,6 — 4,8 (% objemu)
e Barva 50 — 120 (jednotky EBC)
» Horké substance 16 — 28 (jednotky EBC)
 pH4,1-48

Lehké pivo
» Pavodni extrakt mladiny max. 7,99 (% hmotnosti)
e Alkohol 2,6 — 3,6 (% objemu)
» Barva 6,0 — 14,0 (jednotky EBC)
» Horké substance 14 — 26 (jednotky EBC)
e pH41-438

Ve skupirg desetistupovych piv se v danych hranicich koncentracgkiioh latek (1 mg/l
odpovida 1 jednotce EBC) nepohybuji vzorky 3, 5,18, jsou mira nizSi (tabulka 6).
Pro stupiovitost a obsah alkoholu tradich vy¢epnich piv byly stanoveny nizsi hodnoty nez
uvadi vyrobce (tabulka 7), ale legislativhim poZddan se nevymykaiji.

Starobrnoterné coby tmaveé wepni pivo odpovida vySe uvedenym hodnotam, u lehkéh
piva Pirat je mira vysSi jen hodnota stipvitosti (tabulka 6, tabulka 7).

U switlych lezaki se stupovitost potSinou pohybuje mighpod poZadovanou hodnotou,
v daném intervalu se nachazésgy lezak zngky Gambrinus a Holba. Obsahy alkoholu u této
skupiny piv byl ve vSechifpadech nagien sice nizSi nez uvadi vyrobce, ale pohybuji
se v uvedeném intervalu 3,80 — 6,00 % obj (tabB8kaCo se tye hakych latek, pozadavky
splnily pouze vzorky 13, 14, 15, 21, 22 (Tabulkaw)pstatnich byly na#&ieny koncentrace
mirné nizsi.

Pozorované odchylky hodnot stiqvitosti a hakych latek jsou powrné malé a je mozné,
Ze se pohybuji v ramci chybyéteni. Tato vSak nebyla stanovena, @iz ngreni bylo
z ¢asovych dvoda provedeno pouze dvakrat a ziskané vysledky jscedery ve forra
pramérnych hodnot.

58



5.2 Vysledky stanoveni skupinovych parameti fenolickych latek

Do této skupiny analyz se spektrofotometrickou kigitbylo z&azeno stanoveni celkovych
polyfenoli, celkovych flavonoid a celkové antioxidmi aktivity (kap. 4.3). Tato sériedifeni
piedchazela experimemmh zangrenych na identifikaci a kvantifikaci polyfenolickydatek
a stanoveni rozdilv jejich obsahu utiznych tym piv pomoci moderniho instrumentalniho
vybaveni HPLC/MS.

5.2.1 Celkové polyfenoly a flavonoidy

Ke stanoveni celkového obsahu polyféndbyla pouzita vSeobeé&n dopordovana
a pouzivana fotometricka metoda s Folin-Ciocaltguo¥inidlem (kap. 4.3.1). Standardem
byl 0,6 M roztok kyseliny gallové.

V nekteré literatiie se uvadi, Ze koncentrace celkovych polyfeénolleZzacich se pohybuiji
mezi 100-180 mg/l [14]. Jini auto[73] vSak prezentuji hodnoty ziskané metodou
s Folin-Ciocaltauovymc¢inidlem jako rkolikanasobs vysSi (270-600 mg/ml). Data
nantiena pro tuto diplomovou praci jsou uvedena v Tab@lka 10. U sitlych konzumnich
piv se koncentrace polyferiopohybuji v rozpti 272 — 436 mg/ml, u jedenactistiqvych
v rozpsti 331— 475 mg/ml, lezaky obsahuji 278 — 443 mgiatyfenoli a u jediného zastupce
tmavého piva bylo nadieno 370 mg/ml polyfenal Podobnacisla ziskal také kolektiv
¢inskych ¥dci véele s Haifeng Zhao [69], ktery touto metodou ana cinska
i zahranéni piva, a dosf k hodnotdm pohybujicim se mezi 152-339 mg/ml. iy
se shoduji u piva Heineken (viz. Tabulka 10), prerd literatura uvadi hodnotu pohybuijici
se kolem 320 mg/ml [69]. Data ziskana touto metodeedena v jinych zdrojich [62, 67]
se velmi blizi hodnotam dle Kasa[14]. Divodem &chto rozmanitych udajje fakt, Ze
popisovana metoda, i kdyZ je hgjnzivana pro napoje a rostlinné extrakty, neni ifipka
pouze pro fenolické sl@eniny. Proto vysledky mohou odrazet nejen obsakf@abli, ale
také produki Maillardovych reakci, gicitani a ostatnich latek s redtrkimi vlastnostmi.

Tabulka 9: Hodnoty koncentrace polyfehal flavonoid: u piv rniznych stupovitosti

o Koncentrace| Koncentrace e e
Cislo T : . flavonoidi z

Oficialni nazev piva polyfenoly | flavonoidy o

vzorku (Mgl (Mg polyfenoha

[ma/l]
Swétla piva tradi éni/vyéepni 10°

1 Bernard — sitlé pivo 432 +1 66 +0 15,27

2 Branik s¥tly 328 +2 36 +0 20,09

3 Budjovicky Budvar — s¥tlé vycepni pivo| 362 +3 44 +0 18,25

4 Cerna Hora — sitlé vygepni pivo 397 +1 57 +1 16,61

5 Klasik — s¥tlé vycepni 330 +4 30 +0 19,97

6 Kozel setly 377 £6 37 £0 17,51

7 Pardal — sitlé vycepni pivo 436 +4 53 +0 15,15

8 Pirat 272 £1 32+0 24,23

9 Primus - s¥tlé pivo 371 £8 45 +0 17,80

10 Starobrno tradni 368 £1 61 +1 17,95

11 Staropramen stly 324 +5 39 +1 20,35
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Tabulka 10: Hodnoty koncentrace polyfehalflavonoid: u piv riznych stupovitosti

o Koncentrace| Koncentrace 4 . 1o
Cislo o : : flavonoida z

Oficialni nazev piva polyfenoly | flavonoidy o
vzorku (Mgl (Mg polyfenoha

[mg/l]

Piva tmava
12 Starobrn@erné | 3709 | 91%2 | 17,83
Swétlé lezaky/médium 11°
13 Bernard sktly lezak 11° 418 +10 712 15,80
14 Cerna Hora - Kamelot - tly lezak 475 +2 66 +1 13,89
15 Gambrinus 11° Excelent 336 +8 41 +1 19,66
16 Holba Serak 352 +4 42 +1 18,76
17 Kozel 11° médium 3314 41 +1 19,93
18 Pardal Echt sty lezak 334 +1 65 +1 19,75
19 Starobrno medium 338 £12 82 +0 19,55
20 Zlatopramen 11°s¥ly lezak 421 +3 53 +1 15,68
Lezéky domaci produkce
21 Staropramen lezak 443 +4 108 +1 14,90
22 Staropramen lezak (plechovka) 440 £1 105 +2 15,00
Lezaky zahraniéni produkce

23 Heineken - sitly lezak 318 £2 71+2 20,78
24 Stella Artois - sitly lezak 278 £2 69 +2 23,75

Grafické znazoréni ziskanych udéajpiehledrt vyobrazuje Graf 7. Je patrné, Ze na zaklad
téchto hodnot neni mozné definovat rozdily mezi jelivymi typy piv, nebd@ i v ramci
swtlych a jedenéctistuvych piv se nachazi vyrazné vykyvy.
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Moznost objektivijSiho porovnani typ piv nabizeji piva jednoho vyrobce vyskytujici se
ve vice posuzovanych skupinach. Jsou to piva Beéramrna Hora, Kozel, Pardal, Starobrno
a Staropramen (viz. Graf 8).
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Graf 8: Porovnani hodnot celkovych polyfehalriznych tyg piv od jednoho producenta

Predpoklad, Ze piva vysSi stiugvitosti obsahuji $3i mnoZstvi polyfenolickych latek,
se na zaklatl metody vyuzivajici Folin-Ciocaltauoviinidlo ve wtSiné pripadi nepotvrdil.
Toto splnily jen piva zniky Cerna Hora a Staropramen.
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Graf 9: Porovnani lezdkdomaci a zahradhi produkce
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Od v3ech ostatnich vzarkse vyraza odliSovaly vzorky Heineken a Stella ArtoiSesky
lezak Staropramen dosahuje vyraxgssich koncentraci celkovych polyfe@iotoZ potvrzuje
skut&nost, Zeceskd piva jsou charakteristicka vySSim obsahem s&tginy latek [3].
Ve studii z minulého roku, ktera se zabyvala dvésagnovymi pivy domaci i zahratini
produkce [62], bylo stejnymi postupy zjigb, Ze se obsah celkovych polyfein®l ¢eskych
pivech pohybuje v rozmezi 166 — 216 mg/l,fippcE zahraninich zng&ek bylo stanoveno
rozmezi 124 — 168 mg/l. U vSech zahtamnth zngek byla tedy také zaznamenana menSi
koncentrace uvedenych latek.

Stanoveni celkového obsahu flavonioiolylo provedeno metodou vyuZivajici hlinitodl s
a dusitan (kap. 4.3.2). Standategstavoval 1 M roztok katechinu.

Namgiené hodnoty se u desetistopych piv pohybuji mezi 30-66 mgl/l,
u jedenactistuovych 41-82 mg/l, u dvanactistupvych pivceské produkce byly naffeny
hodnoty 105 a 108 mg/l a zahrami produkce 69 a 71 mg/l. Pro pivo tmavého typuabyl
uréena hodnota 91 mg/l. Konkrétni hodnoty jsou uvedeiabulka 9 a Tabulka 10 a jejich
grafické znazoréni vyobrazuje Graf 10.

Je ale iteba mit na &domi, Ze hodnoty jsou zkreslené obsahem latek usugidimi
vlastnostmi. Ze srovnani hodnot koncentraci polgfiera flavonoidi u tradénich vyepnich
piv (272 — 436 mg/l a 30 — 66 mg/l), u ledakl® (331 — 475 mg/l a 41 — 82 mg/l), lezaku 12°
Staropramen (443 mg/l a 108 mg/l) a lekak2° ze studie fedeslé (166-216 mg/I
a 79 —119 mg/l) [62] je mozné usoudit, Ze hodnailyfenoli jsou zkresleny mnohem vice,
neba nejvysSi koncentrace polyferiou lezaki 12° je je& niZzSi nez nejnizSi hodnoty
nantiené u piv vgepnich. Koncentrace flavodndid lezaki se napi¢c studiemi shoduiji.
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Graf 10: Vysledné hodnoty koncentrace celkovyalofiaidi

Z Graf 10:Vysledné hodnoty koncentrace celkovych flavonbide vycist trend fistu hodnot
koncentraci pro piva s vysSi stigyitosti. Resto ne vSechny jedenactistopa piva maji
vySSi koncentrace flavonaid nez desetistujpva.
Je tedyiteba porovnat pivaizného typu od jednoho vyrobce (graf 11).
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Graf 11: Vz4jemny poe¢nflavonoid: v riznych typech piv stejného producenta

Z tohoto grafického znazao¥ni je patrné, Ze s rostouci stawitosti piva roste i obsah
celkovych flavonoid. Stanoveni celkovych flavonaide zejm¢ porgkud specifétéjSi nez
stanoveni celkovych polyfenola zZejm¢ porekud Iépe postihuje zvlastnosti sloZeni piva.
Tento trend je potvrzen i Gdaji shrnutymi v nasjedm grafu (Graf 12:Pomér celkovych
flavonoidi a polyfenoli), ktery znazatuje, podil flavonoid na hodnat celkovych polyfenal.
Procentualni vyjéiekni v rozmezi
15,27 — 24,23 % je uvedeno v Tabulka 9 a TabulkaVEOsrovnani s ltskou praci, které
uvadi hodnoty kolem 50 % [62], je vytené procentudlni zastoupeni &manizsi, coz je
hlavre nasledkem zkresleni naienych koncentraci celkovych polyfefol

| pies lépe interpretovatelné vysledky je nutné i standcelkovych flavonoill posuzovat
S opatrnosti a povaZovat spiSe za origriteFotometrica metoda je malo specifickatiatu
neuplného fevedeni &chto latek do roztoku dhem extrakce a nerozliSovanfitpmnosti
volnych a glykosidicky vazanych forem (v extraktgsbu v fevaze glykosidy). Navic nelze
zcela eliminovat enzymatickou oxidaéchto latek, kterou se sniZzuje @ hydroxylovych
skupin [69].
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Graf 12: Ponar celkovych flavonoiéla polyfenal

5.2.2 Antioxidaéni aktivita

Polyfenolické latky jsou z&tSi ¢4sti zodpowdné za antioxidai vlastnosti piva a tedy
i za pozitivni @inky na zdravi (kap. 2.8.1.1). Progfani tohoto parametru byly vyuzity &v
chemické metody - ABTS a DPPH (kap. 2.10.1.1).¢ Qiati mezi metody nefmé,
coZ znamena, Ze vysledky nepostihuji s&oyeantioxid&ni potencial piva in vivo (po jeho
poziti), ale jsou mu pouze @mé. Metodou DPPH nebyly ziskany reprodukovatelné
vysledky, proto nejsou v této praci uvedenyivbdem je zejména interference barvy piva
s barvou radikalu DPPH. V tabulkdch 11 a 12 jsootguvedeny pouze hodnoty celkové

antioxidani aktivity ziskané metodou ABTS (kit Randox).

Tabulka 11: Ziskané hodnoty ABTS u prvni skupiny pi

Cislo Oficialni nazev piva SIS
vzorku [mmol/l]
Swétla piva tradi éni/vyéepni 10°
1 Bernard — sitlé pivo 1,53
2 Branik s¥tly 1,48
3 Budjovicky Budvar — s¥tlé vycepni pivo 1,42
4 Cerna Hora — sitlé vygepni pivo 1,32
5 Klasik — s¥tlé vycepni 1,33
6 Kozel s¥tly 1,75
7 Pardal — sitlé vycepni pivo 1,60
8 Pirat 1,32
9 Primus - s¥tlé pivo 0,45
10 Starobrno tradni 0,86
11 Staropramen sty 1,78
Piva tmava
12 | Starobrn@erné 2,16
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Tabulka 12: Ziskané hodnoty ABTS u prvni skupiny-giokraovani

Cislo Oficialni nazev piva acll
vzorku [mmol/l]
Swétlé lezaky/médium 11°
13 Bernard sktly lezak 11° 1,22
14 Cerna Hora - Kamelot - stly lezak 2,21
15 Gambrinus 11° Excelent 1,03
16 Holba Serak 1,25
17 Kozel 11° médium 0,57
18 Pardal Echt sily lezak 1,06
19 Starobrno medium 0,60
20 Zlatopramen 11°gtly lez4k 1,67
Lezaky domaci produkce
21 Staropramen lezak 1,60
22 Staropramen lezak (plechovka) 1,58
Lezaky zahraniéni produkce
23 Heineken - sitly lezak 1,95
24 Stella Artois - sétly lezak 0,54
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Graf 13: Nangrené hodnoty ABTS
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Hodnoty ABTS u analyzovanych vzdrkse pohybuji v rozmezi 0,45 — 2,21 mmol/l.
V dostupné literatte spadaji publikovana data ABT8hgizn¢ do tohoto intervalu [4, 30, 69,
70]. Fidler [30] dospl k zawru, Ze nejvySSi antioxidai aktivitu ze souboru vzotkma pivo
specialni 16° (pblizné 2,2 mmol/l) z dvodu vysSiho obsahu mladiny. Vysokou antioxida
aktivitu shledal také u tmavych piv, ktera jsou olyena odliSnym zZjsobem s vyuZzitim
jiného chmele a sladu. Lezaky aéta piva vykazuji dle této studiefiplizné stejnou
antioxid&ni aktivitu v zavislosti na vyrobci (v pméru 1,8 mmol/l). Nejmét antioxid&nimi
schopnostmi disponuji piva nealkoholicka, ktera @@ ostatnich [iSi technologickym
postupem.

K pomerné niz§im hodnotdm neZz Fidler d&sip vjiné studii [69]. Pro ¥tSinu
ze 34 analyzovanych vzarknantfili hodnoty pod 1 mmol/l. Najklad pivu Heineken
odpovida 1,13 mmol/l a Budvaru 0,73 mmol/l ABTS.r#an [4] uvadi pro 12 ° piva
antioxidani aktivitu kolem 2,2 mmol/l. U vysledk ABTS je vSak nutné brat do Uvahy
I metodu, ktera byla pouzita a podminky analyzizéagimé srovnani vysledkz niznych
studii m& sva omezeni.

Dle vysledk: predlozené prace nejvy3si antioxidaaktivitu vykazuje sitly lezak Cerna
Hora Kamelot, naopak nejmensg#@ pivo Primus. Potvrdilo se také tvrzeni Fied)em piva
tmavého typu vykazuji vysokou antioxiai aktivitu. V souboru desetistiipvych piv bylo
dosazeno stabi#jsich vysledk (u wtSiny vzorki se data pohybovala kolem 1,4 mmol/l),
u jedenactistufovych piv byly pozorovany ziaé vykyvy (0,57 — 2,21 mmol/l).
Pro Heineken byla natfena vysSi hodnota ABTS (1,95 mmol/l) nez je uvedemarySe
zminované literatie [69].

Je Zejmé, Ze k hodnétcelkové antioxiani aktivity prispivaji krong fenolickych latek
jese dalsi aktivni latky piva, pavadz trendy hodnot obou skupin parametejsou podobné.
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5.3 Optimalizace parametni MS detekce

Nejprve byla provedena kalibrace hmotnostniho detek dle pokyi vyrobce,
a to pomoci standardnich roztokofeinu, MRFA a srési Ultramark (kap. 4.5.2).

Po kalibraci pistroje byly parametry analyzy nastaveny tak, abynejvice vyhovovaly
struktue slokenin dané skupiny stanovovanych latek a aby odezithivost pristroje fFi
snimani hmotnostniho spektra byla co nejvyssi.upoym lagnim detektoru na ity analyt
(reserpin, kyselina chlorogenova, epikatechin,njutiosSlo k nastaveni optimalnich hodnot

parameti pristroje.

5.3.1 Stanoveni MS spekter reserpinu

Podminky analyzy jsou uvedeny v kapitole 4.5.2. doadbylo provedeno v kladném
I zaporné modu. Pouzitou mobilni fazi bylaésno sloZzeni methanol a 1% kyselina octova
ve vod v porreru 80:20 pro kladny mdd a sloZzeni methanol a 0,2886niak ve voé rovnez
v poneru 80:20 pro zaporny mod. Byla ziskana spektrazimech MS full scan a MS/MS
full scan po aplikaci kolizni energie 45 % pro kigdndd a 40 % pro zaporny mod.
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Obr. 16: Spektrum reserpinu-MS full scan, kladnymo

V kladném médu se reserpin zobrazuje jako kladrmy soMr 609,9, ficemz zvySeni
relativni molarni hmotnosti jetdledkem navazéni vodiku (protonace molekuly na N-H
skupire indolu) @i ionizaci. ProtoZze naboj vzorku je veétsine pripadi ionizace
elektrosprejem roven 1, je pémm/z ode&teny ze spektra roven molarni hmotnosti +1
v zavislosti na snimani kladnych nebo zapornychiion
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Obr. 17: Spektrum reserpinu-MS full scan, zaporiggd m
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V zdporném modu je reserpin ionizovan égéhim vodiku N-H skupiny na cyklu indolu,
ve spektru je tak patrny v podbbapori nabitého ionu s m/z 607,7 (obr. 17).
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Obr. 18: Spektrum reserpinu-MS/MS full scan,klaag

Po aplikaci koliznich energii na molekulu reserpibyly ve spektru opakovén
pozorovany $py 577,3; 448,2 a 397,%imz vyrobce deklaruje, Ze natad pristroje je
spravné (obr.18).
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Obr. 19:Spektrum reserpinu-MS/MS full scan, zaporny maéd

Ve spektru MS/MS full scan zaporného maédu byl pozén pouze jeden&t. Ode€tenim
jeho Mr od Mr parentalniho iontu byla ziskana hddnol5,5, ktera s nejtsi
pravdEpodobnosti znd odStpeni methylové skupiny favorizované v zaporném maodu
Methylova skupina, kterd se v zaporném modu &pisie vyzng&ena ve vzorci reserpinu
(obr. 20).
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OMe
Obr. 20: Molekula reserpinu s vyzfenou odstupujici methylovou skupinou [71]

5.4 Optimalizace podminek MS detekce fenolickych latek

Nalactnim hmotnostniho detektoru na reserpin bylo dooilemoZznosti nfit Siroké
spektrum latek. Pro zvySeni citlivosti detektoruanavy analyt byl pistroj dolagn pomoci
strukturré podobné sloteniny [72].

Ze skupiny polyfenolickych latek byla nejprve vybeakyselina chlorogenova, ktera je
doporwovana jako nejvhodisi pro nasledd provadné typy analyz, a také epikatechin a
rutin, ktery n€l nejlepSi odezvu ip chromatografické separaci. ProtoZze nebyl v kladrahi
zaporném modu pozorovan uspokojivy signal kysetihiorogenové, ri/z 355), byl pouzit
rutin, jehoz zaznam byl vyraZikvalitnéjsi.

Pomoci rutinu byla automatickym nastavenim v owéda softwarovém programu
Xcalibur prikazem Tune plus»> Control — Calibrate— Automatic vytvdena a uloZena
metoda s parametry uvedenymi v kap. 4.5.2 Tabulk&aSoptimélni byl zvolen kladny méd,
v némz byl pozorovan intenzivni a stdtyasiimolekularni ion rutinu en/z611,4.
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Obr. 21: Spektrum diglykosidu rutinu - MS full scladny mod

=

V literature je pro analyzu polyfenbltaké upednosiiovan pozitivni mod. Whittle uvadi,
Ze i kdyZz na zdporném moéduiage byt ziskana velmi dobra citlivostiifpmnost kyseliny
octové v mobilni fazi vede k produkci adiikd parcialg nabitych klastl, které komplikuji
interpretaci dat [70].

5.5 Chromatografické separace fenolickych slo€enin z piva

5.5.1 Testovani sloZzeni mobilni faze
Pfi optimalizaci podminek pro Uu8pnou separaci jednotlivych sk®nin byly
na chromatografickou kolonu aplikovany dvouslozkauébilni faze obsahujici viznych
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pomérech acetonitril a 1% kyselinu octovou nebo methaaol% kyselinu octovou.
Pti separaci cilovych analytbyla vyzkouSena izokraticka i gradientova eluceichZ se vice

oswdcila druhd jmenovana (viz. obr. Ryba! Nenalezen zdroj odkaa.,obr. 23).
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Obr. 22: Isokraticka eluce €erna Hora, acetonitril: 1% kyselina octova 50:50
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Obr. 23: Gradientova eluce - piwderna Hora

Tabulka 13 popisuje tvar gradientu a poynjednotlivych slozek mobilni faze, které jsou
pii analyze flavonoid nejvyhodrjsi.
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Tabulka 13: Schéma gradientu optimalizovaného ppagaci flavonoid

Casovy Usek Mobilni faz:1% HAc:AcN
1. Linearni gradient 3 min 60-57 % HAC:40-43 Y%NAC
2. Lineéarni gradient 20 min 57-55 % HAC:43-45 % AcN
3. Lineéarni gradient 10 min 55-45 % HAC:45-55 % AcN
4. l1zokraticky péitok 30 min 45 % HAc:55 % AcN

Zvolené nastaveni gradientové elucegsinstandard pak umoznilo postupnou separaci
fenolickych slodenin v realnych vzorcich. Na vstupu A gradientov&tepadla byla
davkovana 1% kyselina octova ve ¥pastupem D byl fivadén acetonitril. Eluce probihala
na kolorg Restek C18 Ultra Aqueougipratoku mobilni faze 0,4 ml/min. Analyza probihala
53 minut. U PDA detektoru byly sniméany absuorpspektra siemi nastavenymi vinovymi
délkami — 280 nm, 330 nm a 365 nm s frekvenci giemi 1 Hz.
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Obr. 24: Separace s#i standard pri zvolené gradientové eluci #ilad

5.5.2 Testovani typu chromatografické kolony

Kvili ovéreni schopnosti separovat cilové sleniny byla provedena pilotni &feni na
ttech kolonach, Kinentex C18 100A a Kinetex Hilic @abmenex) 100A a Restek (Hermo
Fischer Scientific). Na tyto kolony byly aplikovanyeskd i zahragni piva ftizné
stupiovitosti a separace probihala gradientovou eluagh.(6.5.1).
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Obr 25: PDA zadznamkolonaKinentex C18 100A — Zlatopramen lezak
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Obr. 26: PDA zdznam - Kolona Kinetex Hilic 100Alat@pramen leZzak
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Obr. 27: PDA zadznam - kolona Restek — Zlatopraleidk

Z PDA z&znamu (obr. 25-27) ttheme usuzovat, Ze kolony Kinetex Hilic s hydrofilni
stacionarni fazi nejsou vhodné pro separaci pobjfekych latek z piva. Tvar chromatogamu
v porovnani s chromatogramy ziskanymi na C18 kalbndbsahuji mnohem mérpika,
coZz znamenda, ze jednotlivé steminy nebyly uspokoj®& rozdleny. Z reverznich fazi
se pro vzorky piva Iépe o&Kila kolona Restek (obr.27).
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Obr. 28: Hmotnostni spektra — kolona Kinentex CA8AL, pivoCerna Hora Tas
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Obr. 29:Hmotnostni spektra - kolona Kinetex Hilic 100A opilerna Hora Tas
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Obr. 30 Hmotnostni spektra - kolona Restek, pilesna Hora

Na zaklad téchto spekter (Obr. 28, Obr. 29, Obr. 30) vyfiltrayah podlem/zvybraného
zastupce fenolickych latek (kvercetin, m/z 302,@/%)n¢z I1ze vyhodnotit kolonu Restek jako
nejvhodrjSi pro separaci flavonoid Ve spektrech ziskanych z dalSich dvou kolon g&&r.
obr. 29) je pozorovan vyrazny Sum, ktery zneinge identifikaci hledané sl@eniny.
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Obr. 31: Hmotnostni spektrum se selekci rutinu @1/2,5-611,5) — kolona Kinentex C18 100A,
pivo Zlatopramen 11°
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Obr. 32: Hmotnostni spektrum se selekci rutinu (61@,5-611,5) - kolona Kinetex Hilic, pivo
Zlatopramen 11°
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Obr. 33: Hmotnostni spektrum se selekci rutinu (810,5-611,5) — kolona Restek, pivo
Zlatopramen 11°

Nejlépe identifikovatelnym fenolem byl wiginy vzorki rutin [62], proto niZze poslouZzit
jako dalSi piklad pro porovnani vyzkouSenych kolon. @se potvrdilo, Ze ab kolony
Kinetex poskytuji méh uspokojivou separaci slozek nez kolona Restek.
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| kdyZz v chromatogramech kolon je pozorovan vyrapil, splyva s dalSimi dwna piky.
Kolona Restek umoznila ziskani ojeglé#ho vyrazného piku (obr. 33). Raud horSi
separace na kolonach Kinetexize byt zgisobena odliSnym z&nim (2,6 um) a odliSnym
charakterem stacionarni fazei@gtozZe jsou tyto typy kolon dop@avany jako pechod mezi
HPLC a UPLC, nejsouigjm¢ stejré vhodné pro vSechny typy matric.

5.6 Analyza obsahu polyfenal ve vybranych pivech metodou HPLC/ESI-MS

Vzorky piv upravené vySe popsanymagpbem (kap. 4.2.1) byly analyzovany metodou
on-line RP-HPLC/ESI-MS za podminek uvedenych v k&.2 (Tabulka 5) a kap. 5.5
(tabulka 13) se synchroéinpiipojenym PDA detektorem a on-line MS detekci. Byla
sledovana fitomnost i zfisob separacetiznych fenolickych latek vybranych na zakdad
dostupnch standaitch literatury.

5.6.1 Kvantifikace

Ke kvantitativni analyze je nezbytné mit k dispoadpovidajici standardy dostane
¢istoty. U dostupnych standardnich slemin byly chromatograficky zji8hy pislusné
retertni ¢asy a byla zrena jejich zavislost plochy piku na koncentracoxtoku mobilni
faze (tabulka 14) v MS spektrblodnoty byly zpracovany do grafické zavislosti, zéklad
regresni analyzy byly vygteny koncentrace ifiomnych antioxidarit v jednotlivych
vzorcich (kalibrani kiivky uvedeny v piloze¢.3). U lezaku Staropramen v lahvi a plechovce
nebyly shledany vyznandj$i rozdily, proto dale nejsou piva posuzovany &vla

Tabulka 14: Regresni rovnice dostupnych standard kvantitativni analyzu pomoci MS

Cislo Standard Regresni rovnice R
standardu
1 epikatechin y = 239585« + 219936 0,9969
2 katechin y = 176524+ 318194 0,9455
3 naringenin y = 3 998 89X 0,9976
4 luteolin y = 22155% + 302354 0,9991
5 kaemferol y = 395191x + 240325 0,9548
6 kvercetin y = 51498x 0,9850
7 morin y = 149486x 0,9945
8 rutin y = 3985992x+178878 0,9650
9 kys. ferulova y =16276x+684,29 0,9630
10 kys. chlorogenova y =13995x+26309 0,9843
11 kys. gallovi y =15059x -1261,17 0,9915
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Tabulka 15: Koncentrace danych séeain v analyzovanych vzorcich

GimErE e Epikatechin | Katechin [Naringenin | Luteolin | Kaemferol | Kvercetin
P [ma/l] [ma/l] [ma/l] [ma/l] [ma/l] [ma/l]
Swétla piva tradi éni/vyéepni 10°
Bernard
2 ¢ X X X X X X
swtlé pivo
Branik 0,837
; X X X X X
swvétly +0,041
Budéjovicky Budvar 0,722
- L X X X X x
swtlé vycepni pivo +0,022
Cerna Hora N 0,761 N 0,152 0,089 0,075
swtlé vycepni pivo +0,058 +0,021 10,025 +0,012
Klasik 0,830
z .z " X X X X X
swétlé vyéepni +0,015
Kozel N 0,965 o 0,132 0,165 8
Swétly +0,035 +0,052 +0,011
Pardal y 1,163 0,578 0,103 » »
swtlé vyéepni pivo +0,066 +0,012 10,025
Pirat 0,053
e X X X x X
lehké pivo +0,012
Primus 0,143
. X X X X X
swtlé pivo +0,031
Starobrno 0,801 0,100
a , X X X X
tradi ¢ni +0,088 +0,041
Staropramen 9 9 9 0,135 0,184 N
sweétly +0,041 +0,013
Piva tmava
Starobrno ¢erné X ilo’,loill X x X X
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Tabulka 16: Koncentrace danych séenin v analyzovanych vzorcich

Zkoumana piva Epikatechin | Katechin [Naringenin | Luteolin | Kaemferol | Kvercetin
[ma/l] [ma/l] [ma/l] [ma/l] [ma/l] [ma/l]
Swétlé lezaky/médium 11°
Bernard N 0,849 N » » N
swétly lezdk 11° +0,087
Cerna Hora - Kamelot y 1,098 0,134 0,184 0,114
swétly lezak +0,062 +0,011 +0,013 +0,025
Gambrinus 11° o 0,733 0,631 0,095 » 0,102
Excelent +0,074 +0,052 +0,012 +0,034
Holba 0,584 0,111 0,081
Ry X x X
Serak +0,069 +0,025 +0,017
Kozel 11° o 1,141 8 0,092 0,190 N
médium +0,115 +0,032 0,041
Pardal Echt 1,068 0,330
swetly lezak x £0,013 | +0,022 ) ) )
Starobrno N 1,205 0,492 N 0,060 N
meédium +0,014 +0,014 +0,028
Zlatopramen 11° 9 1,157 0,871 0,160 9 0,097
swetly lezak +0,012 +0,052 +0,023 +0,018
Lezaky domaci produkce
Staropramen N 1,048 0,268 0,146 9 0,119
lezak +0,120 +0,015 +0,056 +0,045
Lezéky zahraniéni produkc
Heineken 0,599 0,111
swetly lezak x £0,028 ) * ) £0,019
Stella Artois N 0,733 o » » 0,085
swétly lezak +0,101 1,022
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Tabulka 17: Koncentrace danych séeain ve vzorcich

. . Kyselina Kyselina Kyselina
L Morin Rutin , L 2
Zkoumana piva Mg/l Mg/l ferulova chlorogenova | gallova
[mg/l] [mg/l] [mg/l]
Swétla piva tradi ¢éni/vyéepni 10°
Bernard y 0,174 N » 0,532
swtlé pivo +0,012 +0,084
Branik 0,549 0,346 o 1,324 0,432
swetly +0,027 10,025 +0,052 0,101
Budéjovicky Budvar » 0,320 8 1,319 9
swtlé vyéepni pivo +0,085 +0,074
Cernéa Hora y 0,437 y 0,897 y
swétlé vycepni pivo +0,145 +0,095
Klasik y 0,152 0,789 1,311 0,474
swtlé vyéepni +0,055 +0,075 +0,152 +0,088
Kozel 0,556 0,372 N 2,106 0,264
swetly +0,018 +0,035 +0,077 +0,098
Pardal 9 0,451 N 1,860 0,695
swtlé vycepni pivo +0,048 +0,055 +0,074
Pirat 9 0,244 N 1,056 N
lehké pivo +0,025 +0,042
Primus 9 0,665 N 2,032 0,345
swtlé pivo +0,089 +0,085 +0,011
Starobrno 9 0,355 N 1,092 N
tradi ¢éni +0,088 10,014
Staropramen » 0,546 N 1,450 0,385
swvétly +0,074 +0,026 10,150
Piva tmava
Starobmo &ermeé » 0,256 0,815 0,865 1,455
+0,068 +0,069 +0,069 +0,114
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Tabulka 18: Koncentrace danych steain ve vzorcich

. . Kyselina Kyselina Kyselina
Ay Morin Rutin X , ,
Zkoumana piva Mg/l Mg/l ferulova chlorogenova | gallova
[mg/l] [mg/l] [mg/l]
Swétlé lezaky/médium 11°
Bernard 0,715 0,256 N 1,396 0,542
swétly lezak 11° 0,052 +0,095 +0,013 +0,066
Cerné Hora - Kamelot 0,613 0,406 9 1,245 0,549
sweétly lezak +0,074 +0,048 +0,074 +0,049
Gambrinus 11° 0,715 0,420 N 1,340 0,548
Excelent +0,044 +0,029 +0,089 +0,072
Holba 0,837 0,597 1,158 0,983 N
Serak +0,116 +0,068 +0,103 +0,062
Kozel 11° y 0,785 N 1,469 1,132
médium +0,147 +0,025 +0,122
Pardal Echt y 0,112 N 0,810 N
sweétly lezak +0,023 +0,066
Starobrno » 0,376 o 1,459 0,578
médium +0,059 +0,097 +0,053
Zlatopramen 11° » 0,431 o 1,194 0,529
swétly lezak +0,033 +0,014 +0,062
Lezéky domaci produkce
Staropramen 0,388 0,443 0,827 1,340 1,467
lezak +0,111 +0,081 +0,075 +0,023 +0,155
Lezaky zahraniéni produkce
Heineken » 0,420 o 0,804 0,280
sweétly lezak +0,027 +0,074 +0,085
Stella Artois 9 0,345 N 0,896 0,468
sweétly lezak +0,101 +0,064 +0,013

5.6.1.1 Hlavni polyfenoly piv

Ve vSech analyzovanych pivech byly detekovany anttfikovany fenoly rutin a kyselina
chlorogenova (az na &€ pivo Bernard), hog zastoupena byla také kyselina gallova
a katechin, zatimco zbylé fenolové latky (naringemiteolin, kaemferol, kvercetin, morin,
kyselina ferulova) byly fitomny jen v gkterych typech piv. Epikatechin se nepbida
detekovat v Zddném z analyzovanych piv.

Jako fenolickad slatenina, ktera se ve zkoumanych vzorcich vyskytujeejvyssSich
koncentracich, byla @ena kyselina chlorogenova. Jediny vzorek, u kter@m slodenina
detekovana nebyla, je Bernarctly lezak. Nejvyssi koncentrace kyseliny chlorogenbyly
Ve skupirg desetistupovych piv se nagiena data pohybovala mezi 0,897 — 2,106 mg/I,
u jedenactistugovych piv mezi 0,810 — 1,469 mg/l. Lezaky zah&ahprodukce vykazovaly
nizsi obsah kyseliny chlorogenové (0,804 a 0,896/)mgez lezak tuzemské vyroby
Staropramen (1,340 mg/l). Také v n&ké studii byla kyselina chlorogenova
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vyhodnocena jako nejkoncentrow@i fenolova latka u piweské i zahradni produkce,
jejichz koncentrace této sléeniny se od sebe nijak vyznaimnneliSily. Velmi
nizkymi koncentracemi se zde vymykala pouze pivaanBc a Staropramen nealko
(0,012 a 0,035 mg/l), ostatni dvanactisiopga piva se pohybovala v intervalu
1,562 — 2,381 mg/l [62].

DalSi velmi roz&enym polyfenolem dosahujicim pémeé velkych koncentraci je kyselina
gallovad. Jeji nejvysSi koncentraci obsahujesky lezak Staropramen (1,467 mg/l)
nasledovany tmavym pivem Starobrderné (1,455 mg/l). Nad 1 mg/l kyseliny gallové
dosahl jedt Kozel 11° médium (1,132 mg/l), u ostatnich vZoitato hranice fekratena
nebyla. Desetistufpva piva se pohybuji v intervalu 0,264 — 0,695 mgtlenactistuigova
vintervalu 0,529 — 1,132 mg/ml. Zahrami lezaky paily mezi malo bohaté na kyselinu
gallovou (0,280 — 0,468mg/l), coz se potvrdilo piedeSlych studiich, kde se pro piva
Heineken a Stella Artois uv§d hodnoty 0,045 a 0,725 mg/l [62]. Tato fenolickdwenina
nebyla detekovana u vzdrkBudjovicky Budvar, Cerna Hora sktla, Pirat, Starobrno
tradicni, Holba Serdk a Pardadl Echt. U dvanactistmych piv ¢eské produkce
analyzovanych v lkiském roce byly nasteny koncentrace 0,613 — 1,468 mg/l [62].
To znamend, Ze lezdky media a leZzadky obsahuji otEdwoncentrace kyseliny gallové.
yéepni piva dosahuji pékud nizsi koncentrace.

Ve vSech testovanych vzorcich byl stanoven rutiehod nejvy3si koncentrace byla
nantiena ve vzorku Kozel 11° medium (0,785 mg/l). Ostgedenactistufpova piva
dosahovala hodnot 0,254— 0,597 mg/l. Obdobnychéwmtnaci nabyvala i piva desetistigya
(0,152 — 0,665 mg/l). Lezakiyeské ani zahraémi produkce obsahem rutinu nijak nevynikaly
(0,345- 0,443 mg/l). Starobrnéerné obsahovalo jen 0,256 mg/l. V dostupné litéeatu
negresahla koncentrace ¢eskych lezacich 0,572 mg/l, zahrarii lezdky dosahuji obeén
nizSi hodnoty obsahu rutinu ve srovnagéskymi pivy [62].
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5.6.1.2 Katechiny

Katechin byl identifikovan u &Siny vzorki. Vyjimkou jsou s¥tla piva Bernard, Pirat,
Primus, Staropramen, u ostatnich piv této skupimy koncentrace pohybuji mezi
0,722 — 1,163 mg/l. NejvySSi koncentrace byla &@ma u piva Starobrno 11°média (1,205
mg/l), nejmensi u piva Holba Serak 0,584 (mg/l). nEentrace katechinu ostatnich
jedenactistupovych piv nabyvaji hodnot 0,849 — 1,157 mg/l. Zaltai lezaky dosahly
hodnot spiSe nizSich (0,599 — 0,733 mg/l) na razditleskych lezak (1,048 mg/l).

Obsah epikatechinu kolem 0,5 mg/l u leZgkk ceské tak zahraémi produkce [62]
se nepotvrdil, detekovat jej se nepiildeani v jednom z analyzovanych vzérk
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Graf 17: Obsah katechinu v analyzovanych pivech

5.6.1.3 Vzacrji se vyskytujici polyfenoly

Nejméré casto vzorky analyzovanych piv obsahovaly kyselirrulovou. Ta byla
detekovana pouze wyrech gipadech (Klasik, Starobrngerné, Holba Serak, Staropramen
lezak). Kyselina ferulova je nejspiSe zastoupemartilv leZzacich, nekibpti analyze tohoto
typu piv ¢eskych i zahragnich vyrobd@ byla tato slotenina detekovana v drtivétging
vzorki, a to v pordrné vysokych koncentracich (nad 1,5 mg/l) [62].
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Graf 18: Koncentrace kyseliny ferulové v analyzgednvzorcich

Naringenin je slotenina detekovana spise&eskych pivech, v zahrafmiich lezacich se ji
prokazat nepoddo [62]. Ve skupir analyzovanych vzotk byl naringenin nalezen v Sesti
pivech (Pardal sitly, Gambrinus Excelent, Starobrno medium, PardditEZlatopramen 11°,
Staropramen leZak) v koncentracich 0,268 — 0,87 mg
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Graf 19: Koncentrace naringeninu v testovanych eibr

Kaempferol byl detekovany v sedniiznych vzorcicherna Hora — sitlé vygepni pivo,
Kozel sw&tly, Primus - swtlé pivo, Staropramen &tly, Cerna Hora - Kamelot - stly leZak,
Kozel 11° médium, Starobrno medium), a to v pom dost nizkych koncentracich
(0,06 — 0,190 mgl/l).
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Graf 20: Kaempferol v analyzovanych vzorcich

U stejného p&tu vzorki byl stanoven i morin (Branik &tly, Kozel swtly, Bernard swutly
lezak 11°,Cerna Hora — Kamelot, Gambrinus Excelent, Holba ISeSdaropramen lezak).

N 1 e

NejvysSi koncentraci morinu do pivo Holba (0,837 mg/l), nejnizSi zase Staropeanezak
(0,388 mg/l). Tuto slateninu se nepodido detekovat v zahraémich pivech [62].
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Graf 21: Koncentrace morinu u stanovovanych vizork
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Nepili§ ¢asto se vyskytujicim polyfenolem, ktery byl stanover zahraninich pivech, je
kvercetin. Ve vzorcich dosahuje nizkych koncent(@g75 — 0,119 mg/l).
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Graf 22: Kvercetin v analyzovanych vzorcich

V podobnych koncentracich se vyskytuje i luteoladezeny v této studii v 11 vzorcich
(Cerna Hora — sitlé vygepni pivo, Kozel sitly, Pardal — s#tlé vycepni pivo, Pirat,
Staropramen stly, Cern4 Hora — Kamelot, Gambrinus Excelent, Holba ISek@zel 11°
médium, Zlatopramen 11°, Staropramen lezak). Luteolebyl stanoven ve vzorcich
zahranénich piv v letoSni ani v lgské studii [62].
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Graf 23: Koncentrace luteolinu v analyzovanych ey



5.6.1.4 Souhrnné hodnoceni nad#ienych dat

Na zaklad porovnani vySe uvedenych vyslédkiyskytu individuélnich flavonoid
v pivech se u &kterych minoritnich fenolickych latek (naringenimorin, kvercetin)
projevuje trendcasgjSiho vyskytu u jedenactistipvych piv nez u desetistiipvych.
Co se tye koncentraci vSech kvantifikovanych feinohejsou patrné vyrazné rozdily mezi
témito skupinami piv. VysSi hodnoty se tykaji az gixanactistupovych [62].

NejvyrazrgjSi rozdily ve srovnani siskou studii [62] se tykaji analyzy kyseliny feruéov
a epikatechinu. Kyselina ferulova byla &iv@&jSi praci z#azena mezi majoritni fenolické
sloweniny a epikatechin se v dosazenych koncentraciefiskytu v jednotlivych vzorcich
velmi podobal katechinu. VipdloZzené diplomové praci se ale negddaepikatechin
detekovat ani u jednoho ze vzorku piv a kyselimaléya byla zéazena spiSe mezi minoritni
fenoly. Divodem by mohl byt jednak objektivni rozdil ve sloZzanalyzovanych vzotkpiv,
ale nelze vylotit ani odliSnou odezvu hmotnostniho detektoru

V zahranénich vzorcich piv se v letoSni studii nepiliadetekovat naringenin, luteolin,
kaemferol, morin a kyselinu ferulovou. Tyto steminy tedy mohou bytifpadré vyuZity pro
uréeni autenticity¢eského piva. Kyselina ferulova byla navrzena uZzedeslé praci jako
marker autenticity, ale spiSe na zakl&gantitativnich rozdil nez kvalitativni specificity.

5.6.2 Kvantifikace dle PDA chromatogrami

Pro owfeni kvantifikace podle spekter vygenerovanych dtgtého m/z byla provedena
rovreZz kvantifikace na zékladchromatografickych dat ziskanych metodou PDA. Hxgn
byly opét zpracovany do grafické zavislosti a na zakleegresni analyzy (tabulka 19) byly
vypoéteny koncentrace ffiomnych antioxidarit v jednotlivych vzorcich. Regresni rovnice
pro epikatechin neni uvedena, protoZze tento pobffemebyl ve vzorcich detekovan.
Vypoétené hodnoty jsou uvedeny v tabulkach 20 — 23.

Tabulka 19: Regresni rovnice pro kvantifikaci di2A°

Cislo Standard Regresni rovnice R
standardu
2 katechin y = 306546x + 127427 0,9384
3 naringenin y =427304% -15217 0,9937
4 luteolin y = 186234x + 246099 0,9792
5 kaemferol y = 37083% + 99385 0,9128
6 kvercetin y =3810%+ 111212 0,9948
7 morin y=9704% + 197283 0,9624
8 rutin y = 3880 - 18400 0,9650
9 kys. ferulova y =1815( -2283,2 0,9519
10 kys. chlorogenova y = 1583& 0,9587
11 kys. gallovi y =15344 -917,9 0,9853
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Tabulka 20: Koncentrace polyferiol analyzovanych vzorcich

GimErE e Epikatechin | Katechin [Naringenin | Luteolin | Kaemferol | Kvercetin
P [ma/l] [ma/l] [ma/l] [ma/l] [ma/l] [ma/l]
Swétla piva tradi éni/vyéepni 10°
Bernard
2 ¢ X X X X X X
swtlé pivo
Branik 1,025
; X X X X X
swetly +0,056
Budéjovicky Budvar 0,987
- L X X X X x
swtlé vycepni pivo 0,035
Cerna Hora N 0,969 N 0,228 0,628 0,392
swtlé vycepni pivo 10,024 +0,023 +0,051 +0,014
Klasik 1,025
z .z " X X X X X
swétlé vyéepni +0,105
Kozel N 1,205 o 0,282 0,751 8
Swétly +0,065 +0,042 +0,032
Pardal y 1,358 0,895 0,209 » »
swtlé vyéepni pivo 0,072 +0,014 +0,032
Pirat 0,138
. X X X X X
lehké pivo +0,011
Primus 0,698
. X X X X X
swtlé pivo +0,027
Starobrno 1,101 0,493
a , X X X X
tradi ¢ni +0,098 +0,022
Staropramen 9 9 9 0,215 0,701 N
sweétly +0,032 +0,029
Piva tmava
G 1,329
Starobrno ¢erné X +0.054 X X X X
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Tabulka 21: Koncentrace polyferiol analyzovanych vzorcich

GimErE e Epikatechin | Katechin [Naringenin | Luteolin | Kaemferol | Kvercetin
P [mg/l] [mg/l] [mg/l] [mg/l] [mg/l] [mg/l]
Swétlé lezaky/médium 11°
Bernard N 1,099 o » » N
swétly lezdk 11° +0,057
Cerna Hora - Kamelot y 1,305 0,221 0,454 0,557
swétly lezak +0,089 10,024 +0,037 +0,015
Gambrinus 11° o 0,989 0,951 0,188 » 0,601
Excelent +0,042 +0,063 +0,032 +0,034
Holba 0,881 0,227 0,452
Ry X x x
Serak +0,087 +0,033 +0,028
Kozel 11° o 1,325 o 0,199 0,723 N
médium +0,085 +0,012 +0,017
Pardal Echt 1,248 0,574
- ~ 7 X X X X
swetly lezak 10,032 +0,031
Starobrno N 1,412 0,781 N 0,495 N
meédium +0,054 +0,014 +0,038
Zlatopramen 11° 9 1,298 1,171 0,274 9 0,388
swetly lezak +0,062 +0,074 +0,043 +0,027
Lezaky domaci produkce
Staropramen N 1,321 0,523 0,294 9 0,419
lezak +0,098 +0,035 +0,032 +0,023
Lezéky zahraniéni produkc
Heineken 0,905 0,502
il ~ 2 X X X X
swetly lezak +0,028 +0,022
Stella Artois 0,995 0,257
. vz X X X X
swétly lezak +0,087 +0,042
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Tabulka 22: Koncentrace polyferol analyzovanych vzorcich

: Kyselina :
. . Kyselina Kyselina
L Morin Rutin , chlorogenov ,
Zkoumana piva ferulova ; gallova
[ma/l] [ma/l] (mg/] a (mg/]
[mg/l]
Swétla piva tradi éni/vyéepni 10°
Bernard » 0,233 N » 0,621
swtlé pivo +0,023 +0,093
Branik 0,986 0,402 N 1,432 0,521
swétly +0,013 +0,021 +0,121 +0,098
Budéjovicky Budvar y 0,395 N 1,503 N
swtlé vycepni pivo +0,078 +0,078
Cerna Hora y 0,496 y 0,983 y
swtlé vycepni pivo +0,095 +0,065
Klasik » 0,227 1,416 1,452 0,602
swétlé vycepni +0,048 +0,081 +0,136 +0,107
Kozel 1,002 0,419 8 2,122 0,315
swétly +0,017 +0,035 +0,078 +0,073
Pardal y 0,501 9 1,906 0,721
swtlé vycéepni pivo +0,024 +0,148 +0,081
Pirat » 0,293 N 1,413 8
lehké pivo +0,019 +0,184
Primus » 0,692 N 2,139 0,429
swétlé pivo +0,081 +0,115 +0,103
Starobrno » 0,407 o 1,358 N
tradi &ni +0,026 +0,105
Staropramen 9 0,613 9 1,502 0,445
sweétly +0,068 +0,096 +0,123
Piva tmava
Starobmo &ermeé N 0,320 1,402 1,043 1,547
+0,057 +0,059 +0,051 +0,121
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Tabulka 23: Koncentracpolyfenoli v analyzovanych vzorcich

Kyselina Kyselina Kyselina
L Morin Rutin , chlorogenov ,
Zkoumana piva ferulova ; gallova
[ma/l] [ma/l] (mg/] a (mg/]
[mg/l]
Swétlé lezaky/médium 11°
Bernard 1,207 0,305 o 1,421 0,549
swétly lezdk 11° +0,021 +0,073 +0,085 +0,074
Cerna Hora - Kamelot 1,098 0,484 y 1,309 0,613
swétly lezak +0,062 +0,022 +0,081 +0,054
Gambrinus 11° 1,122 0,492 o 1,492 0,622
Excelent +0,029 +0,041 +0,106 +0,088
Holba 1,286 0,612 1,982 1,217 8
Seréak +0,092 +0,071 +0,098 +0,059
Kozel 11° » 0,821 N 1,613 1,209
médium +0,101 +0,075 +0,062
Pardal Echt » 0,199 o 1,151 N
swétly lezak +0,021 +0,044
Starobrno N 0,425 N 1,612 0,996
médium +0,028 +0,104 +0,033
Zlatopramen 11° 9 0,492 9 1,284 0,627
swetly lezak +0,027 +0,054 +0,052
Lezaky domaci produkce
Staropramen 0,388 0,506 1,544 1,448 1,598
lezak +0,111 +0,073 +0,103 +0,039 +0,104
Lezéky zahraniéni produkce
Heineken 9 0,493 N 1,011 0,333
swétly lezak +0,026 +0,067 +0,074
Stella Artois » 0,402 o 1,213 0,511
swétly lezak +0,092 +0,076 +0,039

Z nize uvedenych grafje Zejmé, Ze vyhodnocenim chromatogtamiskanych metodou
PDA dosahuji hodnoty obsahu analyzovanych ¢&doin vysSich koncentraci. alod
je nasna& Aby mohla byt latka detekovana hmotnostnim spekétrem, musi nést nabo.
Citlivost méfeni a dosazitelna mez detekce je tedy u této metndiné omezena procesem
ionizace. Vy¢Zek ionizace se uétSiny ioniz&nich technik pohybuje pouze kolem 10 %
(kap. 2.12) [58].

NejvétSi rozdily v koncentracich vyhodnocenych pomoci MSPDA se nachazi
u kaempferolu a kvercetinu. NejmenSi rozdil je matu kyselin chlorogenové a gallové
a rutinu. Vysledky PDA detekce ro&h poréekud nmeni paadi piv podle obsahu luteolinu,
kemferolu, kvercetinu a kyseliny chlorogenové, eddkow jsou odchylky mezi PDA a MS
detekci u jednotlivych derivatpomérné podobné.

89



B Whodnoceni dle PDAT Whodnoceni dle MS

1,60
1,40 |
1,201
080 || [ |
0,60}
0,40 [
o20- 41| [{] H| |
000 L ELL B

2 3 4 5 6 7 10 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 23 24

Cislo vzorku

Koncentrace
[mg/1]

Graf 24: Porovnani vyhodnoceni dle PDA a MS - Waitec
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Graf 25: Porovnani kvantifikace dle PDA a MS — ngenin (pouze u vzails prokazanym
obsahem narineninu)
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Graf 26: Porovnani kvantifikace dle PDA a MS -ehlin

Na grafu 26 je patrné, Ze pivo Zlatopramen ligdfilo obsahem luteolinu pivo Kozel
médium. Jeho nejvySSi koncentrace byla stanoven@, 288 mg/l. Ke zréné nejbohatSiho
vzorku na kaempferol doSlo také u niZze uvedenyciolifekych latek (graf 27). Vzorkem
s nej\tSi koncentraci této sléaniny je pdole PDA namisto &ého lezaku Kozel médium
swtlé pivo Kozel, coz je pivo téhoZ vyrobce, a jakpptrné z grafu, rozdily mezi &tma pivy
v obsahu luteolinu jsou velmi malé .
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Graf 27: Porovnani nadgienych koncentraci kaempferolu
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Graf 28: Kvercetin a jeho kvantifikace dle PDA a MS
Podle vyhodnocenim spekter PDA ma vy3Si koncenkragmicetinu nez Staropramen lezak

Gambrinus 11° Excelent (0,601 mg/l). Zma nastala i u vzorku s nejmensim obsahem tohoto
antioxidantu, na posledni misto se propadl zabinanzorek Stella Artois (0,257 mg/l).
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Graf 29: Kvantifikace morinu — porovnani
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Graf 31: Koncentrace kyseliny ferulové
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Graf 32: Koncentrace kyseliny chlorogenové

Zatimco v kapitole 5.6.1 byl za nejbohatSi na kysechlorogenovou povazovan Kozel
swtly, na zaklad PDA detekce Ize toto usoudit oétieém pivu Primus (2,139 mg/l). Nejmé&n
tohoto antioxidantu obsahuje Bijovicky Budvar (0,983 mg/l), coz je také pidud odliSné
od MS detekce (Heineken).
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Graf 33: Kyselina gallové a jeji koncentrace’ana pomoci PDA a MS detekce

Celkow Ize shrnout, Ze podle dosaZzenych vysledknalyz nejvice zastoupenych
individualnich fenolickych latek piva metodou ondiHPLC/PDA/ESI-MS je moZné pouzit
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ke kvantitativni analyze chromatografickou i hmatimd detekci; vysledky ziskané
hmotnostni detekci jsou podléekavani nizsi nez vyhodnoceni z chromatogi,aste mohou
byt v nekterych gipadech vice specifické. Odchylky se liSi podleutyfenolické latky,
nejblizSi hodnoty byly ziskany u fenolovych kyseliPodle toho, Ze analyzované derivaty
byly zaznamenany chromatograficky i v MS spektmi lsoudit, Ze pouZitd metoda ionizace
i podminky MS analyzy poénné dolre odpovidaji charakteru analyzovanych latek.

5.6.3 Prehled ostatnich specifickych fenolickych slaienin u testovanych piv

Tabulky 24 — 29 shrnuji slgéaniny, jejichz pitomnost je na zaklad pongru m/z
pravdépodobnda. Vzhledem k tomu, Ze nebyly¢kto slogeninam standardy dostupné, neni
mozné se stoprocentni jistotou potvrdit jejich witske vzorku. Posouzena byla vSechna
analyzovana piva.

Pokud se ve spektru vyskytuje vyrazny pik nalediahémum/z, ktery mize patit
posuzované slagnirg, je v tabulce zngen (+). Pokud takovyto pik neni ve spektru patrny,
je vyskyt této sloteniny vylowen (vyzngeno x). Pokud neni vysledek jednoamg
je uvedeno znameénko (?).

F o ve spektru je vyrazny pikledanénm/z
2 s ve spektru je vysledekvo&n Sumem
L ve spektru neni vyrazily p

Tabulka 24: VyhodnocenfFipomnosti danych slaenin u vzork 1 — 8

Flavonoid Mr 1 2 3 4 5 6 7 8
Chrysin 254,252] x ? X ? ? ? ?
Pinocembrin 256,258 x ? X ? ? X
Techtochrysin 268,269 x ? X X x X X
APIGENIN 270,241 x ? X X ? X X X
Galantin
Pinobanksin 272,257 x X X X X X ? X
Genkwanin 284,264 7 ? ? ? ? ? ? ?
Eriodictyol 288,25 x X ? X ? X X X
8-methoxykaemp. 300,26p x ? X X ? X X X
Kea 3-methylether 301,271 x ? X ? ? ? X X
Hesperetin 302,27 x ? X X X ? X X
Isorhamnetin 316,27 | x o 5 5 " o o y
Kve 3-methylether
MYRICETIN 318,24 | x ? X + ? X X X
Kve-3,3 d!methylether 330,201 «x 5 5 « 5 5 ” 5
Kve-3,7-dimethylethern
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Tabulka 25: VyhodnocenFitomnosti danych sl@enin u vzork 9 - 16

Flavonoid Mr 9 10 11 12 13 14 15 16
Chrysin 254,252 ? ? ? ? X ? ?
Pinocembrin 256,259 ? ? X X ? ?
Techtochrysin 268,269 x ? X X
APIGENIN 270,241 x X ? ? X X ? x
Galantin
Pinobanksin 272,257 x X X X X X ? X
Genkwanin 284,264 °? ? ? ? ? ? ? ?
Eriodictyol 288,25 7 X X ? X X X X
8-methoxykaemp. 300,26p x X X ? ? ? X X
Kea 3-methylether 301,27L ? ? ? ? ? ? ? ?
Hesperetin 302,27 x ? X X ? ? ? ?
Isorhamnetin 31627 | 2 | x| 2| 2| 2| 2| 2| o
Kve 3-methylethe
MYRICETIN 318,24 ? + + + X X X X
Kve-3,3 dimethylethern 330,201| 5 9 ” 5 5 5 5
Kve-3,7-dimethylether
Tabulka 26: VyhodnocenfFipomnosti danych slaenin u vzork 17 - 24
Flavonoid Mr 17 18 19 20 21 22 23 24
Chrysin 254,252 ? ? ? ? ? X
Pinocembrin 256,259 ? X X X X ?
Techtochrysin 268,269 X X X X
APIGEN,IN 270,241 x ? X ? X X ? ?
Galantin
Pinobanksin 272,257 x ? ? ? ? X X X
Genkwanin 284,264 7 ? X ? ? ? ? ?
Eriodictyol 288,25 ? ? X X X X X ?
8-methoxykaemp. 300,26p x X X ? X X X X
Kea 3-methylether 301,27QL 7 ? ? ? ? ? ? ?
Hesperetin 302,27 x X X X ? X ? ?
Isorhamnetin 31627 | 2 | 2| 2| 2| 2| 2| 2| 2
Kve 3-methylether
MYRICETIN 318,24 | + ? x + x X x +
Kve-3,3 dimethylethern 330,201 - 5 5 5 5 5 5 ”
Kve-3,7-dimethylethern
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Tabulka 27: MoZna itomnost danych sl@genin u vzork 1 - 8

Polyfenol Mr 1 2 3 4 5 6 7 8
Katechin gallat 4424 | + 5 5 N N 5 ” 5
Epikatechin gallat
Salicylova kys. 138 | x ? X X ? X X X
Protokatechinova 154 | x + ? + ? X X X
p-kumarova kys. 164 | x ? X ? ? ? ? X
KAVOVA 180 x | ?2 | x| x| 2] x| x| x
6-, 8- prenylnaringenin 340 « N N 9 N N 5 "
Desmethylxanthohumol
XANTHOHUMOL C 352 + ? X + ? + + +
5,7-Di-O-Me-8-prenylnar. 368 5 5 5 N 5 5 5 5
4-0O-Methylxanthohumol
XANTHOHUMOL B 370 N N N N + + 5 N
XANTHOHUMOL D
XANTHOHUMOL E 407 ? ? ? ? ? ? ? ?
3 —geranylchalkonar.
6-geranylnaringenin
8-geranylnaringenin 408 + + + + + + + +
6,8-diprenylnaringenin
3,5-diprenylnaringenin
PRENYLXANTHOHUMOL | 422 X X + + + X
Vanilinova kyselina 244 | ? ? X ? ? ? ? ?
Delphinidin 627 ? ? ? ? ? ? X
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Tabulka 28: MoZna fitomnost danych sl@genin u vzork 9 - 16

Polyfenol Mr 9 10 | 12| 12| 13| 14| 15 16
Katechin gallat 4424 |+ N 5 N N 5 5
Epikatechin gallat
Salicylova kys. 138 |x X | X ? X X ? ?
Protokatechinova 154 |+ ? |+ + ? + |+ ?
p-kumarova kys. 164 |? ? 17 ? ? ?2| 7 ?
KAVOVA 180 |x x |2 [?2 [?2 |2 |2
6-, 8- prenylnaringenin 340 |+ N N N N N N
Desmethylxanthohumol
XANTHOHUMOL C 352 |+ + + + ? + +
5,7-Di-O-Me-8-prenylnar. 368 |2+ |2 N N N 5 5
4-0O-Methylxanthohumol
XANTHOHUMOL B 370 |+ 5 + N 5 N N
XANTHOHUMOL D
XANTHOHUMOL E 407 |? + + + ? + +
3 —geranylchalkonar.
6-geranylnaringenin
8-geranylnaringenin 408 |+ + + + + + +
6,8-diprenylnaringenin
3,5-diprenylnaringenin
PRENYLXANTHOHUMOL | 422
Vanilinova kyselina 244 |? ? ? ? ? ?
Delphinidin 627 |? ? ? ? ? ?
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Tabulka 29: MoZnajfitomnost danych slgenin u vzork 17 — 24

Polyfenol Mr 17 | 18| 19| 20| 21| 22/ 23 24
K_atechln_gallat, 442 4 N - N 5 N N N -
Epikatechin gallat
Salicylova kys. 138 | x ? X X X X X X
Protokatechinova 154 | + + + ? X ? + +
p-kumarova kys. 164 | ? ? ? ? ? ? ? ?
KAVOVA 180 20 2| x| x| x| x| 2| 2
6-, 8- prenylnaringenin 340 N N N 5 N N N -
Desmethylxanthohumol
XANTHOHUMOL C 352 + ? + + ? |+ + +
5,7-Di-O-Me-8-prenylnar. 368 N 5 5 N N 5 5 5
4-0O-Methylxanthohumol
XANTHOHUMOL B
370 + + + + + + + +

XANTHOHUMOL D
XANTHOHUMOL E 407 ? + ? + + + + X
3 —geranylchalkonar.
6-geranylnaringenin
8-geranylnaringenin 408 + + + + + + + +
6,8-diprenylnaringenin
3,5-diprenylnaringenin

PRENYLXANTHOHUMOL 422 + ? + + + + ?
Vanilinova kyselina 244 | ? ? ? ? ? X ? ?
Delphinidin 627 ? ? ? ? ? ? ? ?

VySe uvedené tabulky dokazuji, Zze krompodrobr popsanych fenolickych latek jsou
pravidelnou sotasti vSech piv na@E typy a zemimi pavodu xathohumoly, skupina
geranylnaringeniin a 6-, 8-prenylnaringenin. Ze skupiny potencialnfobrketi autenticity
¢eskych piv mohou byt tedy tyto latky vyleeny. V gedchozi studii [62] je jako jeden
z ukazatel authenticity piva navrhovana kyselina salicylogadosazenych vysledkv této
studii (viz uvedené tabulky 24 - 29) vyplyva, Z&spusné piky v hmotnostnim spektru
se u ¥tSiny analyzovanych vzotknepodélo odlisit od Sumu.

Dle predeslé studie [62] byla obdobna frakce jako prz 139 (odpovidajici kyselin
salicylové) zaznamenén&kolikrat také u latek sn/z155, 165, 257, 289, a to vyhradm piv
¢eskych, nikoli zahragnich. Tento profil byl pedlEzné navrzen jako kritérium pro odliSeni
pravych¢eskych piv od piv ostatnich. \fgrloZzené praci se ale toto kritérium u piv stejného
typu s nizSi stujpovitosti (11°a 10°) nepodiéo potvrdit. Je pravda, Ze vyhodnoceictto
slowenin je v rkkterych gfipadech skutaé identické (naprosta shoda se vyskytuje u vizork
1,5, 8, 12, 18 — pouzeska piva) a nebo se objevi jen malé odchylky,jkdpa ze slotenin
vykazuje jiny vysledek nez ostatni (vzorky 2, 6,1%, 16, 21, 24). Do druhé jmenované
skupiny ale spolu &eskymi vzorky spada i belgicky lezak Stella Artdiszbylych dvanacti
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vzorki se odliSovaly d¥ slowteniny, coz se tyka idmeckého piva Heineken. Je vSa&ha
zdaraznit, Ze pedesla studie [62] pracovala s SirSim spektremazatmich vzorki. Je zejme,
Ze vyuziti fenolickych latek pro stanoveni autetyidbude vyZzadovat jeStdalSi detailni
studium a pravgpbodobré bude muset byt deklarovano pouze pro pivatéistugovitosti.
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6 ZAVER
1) Tato diplomova prace byla z&mena na analyzu fenolickych latekéeském pivu
razného typu (tradni vycepni, lezak meédium, lezak, tmavésepni pivo) a v skterych
zahranénich pivech, a to za c¢élem studia moznosti vyuziti fenolickych latek
ke stanoveni autenticityeského piva.

2) V teoretickécasti jsou uvedeny zakladni postupy technologie wymiva, jeho vlivy na
lidské zdravi a fehled piv praCechy Znych i zvlastnich. Déle tat@st prace shrnuje
moznosti detekce fenolickych latek v pivu a blizgswtluje principy gedevsim
hmotnostni spektrometrie. Obsahuje takéhped metod pouZzivanych v pivovarnictvi
pro stanoveni technologickych paramedrhlavré antioxida&ni aktivity.

3) Experimentanic¢ast je sougedina na analyzu hlavnich t§paktivnich latek piva
fenolické povahy a na srovnani vyslédkiskanych pro jednotlivé vzorky piv s cilem
navrhnout pipadné parametry vhodné pro posouzeni autentitltyanalyzovanych
vzorkia piv byly stanoveny zékladni pivovarské parametigndardnimi metodami.
Obsah celkovych fenolickych latek, celkovych flaeai, antioxia&ni aktivity
a zakladnich pivovarskych paramietryly stanoveny spekrofotometricky. Zastoupeni
a obsah individualnich flavonaidyl analyzovan metodou RP-HPLC/ESI-MS.

4) Prvni ¢ast experimerit zahrnovala stanoveni obecnych a skupinovych pdrarpér.
Byly stanoveny celkové liké latky a isoslokeniny, které maji dle ziskanych vyslédk
nejvétsi vliv na hakou chu’ piva. Na zakla# koncentraci této skupiny latek také bylo
potvrzeno, Ze zahrami zna&ky piv obsahuji ve srovnaniceskymi pivy méa hakych
latek. Pro jednotlivé vzorky byly stanoveny poddsigut&ného a zdanlivého extraktu,
stupa prokvaSeni, stujpvitost a obsah alkoholu. Bylo potvrzeno, Ze selsagicim
obsahem alkoholu klesa hodnota extraktu.

5) Spektrofotometrickou metodou byly ziskany hodnaipdéentraci celkovych polyfenol
a flavonidi. Hodnoty celkovych polyfendl se na zéklad porovnani s dostupnou
literaturou ukazaly byttast&né zkreslené, iejém pritomnosti interferujicich latek
s reduknimi vlastnostmi. Za speciijSi je mozné povaZovat spektrofotometrické
stanoveni flavonoii tato skupina dat odpovidala hodnotam z jinychopdrBylo
Zjidténo, Ze koncentrace flavondid rostouci stupvitosti piva mirg roste.Ceska piva
obsahovala vysSi koncentraéehto latek nez piva zahrami produkce.

6) Pro stanoveni antioxidai aktivity byla zvolena metoda ABTS, metoda DPPH
neposkytla f testovacich pokusech uspokojivé vysledky vzhledkimterferenci
zbarveni piva a radikalu DPPH. Nejvyssi antiogidaaktivita byla naréfena pro pivo
s CHzZO Cerna Hora Kamelot, vysoké hodnoty byly ngemy i pro Starobrn@erné
a Heineken. Nebyla vSak zj#ta Zadna korelace mezi hodnotou celkové antigrida
aktivity a hladinami celkovych polyfenibhebo celkovych flavonoid

7) Hlavni ¢ast experimentalniasti byla zarfena na kvalitativni a kvantitativni analyzu
fenolickych latek v pivech metodou RP-HPLC/ESI-MEako majoritni slozky piv
fenolické povahy byly stanoveny kyselina chlorogenogallova, katechin, vzagn
zastoupenymi derivaty byly naringenin, luteolingk#erol, kvercetin, morin a kyselina
ferulova. Epikatechin se nepdida detekovat v Zadném z analyzovanych piv. Kyselin
chlorogenova dosahovala ve vSech vzorcich nejvy$&incentraci.
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8) Kvantifikace fenolickych latek pomoci externi katibe dle MS spekter byla srovnana
s kvantifikaci dle PDA chromatograms externi kalibraci. VeSkeré kvantifikované
derivaty ve vSech pivech byly stanovenymia metodami. Metoda vyuZivajici PDA
poskytla tSinou porkud vySSi hodnoty. NedSi rozdily v koncentracich
vyhodnocenych pomoci MS a PDA byly nalezeny u kdenofu a kvercetinu, zatimco
nejmensi rozdil je patrny u kyseliny chlorogendwgseliny gallové a rutinu. Potvrdilo
se, Ze vyznamnou roli v hmotnostni spektrometajdionizace.

9) Data ziskana vipdloZené praci byla porovnana ieqchozi studii zadienou na
analyzu swtlych lezaki 12°. Nej&tSi rozdily ziskané v obou studiich se tykaji degek
kyseliny ferulové a epikatechinu. \fquloZzené praci se epikatechin nepdda
detekovat vibec a kyselinu ferulovou jen ve zlomktigadi, zatimco v pedchozi praci
byly tyto latky nalezeny udtSiny vzorki. Kyselina salicylova, ktera byla ve srovnavaci
praci navrhovana jako jeden z markeautenticity Ceského piva, byla vipdlozené
studii rovrez detekovana jen uéhkolika analyzovanych vzotk Koncentrace &Siny
fenolickych latek uvéaghé ve srovnavaci praci pro dvanactisioya piva jsou fitom
jen nepatray vySSi nez pro piva nizSich stiqvitosti. Resto se vSak Ize domnivat,
Ze potencialni vyuziti fenolickych latek pro stasoV autenticity bude pra¥gdodobr
muset byt deklarovanoiimo pro piva konkrétni stujpvitosti a bude vyZadovat j&sSt
dalSi detailni studium.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AAPH 2,2 -azobis(2-amidinopropan)dihydrochlorid

ABTS 2,2 -azinobis(3-ethylbenothiazolin-6-sulfonat)

aj. ajiné

APCI Athmospheric Pressure Chemical lonisationjmbka ionizace
za atmosférického tlaku

APPI Atmospheric Pressure Photoionisation, fot@aoe za atmosferického tlaku

atd. a tak dale

atp. a tak podohin

cca @iblizne

CE kapilarni elektroforéza

Cl Chemical lonization, chemickd ionizace

CZE Capillary Zone Electrophoresis, kapilarni zémelektroforéza

DAD Diode Array Detector , detekce diodovym polem

DCI 2,6-dichlorfenolindofenol

DPPH 1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl

EBC European Brewery Convention

ECD Electrochemical Detection, elektrochemicka kiete

ED elektrochemicky detektor

EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova

El Electron lonization, ionizace elektronem

ESI elektrosprej

ESR elektronova spinova rezonance

GC Gas Chromatography, plynova chromatografie

HPLC High Performance Liquid Chromatography, vysaona kapalinova
chromatografie

CHzO Chragné zendpisné oznéeni

IT lon-Trap, iontova past

IX isoxanthohumol

LDL Low-Density Lipoprotein

LTP Lipid Transfer Proteins

MALDI Matrix Assisted Laser Desorption/lonization

MEBAK Mitteleuropaische Brautechnische Analysenkassion

MEKC micelarni elektrokineticka elektroforéza

MS Mass Spektrometry, hmotnostni spektrometrie

MS/MS Tandem Mass Spektrometry, tandemova hmathepektrometrie

NMR Nuclear Magnetic Resonance, nuklearni magn&tiekonance

NP Normal-Phase Chromatography, chromatografiemaloi fazi

POf. popipact

PVPP polyvinylpolypyrolidon

Q kvadrupdlovy analyzator

RDA retro Diels-Alderova reakce

RP Reversed-Phase Chromatography, chromatograbgsenou fazi

SDS dodecylsulfat sodny

SE Solvent Extraction, extrakce rozpaatsem

SPE Solid-Phase-Extraction, extrakce pevnou fazi
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SPME
TAS
TBA
TIC

g.

TLC
TRAP
TROLOX
TSI

tzv.

uv
UPLC
VIS

XN
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Solid-Phase-Microextraction, mikroextrakcerpmyfazi
Total Antioxidant Status, celkova antixté aktivita
kyselina thiobarbiturova

Total lon Chromatogram, celkovy chromatograr®{MS)
to je

Thin Layer Chromatography, chromatografie n&éevrsty
Total Reactive Antioxidant Potential
6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-katplova kyselina
termosprej

tak zvané

ultraviolet, ultrafialovy

Ultra Performance Liquid Chromatography

visible, viditelny

xanthohumol



9 SEZNAM PRILOH

Priloha 1: Kalibr&ni kiivka kyseliny gallové — celkové polyfenoly

Kalibracni kiivka kyseliny gallove
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Regresni rovnicey = 15993, R* = 0,9998

Priloha 2: Kalibra&ni kiivka katechinu — celkové flavonoidy

Kalibragéni kiivka katechinu
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Priloha 3: Kalibr&ni kiivky — kalibrace stanoveni flavondgidimotnostni spektrometrii

Kalibraéni kiivka kyseliny chlorogenové
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Kalibraéni kiivka epikatechinu
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Kalibratni kifivka morinu
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Kalibraéni kiivka luteolinu
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