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ABSTRAKT 
Předložená diplomová práce je zaměřená na analýzu fenolických látek u piv různé 

stupňovitosti a značek. Cílem práce bylo nalezení případných rozdílů mezi jednotlivými typy 
piv a dále mezi pivy českými a zahraničními. 

Teoretická část obsahuje podrobný popis technologie výroby piva, ale také nejvýznamnější 
metody pro analýzu polyfenolů a pro stanovení jejich antioxidačních aktivit. Výrazně se 
věnuje především metodě LC/MS. 

Experimentální část práce obsahuje výsledky analýzy celkových polyfenolů, celkových 
flavonoidů a antioxidační aktivity, které byly získány spektrofotometricky. Byly stanoveny 
také pivovarské charakteristiky, a to pyknometrickou metodou. K identifikaci a kvantifikaci 
jednotlivých fenolických látek byla využita metoda on-line kapalinové chromatografie 
s detekcí diodovým polem a s hmotnostní detekcí. 

Kvantifikace polyfenolů a flavonoidů fotometrickou metodou se ukázala jako málo 
specifická, což odpovídá poznatkům z dostupné literatury. Prokázalo se, že za hořkou chuť 
piva jsou zodpovědné především isosloučeniny, které tvoří 65,44 – 90,93 % celkových 
hořkých látek. Metoda HPLC/MS byla nezbytná pro určení charakteristických látek 
jednotlivých typů piv. V rámci měření byly vyzkoušeny tři kolony, z nichž nejuspokojivější 
výsledky poskytovala kolona Restek C18. V českých pivech byly prokázány vyšší hladiny 
většiny fenolických látek než v zahraničních pivech a rovněž specifické zastoupení 
jednotlivých derivátů. 

 
ABSTRACT 

Presented diploma thesis is focused on analysis of phenolic compounds in various types of 
beers. The aim of this work was to find possible differences among several types of beers and 
also between Czech beers and beers of foreign production.  

Theoretical part contains detailed description of beer technology, review of important 
analytical methods for determination of phenolic compounds and total antioxidant activity. 
The main attention is focused on instrumental technique LC/MS. 

In the experimental part values of total phenolics and total flavonoids and results of 
antioxidant status in analyzed beers were determined spectrophotometrically. Basic brewing 
characteristics were determined by pycnometry. On-line liquid chromatography with photo 
diode array detection and mass spectrometry detection was used for identification and 
quantification of individual phenolic compounds. 

Spectrophotometric analysis of phenolic and flavonoid levels seems to be less specific, that 
is consistent with findings in accessible literature. It was proved, that iso- bitter compounds 
exhibit about 65.44 – 90.93 % of the total bitter substances. These components are 
responsible for the main part of beer bitterness. The HPLC/PDA/ESI-MS was necessary to 
use for determination of characteristic phenolic compounds in individual types of beer. 
Within our measurement three columns were tested, the most favourable results were 
obtained using the column Restek C18. When compared with foreing beers, in Czech beers 
higher level of majority of phenolic compounds was detected and specific distribution of 
individual derivatives was found as well. 
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1 ÚVOD 
 
Motto: 
„Český duch může sice na čas bloudit, rozmach mohutného jeho křídla může ho zanést 

někdy třeba až na kraj světa, ale k pivu vrátí on se najisto vždycky zase.“  
 
 Jan Neruda (1834 – 1891) 
 
Pivo je pěnivý nápoj vyrobený kvašením mladiny připravené ze sladu, vody a chmele 

či chmelových produktů. Kvasným proces vede ke vzniku alkoholu (ethanolu) a oxidu 
uhličitého, zůstává ale i určité množství neprokvašeného extraktu. Pomineme-li poměrně 
nový fenomén nealkoholické pivo, řadíme tento zlatavý mok mezi nápoje alkoholické. 
Má mezi nimi výsadní postavení, protože se pyšní nejvyšší výživovou hodnotu a nejnižším 
obsahem alkoholu. Obsahuje celou řadu výživově nezbytných látek, jako jsou bílkoviny, 
dusíkaté látky, některé fosforečnany a vitamíny skupiny B. Je také významným zdrojem 
polyfenolických sloučenin, významných antioxidantů, které se staly středem zájmu 
lékařského výzkumu pro svůj pozitivní vliv na lidské zdraví. Nelze však opomenout účinky 
alkoholu, kvůli kterým není možné pivo zařadit do běžné denní spotřeby.  

Objeviteli tohoto pěnivého nápoje byli pravděpodobně Sumerové, kteří se usídlili v jižní 
části Mezopotámie v oblasti mezi řekami Eufrat a Tigris, kolem roku 3500 př. n. l. Pivo 
připravovali z ječmenných chlebů a sladu ve velké džbánovité nádobě. Chmel nebyl tehdy 
ještě znám, nahořklá příchuť se pivu dodávala předběžným pražením chlebů v horkém 
popelu. Historie výroby piva na území dnešního Česka sahá do 11. století. Z tohoto období 
pochází listina prvního českého krále Vratislava II. pro vyšehradskou kapitulu, díky které 
jí byl mimo jiné odváděn desátek chmele na vaření piva. Pivo je staroslověnské slovo 
označující „nápoj nejobyčejnější a nejrozšířenější“. To s trochou nadsázky platí dodnes, 
protože pivo je nejkonzumovanějším alkoholickým nápojem u nás. Češi drží dlouhodobě 
prvenství v roční spotřebě piva, která dosahuje v průměru 160 litrů na jednoho obyvatele [2]. 

V dnešní době se mnohé pivovary staly součástí velkých koncernů, což vede k jisté míře 
uniformity na trhu. České pivo se ale může pochlubit svou originální a nezaměnitelnou chutí 
danou vstupními surovinami a technologií výroby, což bylo jedním z významných důvodů 
pro zapsání chráněného zeměpisného označení „České pivo“. Podle něj má mít světlé pivo 
výraznou vůni po sladu světlého typu a po chmelu. Říz tohoto piva je střední až silný, stejně 
tak i plnost chuti, která je především dána rozdílem mezi zdánlivým a dosažitelným stupněm 
prokvašení. Intenzita hořkosti piva je střední až vyšší, s charakterem drsnosti jemným 
až mírně drsným. Barva piva je zlatožlutá, střední až vyšší intenzity. Pivo je jiskrné a po nalití 
do sklenice vytváří kompaktní bílou pěnu. Cizí vůně a chuti nejsou přípustné, v pivu převládá 
chuť po sladu a chmelu, přičemž se připouští velmi slabá intenzita pasterační, kvasničné 
či esterové chuti a vůně. Pro české pivo jsou typické vyšší hodnoty pH a vyšší hodnoty 
polyfenolů, které jsou důležité z hlediska stability a senzorických vlastností piva [3]. 

Pro separaci a identifikaci polyfenolických látek se nejčastěji používá vysokoúčinná 
kapalinová chromatografie s různými typy detekce. Jednou z nejvýhodnějších metod 
je spojení kapalinové chromatografie s hmotnostní spektrometrií, které umožňuje v jednom 
kroku separaci směsi látek a současně identifikaci jednotlivých složek podle molekulové 
hmotnosti. 
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2 TEORETICKÁ ČÁST 
 

2.1 Přírodní polyfenoly  
Za polyfenoly jsou obecně označovány organické fenolické látky s více než jednou 

hydroxylovou skupinou v molekule. Patří sem jednoduché fenolové kyseliny a jejich deriváty, 
dále také polycyklické struktury nazývané flavonoidy. Některé z těchto látek mají silné 
antioxidační, antikarcinogenní, protimikrobiální, protitrombózní a další vlastnosti, 
které pozitivně působí na lidské zdraví [1]. Polyfenolické látky se obecně podílejí 
na chemickofyzikální stabilitě piva, na formování pěny, na odolnosti proti stárnutí, ale také 
na dějích, které mohou vyústit v tvorbu celé řady senzoricky negativních látek 
(např. (E)-non-2-enla). V pivovarském průmyslu je tedy nalezení cest k optimalizaci obsahu 
těchto látek a stanovení antioxidačních vlastností stále aktuálním problémem.[4, 11] 

Podle současných poznatků tvoří fenolické kyseliny přibližně jednu třetinu polyfenolů 
ve stravě, kde jsou zastoupeny především hydroxyskořicovými kyselinami, většinou ve formě 
esterů. Jedná se hlavně o kyselinu kávovou (obr. 2) a její estery (především kyselina 
chlorogenová, obr. 4), dále pak o kyselinu ferulovou (obr. 3). Mají vliv na organoleptické 
vlastnosti potravinových produktů, např. určují hořkost a trpkost alkoholických nápojů a hrají 
důležitou roli ve zrání vín. V pivu byly prokázány dále kyseliny 4-hydroxyfenyloctová, 
vanilová, syringová, p-kumarová, sinapová salicylová, gentisová, p-hydroxybenzoová, 
kyselina protokatechinová, gallová. [5]. Z celkového množství polyfenolů obsažených 
v mladině jich pouze 20 až 30 % pochází z chmele, ostatní pochází ze sladu. Polyfenoly tvoří 
základní stavební jednotky ligninu a vlákniny. [1, 6]. 

 
O

OH

 
Obr. 1: Kyselina skořicová [1] 

O

OH
HO

HO  
Obr. 2: Kyselina kávová [1] 
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Obr. 3: Kyselina ferulová [1] 
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Obr. 4: Kyselina chlorogenová [1] 

 
2.2 Flavonoidy  

Flavonoidy jsou jednou z nejpočetnějších skupin sekundárních metabolitů a v rostlinách 
hrají důležitou roli coby obranné a signální molekuly při rozmnožování, patogenesi 
nebo symbiose. Rostlinné flavonoidy jsou nezbytné v obranných mechanismech proti stresu 
způsobenému zvýšeným působením UV-B záření, mikrobiální infekci atd. Mají antioxidační 
vlastnosti a estrogenní účinky, vyznačují se rovněž antimikrobiálním působením [7, 8]. Řada 
flavonoidů je významná v potravinářském průmyslu nejen jako přírodní rostlinná barviva, 
ale také jako chuťová činidla [9]. 

 
2.2.1 Chemická struktura flavonoidů 

Flavonoidní látky neboli flavonoidy jsou velice rozsáhlou skupinou rostlinných fenolů 
obsahujících v molekule dva benzenové kruhy spojené tříuhlíkovým řetězcem. 
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Jedná se o uspořádání C6-C3-C6. U většiny flavonoidů je C3 řetězec součástí heterocyklického 
(pyranového) kruhu [9]. 

Flavonoidy jsou odvozeny od flavanu – kyslíkaté heterocyklické sloučeniny 2H-chromenu 
substituované v poloze C-2 fenylovou skupinou. Flavanový skelet se skládá ze dvou 
benzenových kruhů (A a B) a kruhu odvozeného od 2-H-pyranu (C). Běžně bývají všechny tři 
kruhy substituovány hydroxyskupinami nebo methoxyskupinami a jednotlivé deriváty se liší 
pouze stupněm substituce a oxidace (obr. 5). Antioxidační aktivita vzrůstá·s počtem 
hydroxylových skupin substituovaných na aromatickém kruhu B, přítomnost hydroxylu 
na C-3 a jeho glykosylace dále nezvyšuje pohlcovací účinnost. [5,10 ]. 

Flavonoidy se vyskytují v přírodních matricích volně anebo častěji ve formě glykosidů. 
V potravinách jsou přítomny většinou jako 3-O-glykosidy a jejich polymery. Nejvíce 
zastoupenou glykosidickou jednotkou je monosacharid glukosa, ale také například 
glukorhamnosa, galaktosa, arabinosa, rhamnosa, xylosa a jejich uronové kyseliny. Vlivem 
stárnutí piva dochází k hydrolytickým reakcím, které vedou obvykle ke štěpení glykosidů 
na aglykon a odpovídající sacharidické složky[1, 9, 12]. 

 
2.2.2 Rozdělení flavonoidů 

Podle stupně oxidace C3 řetězce se rozeznávají následující základní struktury flavonoidů: 
katechiny (flavan-3-oly), leukoanthokyanidiny (flavan-3,4-dioly), flavanony, flavanonoly, 
flavony, flavonoly, anthokaynidiny (obr. 6) [9]. 

Ze strukturně příbuzných sloučenin (vesměs produktů biosyntézy a katabolismu 
flavonoidů), u kterých jsou kruhy A a B spojeny alifatickým C3 řetězcem nebo řetězcem, 
který je částečně součástí furanového cyklu, se dále rozeznávají aurony, chalkony  
a dihydrochalkony [9]. 

Méně časté sloučeniny s kruhem B spojeným s pyranovým kruhem C v poloze C-3 
se nazývají isoflavonoidy, pokud je vazba posunuta v poloze C-4, nazývají se příslušné 
sloučeniny neoflavonoidy. Potravinářsky významnými isoflavonoidy jsou pouze isoflavony. 
Všechny barevné flavonoidy se dříve dělily podle své barvy na dvě velké skupiny, na červené 
až modré anthokyany (anthokyaniny) a žluté anthoxanthiny [9]. 

Pivovarsky významnými flavonoidy jsou zejména chalkony (např. xanthogalenol, 
3´-geranylchalkonaringenin), flavanony (např. naringenin, eriodiktyol), flavonoly 
(např. morin, kvercetin, kaemferol), proanthokyanogeny (např. delphinidin, pelargonidin, 
kyanidin) a jednoduché monomery flavanolu (např. (+)-katechin a (-)-epikatechin). Z chmele 
se dostávají do piva také prenylované flavonoidy s prenylovým substituentem na kruhu A. 
Více než 80 % z nich tvoří xanthohumol (XN) patřící do skupiny chalkonů, který přechází 
do piva během chmelovaru v isomerované formě jako isoxanthohumol (IX) patřící 
mezi flavanony [10]. 
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Obr. 5: Podtřídy flavonoidů [11] 

 
 

 
Obr. 6: Prenylované falvonoidy [10]. 

 
 

2.3 Výroba sladu a piva v Česku 
Pivo stejně jako slad a chmel, je více než oprávněně považováno za typický výrobek České 

republiky. Naše země má dlouholetou tradici ve vaření piva, jehož kvalita se stala 
světoznámou. Rok 2008 byl pro české pivovarství a sladařství významný. České pivo totiž 
získalo ochranu evropského zeměpisného označení. Důvodem byly úvahy a diskuse 
mezi sládky a technology o věcné specifikaci pojmu „České pivo“, o nutnosti chránit české 
pivo, technologii jeho výroby a kvalitě, a zamezit existenci napodobenin, které se za české 
pivo vydávaly. Odborníky k tomuto kroku vedly také závěry Výzkumného ústavu 
pivovarského a sladařského v Praze dokazující, že české pivo se liší od všech zahraničních 
piv. Vycházelo se i z ojedinělého faktu, že české pivo se stále vyrábí převážně tradičními 
technologiemi [2]. 
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Chráněné zeměpisné označení - CHZO (Nařízení Rady Evropské Unie č. 510/2006/ES, 
o ochraně zeměpisných označení a označení původu zemědělských produktů a potravin) 
je určeno pro zemědělské produkty nebo potraviny, které ve svém názvu používají název 
regionu, určitého místa nebo ve výjimečných případech země, ze které pocházejí a jejich 
jakost nebo vlastnosti jsou převážně nebo výlučně dány zvláštním zeměpisným prostředím 
zahrnujícím přírodní a lidské činitele a jejich produkce, zpracování nebo příprava probíhá 
v této zeměpisné oblasti [13]. 

 

 
Obr. 7: Označení na obalech piv uznaných za typicky česká[13] 

 
 

2.4 Suroviny pro výrobu piva 
Základními surovinami, které se používají pro výrobu piva, jsou slad, chmel a voda, 

jež jsou rozhodující pro kvalitu finálního výrobku. Využívají se také suroviny pomocné, 
mezi které patří např. enzymatické preparáty, barvicí prostředky a sladidla [14]. 

  
2.4.1 Voda 

Voda představuje 85 – 95 % (hmotnostních) piva, a je tak ze všech surovin používaných 
k jeho výrobě nejvíce zastoupena. Je také významnou pomocnou surovinou při výrobě sladu. 

Přírodní vodu, která se používá v pivovarech, lze rozdělit na dvě základní, spodní 
a povrchovou vodu. Podzemní vody často obsahují Fe2+ a Mn2+ někdy též rozpuštěný CO2. 
Tyto složky je nutno před použitím pro pivovarskou výrobu odstranit, a to ve formě 
nerozpustných sloučenin Fe(OH)3 a MnO2 v případě kovů a odplyněním v případě CO2. 
Úprava povrchových vod je složitější, provádí se koagulace, sedimentace a filtrace. 
K dosažení mikrobiologické nezávadnosti pitné vody lze využít aplikaci oxidu chloričitého, 
ozonování a působení UV paprsků [14]. 

Celkový obsah vápenatých a hořečnatých solí udává tvrdost vody, jež je významným 
kriteriem při posuzování její jakosti. Tvrdost vody se dělí na trvalou (nekarbonátovou), 
která je způsobena vápenatými a hořečnatými solemi, sírany a chloridy, a na přechodnou 
(karbonátovou), tvořenou hydrogenuhličitany, jež je odstraněna účinkem varu dle rovnic: 

 
OHCOCaCO)Ca(HCO 22323 ++→  (1) 

OHCOMgCO)Mg(HCO 22323 ++→ [14, 15] (2) 
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2.4.2 Chmel 

Botanicky se zařazuje chmel do čeledě rostlin konopovitých. Jsou popsány tři druhy, 
z nichž první, chmel otáčivý, zahrnuje poddruh chmel evropský, který se pěstuje v mnoha 
odrůdách pro pivovarské účely. Chmel je rostlina dvoudomá, tj.květy samčí i samičí jsou 
na různých rostlinách. K pivovarským účelům se pěstují pouze rostliny samičí, využívají 
se chmelové hlávky. Na vnitřní straně listenů se při zrání chmele vylučují pryskyřičná zrnka 
lupulinu, obsahující chmelové pryskyřice a silice, což jsou pivovarsky nejcennější složky 
chmele. Chmel bývá označován jako „koření piva“. 

Pěstování chmele v ČR je státně kontrolováno a řízeno.V ČR jsou povoleny tři pěstitelské 
oblasti – Žatecko a Úštěcko v Čechách a Tršicko u Olomouce na Moravě. Podle zabarvení 
chmelové révy se rozdělují chmelové odrůdy na tzv. červeňáky – odrůdy červenohnědě 
zbarvené anthokyanovými barvivy a představované žateckými odrůdami, a na tzv. zeleňáky 
pěstované v zahraničí, zejména ve Velké Británii, Austrálii a v USA. Zeleňáky mají podstatně 
horší kvalitu, jsou méně ušlechtilé, i když mají řadu výhod jako jsou vyšší výnosy a lepší 
odolnost proti škůdcům a chorobám. Jednotlivé odrůdy mají své kvalitativní faktory, které 
je odlišují od ostatních. α-Hořké kyseliny se skládají ze tří hlavních složek: humulonu, 
adhumulonu a kohumulonu. Analogy β-hořkých kyselin jsou lupulon, adlupulon a kolupulon. 
Při podrobnější charakteristice chmelových odrůd se uvádí podíl kohumulonu v α-hořkých 
kyselinách a poměr obsahu α-hořkých k obsahu β-hořkých kyselin. Odrůdy žateckého 
poloraného červeňáku jsou typické nižším podílem kohumulonu a vyšším podílem β-hořkých 
kyselin než zahraniční hořké odrůdy. Mezi jemnými aromatickými a hořkými 
vysokoobsažnými odrůdami chmele jsou značné rozdíly i v obsahu a složení silic 
a polyfenolů [14]. 

Nestabilní vlastnosti chmele a obtížné skladovaní vedlo k vývoji různých typů chmelových 
výrobků, mezi které patří různé typy granulovaného chmele (pelety), extrakty (etanolové, 
CO2-extrakty) atd.[14] 

 
2.4.2.1 Chemické složení chmele 

K pivovarsky cenným složkám chmele patří zejména pryskyřice, polyfenoly a silice. 
Pryskyřice jsou tvořeny řadou chemicky podobných látek, z nichž nejúčinnější je skupina 

α-hořkých kyselin. Méně účinné jsou ostatní složky pryskyřic, jako β-hořké, nespecifické 
měkké pryskyřice (humulinony, luputriony) a tvrdé pryskyřice (humulinové a hulupinové 
kyseliny). α-Hořké kyseliny za varu ve slabě kyselém vodném prostředí z větší části 
izomerují za vzniku cis- a trans-iso- α-hořkých kyselin, které jsou rozpustnější ve vodě 
a vykazují silnou organoleptickou hořkost. Navíc jsou iso-α-hořké kyseliny důležité pro vznik 
a stabilitu pivní pěny. β-Hořké kyseliny izomerují jen z velmi malé části, přispívají tedy jen 
v malé míře k celkové intenzitě senzorické hořkosti [14, 15]. 

Chmelové silice jsou směsí několika set organických látek převážně terpenického 
charakteru. Rozlišují se frakce uhlovodíková převažující v čerstvém chmelu, frakce kyslíkatá 
vznikající během zrání, zpracování a skladování chmele a frakce sirných sloučenin přítomná 
jen v nepatrném množství. V uhlovodíkové frakci převažují terpenické uhlovodíky myrcen, 
humulen a karyofylen a u odrůd žateckého poloraného červeňáku i farnesen. Těkavé složky 
uhlovodíkové frakce silic jsou původcem aroma chmele [14]. 

Polyfenolové látky chmele a chmelových výrobků zahrnují bohatou směs s převažujícím 
podílem flavonových glykosidů, anthokyanogenů, katechinů a volných fenolových kyselin. 
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Kromě polyfenolových sloučenin odvozených od flavonu obsahuje chmel i volné fenolové 
kyseliny odvozené od hydroxybenzoové kyseliny. Patří k nim kyseliny kávová, ferulová, 
kumarová, skořicová, vanilinová, chlorogenová a gentisová. Účastní se procesů hnědnutí 
mladiny při chmelovaru a přispívají tak k tvorbě barvy piva [14]. 

K problematickým složkám, které nepříznivě ovlivňují zpracování chmele v pivovarském 
procesu, patří dusičnany, rezidua postřikových látek, těžké kovy a u některých chmelových 
výrobků i rezidua chemických katalyzátorů [14]. 
 
2.4.3 Surovina pro výrobu sladu – ječmen 

Ječmen (rod Hordeum) patří do třídy jednoděložných a čeledi lipnicovitých, je to jednoletá 
rostlina setá buď na jaře (ječmen jarní) nebo na podzim (ječmen ozimý). Pro výrobu sladu 
a sladových výtažků se na našem území pěstují vybrané odrůdy jarního dvouřadého ječmene 
(Hordeum distichum var. nutans), které patří k nejkvalitnějším odrůdám na světě. 

V našich zemích je pěstování ječmene písemně doloženo z roku 1227 v Čechách 
i na Moravě. V 17. století se postupně rozšiřovalo sladování ječmene místo pšenice 
a na přelomu 19. a 20. století byl na Moravě jarní ječmen nejdůležitější obilninou a zároveň 
exportní plodinou. Nejznámější ječmenářskou oblastí je u nás Haná. Odrůdová skladba 
se neustále mění. Aktuální údaje o nových odrůdách poskytuje Ústřední kontrolní a zkušební 
ústav zemědělský v Brně (Přehled odrůd obilnin) a VÚPS, a.s., Sladařský ústav v Brně 
(Ječmenářská ročenka, Hodnocení odrůdovosti sladovnického ječmene) [14, 16]. 

Vrcholem snahy po objektivním posouzení jednotlivých odrůd sladovnických ječmenů 
jsou pokusy s perspektivními odrůdami v rámci Evropské pivovarské konvence  
(EBC – European Brewery Convention). U nás je v současné době sladovnická kvalita odrůd 
ječmene hodnocena podle „Ukazatele sladovnické jakosti“ [14]. 

 
2.4.3.1 Chemické složení zrna 

Anorganické látky (popeloviny) tvoří podstatně menší podíl sušiny než organické látky. 
Jejich obsah kolísá mezi 2 až 3 %. Význam anorganických látek spočívá především v regulaci 
biosyntézy vysokomolekulárních organických sloučenin (škrobu, bílkovin, nukleových 
kyselin apod.). Velký význam mají stopové prvky obsažené v ječmeni, např. zinek, mangan, 
měď a bor, které jsou důležité pro činnost řady enzymů nebo koenzymů [14]. 

Skupinu organických látek v zrnu ječmene představují především sacharidy, které tvoří 
asi 80 % hmotnosti ječného zrna. Nejvíce zastoupenou jednotlivou složkou je škrob, 
zastoupeny jsou i celulosa, β-glukany, lignin, pentosany a gumovité látky. Škrob je rezervním 
polysacharidem a zásobárnou živin pro klíček v době jeho klíčení. Vzniká enzymaticky 
z jednoduchých sacharidů v procesu asimilace CO2 při fotosyntéze. Ve zralém zrnu je škrob 
zastoupen výlučně v endospermu, v cytoplazmě rostlinných buněk je uložen v nerozpustných 
granulích [14]. 

Lipidy jsou zastoupeny v zrnu pouze 2 až 3 %. Při sladování se částečně spotřebují v rámci 
látkové výměny při dýchání, převážná část však zůstává ve sladovém mlátu. Nepatrný podíl 
přechází do mladiny při rmutování a může ovlivnit i chuťové vlastnosti a pěnivost piva. 
Ve volné formě přítomny kyseliny linolová, olejová a palmitová, zastoupeny jsou  
i fosfolipidy (kefalin a lecithin), fytosteroly a estery fosfolipidů s cukernatými sloučeninami. 

Další významnou složku organických látek tvoří dusíkaté látky. Jejich obsah, 
který je velmi variabilní vlivem vnějších podmínek do jisté míry určuje, zda je zrno vhodné 
pro sladovnické účely. V zrnu jsou přítomny převážně ve formě rozdílně rozpustných frakcí 
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albuminů, globulinů, hordeinů, glutelinů i jejich fragmentů jako lepkové, rezervní a tkáňové 
bílkoviny. Celkově lze dusíkaté látky rozdělit do dvou základních skupin: 

• dusíkaté látky typu bílkovin jejich dagradačních produktů (aminokyseliny, peptidy, 
peptony, albumosy a pravé bílkoviny – proteiny) 

• dusíkaté látky nebílkovinné povahy (některé dusíkaté báze, složky fosfatidů, malé 
množství amidů a amonných solí), jsou přítomny hlavně v klíčku [14, 16]. 

 
V zrnu jsou rovněž složené (konjugované) bílkoviny, které se dělí na fosfoproteiny, 

glykoproteidy, lipoproteidy, chromoproteiny a nukleoproteiny. 
Ze sladařského hlediska jsou zvláště důležité enzymy. Sklizený sladovnický ječmen 

obsahuje v posklizňové zralosti v aktivní nebo latentní formě velké množství enzymů 
a prekurzorů enzymů. Ze sladařského hlediska můžeme za nejdůležitější označit enzymy třídy 
hydrolas (amylolytické, proteolytické, cytolytické enzymy a fosfatasy) a třídy oxido-reduktas. 
Za nimi pak následují transferasy, lyasy, isomerasy a ligasy. V pivovarském procesu mají 
vedoucí úlohu opět hydrolasy, a to především ve varním procesu. 

Z ostatních složek obsahuje ječmen polyfenolové látky, tanoidy, anthokyanogeny a řadu 
vitaminů [14].  
 
2.4.3.2 Nakládání s ječmenem před sladováním 

Při přejímce ječmene se provádí základní rozbor, jehož obsah je uveden v kupní smlouvě. 
Před uložením ječmene do sil se provádí předčištění a čištění. Skladovaný ječmen je nutno 
systematicky prohlížet a kontrolovat, aby se zabránilo nežádoucím ztrátám na hmotnosti 
a kvalitě. Četnost kontroly vlhkosti, teploty, zamoření škůdci, klíčivosti a energie klíčení, 
barvy a vůně závisí na stavu přijatého zrna a podmínkách skladování[14]. 

Pro kvalitu vyráběného sladu je velmi důležité, aby obilky dané partie klíčily rychle 
a jednotně. Několik týdnů po sklizni probíhá období, kdy obilky ječmene klíčí pomalu 
a nejednotně i za podmínek jinak pro klíčení optimálních. Tento fyziologický jev zvaný 
dormance se u rostlin vyvinul v době, kdy byly nuceny přizpůsobit se pravidelnému střídání 
podmínek vhodných pro růst s podmínkami nevhodnými (sucho, chlad). Způsobují jej 
inhibitory růstu (dorminy) přítomné především v obalových částech zrna. Rychlost 
a jednotnost klíčení obilek ječmene se po sklizni postupně zlepšuje. Období od sklizně 
ječmene do okamžiku, kdy hodnoty klíčivosti a klíčivé energie jsou shodné, nazýváme dobou 
posklizňového dozrávání. Střední doba posklizňového dozrávání je obvykle 4 až 6 týdnů, 
avšak v klimaticky nepříznivých ročnících se může prodloužit až na několik měsíců [14, 16]. 

 
2.4.3.3 Výroba sladu 

Sladování vede k přeměně ječmene na slad bohatý na enzymy a extrakt, 
a to za minimálních nákladů a ztrát. Proces výroby sladu lze z hlediska jednotlivých 
výrobních fází rozdělit na máčení, klíčení a hvozdění [14]. 

 
A. Máčení 

Tato úvodní fáze sladování má za cíl zvýšit řízeným způsobem obsah vody v zrnu 
pro zahájení enzymatických reakcí a pro klíčení zrna, při únosné spotřebě vody odstranit 
splavky a lehké nečistoty, umýt zrno a ze zrna vyluhovat nežádoucí látky. Máčením 
se vyvolává oživení zárodku a je považováno za nejdůležitější úsek výroby sladu, 
který rozhoduje o jeho budoucí kvalitě. 
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Příjem vody je závislý na době máčení, teplotě vody, době odležení ječmene, pohybu zrna 
ve vodě, velikosti zrna, odrůdě ječmene a také na ročníku. Důležitou roli hraje i přítomnost 
kyslíku a oxidu uhličitého. Růst zárodku se projevuje intenzivním dýcháním a zrno 
nevyhnutelně potřebuje vzdušný kyslík. Pokud není ječmen provětráván a není zaručen přívod 
kyslíku, dochází k intramolekulárnímu dýchání, které v extrémních případech může vést 
k poškození, nebo dokonce až k umrtvení embrya zrna. Vznikající ethanol je pro embryo 
toxický. Aerobní a anaerobní respiraci zrna lze vyjádřit následujícími rovnicemi: 
 

• aerobní respirace:  C6H12O6 + 6 O2 →6 CO2+ 6 H2O+ 2 822 kJ (3) 
• anaerobní respirace: C6H12O6 → 2 CO2 + 2 C2H5OH + 118 kJ (4) 

 
Konečný obsah vody v namočeném zrnu se nazývá stupeň domočení. U světlých sladů 

se volí 42 – 45 %, u tmavých 45 – 48 %. Při nízkém stupni domočení zrno rychleji klíčí, 
enzymatické procesy jsou zpomaleny a rozluštění je slabší. Při vyšším stupni domočení 
je tomu naopak [14, 16, 17]. 

 
B. Klí čení 

Cílem sladařského klíčení je aktivace a syntéza enzymů a docílení požadovaného 
rozluštění zrna, neboli rozštěpení vysokomolekulárních látek na jejich štěpné produkty. Jedná 
se především o rozrušení buněčných stěn a následně o rozštěpení škrobových zrn 
a bílkovinných řetězců. Nejdůležitějším procesem při klíčení a současně při sladování je nová 
tvorba a aktivace enzymů. Jsou to především: 

• amylasy – mají největší význam při zpracování sladu rmutováním, neboť štěpí 
škrob na zkvasitelnou formu, β-amylasa je již v ječmeni v malé míře obsažena, 
α-amylasa při klíčení teprve vzniká 

• cytasy – štěpí celulosu a hemicelulosu na jednoduché pentosany, způsobují 
při klíčení rozluštění zrna a mají vliv na křehkost a kvalitu sladu 

• fosfatasy – odštěpují kyselinu fosforečnou ve formě solí, čímž se v zrně vytváří 
slabě kyselá reakce, potřebná pro optimální průběh klíčení a aktivaci enzymů 

• proteasy – při klíčení štěpí bílkoviny na jednodušší složky až jednotlivé 
aminokyseliny, štěpení bílkovin je důležité pro jakost a trvanlivost piva [18, 19]. 

 
Při klíčení se snižuje obsah škrobu a zvyšuje se obsah cukrů. Ve sladu je přítomna glukosa, 

ale také fruktosa a sacharosa. Obsah maltosy je velmi nízký, neboť je snadno prodýchána. 
Bílkoviny nejsou prodýchány, nýbrž jsou použity k výstavbě nových tkání. Pro pivovarské 
využití se musí nerozpustné vysokomolekulární bílkoviny přeměnit v rozpustné 
nízkomolekulární štěpné produkty. Tím se změní celkové množství bílkovin. Část bílkovin 
se přemisťuje do kořínků [14]. 

Optimální podmínky pro sladařské klíčení ječmene jsou při 14 – 18 °C v hromadě a liší  
se podle druhu vyráběného sladu. Důležitý je přístup kyslíku ke klíčícímu zrnu, aby bylo 
zajištěné dostatečně intenzivní dýchání zrna. Oxid uhličitý, který vzniká při klíčení, brzdí 
aerobní dýchání a mohl by je úplně zastavit. Proto se v počátečních stadiích klíčení musí 
hromady často předělávat, přehazovat nebo provětrávat, aby se vznikající oxid uhličitý 
vyvětral. Ke konci klíčení a zejména při výrobě tmavých sladů se větrá jen mírně, aby  
se dýchání pozvolna zastavilo a snížily se tak ztráty prodýcháním [16]. 
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Klasickým sladovacím zařízením jsou humna. Za moderní sladovací zařízení jsou 
považována pneumatická sladovadla různých konstrukcí (posuvné hromady, Gallandovy 
bubny apod.). [20] 

 
C. Hvozdění 

Hvozdění je závěrečnou fází výroby sladu probíhající na zařízení zvaném hvozd. Hvozdy 
mohou být jednolískové, dvoulískové, třílískové, skříňové, kruhové či kontinuální [21].  
Pro výrobu světlého sladu na dvoulískovém hvozdu se používají dva způsoby označované 
podle délky hvozdění, technologie 2 x12 h a technologie 2 x 24 h. Hvozdění bavorského sladu 
na dvoulískovém hvozdu probíhá v pěti fázích, kdy se postupně aplikují vyšší teploty  
po různě dlouho dobu [14]. 

Cílem hvozdění je převést zelený slad s vysokým obsahem vody do skladovatelného  
a stabilního stavu, zastavit životní a lušticí pochody v zrně a vytvořit aromatické a barevné 
látky charakteristické pro různé druhy sladu. Dosahuje se toho nejprve řízeným a šetrným 
způsobem sušení v nadbytku vzduchu při teplotách 20 – 60 °C (fáze předsoušení sladu) 
a v další fázi hvozdění (fáze zvyšování teplot a dotahování sladu) v slabém proudu horkého 
vzduchu při teplotách 60 – 80 °C u světlého sladu a 60 – 105 °C u tmavého sladu. Z hlediska 
chemických a biochemických změn lze při hvozdění rozlišit tři fáze: 

 
• Fáze růstová – obsah vody v zrně je ještě vysoký a teplota nepřekročila 40 °C, 

takže jsou příznivé podmínky pro další luštění zrna a pro růst kořínků a střelky. 
• Fáze enzymatická – při snížení obsahu vody v zrnu pod 20 % a při teplotách  

40 až 60 °C dochází k zastavení růstu kořínků a střelky, ale v zrnu pokračují dále 
enzymatické reakce, především amylolytické a proteolytické  

• Fáze chemická – při obsahu vody v zrně pod 10 % a při teplotách nad 60 °C, 
probíhají v zrně chemické reakce za vzniku barevných a aromatických látek, 
charakteristických pro daný typ sladu. 

 
Barevné a aromatické látky obsahující dusík – melanoidiny jsou sloučeniny vznikající  

při dotahování sladu při tzv. Maillardových reakcích. Barevné a aromatické látky bezdusíkaté 
vznikají karamelizací cukerných roztoků při termickém štěpení cukrů. Dále vznikají 
enzymovou oxidací polyfenolů tzv.melaniny[14]. 

Na hvozdění navazuje odkličování sladu, při němž se slad zbaví kořínků, poškozených zrn 
a prachu a současně se dochladí. Poté se uskladní do sladových sil, ojediněle na sladové půdy 
[14]. 

 
2.4.3.4 Charakteristiky různých sladů 

Nejběžněji vyráběnými druhy sladů v České republice jsou světlý slad a bavorský slad. 
Světlý slad je charakteristický příznivým extraktem a dostatečnou enzymatickou silou, 
s nízkou barvou. Slouží k výrobě světlého, lehkého a speciálního piva. Bavorský slad 
je charakteristický vysokou barvou, výraznějším aromatem, čehož se dosáhne výrazně 
hlubším rozluštěním při klíčení. Je také odlišně hvozděn, s cílem ještě podpořit tvorbu 
melanodinů [14]. 
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Mezi speciální slady počítáme slady diastatické, karamelové, barvicí a pšeničné. 
Diastatický slad je charakteristický vysokou diastatickou mohutností1. Karamelový slad 
je charakteristický vysokým obsahem cukrů, aromatických a barevných sloučenin. Používá  
se při výrobě tmavých a speciálních piv. Barvicí slad se používá při výrobě tmavých piv, 
pšeničný při výrobě speciálních (tzv.bílých) piv nebo v pekárenství [14]. 

Důležitým produktem jsou také sladové výtažky. Jedná se o zahuštěné výluhy ze sladu 
obsahující rozpustné extraktivní látky sladu, které přešly do roztoku pivovarským 
rmutováním. Surovinami pro výrobu sladových výtažků jsou světlé slady plzeňského typu  
a slady diastatické. Výroba sladových výtažků se skládá ze tří operací: šrotování sladu, varný 
proces – vyluhování sladu a odpařování výluhů [14]. 

Kvůli snížení provozních nákladů bývají používány sladové náhražky, zvané také surogáty. 
Surogáty se dělí na dvě hlavní skupiny, škrobnaté a cukernaté. Mezi hlavní škrobnaté 
náhražky patří pšenice, kukuřice, rýže a čirok cukrový. Jako cukernaté náhražky se označují 
krystalový cukr, cukrový kulér nebo cukerný sirup [16]. 

 
2.5 Výroba mladiny 

Cílem varního zpracování je převést za pomoci enzymů extraktivní látky sladu do roztoku, 
získaný extraktivní roztok sladiny oddělit s minimálními ztrátami od nerozpustných zbytků 
sladového zrna, tj. od mláta, a povařením sladiny s chmelem produkt chuťově a tepelně 
stabilizovat. Získaná mladina je po odloučení kalů a ochlazení připravena pro kvasný proces. 
Výroba mladiny sestává z technologických úseků šrotování sladu či sladových náhražek, 
vystírání sladového šrotu do vody, rmutování, scezování sladiny a vyslazování sladového 
mláta, chmelovaru a závěrečné úpravy mladiny [14]. 

 
2.5.1 Šrotování 

Složení šrotu zásadním způsobem ovlivňuje proces rmutování, scezování a varní výtěžek. 
Slad se šrotuje buď za sucha nebo kondiciovaný (zvlhčený parou) či za mokra. Jemné 
rozemletí endospermu je předpokladem pro požadovaný průběh rmutování a vysoký varní 
výtěžek, neboť čím jemnější je šrot, tím lepší je přístup enzymů k jednotlivým částem sladu. 
Pluchy slouží v pozdější fázi výroby jako filtrační materiál při zcezování. Větší poškození 
pluch snižuje porozitu mláta a negativně ovlivňuje chuť piva [14, 16]. 

 
2.5.2 Vystírání 

Vystírání je smíchání sladového šrotu, popř. šrotu sladových náhražek, s vodou. Množství 
sladu a náhražek použité pro jednu várku se nazývá sypání. Objem vody použité k vystírce  
se nazývá nálev a určuje se podle sypání a typu vyráběného piva. Hlavní složkou sypání  
pro světlá piva je odleželý světlý slad a případně menší podíl surogátů. Obvyklé sypání 
tmavých piv sestává z plzeňského, bavorského, karamelového a barvicího sladu. Někdy  
se provádí zapářka, což je vyhřátí části vystírací vody k varu a po skončeném vystírání  
se přičerpáním této horké vody za intenzivního míchání zvýší teplota vystírky na peptonizační 
teplotu (kap. 2.5.3) [14, 16]. 

 
                                                 
1 Diastatická mohutnost je ukazatelem aktivity amylolytického enzymu ß-amylasy. 
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2.5.3 Rmutování 
Rmutování slouží k přípravě sladiny s požadovanou skladbou extraktu. Dosahuje se toho 

postupným vyhříváním buď celé, nebo jen části vystírky neboli dílčího rmutu. Při rmutování 
dochází k mnoha enzymatickým reakcím, včetně hydrolýzy (tzv. zcukření) škrobu. Většina 
těchto pochodů probíhá při vyšších teplotách optimálních pro činnost enzymů, které způsobují 
rozštěpení a převedení optimálního podílu extraktu surovin do roztoku, aby se vytvořily 
podmínky pro výrobu žádaného typu piva. Část extraktu surovin přechází do roztoku  
již při vystírání, hlavní podíl se však získá až při rmutování, kdy se vystírka vyhřívá postupně 
na teploty optimální pro činnost jednotlivých skupin enzymů, podle nichž jsou teploty 
nazývány: 

 
• 35 až 38 °C  kyselinotvorná teplota 
• 48 až 52 °C  peptonizační teplota 
• 60 až 65 °C  nižší cukrotvorná teplota 
• 70 až 75 °C  vyšší cukrotvorná teplota 
• 78 °C  odrmutovací teplota 

 
Nejdůležitější chemickou reakcí při rmutování je štěpení škrobu na nízkomolekulární 

cukry, zejména glukosu, maltosu a dextriny. Štěpení škrobu má tři fáze, bobtnání  
a zmazovatění škrobu, tzv. ztekucení škrobu a tzv. zcukření škrobu. K bobtnání a mazovatění 
dochází zahřáním emulze škrobu, která se mění v hustou viskózní kapalinu. V další fázi 
dochází účinkem sladové α-amylasy ke ztekucení škrobu za vzniku rozpustného 
amylodextrinu. V poslední fázi dochází účinkem komplexu více amylolytických enzymů, 
zejména však α- a β-amylasy, ke zcukření čili úplnému rozštěpení makromolekul škrobu  
za vzniku různých nižších cukrů a dextrinů. Glykosidickou vazbu alfa-1,6 atakuje enzym 
terminální dextrinasa, která tak umožňuje pokračování činnosti amylas za vzniku konečných 
zbytků se dvěma až čtyřmi glukosovými jednotkami. Ve sladu je přítomen též enzym maltasa, 
který štěpí při nízkých teplotách vystírání maltosu na dvě molekuly glukosy, a sacharasa 
štěpící sacharosu na glukosu a fruktosu [14, 16]. 

Prodlužováním nebo zkracováním časových prodlev při optimálních teplotách  
pro dextrinotvornou α-amylasu nebo cukrotvornou β-amylasu lze v určitém rozmezí měnit 
složení rozpuštěného extraktu. Delší časovou prodlevou při 65 °C se získá sladina s vyšším 
podílem zkvasitelných cukrů (maltosy a glukosy). Vyhřeje-li se rmut naproti tomu rychle  
na 70 °C a časová prodleva se udržuje až při této teplotě, potlačí se působení β-amylasy  
a sladina bude bohatá na dextriny. Sladiny s vysokým obsahem zkvasitelných cukrů poskytují 
piva hlouběji prokvašená s vyšším obsahem alkoholu, kdežto sladiny s více dextriny vedou 
k nízko  prokvašeným pivům s nižším obsahem alkoholu, vyšším zbytkovým extraktem  
a tedy i plnější chutí. Průběh štěpení škrobu se ve rmutech kontroluje jodovou zkouškou [16, 
22]. 

Kromě štěpení škrobu je při rmutování důležité i štěpení vysokomolekulárních bílkovin. 
Bílkoviny jsou důležité pro pěnivost piva i plnost chuti a jejich štěpné  
produkty – aminokyseliny jsou důležité pro kvašení. Vysoký obsah bílkovin by však 
způsoboval nízkou stabilitu a trvanlivost piva [16]. 

Kyselinotvorné enzymy způsobují štěpení organických sloučenin fosforu za uvolňování 
kyseliny fosforečné, která spolu s aminokyselinami vzniklými štěpením bílkovin snižuje pH  
a vytváří potřebnou mírně kyselou reakci rmutů, důležitou pro činnost ostatních enzymů [16]. 
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Podle způsobu zvyšování teploty při rmutování rozlišujeme infúzní a dekokční postup 
rmutování. Při infúzním postupu se celý objem vystírky postupně ohřívá až na odrmutovací 
teplotu. Při dekokčních postupech se ohřevu dociluje tím, že se oddělí část vystírky – rmut, 
který se po samostatném zpracování a povaření vrátí zpět. Podle toho, kolikrát tuto operaci 
opakujeme, rozlišujeme jednormutový až třírmutový dekokční postup. Naše pivovary 
používají převážně dvourmutové postupy, výjimečně třírmutový nebo jednormutový postup. 
Infuzní způsob rmutování se používá pouze pro výrobu speciálních piv [14, 16]. 

 
2.5.4 Scezování 

Odrmutované dílo lze popsat jako hustou suspenzi mláta ve vodném roztoku extraktivních 
látek, tj.ve sladině. Obě tyto složky je třeba při scezování co nejdokonaleji rozdělit. V první 
fázi scezování se s využitím filtrační vrstvy mláta oddělí hlavní podíl v suspenzi zadržené 
sladiny, tj. předku, ve druhé fázi se mláto promyje horkou vodou. Promytím, v pivovarské 
terminologii vyslazením, se získá zředěná sladina zvaná výstřelky. Jakmile dosáhne celkový 
objem předku a výstřelků požadované hodnoty, scezování se ukončí. Získaný objem sladiny 
pohromadě se dále zpracuje při chmelovaru. Mláto oddělené při scezování se využívá jako 
zkrmitelný odpad. Scezování se provádí ve scezovací kádi vybavené dvojitým děrovaným 
dnem a systémem odvodních trubek spojených s kohouty scezovací baterie. Méně často  
se používá sladinový filtr pracující na principu rámového plachetkového filtru a v zahraničí  
i jiné systémy separace sladiny od mláta [14, 16]. 

 
2.5.5 Chmelovar 

Chmelovar má za cíl provedení řady dílčích fyzikálních, chemických a biochemických 
dějů nezbytných k dosažení žádaného složení mladiny odpovídajícího vyráběnému druhu 
piva. Při chmelovaru dochází ke stabilizaci koncentrace a složení mladiny. Výsledným 
produktem je horká mladina. Sladina získaná scezováním se v mladinové pánvi vaří  
s chmelem po dobu 90 – 120 minut, u moderních systémů 65 – 80 minut. Dochází  
k následujícím procesům: 

• odpaření přebytečné vody za účelem zahuštění mladiny na požadovanou koncentraci 
• inaktivaci enzymů za účelem vytvoření charakteristického chemického složení 

podmiňujícího senzorickou a koloidní stabilitu vyráběného druhu piva 
• sterilaci mladiny teplem do stupně technické sterility za účelem zajištění biologické 
čistoty následného kvašení mladiny 

• odstranění vysokomolekulárních bílkovinných složek koagulací varem a reakcemi 
s polyfenoly 

• tvorbu barevných, chuťových, aromatických a redukujících produktů Maillardových  
a doprovodných reakcí 

• odstranění nežádoucích těkavých složek sladu a chmele, které by negativně ovlivnily 
aroma a chuť piva 

• a především převod důležitých chmelových látek do roztoku a jejich chemické 
přeměny za účelem dosažení požadované hořkosti a aroma mladiny [14, 16] 

 
Hlavními reakcemi při chmelovaru jsou izomerační reakce chmelových α-hořkých kyselin, 

při nichž vznikají intenzivně hořké produkty zvané iso-α-hořké kyseliny. Reakce neprobíhá 
kvantitativně a je doprovázena tvorbou řady vedlejších izomeračních produktů.  
To je důvodem relativně nízkého využití chmelových hořkých kyselin v pivovarském procesu 
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i hlavním důvodem zavádění chemicky upravených chmelových výrobků. Z celkové chmelem 
dodané hořkosti se využije v závislosti na podmínkách chmelovaru a kvašení 
pouze 25 – 35 % [14]. 

Chmelové polyfenoly jsou rozpustné ve vodě a při chmelovaru přecházejí do mladiny. 
Svým redukujícím účinkem podporují tvorbu větších, méně rozpustných molekul bílkovin. 
Vyloučení vysokomolekulárních bílkovin je jedním z nejdůležitějších pochodů  
při chmelovaru. Původně průhledná sladina se po zahájení varu zakalí a při pokračujícím varu 
se začnou vylučovat nejprve velmi jemné vločky, které se postupně zvětšují do velkých 
objemných shluků, označovaných jako lom mladiny. Lom mladiny je kontrolován  
po ukončení chmelovaru. Velké, dobře ohraničené vločky a čirá mladina svědčí o správném 
průběhu chmelovaru a do značné míry celého varního procesu[14]. 

Technologie chmelení zahrnuje diferencované dávkování zpravidla více forem a odrůd 
chmele. Chmel či chmelové přípravky se přidávají nejčastěji na dvakrát až na třikrát, podle 
kvality a typu výrobku a vyráběného piva. Chmelový extrakt se přidává zpravidla na začátku 
chmelovaru, následuje granulovaný či hlávkový hořký či vysokoobsažný chmel pro docílení 
požadované hořkosti. Na závěr se ke konci chmelovaru dávkuje výrobek z odrůdy jemného 
aromatického chmele pro dosažení požadovaného aroma. Neoxidované chmelové silice  
se významně podílejí na aroma piva. Aroma chmele ovlivňuje zejména myrcen a linalool, 
aroma piva pak z obou složek méně těkavý linalool. Čím pozdější je dávka aromatického 
chmele, tím větší zbytkový podíl silic zůstává zachován v mladině a pivu[14, 16]. 

Mladinu po chmelovaru je nutné před zakvašením ještě technologicky upravit. Úpravy 
mladiny zahrnují separaci hrubých kalů, chlazení mladiny, separace jemných kalů  
a provzdušnění [14]. 

 
2.6 Pivovarské kvasinky a jejich úloha 

Kvasinky jsou jednobuněčné mikroorganismy rozmnožující se pučením, za nepříznivých 
podmínek sporulací. Jejich taxonomické zařazení je: 

• nadříše Eukaryota 
• říše Fungi (houby) 
• třída Ascomycetes  
• čeleď Saccharomycetaceae 
• podčeleď Saccharomycoideae. 

Pro kvašení mladiny se používají buď svrchní pivovarské kvasinky (Saccharomyces 
cerevisiae) kvasící při teplotách až 24 °C, nebo spodní pivovarské kvasinky (Saccharomyces 
cerevisiae var. uvarum) při teplotách kvašení 6 – 12 °C. Svrchní kvasinky slouží hlavně  
pro výrobu piva typů ale2, porter3, stout4 a spodní pro piva plzeňského typu. Tyto 
mikroorganismy mají rozdílné složení buněčných stěn, kvasinky spodního kvašení na konci 
kvašení sedimentují na dně kvasných nádob, kdežto kvasinky svrchního kvašení jsou 
bublinkami CO2 vynášeny na povrch kvasící mladiny. Liší se také technologicky 
významnými vlastnostmi, tvoří různé senzoricky významné látky. Kvasinky svrchního 
kvašení mají vyšší tepelnou odolnost a výraznější schopnost sporulace. Spodní kvasinky 
úplně zkvašují rafinosu (svrchní pouze cca z jedné třetiny). Tento trisacharid je pomocí 
enzymu melibiasy štěpen na monosacharidy fruktosu a melibiosu. Zdrojem kvasinek  

                                                 
2 Ale – pivo původem z Anglie a Irska, o různém obsahu původního extraktu a různé barvy. 
3 Porter – tmavé, chuťově výrazné pivo, vysokoprocentní, silněji chmelené, původem z Londýna. 
4 Stout – téměř černé, hutné pivo typu ale, často sladké, většinou se pije nechlazené. 
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pro přípravu nové kultury může být provozní kvasící mladina, nejlépe ve stadiu bílých 
kroužků ve druhém nebo třetím nasazení. Jinou možností je banka kvasničných kmenů [14, 
16]. 

Cílem kvašení piva je řízená přeměna sacharidů na alkohol a CO2 a současné vytváření 
vhodných organoleptických vlastností piva. Při kvašení je vytvářen chuťový charakter piva, 
který je ovlivňován nejen hlavními produkty kvašení, ale i obsahem vyšších alkoholů, esterů, 
ketonů, aldehydů, sloučenin síry aj. Bylo dokonce zjištěno, že opětovnou fermentací kvasinky 
dokáží odstranit sloučeniny negativně ovlivňující organoleptické vlastnosti ze starých piv, 
hlavně (E)-2-nonenal, diacetyl, aldehydy atd., přeměnou na odpovídající alkoholy, což svědčí 
o jejich velmi vysoké redukční kapacitě.[14, 23] 

Průběh fermentace je závislý na složení mladiny, druhu použitých kvasnic, zákvasné 
dávce, teplotě kvašení, tlaku, objemu. tvaru nádob apod. Kvašení mladiny je při klasické 
technologii rozděleno do dvou fází, na hlavní kvašení prováděné v otevřených či uzavřených, 
ale netlakových nádobách a na dokvašování v uzavřených tlakových nádobách. Moderní 
technologické postupy kvašení se provádějí vesměs v uzavřených velkoobjemových 
fermentorech umožňujících beztlakový i tlakový režim provozu [14, 16]. 

 
2.6.1 Kvašení mladiny 

První vizuální projevy hlavního kvašení se objevují po 12 až 24 hodinách. Na povrchu 
mladiny se objevuje pěna, která je prouděním kvasící mladiny unášena od stěny kádě. Jedná 
se o stadium zaprašování a odrážení. Další stadium nízkých bílých kroužků obvykle začíná  
24 až 36 hodin po naplnění kádě. Na povrchu kvasící mladiny se vytváří typické bílé růžice 
pěny. Během třetího až čtvrtého dne přechází kvašení do stadia vysokých hnědých kroužků. 
Barva kroužků postupně přechází do hnědé. Intenzita kvašení je maximální, do pěny jsou 
vynášeny mrtvé kvasinky a kaly. Toto stadium je provázeno intenzivním vývojem tepla, 
je dosaženo maximální teploty kvašení (obvykle 8 až12 °C), která musí být udržována 
chlazením po dobu dvou dnů a pak je zahájeno zchlazování. Rychlost zchlazování má být 1°C 
za den, aby nebyl narušen průběh kvašení. V dalším stadiu, které se nazývá propadání,  
se snižuje intenzita kvašení. S tím je spojeno snižování výšky pěny na povrchu kádě.  
Na konci tohoto stadia zůstává na povrchu mladiny nízká a tmavá vrstva pěny – deka. Kvasná 
deka obsahuje vyloučené látky, kvasnice a kontaminanty. Kvasná deka se sbírá pomocí 
děrované lžíce, a tím jsou odstraněny nežádoucí látky, které by při propadnutí deky mohly 
způsobit nepříjemnou hořkost piva [14]. 

 
2.6.2 Dokvašování mladého piva 

Cílem dokvašování piva je dosažení optimálních organoleptických vlastností, nasycení 
oxidem uhličitým a čiření (usazení kvasnic při pomalém dokvašování). Prostor, v kterém 
probíhá dokvašení piva, se nazývá ležácký sklep. Teplota je udržována na -2 až +3 °C. 
Klasické ležácké nádoby jsou dřevěné sudy o obsahu 40 až 150 hl, novější jsou ležácké tanky, 
což jsou hliníkové, ocelové, železobetonové a ocelové nádoby s vhodnou úpravou vnitřního 
povrchu. Klasická technologie doporučuje dobu dokvašování u výčepních piv (10%) 21 dnů, 
u ležáků (12%) 70 dnů. Řada piv má své odlišné výrobní postupy, které stanovují dobu ležení 
na potřebnou délku. Celková doba dokvašování proto může kolísat v rozmezí 1 až 10 týdnů 
[14, 24]. 
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2.7 Konečné úpravy piva 
Dokonale vyzrálé pivo se musí ještě zfiltrovat, aby se zbavilo zbytků neusazených 

mikroorganismů a koloidních kalících částí a získalo jiskrnou čirost. Filtrace piva se nejčastěji 
provádí na křemelinových a deskových celulosových filtrech různé konstrukce. 
Nejmodernějším, ač značně nákladným způsobem, je membránová filtrace. Dále se musí 
docílit požadované biologické stability, obvykle pasterací či ostrou filtrací. Rozšířená 
je zejména pasterace piva v lahvích či plechovkách v ponorných a tunelových pastérech  
při teplotě 62 °C, méně častá je mžiková pasterace v průtokových pastérech při vyšší teplotě. 
Požadované koloidní stability se dosáhne stabilizací piva proti tvorbě zákalů. Používají  
se hlavně stabilizátory adsorpční (různé typy křemičitých gelů na odstranění dusíkatých látek, 
a vysokomolekulární polyamidy, např. polyvinylpolypyrolidon pro částečné odstranění 
polyfenolových prekurzorů) a antioxidační (kyselina askorbová) pro eliminaci vlivu kyslíku. 
Nakonec se pivo plní do transportních a spotřebitelských obalů, hlavně lahví a plechovek,  
ale také KEG sudů či PET lahví [14, 16]. 

 
2.8 Všeobecná charakteristika piva 

Pivo je disperzní soustavou různých sloučenin, kterých bylo do současné doby 
identifikováno přes 800. Obsahuje ve formě koloidního roztoku různé makromolekuly,  
a to bílkoviny, nukleové kyseliny, sacharidy a lipidy. Některé složky pocházejí již ze surovin 
a procházejí celým pivovarským procesem beze změny. Většina z nich je ale výsledkem 
chemických a biochemických změn při sladování, rmutování, chmelovaru a hlavně kvašení. 
Některé látky mohou vznikat až během skladování piva ve spotřebitelských obalech [14]. 

 
2.8.1 Chemické složení piva 

Nejdůležitější anorganickou látkou piva je oxid uhličitý, který je přirozeným produktem 
kvašení a v pivu je obsažen v množství 0,35 – 0,55 % hm. Způsobuje říz piva.  
Jako doprovodný produkt kvašení vzniká oxid siřičitý. Kyslík se dostává do piva během 
filtrace a stáčení piva. Jeho přítomnost je nežádoucí, protože poškozuje chuť piva. Dále pivo 
obsahuje minerální látky, pocházející převážně ze sladu a částečně z varní vody. Z kationtů 
jsou nejvíce zastoupeny draslík, sodík, hořčík a vápník, z aniontů pak fosforečnany, chloridy, 
sírany a dusičnany [14]. 

Nejvýznačnější těkavou složkou v pivu je ethanol, jehož množství závisí na koncentraci 
původní mladiny a stupni prokvašení. 10% pivo obsahuje asi 2,8 – 3,5 % hm.ethanolu a12 % 
ležák asi 3,5 – 4,2 % hm. Ethanol se podílí na plnosti piva. V pivu jsou obsaženy také vyšší 
alkoholy, acetaldehyd, estery, organické kyseliny (především kyselina octová), nižší a vyšší 
mastné kyseliny, těkavé aminy, sirné sloučeniny (zejména dimethylsulfid) a některé 
heterocyklické sloučeniny. Z tzv.vicinálních diketonů má největší význam 2,3- butandion 
(diacetyl), protože při nedostatečném odbourání negativně ovlivňuje chuť piva [14]. 

Pivo obsahuje v závislosti na extraktu původní mladiny a stupni prokvašení asi 2 – 6 % 
extraktivních látek. Hlavní součástí extraktu piva jsou sacharidy. Nejdůležitější jsou dextriny, 
štěpné produkty škrobu, nezkvasitelné kvasinkami. V menším množství jsou přítomny některé 
monosacharidy a oligosacharidy, nejvíce zastoupené jsou zkvasitelné cukry maltosa  
a maltotriosa a některé nezkvasitelné, jako např. pentosy. Gumovité látky představované 
hlavně pentosany a β-glukany zvyšují viskozitu piva. Dusíkaté látky tvoří asi 6 – 9 % extraktu 
piva. Vysokomolekulární dusíkaté látky kladně ovlivňují plnost piva a pěnivost, 
nízkomolekulární dusíkaté látky přestavují běžné aminokyseliny. Pro piva českého typu  
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je charakteristické, že po nalití do sklenice vytváří bohatou stálou pěnu, která ulpívá na skle  
a zaujímá velký objem. Z fyzikálního hlediska se jedná o disperzi plynu v kapalině.  
K faktorům pozitivně ovlivňujícím tvorbu a stabilitu pivní pěny patří především bílkoviny 
s hydrofobním charakterem. Za nejvýznamnější jsou považovány bílkoviny označované jako 
přenašeče lipidů (LTP), protein Z, dále bílkoviny vázající lipidy a další zejména hordeinové 
frakce. K vytvoření pěny požadovaných vlastností je třeba také hořkých látek pocházejících 
z chmele, výše zmiňovaných látek polysacharidové povahy a iontů kovů (Mn2+, Al3+, Mg2+, 
Ca2+, Zn2+, Cu2+). Pěnu negativně ovlivňují bazické aminokyseliny, proteolytické enzymy, 
dále také lipidy, některé kovy (měď, cín, bismut, molybden a železo vyvolávající gushing), 
ethanol a polyfenoly.[14, 25] 

Polyfenolové látky pocházejí asi ze čtyř pětin ze sladu a z jedné pětiny z chmele,  
podle způsobu chmelení. Na chuti piva se podílejí určitou trpkou (svíravou) složkou. Hořké 
látky pochází z chmele. Barviva představují v pivu hlavně melanoidiny a produkty vzniklé 
karamelizací cukrů. Dále pivo obsahuje malé množství glycerolu, lipidů a některé vitaminy, 
zejména řady B [14]. 

 
2.8.1.1 Pivo jako lék 

Hlavní složkou piva s pozitivním efektem na zdraví jsou polyfenoly. Souhrnně mají tyto 
sloučeniny antioxidační, antikarcinogenní, antimikrobiální, imunomodulační a protizánětlivé 
účinky [26]. Dále se účastní procesů regulace tlaku krve a hladiny glukózy v krvi. Pravidelná 
konzumace piva také snižuje trombotické jevy, a tím i onemocnění a úmrtnost na nemoci 
cévní soustavy. Prenylflavonoid IX má prokázané antikarcinogenní účinky nejen díky svým 
antioxidačním vlastnostem, ale také díky schopnosti blokovat škodlivě působící enzymy,  
čímž je dokonce účinnější než xanthohumol (XN). Tyto sloučeniny mají rovněž pozitivní vliv 
na aterosklerózu, díky schopnosti inhibovat oxidaci LDL, a osteoporózu. Zvláště zajímavé 
jsou fytoestrogenní vlastnosti prenylflavonoidů, z nichž jimi nejvíce vyniká  
8-prenylnaringenin [10, 26, 27]. 

Pozitivní vliv na zdraví mají podle Gerhäuserové také α-hořké a iso-α-hořké kyseliny. 
Kromě důležitých antibiotických vlastností disponují biologickými aktivitami důležitými  
pro prevenci rakoviny. Humulony a lupulony vychytávají volné radikály a inhibují peroxidaci 
lipidů [26]. 

Pití piva je většinou spojena s konzumací alkoholu, nealkoholické piva tvoří jen 2-3 % 
produkce. Bylo zjištěno, že nízký příjem alkoholu (10 – 15 g alkoholu za den, což odpovídá 
asi 0,3 l piva denně) je pro zdraví prospěšnější než úplná abstinence či nadměrná konzumace. 
Existují ale přesvědčivé důkazy, že vysoký příjem alkoholu je spojen se vznikem rakoviny, 
především úst, hltanu, hrtanu, jícnu, jater, a pravděpodobně existuje i spojitost mezi přílišným 
pitím alkoholu a rakovinou střev u mužů a rakovinou prsu u žen. Karcinogenní účinky 
vykazují také nitrosaminy. Jejich koncentraci se ale během dvaceti let podařilo úpravami  
ve výrobě piva snížit na velmi nízkou hodnotu (asi jednu patnáctinu). Dříve mohl být hrozbou 
také ochratoxin, mykotoxin z napadených obilnin [26]. 

 
2.9 Přehled produkovaných druhů piv  

Základní dělení piv vychází ze způsobu kvašení, a to na piva spodně a svrchně kvašená. 
Spodně kvašená piva, původem ze střední Evropy, se dnes vyrábějí v celém světě. Svrchně 
kvašená piva se tradičně vyrábějí ve Velké Británii, v Belgii, částečně ve Francii  
a v Německu. Liší se organoleptickým charakterem. 
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Podle barvy se piva dělí na piva světlá a piva tmavá. Existují i přechodné typy, tzv. piva 
polotmavá [14]. 

 
2.9.1 Piva typická pro Česko 

Základním druhem je tzv.pivo českého (plzeňského) typu, které je reprezentováno světlým 
ležákem. Rozumí se jím světlé pivo o koncentraci původní mladiny 11 – 12 %, s dobrou 
plností, výraznou hořkostí a dobrou pěnivostí. Vyrábí se obvykle dvourmutovým dekokčním 
způsobem a je středně prokvašené. K tomuto typu náleží většina piv u nás vyráběných,  
která se mírně liší v použitých surovinách a místními výrobními podmínkami. 

Podle obsahu původního extraktu mladiny rozděluje česká legislativa piva takto: 
• lehká – do 7,99 % extraktu původní mladiny 
• výčepní – 8,00 – 10,99 % extraktu původní mladiny 
• ležáky – 11,00 – 12,99 % extraktu původní mladiny 
• speciální – nad 13,00 % extraktu původní mladiny [14] 

 
2.9.2 Netradiční piva na českém trhu 

Také se vyrábějí piva určená pro určitý okruh spotřebitelů. Řidičům jsou určena piva 
nealkoholická, která mohou obsahovat nejvýše 0,5 % objemových alkoholu. Piva se sníženým 
obsahem alkoholu (nejvýše 1,2 % objemových) nesmějí být řidiči požívána.V současnosti  
se při výrobě nealkoholických a nízkoalkoholických piv uplatňují převážně tři technologické 
postupy. Etanol je odstraněn z piva získaného obvyklou metodou, nebo může být přerušeno  
či omezeno kvašení a třetí možností je využití mutantních nebo jinak defektních kmenů 
pivovarských kvasinek.  

Další zvláštní skupinou spotřebitelů jsou diabetici, pro které jsou vyráběna piva  
se sníženým obsahem cukru, tzv. dia-piva. Do podvědomí Čechů se dostává také pivo 
pšeničné (vyrobené s podílem extraktu pšeničného sladu vyšším než jedna třetina hmotnosti 
celkově dodaného extraktu) a pivo kvasnicové (vyrobené dodatečným přídavkem malého 
podílu rozkvašené mladiny do hotového piva v průběhu stáčení) [14, 29]. 

V poslední době se na trhu objevila i různě ochucená piva, přičemž další  složkou mohou 
být byliny, ovoce, med atp. Můžeme narazit např. na piva zázvorová, banánová, borůvková, 
konopná, kapučínová. Existují také další nápoje na bázi piva. Mohou být buď 
vysokoalkoholické (pivní pálenky neboli pivovice) nebo naopak nízkoalkoholické (směsi 
limonády a piva). Méně známou skupinu piv přetavují extrémně silná piva, která mají obsah 
alkoholu jako víno, deset i více procent. Jsou to piva určená k vychutnávání, pijí se po malých 
skleničkách. Pro milovníky piv je na trhu k dispozici skupina neobvyklých piv nabízející pivo 
vhodné k přípitkům. Do piva se v tomto případě přidávají šampaňské kvasinky, takže pivo 
v láhvi znovu kvasí stejně jako šampaňské.  

Uvedené modifikované typy piv rozšiřují sortiment nápojů možná přispějí ke zvýšení 
příjmů jejich výrobců, avšak lze oprávněně předpokládat, že hlavním produktem pivovarů  
pro domácí i zahraniční odbyt zůstane i nadále tradiční a kvalitní české pivo.   

 
2.10 Přehled metod pro stanovení antioxidační aktivity používaných 

v pivovarnictví 
 
K charakterizaci kvality, technologické jakosti a biologických účinků piva se používá celá 

řada metod. V dalším textu  budou diskutovány zejména metody používané ke stanovení 
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fenolických látek a jejich vlastností včetně celkové antioxidační aktivity piva, k níž fenolické 
látky přispívají významnou měrou. 

Metody stanovení antioxidačních účinků v pivovarských materiálech je možné rozdělit  
do dvou skupin, na metody chemické a fyzikální [4, 30]. 

 
2.10.1 Chemické metody 

Chemické metody spočívají nejčastěji v použití činidel poskytujících s volnými 
kyslíkovými radikály barevné produkty, jejichž vzniku naopak brání ve vzorku obsažené 
antioxidanty. Intenzita zabarvení se měří nejčastěji spektrofotometricky a rozdíl v hodnotách 
absorbancí měřeného a slepého vzorku pak udává obsah látek s antioxidačními účinky. 
Srovnání hodnot poskytovaných jednotlivými metodami je velmi nesnadné, protože  
jak antioxidantů, tak reaktivních látek způsobujících oxidační změny je celá řada. [4, 30] 

 
2.10.1.1 Nejčastěji používané metody a jejich principy 

DPPH, 1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl, je stabilní volný radikál, který může být 
díky své struktuře akceptorem atomu vodíku a přejít do formy stabilní diamagnetické 
molekuly. Intenzivní fialové zabarvení měřitelné při  520 nm je způsobeno nepárovým 
elektronem na dusíku hydrazylu. Působením antioxidantů se intenzita jeho zabarvení snižuje  
a je měřena v minutových intervalech po dobu 10 minut. Vzhledem k tomu, že je sledován 
úbytek látky, je možno použít i metodu HPLC, kdy je sledovanou veličinou plocha pásu 
odpovídající DPPH. Ve studii Karabína [4] byla tato metoda srovnána s metodou TAS-ABTS, 
neboli stanovením celkového antioxidačního stavu, a to při měření vzorků chmele a piv.  
Bylo zjištěno, že obě metody poskytují srovnatelné výsledky.  

Metoda TAS-ABTS byla doposud hojně užívána v medicínské praxi, zejména  
při stanovení antioxidačních vlastností v krvi a séru pomocí komerčních souprav (kitů). 
Metoda spočívá v reakci methmyoglobinu s peroxidem vodíku za tvorby radikálu 
ferrylmyoglobinu. Uvedený radikál reaguje s 2,2´-azinobis(3-ethylbenothiazolin-6-
sulfonátem) (ABTS) v substrátu a vytváří radikál-kation ABTS+ modrozelené barvy. 
Antioxidanty v systému zabraňují tvorbě ABTS• v míře odpovídající jejich koncentraci. 
Reakce probíhá při 37 °C a měří se při vlnové délce 600 nm (kap. 4.3.3) [31]. 

Obdobou metody TAS-ABTS je metoda ABTS-TROLOX, jejímž základem je také 
generování radikálového kationu ABTS+. Zde je ale měřena relativní zhášecí schopnost 
antioxidantů ve srovnání s 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylovou kyselinou 
(TROLOX). V praxi se jako zdroj peroxidového radikálu používá  
2,2´-azobis(2-amidinopropan)dihydrochlorid (AAPH), jehož směs s ABTS se inkubuje 
v acetátovém pufru o pH 4,3 při teplotě 45 °C po dobu 60 minut. Po ochlazení a přidání 
vzorku se měří absorbance s 25 minutovou prodlevou při 734 nm. Tato tzv. hodnota TRAP 
(total reactive antioxidant potential) je v pivovarnictví považována za odpovídající indikátor 
antioxidačních účinků výhradně polyfenolických látek [32] 

Metoda DCI (2,6-dichlorfenolindofenolová) je standardní metodou podporovanou 
MEBAK (Mitteleuropäische Brautechnische Analysenkommission). Jejím principem  
je reakce 2,6-dichlorfenolindofenolu s endiolovou skupinou polyfenolů za vzniku bezbarvých 
dioxosloučenin. Tato změna zbarvení je stanovitelná spektrofotometricky. V případech, kdy 
není možné využít optických metod (v případě tmavých a kvasnicových piv) se používá 
kombinace s voltametrickou detekcí. Výsledky jsou vyjadřovány jako ekvivalenty množství 
kyseliny L-askorbové, která slouží jako standard [33]. 
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Stanovení redukční síly 2,2´-bipyridylem, což je další osvědčená metoda, je založeno  
na jeho reakci s železitými ionty. Vzniklý komplex je silným oxidačním činidlem a reakcí  
se širokou skupinou redukujících látek se mění z bezbarvé oxidované formy na červenou 
redukovanou formu. Barevná změna se měří spektrofotometricky při 510 nm po tříminutové 
prodlevě [34]. 

Kyselina thiobarbiturová (TBA) poskytuje reakcí s karbonylovými sloučeninami řadu 
barevných produktů. Reakcí s pivem vzniká převážně žluté zbarvení absorbující při 455 nm  
a červené, které absorbuje při 530 nm. Zvýšením kyselosti, teploty a doby reakce se tvorba 
obou barevných produktů významně zvyšuje. Reakce se provádí smícháním roztoku TBA  
ve směsi isopropylalkoholu a vody s odplyněným pivem, pak následuje inkubace při 60 °C  
po dobu 30 minut a následně se změří absorbance při obou vlnových délkách proti slepému 
vzorku. Výsledkem jsou dvě hodnoty absorbance označované jako číslo kyselosti kyseliny 
thiobarbiturivé, jak se také tato metoda nazývá [35].  

Další možností adaptovanou na potřeby pivovarnictví je metoda spoluoxidace β-karotenu 
v linoleátovém modelovém systému. β-karoten je díky systému dvojných vazeb výborným 
pohlcovačem radikálů. Je přidán do vzorku a spolu s ním podroben oxidaci. Měřenou 
veličinou je pokles absorbance β-karotenu při 470 nm za a bez přítomnosti antioxidantů 
obsažených ve vzorku. Antioxidační vlastnosti jsou vyjádřeny jako procenta inhibice oxidace 
β-karotenu [36]. 

 
2.10.2 Fyzikální metody 

Fyzikální metody stanovení antioxidačních aktivit nesledují bezprostředně chemickou 
rekci nebo změny obsahu jednotlivých látek, ale změny fyzikálních vlastností, které tyto 
procesy doprovází. V pivovarnictví možné využít např. elektronovou spinovou rezonanci 
(ESR), chemiluminiscenci či stanovení oxidačních změn pomocí 18O s GC/MS detekcí [4]. 

ESR je v poslední době velmi oblíbenou metodou, kterou lze určit přítomnost iontů 
obsahujících nepárové elektrony, a je tedy vhodná pro stanovení volných kyslíkových 
radikálů, případně jejich komplexů s některými kovovými ionty. Uchida a Ono [37] vyvinuli 
metodu pro stanovení endogenní antioxidační aktivity piva. Tato metoda umožnila i predikaci 
chuťové stability piva. Volné radikály byly detekovány během uměle navozeného oxidačního 
testu při 60 °C s 9,5 ml vzduchu v prostoru hrdla láhve. Použita byla metoda spinové pasti 
spolu s ESR. Bylo prokázáno, že k tvorbě hydroxylového radikálu nedochází ihned po 
započetí testu, ale až po určitém časovém posunu. Tento čas pak může být využit jako 
indikátor endogenní antioxidační aktivity vzorku piva [37] 

Chemiluminiscenci využili Kaneda a Kobayashi [38, 39] pro stanovení intenzity oxidace 
lipidů s využitím isoluminolu a analogu luciferinu. Jejich práci rozvinul Walters, jehož postup 
byl založen na reakci luminolu s peroxidem vodíku za přítomnosti zesilovače  
(1,1,4,7,7-diethylentriaminpentaocotví kyselina), což vede k produkci světelného záblesku. 
Přítomnost antioxydantu pak způsobuje zhášení luminiscence a pokles intenzity signálu.[40] 

Stanovením oxidačních změn pomocí 18O se zabývala řada autorů [41, 42, 43]. Spočívalo 
v tom, že do prostoru hrdla láhve bylo vstříknuto určité množství izotopu 18O. Pivo v láhvi 
bylo podrobeno stárnutí po dobu několika měsíců při pokojové teplotě a potom byla 
provedena analýza metodou GC-MS. Bylo zjištěno, že se v molekulách (E)-non-2-enalu 
nevyskytuje větší množství tohoto izotopu, což vede k závěru, že většina karbonylových 
sloučenin nevzniká oxidačními změnami lipidových složek během skladování piva. 
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2.11 Přehled metod vhodných pro stanovení polyfenolů 
 
Polyfenoly piva představují vysoce heterogenní skupinu látek, často s odlišnou chemickou 

strukturou. K jich stanovení se používají jednak metody skupinové založené převážně na 
spektrofotometrickém stanovení. K detailní instrumentální analýze jednotlivých derivátů  
se nejčastěji aplikují chromatografické techniky kombinované s vhodnými metodami úpravy 
vzorku a s extrakčními technikami. 

. 
2.11.1 Úpravy vzorku před analýzou 

Protože je pivo koloidní roztok různých makromolekul, nepotřebují vzorky piv složité 
úpravy jako vzorky pevné, které je třeba homogenizovat, aby se docílilo uvolnění buněčného 
obsahu. Před izolací požadovaného analytu je třeba zbavit pivo CO2 sonifikací. Vzorky 
mohou být navíc ještě filtrovány, případné další nečistoty odděleny vysokofrekvenční 
centrifugací [44]. V případě využití vnitřního standardu při analýze prenylflavonoidů v pivu 
je třeba vzorek naředit směsí ethanol – voda před přidáním samotného vnitřního standardu. 
Izolace příslušné sloučeniny se provádí pomocí extrakce vhodným rozpouštědlem  
(SE – Solvent Extraction), popřípadě přečištění a zakoncentrování vzorku extrakcí pevnou 
fází (SPE - Solid-Phase-Extraction) [11, 45].  

 
2.11.2 Vhodné izolační metody 

Při analýze polyfenolických komponent je široce využívána SPE (Solid-Phase-Extraction). 
Jedná se o poměrně rychlou metodu s minimální spotřebou organického rozpouštědla. 
Nejrozšířenější sorbetem je pro SPE C18-vázaný oxid křemičitý. K izolaci flavonoidů z piva  
je v literatuře pospáno využití SPE s oktadecylsilikagelem a oktylsilikagelem. Roztok vzorku 
a rozpouštědlo bývají mírně okyseleny, čímž se zabrání ionizaci flavonoidů, která by vedla  
ke snížení retence. SPE je také nejčastěji používanou metodou pro přípravu vzorku ječmene  
a sladu k analýze mykotoxinu deoxynivalenolu. V tomto případě bývá s různou výtěžností 
aplikována celá řada sorbentů, jako jsou např. aktivní uhlí-alumina, iontově výměnné 
pryskyřice, silica, MycoSep kolony a imunoafinitní kolony [7, 46, 47]. Alternativou k SPE  
je mikroextrakce pevnou fází (SPME – Solid-Phase-Microextraction), která je vhodná 
k extrakci nestálých a méně stálých sloučenin. Tento postup je technikou pro přípravu 
kapalného nebo plynného vzorku bez rozpouštědla. Při SPME stacionární fázi představují 
vlákna z taveného křemene potažená polyakrylátem nebo polydimethylsiloxanem. Tato 
metoda vyvinutá Arturem a Pawliszynem v roce 1990 [47] je užívána v mnoha aplikacích 
k analýze např. alkoholů, esterů, dimethylsulfidu, vicinálních diketonů, karbonylových 
sloučenin a mastných kyselin v pivu. 
 
2.11.3 Možnosti separace fenolických látek 

Na začátku šedesátých let 20. století byla k analýze flavonoidů používána plynová 
chromatografie. Deriváty flavonoidů byly separovány na koloně naplněné SE-30 silikonovým 
polymerem, následovala tepelně-vodivostní detekce. Současné využití plynové 
chromatografie je zaměřeno na jejich antioxidační aktivitu, metabolismus a taxonomii. 
Flavonoidy jsou detekovány hmotnostním spektrometrem s elektronovou ionizací v režimu 
výběrového monitorování iontů. Molekulární ion [M+H]+ a fragmenty vzniklé odštěpením 
methylových nebo karbonylových skupin, popř. vzniklé retro Diels-Alderovou reakcí 
(kap.2.12.5.1) umožňují detekci [7]. 
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Rychlou analýzu piva, která je nezbytná pro udržení kvality produktu, umožňuje kapilární 
elektroforéza (Capillary Electrophoresis – CE). S jejím využitím mohou být analyzovány 
nejen polyfenoly, ale i celá řada dalších sloučenin (cukry, alditoly, alkoholy, proteiny, 
peptidy, aminokyseliny, aminy, deriváty nukleových kyselin, anorganické a organické aniony, 
vitamíny, hořké kyseliny, sloučeniny síry). Separace metodou CE je založena na odlišnosti 
elektroforetických mobilit iontů v elektroforetickém médiu uvnitř malé kapiláry. Hlavní typy 
kapilární elektroforézy jsou kapilární zónová elektroforéza (CZE) a micelární elektrokinetická 
elektroforéza (MEKC) s typickým fosfátovým a borátovým pufrem. Na kapilární 
elektroforézu obvykle navazují UV-VIS, fluorescenční, ED a MS detektory. V případě 
polyfenolů je využito ve spojení s CE amperometrické detekce. Pro analýzu kyseliny ferulové 
byl popsán případ využití elektrochemické detekce. V literatuře je popsána úplná separace 
6 hlavních α- a β-hořkých kyselin pomocí CZE s borátovým pufrem a SDS. Bez přítomnosti 
SDS došlo pouze k rozdělení na skupiny α- a β-hořkých kyselin. V případě iso- α-kyselin 
byla využita MEKC s fosfátovým pufrem a SDS. [6, 7, 48] 

Stále důležitou roli v separaci flavonoidů hraje chromatografie na tenké vrstvě (Thin Layer 
Chromatography – TLC). Metoda je výhodná pro rychlé rozdělení rostlinných a léčivých 
extraktů před detailní analýzou instrumentálními technikami (především LC/UV-VIS). 
Nejfrekventovanější stacionární fázi představuje SiO2. Detekce probíhá v rozmezí 350-365 
nm nebo 250-260 nm, je ale možné využít i měření optické hustoty při stejné vlnové délce [7]. 

 
2.11.4 Vysokoúčinná kapalinová chromatografie - nejvýznamnější separační metoda 

v analýze fenolických látek 
V souvislosti s polyfenoly se nejčastěji v literatuře píše o vysokoúčinné kapalinové 

chromatografii (High Performance Liquid Chromatography – HPLC). Vysoké účinnosti 
v separaci složek vzorku je dosaženo použitím vhodných stacionárních a mobilních fází. 
Někdy tato metoda vystupuje pod názvem vysokotlaká kapalinová chromatografie,  
a to z důvodu vysokých tlaků, které vznikají při průtoku mobilní fáze separačním systémem 
(až desítky MPa) [44, 49]. 

 
2.11.4.1 Princip separačního procesu HPLC 

V technice HPLC dochází k rozdělování látek mezi dvěma fázemi – stacionární a mobilní. 
Klasické uspořádání adsorpční chromatografie s polární stacionární a nepolární mobilní fází 
se nazývá chromatografie s normálními fázemi (normal-phase chromatography, NP). Dnes je 
ale mnohem více využíván obrácený tzv. reverzní typ chromatografie (reversed-phase 
chromatography, RP). Reverzní fáze na bázi silikagelu, a zejména oktadecylová (C18) 
modifikace jsou v HPLC nejrozšířenějším typem sorbentu. Nejdéle známé jsou kolony 
tvořené jednotlivými částicemi stacionární fáze pravidelného tvaru o velikosti v řádech 
mikrometrů. Novější monolitické stacionární fáze umožňují kompaktnější zaplnění kolony. 
Na rozdíl od partikulárních sorbentů, kdy je chromatografická kolona naplněna velkým 
množstvím jednotlivých zrn vhodného materiálu, monolitická kolona obsahuje pouze jeden 
blok zhotovený z porézní hmoty. Monolitem prochází všechna mobilní fáze, čímž je dosaženo 
ještě rychlejšího přenosu hmoty a tím je umožněna velmi rychlá separace. Zcela nový typ 
stacionární fáze představují tzv. vtištěné polymery (imprinted polymers), které jsou obdobou 
monolitických kolon, ale navíc je do náplně zabudován obtisk požadovaného analytu.  
Na separačním procesu se významně podílí i mobilní fáze. Její separační schopnosti lze 
ovlivnit změnou poměru příslušných rozpouštědel, pH, iontové síly, párovými činidly atd. 
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Mobilní fáze by měla dávat v detektoru minimální signál, a tím umožňovat co nejcitlivější 
detekci solutů. Při separaci složek vzorku metodou HPLC se uplatňují různé síly a efekty, 
především adsorpce, rozdělování mezi dvě fáze na základě různé rozpustnosti, iontová 
výměna, biospecifické interakce nebo síťový efekt. Většinou se uplatňuje více principů 
separace najednou [49, 50, 51]. 

 
2.11.5 Možnosti detekce flavonoidů  

Pro separaci flavonoidů je výhodné použití RP-HPLC s oktanovou a oktadecylovou 
stacionární fází. Je možné využít také silikagel, Sephadex a polyamidy. Mobilní fáze  
je tvořena vodnou fází s přídavkem kyseliny octové nebo mravenčí a methanolem nebo 
acetonitrilem, které představují organické modifikátory. Osvědčila se gradientová eluce 
typická změnou složení mobilní fáze během separace. Pro separaci flavonoidů v pivu  
je v literatuře popsáno především využití vodné fáze s kyselinou mravenčí a acetonitrilu. 
Fosfátové pufry se neuplatňují tak často jako dřív, hlavně kvůli kontaminaci iontového zdroje 
v případě detekce hmotnostní spektrometrií. Kapalinová chromatografie většinou probíhá  
při pokojové teplotě, ale někdy se doporučuje zvýšit teplotu až ke 40 °C, aby se dosáhlo 
zkrácení doby trvání analýzy a také proto, že kolony, u nichž se udržuje stálá teplota, 
poskytují reprodukovatelné eluční časy. [7, 52, 53] 

Všechny aglykony polyfenolů obsahují alespoň jedno aromatické jádro, proto dobře 
absorbují UV záření. Detekce flavonoidů se obvykle provádí při 250, 265, 290, 350, 370  
a 400 nm, v přítomnosti anthokyanidinů s přidanou vlnovou délkou v rozsahu 500-525 nm. 
Jednoduché substituenty jako methyl-, methoxy- a nedisociované hydroxylové skupiny 
většinou způsobují jen zanedbatelné změny v pozici absorpčního maxima. Konjugáty 
flavonoidů absorbují v uvedených vlnových délkách, jenže většina glykosidů a acylových 
zbytků jsou rovněž slabé chromofory, a proto nelze získat spolehlivé chromatogramy 
prostřednictvím DAD nebo UV detekce [7]. 

Analýza flavonoidů fluorescenční detekcí je využívána jen zřídka, jelikož flavonoidy  
jen omezeně vykazují přirozenou fluorescenci. Uplatnění tato metoda spolu s luminiscenční 
spektroskopií našla při sledování změn piva během skladování. Umožňuje sledovat široké 
spektrum sloučenin včetně polyfenolů. O tom, zda jednotlivé flavonoidy fluoreskují, 
rozhodují vlastnosti funkčních skupin a jejich poloha v molekule polyfenolu. Mezi izoflavony 
vykazují silnou přirozenou fluorescenci jen ty, které nemají navázanou hydroxylovou skupinu 
na pátém uhlíku flavonového skeletu. Flavonoly přirozeně fluoreskují díky 3-OH skupině. 
Kombinace fluorescenční a UV detekce vede k odlišení fluoreskujících a nefluoreskující 
sloučenin, které se eluují současně. Protože je většina flavonoidů elektroaktivní  
díky přítomnosti skupin fenolických látek, může být využita také elektrochemická detekce.  
Je ale méně citlivá než detekce fluorescenční [7, 26]. 

Propojení kapalinové chromatografie se spektroskopickými technikami jako je UV-VIS 
spektrometrie, hmotnostní spektrometrie nebo NMR poskytuje efektivní vybavení pro rychlý 
sběr dat a objasnění struktury. LC/UV-VIS/MS je rychlá technika umožňující krátké 
vystavení analytu světlu a vzduchu, což zabraňuje jeho degradaci. V současné době  
má největší význam pro identifikaci flavonoidů a strukturní charakterizaci neznámých členů 
této třídy sloučenin technika LC-MS/MS. Tandemová hmotnostní spektrometrie značně 
nahradila operace jednostupňové hmotnostní spektrometrie, protože nabízí výrazně lepší 
selektivitu a širší rozsah získaných informací. K rychlé identifikaci tříd dobře posouží i  
LC-DAD UV [7]. 
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Nezbytným vybavením pro určení jednoznačných strukturních charakteristik může být  
LC-NMR. NMR detekce je obzvláště účinná pro určení odlišnosti izomerů, konfigurace cukrů 
a substitučního modelu na systému aromatických jader, i když v LC-NMR je obvykle část 
spektrální oblasti 1H ztracena a navíc neposkytuje informace o 13C.. Nevýhodnou jsou také 
nízká citlivost, nákladná instrumentace a dlouhé trvání experimentu [7]. 

 
2.12 Hmotnostní spektrometrie  

Hmotnostní spektrometrie je fyzikálně chemická metoda určování hmotnosti atomů, 
molekul či jejich částí vyžadující jejich převedení na kladné nebo záporné ionty.  
Protože polyfenolické látky jsou skupinou mírně polárních molekul, je reverzní kapalinová 
chromatografie s  hmotnostní detekcí velmi vhodnou analytickou metodou. Hmotnostní 
spektrometr zde plní funkci strukturně selektivního detektoru a umožňuje kromě obvyklé 
registrace látek eluovaných z kolony provést i jejich identifikaci na základě zaznamenaného 
hmotnostního spektra, a to i přímo ve složité matrici [36]. 

 

 
Obr. 8: LC/MS systém 

 
2.12.1 Způsoby ionizace vzorku 

Hmotnostní spektrometr je schopný zaznamenat pouze analyt nesoucí náboj. Pro většinu 
organických látek se hodnota prahové ionizační energie pohybuje mezi 7-16 eV. Proces 
ionizace značně omezuje citlivost měření a dosažitelnou mez detekce, neboť výtěžek ionizace 
většiny ionizačních technik se pohybuje pouze kolem 10 %. Podle množství dodané energie 
dělíme ionizační techniky na tzv. tvrdé a měkké. 

U tvrdých ionizačních technik vede větší množství nadbytečné energie k rozsáhlé 
fragmentaci primárně vzniklého iontu. Nejběžnější jsou techniky ionizace v plynné fázi. 
Analyzovaná látka je předem odpařena do vakua, což znamená, že nutným předpokladem  
je její dostatečná těkavost. Nejlépe propracovaným způsobem tvrdé ionizace je ionizace 
elektronem (electron ionization, EI). Spolu s chemickou ionizací (chemical ionization, CI) 
jsou běžně používány v kombinaci s plynovou chromatografií. Flavonoidy se do plynné fáze 
převádějí jen velmi obtížně, proto je nejvhodnější metodou HPLC/MS, pro kterou byly 
vyvinuty metody ionizace vzorku za atmosferického tlaku.  

Měkké ionizační techniky se vyznačují malým množství nadbytečné energie,  
takže pravděpodobnost fragmentace molekuly je nízká. Mezi měkké ionizační techniky 
řadíme sprejové ionizační techniky vhodné pro kombinaci s kapalinovou chromatografií  
a kapilární elektroforézou. Jmenovitě to jsou termosprej (thermospray, TSI, obr. 9), 
elektrosprej (elektrospray, ESI), fast atom bombarding, chemická ionizace za atmosférického 
tlaku (athmospheric pressure chemical ionisation, APCI) nebo fotoionizace za atmosferického 
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tlaku (atmospheric pressure photoionisation, APPI) Největší význam při stanovení 
fenolických látek mají chemická ionizace za atmosférického tlaku a elektrosprejová ionizace 
[49, 55]. 

 

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

 
2.12.1.1 Princip ionizace elektrosprejem 

V současnosti nejčastěji používaným iontovým zdrojem pro LC/MS flavonoidů  
je elektrosprej (obr. 10). Běžně se užívá koaxiální uspořádání spreje, kdy vzorek je přiváděn 
do iontového zdroje křemennou kapilárou, která prochází kapilárou sprejovací. Do prostoru 
mezi kapilárami je možné v případě potřeby čerpat pomocnou kapalinu. K vnějšímu povrchu 
sprejovací kapiláry je přiváděn zmlžovací plyn. Pro větší průtoky lze navíc do spreje přivádět 
pomocný plyn. K rozptýlení kapalné fáze přivedené do kovové kapiláry dochází účinkem 
nehomogenního elektrického pole mezi ústím této kapiláry, na níž je přivedeno vysoké napětí, 
a uzemněnou protielektrodou. Dochází tak ke vzniku drobných kapiček kapalné fáze 
s vysokou hustotou povrchového náboje. Ty jsou rychle vysušeny protiproudem horkého 
inertního plynu, většinou dusíku o teplotě asi 200 °C. V procesu ionizace mohou vznikat 
kladné i záporné ionty v závislosti na polaritě napětí vloženého na protielektrodu. 
Disociované látky mechanismem iontového vypařování přecházejí přímo do fáze plynné  
a vzniklé ionty jsou vedeny vstupní štěrbinou přes iontovou optiku do hmotnostního 
analyzátoru. Z přístrojových parametrů je pro dosažení co největší účinnosti ionizace žádoucí 
optimalizovat napětí vkládané na sprejovací kapiláru, průtoky plynů, průtok vzorku,  
popř. pomocné kapaliny, napětí na vstupu do vakuové části hmotnostního spektrometru, 
teplotu vstupní kapiláry resp. teplotu plynu (dusíku) proudícího proti spreji. Ionizace 
elektrosprejem poskytuje převážně molekulární ionty. Pro identifikaci glykosidů flavonolů  
a derivátů katechinu je nezbytná metoda MS/MS, která umožňuje získat informace o struktuře 
molekul srovnatelné s informacemi nabytými pomocí APCI [49, 56, 57]. 
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Obr. 10: Hlavní děje probíhající při ionizaci elektrostrejem[56] 

 
2.12.1.2 Princip ionizace APCI 

Děje odehrávající se při ionizaci APCI znázorňuje obr.11. Kapalina obsahující 
analyzované látky proudí zahřívanou vstupní kapilárou (až 700 °C), na jejímž konci  
je rozprašována na drobné kapičky, které nesou kladný nebo záporný náboj. Vlivem zahřátí  
a proudu sušícího plynu dochází u kapiček nejprve k odpaření rozpouštědla, čímž stoupá na 
povrchu kapiček potenciální spád. Při dostatečně vysokém povrchovém náboji se ionty 
začínají odpuzovat a dochází k jejich uvolňování z kapiček, což je jev nazývaný odpařování 
iontů. Vznikají tak menší kapičky rozpouštědla a klastry. Tato směs postupuje ke vstupnímu 
otvoru iontového zdroje s jehlovou elektrodou, která vloženým napětím generuje koronový 
výboj, jehož vlivem a kombinací kolizí a reakcí spojených s přenosem náboje vzniká 
chemicko-ionizační plazma. Každá molekula organické látky, která prochází touto oblastí 
iontů rozpouštědla, může být ionizována přenosem protonu za vzniku kvazi-molekulárních 
iontů typu [M+H]+ či [M-H] -.  Ionty s více náboji při APCI nevznikají. APCI-MS poskytuje 
jasné informace o molekulové hmotnosti fenolických látek a také užitečné informace o jejich 
struktuře (rozpoznávací fragmenty iontů), které mohou být verifikovány rovněž pomocí  
UV-DAD [49, 57]. 

 

 
Obr. 11: Schéma iontového zdroje APCI [44] 
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2.12.2 Hmotnostní analyzátory 
Umožňují rozlišení iontů produkovaných v iontovém zdroji podle poměru jejich hmotnosti 

a náboje, m/z. Kvadrupólový analyzátor a jeho trojrozměrná verze ionová past jsou dnes 
nejrozšířenějšími hmotnostními analyzátory pro kombinovaná uspořádání HPLC/MS. 
Selektivita kvadrupólového analyzátoru v kombinaci s HPLC metodou však je obecně 
nedostatečná, zvláště při kvantitativních stopových analýzách ve složitých extraktech 
získávaných z biologických materiálů. Kvadrupólový analyzátor i iontovou past  
lze v kvantitativní analýze v dynamickém přímém (on-line) napojení na kapalinový 
chromatograf s úspěchem používat prakticky pouze do MS2. Vyšší stupeň MSn, jež umožňuje 
iontová past poskytují sice další zvýšení selektivity metody, výrazně však klesá citlivost  
a klesá počet možných jednotlivých bodů (sampling poinsts) iontových proudů v průběhu 
jednoho chromatografického píku.[49]. 

 
2.12.2.1 Kvadrupólový analyzátor (quadrupole, Q) 

Tento typ analyzátoru je tvořen čtyřmi kovovými tyčemi kruhového nebo hyperbolického 
průřezu, které jsou připojeny ke zdrojům stejnosměrného a vysokofrekvenčního střídavého 
napětí. Na ionty, které se dostanou do prostoru mezi nimi, působí střídavé elektrické pole,  
jež vyvolá oscilaci těchto částic. Při dobře zvolených hodnotách stejnosměrného a střídavého 
napětí a jejich vhodného poměru projdou kvadrupólem pouze ionty o zvoleném m/z, ostatní  
se dostanou do nestabilní dráhy a zachytí se na kvadrupólových tyčích nebo na stěnách 
přístroje. Postupná změna napětí vkládaných na kvadrupól (tzv. skenováním) vede 
k průchodu pouze iontů o požadovaném intervalu hodnot m/z. Kvadrupólový analyzátor 
umožňuje rychlé změny hodnot napětí vkládaných na tyče, což dovoluje zvolit rychlé 
skenování odezvy a mnohonásobně zaznamenat hmotnostní spektra během eluce velmi 
úzkých chromatografických či elektroforetických píků. Nevýhodou kvadrupólu je omezený 
hmotnostní rozsah odvíjející se od kvality konstrukce detektoru (maximální hodnota m/z  
se pohybuje mezi 2 000-3 000). Tento detektor je v hmotnostní spektrometrii spjat s plynovou 
a kapalinovou chromatografií nebo také s kapilární elektroforézou [49]. 

 
Obr. 12: Kvadrupólový analyzátor [49] 

 
2.12.2.2 Iontová past (ion-trap, IT) 

Trojrozměrná obdoba kvadrupólového filtru - iontová past umožňuje pomocí střídavého 
elektrického pole uzavřít ionty v ohraničeném prostoru. Tvoří ji uzemněné vstupní a výstupní 
kruhové elektrody hyperbolického průřezu a prstencové středové elektrody,  
na které se přivádí vysokofrekvenční napětí s proměnnou amplitudou [49, 59]. 
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Molekuly analyzované látky jsou otvorem ve vstupní kruhové elektrodě přivedeny  
do iontové pasti, následuje ionizace pulsem elektronů nebo ionizace v externím iontovém 
zdroji (do vnitřního prostoru iontové pasti je analyzovaná látka přivedena už v ionizovaném 
stavu). Na středovou prstencovou elektrodu se přivádí střídavé napětí o malé amplitudě,  
čímž se ionty v širokém rozsahu hmotností udržují na stabilních uzavřených drahách a je tak 
možné akumulovat dostatečné množství iontů v prostoru iontové pasti. Postupným 
zvyšováním amplitudy střídavého napětí jsou ionty o rostoucím m/z vypuzeny z pasti 
a přes otvor výstupní kruhové elektrody jsou vedeny do detektoru. Dříve se iontová past 
využívala hlavně ve spojení GC/MS při analýzách stopových množství organických látek. 
Dnes, díky konstrukčnímu vývoji, je těžištěm jejího využití kombinovaná technika LC/MS, 
a to i pro analýzy vysokomolekulárních látek [49, 59]. 
 

 
Obr. 13: Průřez iontovou pastí [49] 

 
2.12.2.3 Průletový analyzátor 

Průletový hmotnostní analyzátor pracuje na principu časového rozdělení iontů s rozdílným 
m/z. Těžší ionty se pohybují pomaleji, takže dorazí do detektoru později. Časová diference  
a tedy i dosažitelné rozlišení závisejí na délce dráhy, kterou ionty v trubici průletového 
analyzátoru urazí. Znásobení průletové dráhy iontů se dosáhne elektrostatickým zrcadlem, 
tzv. reflektronem, jehož velkou výhodou je teoreticky neomezený hmotnostní dosah. Nejvíce 
je průletový analyzátor využíván v kombinaci s ionizační technikou MALDI (Matrix Assisted 
Laser Desorption/Ionization) v analýze biomolekul (proteiny, polysacharidy). Lze jej však 
najít i u techniky LC-MS pro analýzu vysokomolekulárních látek nebo v kombinaci 
s kvadrupólovými filtry u hybridních tandemových přístrojů [49, 59]. 
 
2.12.3 Možnosti detekce v hmotnostní spektrometrii 

V hmotnostní spektrometrii využívají detektory pro přímá měření nebo násobičové 
detektory. První jmenované detekují elektrický proud, který vzniká přímým dopadem iontů. 
Používají se hlavně pro měření přesného izotopového zastoupení prvků. Mnohem větší 
význam však mají násobičové detektory využívající efekt násobení elektronů vzniklých  
po dopadu iontů. Dokáží poskytnout měřitelné signály dokonce pro jednotlivé ionty. 
Uplatnění našly u veškeré komerční instrumentace, systémy GC/MS a LC/MS nejsou 
výjimkou. Elektronnásobičové detektory mohou být konstrukce s diskrétním dynodovým 
polem nebo s kontinuální diodou. Násobiče s diskrétními dynodami se většinou konstruují 
jako 17 až 20 stupňové a mohou dosáhnout hodnot zesílení 107-108. Účinnost systému 
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s kontinuální dynodou je srovnatelná s diskrétními systémy, jejichž životnost a citlivost 
k iontům vyšších hmotností je však prozatím podstatně nižší [49]. 

Při detekci fotonásobičovým detektorem jsou ionty konvertovány na fotony. Ve srovnání 
s elektronásobičem je tento typ detektoru konstrukčně složitější, ale poskytuje vyšší citlivost  
a delší životnost. Volbou polarity napětí vkládaného na konverzní elektrodu se určuje typ 
detekovaných iontů, jeho velikostí pak citlivost detekce vůči iontům vyšších hmotností [49]. 

 
2.12.4 Instrumentace metody HPLC/MS 

V LC/MS uspořádání volíme buď ionizaci za atmosférického tlaku (APCI) nebo ionizaci 
v elektrospreji (ESI) s detekcí pozitivních nebo negativních iontů v závislosti na povaze 
analytu, tj. v závislosti na jeho protonové nebo elektronové afinitě. I tak interference matrice 
způsobují chemický šum, který mnohdy znemožňuje docílení ve stopové analýze potřebných 
extrémně nízkých mezí stanovitelnosti. V oblasti komerční instrumentace je nejrozšířenější 
použití kvadrupólových hmotnostních analyzátorů. Mezi hlavní přednosti systému LC/MS 
s těmito typy hmotnostních analyzátorů patří, zejména v módu SIM (selected ion monitoring), 
dostatečně vysoká rychlost skenování a především cenová dostupnost. Své výhody má  
ale i využití iontové pasti, jejímž prostřednictvím se docílí v celkovém chromatogramu (total 
ion chromatogram, TIC) nižších mezí detekce. Je vhodná zejména pro stopovou analýzu. 
Požadavek vysokého hmotnostního dosahu velmi dobře splňuje průletový hmotnostní 
analyzátor. Pro detektory typu elektronnásobiče a fotonásobiče platí, že citlivost detekce klesá 
s rostoucím m/z detekovaného iontu. Proto byly vyvinuty různé typy tzv. postakceleračních 
detektorů, jež mohou s pomocí vhodné iontové optiky ionty před vlastní detekcí urychlit [49, 
58]. 

Pro výrazné zvýšení selektivity je výhodná tandemové LC/MS/MS uspořádání. S použitím 
těchto technik se běžně dosahují meze detekce o jeden a půl řádu nižší než HPLC metodou 
s UV/VIS detekcí. 

 
2.12.5 Tandemová hmotnostní spektrometrie v systému LC/MS 

Tandemová hmotnostní spektrometrie sdružuje dvojici hmotnostních analyzátorů 
oddělených kolizní celou. Klasickým instrumentálním uspořádáním tohoto typu je tandemový 
hmotnostní spektrometr, kde jsou spojeny dva magnetické hmotnostní analyzátory. V prvním 
analyzátoru je volbou intenzity magnetického pole vybrán ion určitého m/z (tzv. mateřský 
ion), jež je následně řízeně fragmentován v kolizní cele. Vzniklé fragmentované ionty 
(dceřinné ionty) jsou podle m/z rozděleny v druhém magnetickém analyzátoru a následně 
detekovány. Vhodnější pro spojení se separačními metodami je systém se třemi kvadrupóly, 
kdy první z nich slouží pro výběr mateřského iontu, do druhého kvadrupólu slouží jako 
kolizní cela pro řízenou fragmentaci mateřského (prekurzorového) iontu a skenováním třetího 
kvadrupólu se rozdělí vzniklé dceřinné ionty. Pro určení strukturní analýzy velkých molekul 
byly vyvinuty hybridní systémy vyznačující se vysokým dosažitelným rozlišením a vysokou 
citlivostí, jež jsou vhodné pro spojení s kapalinovým chromatografem [49]. 

 
2.12.5.1 LC/MS2 a flavonoidy 

Popis odštěpeného iontu ze struktury flavonoidu se řídí navrženou nomenklaturou. 
V pozitivním režimu jsou ionty vzniklé rozštěpením dvou vazeb C kruhu základní struktury 
flavonoidů (flavan) označovány i,jA+ a i,jB+. Ion A obsahuje A-kruh, ion B zase B-kruh, 
indexy i a j vyjadřují rozštěpené vazby na C-kruhu. V případě negativního ionizačního modu 
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se dceřiné ionty zapisují v podobě i,jA- a i,jB-. Ionty, z jejichž molekuly se odštěpila X část, 
jsou označovány jako [i,jA± – X] a [i,jB± – X] [7].  

Velký význam má hlavně opačná Diels-Alderova reakce, také zvaná retro Diels-Alderova 
reakce (RDA), která může nastat v šestičlenných cyklických strukturách obsahujících dvojnou 
vazbu a vyžaduje přemístění tří elektronových párů v cyklickém kruhu. Dojde k rozštěpení 
dvou σ-vazeb a vzniku dvou π-vazeb. Bylo zjištěno, že způsoby fragmentace jsou téměř 
nezávislé na ionizačním režimu (ESI a APCI) a typu použitého analyzátoru (trojitý kvadrupól, 
iontová past) [7, 60]. 

Samotná Diels-Alderova reakce vede k syntéze šestičlenných kruhů z acyklických 
prekurzorů. Takto vzniká např. reserpin využívaný v klinické praxi k léčbě hypertenze, 
cholesterol, morfin, kortizol, prostaglandiny, vitamin B a další. K významným reakcím tohoto 
typu patří také reakce 1,3-butadienu (dien, systém se čtyřmi π-elektrony) a anhydridu 
kyseliny maleinové (dienofil, systém se dvěma π-elektrony). Během reakce vznikají dvě nové 
σ-vazby na úkor dvou π-vazeb dienu a dienofilu. Většinou jsou σ-vazby silnější než π-vazby, 
takže adukt je energeticky výhodnější. Přesto Diels-Alderovy reakce obvykle patří mezi 
reakce vratné [7, 56]. 
 

• Fragmentace flavonoidů v pozitivním módu (PI) 
RDA štěpení dává vzniknout 1,3A+ a 1,3B+ iontům a je nejdůležitějším způsobem 

fragmentace pro flavanony, flavony a flavonoly, ale vyskytuje se také u isoflavonů. U prvních 
tří uvedených je nejvýznamnějším iontovým produktem 1,3A+. Objevují se ale i 1,3B+ ionty, 
které jsou známy jako rozpoznávací ionty pro flavony. Sloučeniny s methoxy substituenty 
vykazují relativně malou RDA fragmentaci. U flavonů a flavonolů je běžné štěpení 0,2 vazby 
C-kruhu. Takto vzniklé 0,2A+ ionty signalizují přítomnost flavonolů, protože toto štěpení 
molekuly nevykazují žádné jiné třídy flavonoidů. Zajímavé je, že ionty v důsledku 0,2 štěpení 
nejsou patrné v záporném režimu (NI). Výjimečně může být zaznamenáno štěpení vazeb 0,4 
a 1,4. Méně charakteristické fragmenty, které se vyskytují u většiny flavonoidů, vznikají 
ztrátou vody (18 Da), skupin CO (28 Da), C2H2O (42 Da) a postupnou ztrátou vody 
a CO (46 Da) [7]. 

 
• Fragmentace flavonoidů v negativním módu (NI) 

RDA štěpení 1,3 vazby C kruhu je nejvýznamnějším štěpením v NI i PI režimu. Ionty 1,3A- 
a 1,3B- jsou štěpnými produkty mnoha flavonoidů. V hmotnostních spektrech flavonolů 
kaempferidu, eriodyctiolu, morinu, kvercetinu a rhamnetinu a prenylovaných flavonoidů 
(8- a 6- prenylnaringeninu) byly 1,3A- nejvíce se vyskytujícími fragmentovými ionty, druhými 
nejhojnějšími byly ionty 1,3B-. Nicméně zjištěné relativní množství iontů 1,3A- a 1,3B- luteolinu 
a genkwaninu bylo docela malé (1-10 %) a např. kaempferol nevykazuje žádnou tvorbu RDA 
iontů. Tyto vzájemné odlišnosti pravděpodobně odrážejí rozdíly v nastavení experimentu 
a provozních podmínkách [7]. 

Další typ štěpení vede ke vzniku 0,3A- a 0,3B- fragmentů. Při studiu 14 isoflavonů, flavonů  
a flavanonů byly 0,3B- pozorovány u isoflavonů daidzeinu, genisteinu. Identické fragmenty 
byly zjištěny i u některých flavonů [7]. 

0,4A- a 0,4B- fragmenty byly pozorovány v relativně malém množství u všech tříd 
flavonoidů. Fragmenty 0,4A- byly potvrzeny pro kaempferol, apigenin, kvercetin, kaempferid, 
eriodictyol, naringenin a isosakurametin. Štěpení isoflavonů vede hlavně ke vzniku 0,4B- 
iontů, u flavonů jsou častější ionty 0,4A- [7, 61]. 
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Dochází také ke štěpení vazeb 1,2 a 1,4 C-kruhu. Vedle štěpení různých vazeb C-kruhu, 
probíhají v NI režimu navíc i jiné fragmentace [7]. 
 

 
Obr. 14: Možné fragmentace flavonoidů způsobené štěpením vazeb C-kruhu. (A) v PI i NI módu: 

(A1) 1 a 3, (A2) 0 a 4. (B) v PI modu: (B1) 0 a 2, (B2) 1 a4. (C) v NI módu: (C1) 0 a 3, (C2) 1 a 2, 
(C3) 1 a 4, (C4) 2 a 4 [7] 

 
2.12.6 Přehled dosavadních postupů požívaných u analýzy flavonoidů piva metodou 

HPLC/MS  
S ohledem na schopnost fenolických látek přispívat spolu s proteiny k tvorbě zákalu 

v pivu, je v pivovarnictví velký zájem o vývoj metod, pomocí kterých by bylo možné stanovit 
přesnou koncentraci těchto látek. Předcházet vytvoření zákalu je možné snížením obsahu 
polyfenolů pomocí PVPP nebo také snížením obsahu proteinů zachycením na silikagelu.[70] 
Problémem u redukce obsahu polyfenolů je skutečnost, že tyto látky přispívají k chuťovým 
vlastnostem piva, jsou nositeli svíravé a hořké chuti. Navíc bylo zjištěno,  
že dihydroxypolyfenoly zpomalují oxidaci piva, čímž přispívají ke zlepšení chuťové stability, 
zatímco trihydroxypolyfenoly mohou oxidaci piva zrychlit. Proto chuťová stabilita závisí  
na relativním zastoupení těchto dvou skupin polyfenolů. V literatuře se nacházejí velmi 
rozdílné hodnoty koncentrací jednotlivých flavonoidů, nejčastěji získané prostřednictvím 
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HPLC [14, 69, 73]. Výrazně se odlišují také hodnoty celkových polyfenolů a celkových 
flavonoidů stanovené spektrofotometricky. Identifikace polyfenolů v pivu se provádí řadu let, 
avšak stále je v této oblasti velký prostor pro inovaci a další metodický rozvoj. Nejdříve  
se využívaly techniky HPLC s UV-VIS či elektrochemickou detekcí, následovala detekce 
hlavních sloučenin 1H NMR a hmotnostní spektrometrií [74, 75, 76]. Technika HPLC/MS  
je aplikována na identifikaci polyfenolů ve sladu a pivu pouhých několik posledních let [70] 

Obsahem prenyflavonoidů a hořkých kyselin v českých pivech se zabývala studie 
využívající jako analytickou metodu HPLC/APCI/MS. První separační metoda využívající 
Purospher Star RP-8e kolonu a gradient vodného roztoku acetonitrilu obsahujícího 0,3 % 
kyseliny mravenčí byla optimalizována pro separaci málo polárních polyfenolických 
sloučenin, zatímco druhá kolona Zorbax SB-CN byla použita na více polární sloučeniny 
obsažené v chmelu a pivu. Bylo vyzkoušena i mobilní fáze methanol:voda s přídavkem 
kyseliny mravenčí. Poskytovala ale horší rozlišení a prodlužovala dobu analýzy ve srovnání 
s mobilní fází s acetonitrilem na všech testovaných kolonách (Ultracarb ODS, Purospher Star 
RP-8e, Zorbax SB-CN). Kromě hmotnostní spektrometrie a tandemové hmotnostní 
spektrometrie byla využita i UV detekce. APCI spektra z kladného i záporného modu byla 
stěžejní k jednoznačnému určení molárních hmotností polyfenolických sloučenin. Informace 
o struktuře těchto látek byly získány využitím metody APCI/MS/MS, kdy dochází 
k charakteristickým neutrálním ztrátám částí analyzovaných sloučenin. Tato spektra mají 
zásadní rysy, které je možné použít pro identifikaci specifických funkčních skupin 
v neznámých analozích polyfenolů. Například ztráta fragmentu prenylu (C4H8, ∆m/z 56) 
potvrzuje přítomnost jedné nebo dvou (v závislosti na změně Mr) prenylových skupin 
v molekule. Autoři uvádějí, že ESI/MS/MS spektra jsou sice podobná, ale relativní zastoupení 
fragmentů je nižší a citlivost horší [53]. 

Ve studii se podařilo detekovat 49 málo polárních a 37 polárních sloučenin. Sloučeniny 
byly identifikovány na základě molárních hmotností, fragmentace, retenčních časů a také  
UV spekter. Kvantifikace prenylflavonoidů a hořkých kyselin podobných xanthohumolu byla 
provedena pomocí APCI/MS a UV detekce, obě metody poskytly srovnatelné výsledky. Bylo 
zjištěno, že nejnižší obsah polyfenolických sloučenin mají nealkoholická piva,  
zatím co nejvyšší koncentrace byla naměřena u českých ležáků, které jsou charakteristické 
hořkou chutí, takže se výsledky analýzy shodují s organoleptickými vlastnostmi piva. 
Zvláštností byly dva různé druhy piv od jednoho výrobce, u kterých byl zjištěn stejný profil 
polyfenolů. Studie se zabývala také změnou obsahu polyfenolických sloučenin během stárnutí 
piva. Bylo zjištěno, že absolutní množství polyfenolů klesá, pravděpodobně kvůli oxidačním 
reakcím.[53] 

Flavodoidy v pivu se vyskytují jako volné molekuly a nebo vytvářejí polymerní struktury. 
Callemein, Guyot, Collin ve své studii popisují první využití thiolýzy přizpůsobené metodě 
RP-HPLC-ESI(-)-MS/MS pro analýzu volných a vázaných flavonoidů v pivovarnictví. [61] 
Proanthokyanidinové frakce byly odděleny pomocí NP-HPLC-UV při 280 nm, kdy byly 
odebírány každou minutu pomocí automatického frakčního kolektoru. Takto získané frakce 
byly zkoncentrovány vysušením a poté rozpuštěny ve 2 ml metanolu. Thiolýza byla 
provedena smícháním 40 µl vzorku, 40 µl metanolu obsahujícího 3,3% HCl (v/v) a 80 µl 
toluen-α-thiolu (5% v/v v metanolu), který štěpí C4 – C8 vazbu mezi jednotkami. Pro úplnou 
depolymerizaci byly experimentálně zvoleny podmínky 30 minut inkubace při 40 °C,  
po kterých následovalo 10 hodin stání při laboratorní teplotě. Metoda  
NP-HPLC-ESI(-)-MS/MS byla využita pro kvantifikaci a izolaci frakcí monomerů až trimerů 
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získaných z extraktu piva oddělením na Sephadexu LH20 (aceton/voda (70/30, v/v)). Další 
data byla získána současným snímáním UV-VIS detektorem. Hmotnostní spektrometr 
využíval ionizace elektrosprejem a měřil v pozitivním modu. Analýzou extraktu piva metodou 
HPLC/MS bylo potvrzeno, že v pivu je přítomno velké množství dimerů a trimerů 
proanthokyanidinů. Bylo také zjištěno, že většina dimerů jsou prokyanidiny B3  
(2 katechinové jednotky), zatímco většina trimetrů jsou prodelphinidiny (katechin na konci 
jednotky a gallokatechiny nebo katechiny jako připojené jednotky). MS chromatogramy 
neukazovaly žádné stopy tetramerů ani pentamerů. Navzdory chybějícím píkům,  
které by odpovídaly oligomerům, byl na základě výsledků štěpení polymerních struktur 
stanoven stupeň polymerizace kolem šesti jednotek. Píky fenolických kyselin pozorovány 
nebyly a několik píků se naopak nepodařilo identifikovat. Hlavní část polymerů je ale složena 
z komplexu nedefinované struktury, která se nedá degradovat toluen-α-thiolem.  
Spolu s HPLC/ elektrochemickou detekcí, která ve studii sehrála nejdůležitější roli, byla 
získána data umožňující rozlišit mezi jednotlivými typy piv na základě obsahu hlavních 
polyfenolů. Jedná se především o výskyt prodelphinidinu B3, katechinu, gallokatechinu, 
fenolických kyselin, ale také dvou neidentifikovaných sloučenin, které se podařilo odstranit 
pomocí PVPP [62]. 

Kvalifikovat i kvantifikovat volné a vázané fenolické sloučeniny, z nich především 
fenolické kyseliny, měla za cíl i studie, kterou publikovali Nardini a Ghiselli [5] . Jejich studie 
řeší problém se ztrátou některých fenolických kyselin a dihydroxyderivátů během alkalické 
hydrolýzy. Pro kyselinu kávovou a sinapovou byly tyto ztráty odhadnuty na 67 a 36 % 
počáteční hodnoty. Při kyselé hydrolýze jsou ztráty ještě dramatičtější. Tato skutečnost byla 
vyřešena přídavkem kyseliny askorbové (1% w/v), silného antioxidantu, a kyseliny 
etylendiamintetraoctové (10mM), chelátoru kovů k 2M NaOH. Před hydrolýzou,  
která probíhala po dobu 30 minut při 30°C, byla ke vzorku jako vnitřní standard přidána 
kyselina isoferulová kvůli ověření výsledků. Následovala úprava na pH 3 kyselinou 
chlorovodíkovou s přídavkem NaCl a extrakce ethylacetátem. Organická fáze byla vysušena  
a pevný zbytek byl rozpuštěn v methanolu. Před HPLC/ECD byl vzorek zředěn pufrem.  
Pro srovnání získaných hodnot byly analyzovány také nehydrolyzované vzorky piv a vzorky 
bez přídavku kyseliny askorbové a EDTA. Naměřená data byla kvantifikována pomocí 
kalibračních křivek. Po alkalické hydrolýze, která uvolnila vázané fenolické kyseliny, 
byl zaznamenán vyšší obsah kyselin 4-hydroxyfenyloctové, vanilinové, kávové, syringové,  
p-kumarové, ferulové, sinapové, čímž bylo dokázáno, že většina fenolických kyselin se v pivu 
nachází ve vázané formě [5]. 
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3 CÍLE PRÁCE 
 
Předložená práce navazuje na předchozí studie a je zaměřena na analýzu vybraných 

aktivních látek fenolické povahy v českých pivech a pivech zahraniční výroby. V rámci práce 
byly řešeny následující dílčí úkoly:  

• Rešerše - specifika složení a technologie českého piva, přehled možností stanovení 
flavonoidů a dalších aktivních látek. 

• Optimalizace metod analýzy individuálních fenolických látek v pivu metodou 
gradientové HPLC/PDA a on-line LC/MS. 

• Analýza flavonoidů a dalších charakteristických aktivních látek v českém pivu a v 
pivech jiného typu.  

• Vyhodnocení výsledků a diskuse. 
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4 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
4.1 Materiál a přístrojové vybavení 

 
4.1.1 Standardní chemikálie 

(±)-Naringenin approx Sigma-Aldrich (SRN) 
(–)-Katechin Sigma-Aldrich (SRN) 
Epikatechin gallát Sigma-Aldrich (SRN) 
Epikatechin Sigma-Aldrich (SRN) 
Kaempferol, >96% BioChemika (ČR) 
Katechin gallát Sigma-Aldrich (SRN) 
Kvercetin dihydrát, 98%, HPLC Sigma-Aldrich (SRN) 
Kyselina ferulová Sigma-Aldrich (SRN) 
Kyselina gallová Sigma-Aldrich (SRN) 
Kyselina chlorogenová 95% Sigma-Aldrich (SRN) 
Kyselina L-askorbová Sigma-Aldrich (SRN) 
Luteolin Sigma-Aldrich (SRN) 
Morin hydrát Sigma-Aldrich (SRN) 
Rutin hydrát, 95% Sigma-Aldrich (SRN) 
 

4.1.2 Chemikálie pro MS 
Methanol pro HPLC LachNer (ČR) 
Acetonitril pro MS ULC/MS, Biosolve (Holandsko) 
Kyselina octová pro MS Biosolve (Holandsko) 
Acetonitril pro HPLC LachNer (ČR) 

 
4.1.3 Ostatní chemikálie 

Folin-Ciocaltauovo činidlo RNDr. Jan Kulich 
Uhličitan sodný p.a. LachNer (ČR) 
Kyselina chlorovodíková p.a., 35% Lachema (ČR) 
„Total Antioxidant Status kit“ Randox Laboratories Ltd. (USA) 
 
Ostatní použité chemikálie byly vesměs čistoty p.a. a byly získány od běžných dodavatelů. 
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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) 
Hmotnostní spektrometr LCQ Advantage MAY, Thermo Finnigan (USA): 

• elektrospray ionization (ESI) 
• ion trap (IT) 
• software Xcalibur 

 
4.1.5 HPLC kolony 

Restek Ultra Aqueous C18, 5, 250×4,6 mm, Fisher Scientific (USA) 
Kinetex HILIC 100A, 2,6µm 150×4,6, Phenomenex 
Kinentex C18 100A, 2,6 µm, 150×4,6, Phenomenex 
 

4.1.6 Ostatní přístrojové vybavení 
Spektrofotometr Helios δ Unicam (VB) 
Ultrazvuk PS02000 PowerSonic (SR) 
Vortex Genius 3 IKA Vortex (SRN) 
Vakuová odparka HB4 Basic HBA Labortechnik 
Centrifuga U-32-R Boeco (SRN) 
Analytické váhy Boeco (SRN) 
Předvážky Kern 440-43 Kern & Sohn GmbH (SRN) 
Mikropipety BioHit Proline (Finsko) 
Mikropipety Discovery (SRN) 
Stříkačkový filtr PROFIL 25 mm, PTFE, porozita 0,2 µm 
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4.2 Analyzované vzorky piv 
Polyfenolické látky byly stanovovány celkem ve 24 vzorcích piv různých značek a obsahu 

alkoholu. Jednalo se o lahvová piva české (vzorek 1 – 21) a zahraniční produkce (vzorek 
24 – 25). Ležák značky Zlatopramen byl zakoupen nejen v láhvi, ale také v plechovce (vzorek 
22). Všechna piva byla zakoupena v běžné obchodní síti. 
 

Tabulka 1: Seznam analyzovaných piv 

Číslo 
vzorku 

Oficiální název piva 
Obsah 

alkoholu  
(% obj.)  

Minimální 
trvanlivost 

Světlá piva tradi ční/výčepní 10° 
1 Bernard – světlé pivo 3,8 16.4.2010 
2 Braník světlý 4,1 24.4.2010 
3 Budějovický Budvar – světlé výčepní pivo 4,0 17.6.2010 
4 Černá Hora – světlé výčepní pivo 4,0 9.5.2010 
5 Klasik – světlé výčepní 3,8 25.7.2010 
6 Kozel světlý 4,0 25.7.2010 
7 Pardál – světlé výčepní pivo 3,8 8.6.2010 
8 Pirát 3,5 13.5.2010 
9 Primus - světlé pivo 4,2 30.7.2010 
10 Starobrno tradiční 4,0 12.6.2010 
11 Staropramen světlý 4,0 31.5.2010 

Piva tmavá 
12 Starobrno černé 3,8 27.6.2010 

Světlé ležáky/medium 11° 
13 Bernard světlý ležák 11° 4,5 27.4.2010 
14 Černá Hora - Kamelot - světlý ležák 4,8 10.5.2010 
15 Gambrinus 11° Excelent 4,7 15.6.2010 
16 Holba Šerák 4,7 14.5.2010 
17 Kozel 11° médium 4,6 13.6.2010 
18 Pardál Echt světlý ležák 4,5 8.6.2010 
19 Starobrno medium 4,5 20.5.2010 
20 Zlatopramen 11°světlý ležák 4,9 18.6.2010 

Ležáky domácí produkce 
21 Staropramen ležák 5,0 18.11.2010 
22 Staropramen ležák (plechovka) 5,0 7.12.2010 

Ležáky zahraniční produkce 
23 Heineken - světlý ležák 5,0  23.8.2010 
24 Stella Artois - světlý ležák 5,2 11.7.2010 

 
4.2.1 Zpracování vzorků pro analýzy 

Pro stanovení celkových antioxidačních parametrů a pivovarských charakteristik byly 
vzorky piva 20 min sonifikovány kvůli odstranění oxidu uhličitého. Pro stanovení 
pivovarských charakteristik byly vzorky ještě navíc zfiltrovány přes skládaný filtr. 

Pro analýzu metodou HPLC/MS byly vzorky také 20 minut sonifikovány. Pak následovala 
v prvním případě pouze filtrace vzorku přes mikrofiltr a ve druhém hydrolýza vzorku. Ta byla 
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provedena 1M kyselinou chlorovodíkovou. Na hydrolýzu navazovala třístupňová extrakce 
ethylacetátem. Extrakt byl odpařen na vakuové odparce dosucha a zbytek po odpaření byl 
rozpuštěn v acetonitrilu a přefiltrován přes mikrofiltr. Tento postup byl prováděn pro extrakci 
a zakoncentrování polyfenolických sloučenin. 

 
4.3 Celkové antioxidační parametry 

 
4.3.1 Stanovení celkových polyfenolů 

K 1 ml Folin-Ciocaltovu činidlu zředěnému vodou (9:1) byl přidán 1 ml vody, 50 µl 
vzorku. Směs byla promíchána a po 5 minutách stání byl přidán nasycený roztok uhličitanu 
sodného. 15 minut po opětovném promíchání byla měřena absorbance při 750 nm. 
Kalibračním roztokem byla 0,6 M kyselina gallová. 

 
4.3.2 Stanovení celkových flavonoidů 

Pro stanovení celkových flavonoidů byl připraven 5 % roztok dusitanu sodného, 10 % 
roztok chloridu hlinitého a 1 M roztok hydroxidu sodného. 0,5 µl čerstvého vzorku bylo 
smícháno s 1,5 ml vody a 0,2 ml roztoku NaNO2. Po 5 minutách stání bylo přidáno 0,2 ml 
roztoku AlCl3. Po promíchání a pětiminutovém odstátí bylo přidáno 1,5 ml roztoku NaOH 
a spolu s 1 ml vody. Po 15 minutách byla měřena absorbance při 510 nm proti 
fyziologickému roztoku. Kalibračním roztokem byl 1 M katechin.  

 
4.3.3 Stanovení antioxidační aktivity metodou ABTS 

Pro stanovení celkové antioxidační kapacity byla použita diagnostická souprava Total 
Antioxidant Status (TAS, Randox, USA). Stanovení bylo provedeno podle přiložených 
pokynů výrobce. 

2 µl roztoku vzorku a 8 µl deionizované vody bylo napipetováno do zúžené kyvety 
a smícháno s 0,5 ml chromogenu. Poté byla změřena absorbance při vlnové délce 600 nm 
proti vzduchu. Ke směsi v kyvetě bylo přidáno 100 µl substrátu (peroxid vodíku) a přesně po 
třech minutách byla opět měřena absorbance. Stejným způsobem byly proměřeny  
i absorbance standardu (6-hydroxy-2,5,7,8-tetra-methylchroman-2-karboxylová kyselina)  
a blanku, místo vzorku bylo použito 10 µl deionizované vody. 

Dle pokynů výrobce byl z rozdílu absorbancí standardu a blanku vypočten faktor (vztah 1). 
Ten byl využit pro výpočet celkové antioxidační kapacity spolu s rozdílem absorbancí blanku 
a vzorku (vztah 2). 

 

( )standardA blankA 

standardu ekoncentrac
faktor

∆−∆
=  (1) 

 
( ) ( )∆A vzorekblank∆A faktormmol/l TAS −⋅=  (2) 

 
4.4 Stanovení pivovarských parametrů a charakteristik 

 
4.4.1 Stanovení celkových hořkých látek (JH – jednotek hořkosti) 

10 ml vzorku bylo zbaveno oxidu uhličitého sonifikací (20 minut) a pipetováno  
do centrifugační kyvety. Bylo přidáno 0,5 ml 6 M HCl, 20 ml isooktanu a několik skleněných 
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kuliček (3 – 5). Kyvety byly třepány 15 minut při 20 °C na třepačce a poté odstřeďovány 
3 minuty při frekvenci 3000 ot./min. Hořkost byla vypočtena ze vztahu 3. 

 
Jednotky hořkosti ( ) AJH ⋅= 5000  (3) 

 
kde A je absorbance isooktanového extraktu vzorku při 275 nm měřená proti čistému 
isooktanu [64]. 
 
4.4.2 Stanovení isosloučenin 

K 10 ml vzorku zbaveného oxidu uhličitého sonifikací po dobu 20 minut byl přidán 1 ml 
3 M HCl a 20 ml isooktanu, směs byla třepána 5 minut na třepačce. Po pěti minutách stání 
byla opět určena absorbance isooktanového extraktu při 275 nm měřená proti čistému 
isooktanu [64]. 

 
9,52,57iny Isosloučso −⋅= A  (4) 

 
4.4.3 Stanovení skutečného a zdánlivého extraktu, obsahu alkoholu, stupňovitosti a 

skutečného a zdánlivého prokvašení 
Vzorky piva (300 až 500 ml) byly temperovány na vodní lázni na teplotu 20 °C, zbaveny 

oxidu uhličitého sonifikací a přefiltrovány přes suchý skládaný filtr pro zbavení pěny. Prvních 
asi 50 ml filtrátu bylo vylito. Do destilační baňky bylo naváženo 100 g piva zbaveného oxidu 
uhličitého, přidáno 50 ml destilované vody, do zvážené předlohy bylo dáno 5 až 10 ml 
destilované vody a poté bylo pivo předestilováno. Destilace byla ukončena po destilování 85 
až 90 ml (30 až 60 minut). Obsah předlohy byl dovážen vodou na 100 g. Relativní hustota 
destilátu byla stanovena pyknometricky. Zbytek v destilační baňce, který zůstal po 
oddestilování alkoholu, byl ochlazen na teplotu 20 °C a dovážen destilovanou vodou na 
původní hmotnost 100 g. Po promíchání byla stanovena relativní hustota roztoku rovněž 
pyknometricky. Relativní hustota byla stanovena dále u vytřepaného vzorku piva (opět 
pyknometricky). V pivovarských tabulkách byly vyhledány odpovídající hodnoty 
hmotnostního zlomku extraktu [63, 64]. 
 

Relativní hustota destilátu, zbytku po destilaci a zdánlivého extraktu byla vypočtena podle 
vztahu: 

,
12

13
20/20 mm

mm
d

−
−

=  kde (5) 

d20/20............... relativní hustota 
m1 .................. hmotnost prázdného pyknometru (g), 
m2 .................. hmotnost pyknometru s vodou (g) 
m3 .................. hmotnost pyknometru s destilátem, zbytkem po destilaci nebo vytřepaným 

pivem (g) 
 
Ke zjištěné hodnotě relativní hustoty destilátu, zbytku po destilaci nebo vytřepaného piva 

byl vyhledán v příslušných tabulkách [68] údaj odpovídající hmotnostnímu zlomku alkoholu 
(WA), hmotnostnímu zlomku skutečného extraktu (Wn) nebo zdánlivému extraktu EZ. 
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Výsledky obou hmotnostních zlomků (WA, Wn) a zdánlivého extraktu (EZ) se uvádějí v 
procentech na dvě desetinná místa. 

Hmotnostní zlomek konvenčního extraktu WP – stupňovitost byla vypočtena podle 
Ballingova vzorce: 

 

A

nA
p W

WW
W

⋅+
⋅+⋅

=
0665,1100

100)0665,2(
, kde (6) 

 
WP.....................hmotnostní zlomek konvenčního extraktu (%), 
WA.....................hmotnostní zlomek alkoholu (%), 
Wn ............. hmotnostní zlomek skutečného extraktu (%), 
2,0665 ....... koncentrační konstanta podle Ballinga 
1,0665 ....... koncentrační konstanta podle Ballinga 
 
nebo podle 
 

KnAp ++= 2 , kde (7) 

 
A................ alkohol 
n ................ skutečný extrakt 
K ............... korekční faktor pro danou hustotu uvedený v pivovarských tabulkách 
 
Stupeň prokvašení byl vypočten podle vzorců:  

Zdánlivý stupeň prokvašení: 100.
P

ZP
Z W

EW
P

−
=  (8) 

Skutečný stupeň prokvašení: 100.
P

nP
S W

WW
P

−
= , kde (9) 

PZ .............. zdánlivý stupeň prokvašení 
PS .............. skutečný stupeň prokvašení 
EZ .............. hodnota zdánlivého extrakt [64]. 
 

4.5 Analýza polyfenolů metodou LC/ESI-MS 
 

4.5.1 Analytické podmínky   
Analýza vzorků piv probíhala na Surveyor Plus LC systému od firmy Thermo Finningan. 

Tato soustava se skládá z dvojpístové MS pumpy se zabudovaným degaserem, 
rozpouštědlové platformy, PDA („photo diode array“) detektoru a hmotnostního spektrometru 
LCQ Advantage Max. PDA detektor dokáže snímat celé absorpční spektrum danou rychlostí 
a navíc umožňuje získat hodnoty absorbancí při více konkrétních vlnových délkách 
samostatně. Identifikace komponent vzorků byla provedena na základě dat zaznamenaných 
jak spektrofotometrickou, tak i hmotnostní detekcí v pozitivním módu. Jako mobilní fáze byla 
pro pozitivní mód využita směs acetonitrilu a 1% kyseliny octové ve vodě. Přídavek kyseliny 
octové do mobilní fáze umožňuje jednodušší ionizaci analytu na kladné ionty. 
Byla testována gradientová i izokratická eluce na několika druzích kolon. 
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4.5.2 Kalibrace metody LC/MS 
Před samotným měřením hmotnostním spektrometrem je nutné provést kalibraci přístroje. 

Dle pokynů výrobce je vhodné ji provádět přibližně každé tři měsíce v závislosti na intenzitě 
měření [65]. Kalibrace se provádí pomocí výrobcem dodávaných kalibračních roztoků, mezi 
kterými je zastoupen kofein (pro kalibraci je používán přímo komerční roztok o koncentraci 
1 mg/ml v methanolu), tripeptid L-methionyl-arginyl-phenylalanyl-alanin acetát monohydrát 
(MRFA) a proteinový vzorek s komerčním názvem Ultramark (Thermo Scientific). Ředění 
těchto roztoků bylo provedeno dle přiloženého postupu. Dílčí kroky kalibrace přístroje LCQ 
Advantage Max probíhají automaticky podle nastavení v řídícím softwaru Xcalibur. Přístroj je 
nakalibrován v okamžiku, kdy veškeré kalibrační úrovně proběhnou úspěšně. 

Pouhá kalibrace přístroje ještě nezaručuje uspokojivé výsledky analýz. Je navíc nutné 
nastavit parametry analýzy tak, aby co nejvíce vyhovovaly struktuře sloučenin skupiny 
stanovovaných látek a tedy odezva i citlivost přístroje při snímání hmotnostního spektra byla 
co nejvyšší. K nastavení optimálních hodnot parametrů přístroje dochází postupným laděním 
detektoru na určitý analyt. Před laděním na cílovou skupinu sloučenin je vhodné provést 
ladění pomocí výrobcem dodávaného standardu reserpinu. Po naladění přístroje na reserpin 
jsou parametry detektoru nastaveny tak, aby bylo možné s určitou sníženou citlivostí stanovit 
většinu sloučenin detekovatelných daným typem ionizace. Ladění (tunning) přístroje probíhá 
automaticky po nastavení v  Xcalibur. Jeho výsledkem je metoda (tune file) uložená 
v softwaru, která zahrnuje optimální nastavení parametrů přístroje pro reserpin (Tabulka 2: 
Ladící parametry pro reserpin). 

 
Obr. 15: Molekula reserpinu 

 
V další fázi je nutné nastavit parametry analýzy tak, aby co nejvíce vyhovovaly struktuře 

skupiny stanovovaných látek a aby odezva i citlivost přístroje při snímání hmotnostního 
spektra byla co nejvyšší. 

. 
Tabulka 2: Ladící parametry pro reserpin 

Parametr MS Kladný mód Záporný mód 
Množství sušícího plynu [arb] 20.00 45.00 
Napětí na kapiláře ESI [kV] 5.00 4.00 

Teplota na vstupní kapiláře [°C] 250.00 250.00 
Napětí na vstupní kapiláře [V] 3.00 -11.00 

 
Po naladění hmotnostního detektoru na reserpin je sice přístroj schopen měřit široké 

spektrum látek, ale stále není docíleno uspokojivého rozlišení cílového analytu. Z tohoto 
důvodu se přistupuje k doladění přístroje pomocí strukturně podobné sloučeniny, čímž se 
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docílí zvýšení citlivosti detekce. Pro detekci polyfenolických sloučenin je možné hmotnostní 
spektrometr doladit na kyselinu chlorogenou, epikatechin či rutin z důvodu dobré odezvy 
těchto látek v kladném i záporném módu, která byla zjištěna při pilotních pokusech. 
Parametry analýzy jsou uvedeny v tabulkách 3 – 5.  

 
Tabulka 3: Parametry pro ladění na kyselinu chlorogenovou 

Parametr MS-ladicí standard 
kyselina chlorogenová 

Záporný mód 

Množství sušícího plynu [arb] 45.00 
Napětí na kapiláře ESI [kV] 4.00 

Teplota na vstupní kapiláře [°C] 250.00 
Napětí na vstupní kapiláře [V] -47.00 

 
Tabulka 4: Ladicí parametry rutinu v záporném módu 

Parametr Záporný mód 
Množství sušícího plynu [arb]  45.00 
Napětí na kapiláře ESI [kV]     4.00 

Napětí na vstupní kapiláře [V]   -6.00 
Teplota na vstupní kapiláře [°C] 250.00  

 
Tabulka 5: Ladící parametry pro rutin v kladném módu hmotnostního spektrometru 

Parametr Kladný mód 
Množství sušícího plynu [arb]  40.00 
Napětí na kapiláře ESI [kV]    5.00 

Napětí na vstupní kapiláře [V]   40.00 
Teplota na vstupní kapiláře [°C] 250.00 
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5 VÝSLEDKY A DISKUZE 
Cílem této diplomové práce je podrobná analýza polyfenolických látek jako potenciálních 

markerů pro odlišení piv různého typu a původu. Práce navazuje na předchozí studii [62] a 
byla koncipována jako screeningová studie, která má za úkol posoudit rozdíly v obsahu 
polyfenolů u piv deseti, jedenácti a dvanáctistupňových tuzemské i zahraniční produkce. 
Záměrem je také odhalit případné rozdíly v obsahu těchto látek u českých  
a zahraničních piv, která se navzájem liší výrobní technologií. 

 
5.1 Stanovení pivovarských parametrů  a charakteristik 

 
5.1.1 Hořké látky 

V analyzovaných vzorcích piv bylo stanoveno celkové množství jednotek hořkosti podle 
EBC (kap. 4.4.1), kdy 1 jednotka EBC odpovídá přibližně 1 mg hořkých látek v jednom litru 
piva. Dále byl určen podíl isosloučenin metodou podle Kloppera (kap.4.4.2). Výsledné 
hodnoty jsou uvedeny v Tabulka 6: Výsledné hodnoty celkových hořkých látek a isosloučenin. 
Hodnoty uvedené v tabulce 6 představují průměr ze dvou měření. 

 
Tabulka 6: Výsledné hodnoty celkových hořkých látek a isosloučenin 

Číslo 
vzorku 

Zkoumaná piva 
Celkové 

hořké látky 
[mg/l] 

Isosloučeniny 
[mg/l] 

Isosloučeniny 
v hořkých 

látkách [% ] 

Světlá piva tradi ční/výčepní 10° 

1 
Bernard  

světlé pivo 
18,83 15,65 83,07 

2 
Braník 
světlý 

16,53 13,01 78,71 

3 
Budějovický Budvar 
světlé výčepní pivo 

15,90 12,29 77,29 

4 
Černá Hora  

světlé výčepní pivo 
19,72 16,66 84,48 

5 
Klasik  

světlé výčepní 
15,35 11,66 75,96 

6 
Kozel  
světlý 

22,28 19,59 87,92 

7 
Pardál  

světlé výčepní pivo 
18,30 15,04 82,16 

8 
Pirát  

lehké pivo 
15,02 11,28 75,11 

9 
Primus  

světlé pivo 
19,15 16,01 83,59 

10 
Starobrno 
tradi ční 

15,88 12,27 77,25 

11 
Staropramen 

světlý 
19,42 16,31 84,01 
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Tabulka 6: Výsledné hodnoty celkových hořkých látek a isosloučenin - pokračování 

Číslo 
vzorku 

Zkoumaná piva 
Celkové 

hořké látky 
[mg/l] 

Isosloučeniny 
[mg/l] 

Isosloučeniny 
v hořkých 

látkách [% ] 

Tmavá piva 

12 
Starobrno 
černé 

16,85 13,38 79,39 

Světlé ležáky/médium 11° 

13 
Bernard 

světlý ležák 11° 25,13 22,85 90,93 

14 
Černá Hora - Kamelot 

světlý ležák 24,83 22,51 90,64 

15 
Gambrinus 11°  

Excelent 24,30 21,90 90,12 

16 
Holba 
Šerák 14,57 10,76 73,90 

17 
Kozel 11° 
médium 14,85 11,09 74,67 

18 
Pardál Echt 
světlý ležák 15,78 12,16 77,02 

19 
Starobrno 
médium 16,63 13,13 78,93 

20 
Zlatopramen 11° 

světlý ležák 18,85 15,66 83,10 

Ležáky domácí produkce 

21 
Staropramen 

ležák 21,20 18,35 86,57 

22 
Staropramen 

ležák (plechovka) 24,07 21,63 89,88 

Ležáky zahraniční produkce 

23 
Heineken  

světlý ležák 
12,05 7,89 65,44 

24 
Stella Artois 
světlý ležák 

14,55 10,75 73,85 
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Graf 1: Hodnoty koncentrací celkových hořkých látek 
 
Grafické znázornění hodnot vypovídá o výrazném rozdílu v hořkosti mezi českými a 

zahraničními pivy. Nejnižší hořkost má pivo Heineken, které je v tomto ohledu následováno 
pivem Stella Artois. Nejvíce hořkých látek obsahují světlé ležáky Bernard, Černá Hora 
Kamelot a Gambrinus Excelent. Ležák Staropramen v láhvi a plechovce se v hořkosti mírně 
liší. 
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Graf 2: Koncentrace isosloučenin 
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Graf 2: Koncentrace isosloučenin znázorňuje koncentrace isosloučenin, na které je stejně 
jako na celkové hořké látky nejbohatší světlý ležák Bernard a nejchudší pivo Heineken.  
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Celkové hořké látky Isosloučeniny
 

Graf 3: Zastoupení isosloučenin v hořkých látkách 
 
Poměry koncentrací celkových hořkých látek a isosloučenin znázorňuje Graf 3: Zastoupení 

isosloučenin v hořkých látkách. Procentuelní zastoupení isosloučenin mezi hořkými látkami 
(tTabulka 6: Výsledné hodnoty celkových hořkých látek a isosloučenin) se pohybuje v rozmezí 
65,44 – 90,93 %, což dokazuje, že hořkost piva je závislá právě na obsahu isosloučenin, které 
zahrnují především iso-α-hořké kyseliny a v menší míře i některé další deriváty hořkých 
kyselin chmele včetně jejich oxidačních produktů. 
 
5.1.2 Stanovení podílu extraktu, obsahu alkoholu, stupňovitosti a stupně prokvašení 

Za účelem analýzy pivovarských parametrů zodpovědných za plnost chuti byl  
ve zkoumaných vzorcích 11° a 12° piv stanoven skutečný a zdánlivý extrakt, stupňovitost, 
skutečné a zdánlivé prokvašení a obsah alkoholu. 

Stupňovitost piva vyjádřená v procentech je procentický obsah extraktu původní mladiny, 
ze které bylo pivo vyrobeno před zakvašením. Zdánlivý extrakt piva je extrakt stanovený  
v tomto nápoji pyknometricky po jeho zbavení oxidu uhličitého. Skutečný extrakt  
je nezkvašený extrakt piva, který lze stanovit pyknometricky po oddestilování alkoholu  
a doplnění destilovanou vodou na původní hmotnost vzorku. Obsah alkoholu byl taktéž 
stanoven pyknometricky. Čím je prokvašení hlubší, tím nižší je skutečný extrakt. Ethanol 
snižuje číselnou hodnotu extraktu. Čím více alkoholu pivo obsahuje, tím nižším je jeho 
exktrakt. Proto je zdánlivý extrakt vždy nižší než extrakt skutečný, neboť se měří v pivu 
pouze zbaveném CO2.  



55 
 

Mezi zdánlivým extraktem, skutečným extraktem, obsahem alkoholu v pivu a extraktem 
původní mladiny jsou určité vztahy, které zpracoval Balling do nauky o attenuaci a vymezil 
význam termínu prokvašení piva. Získané hodnoty jsou uvedeny v Tabulka 7 a Tabulka 8 
[68]. 

 
Tabulka 7: Pivovarské charakteristiky 

Extrakt 
(hm. %) 

Prokvašení 
(hm. %) Zkoumaná piva 

skutečný zdánlivý 

Obsah 
alkoholu 
(obj. %) 

Stupňovitost 
zdánlivý skutečný 

Světlá piva tradi ční/výčepní 10° 

Bernard  
světlé pivo 

2,59 1,96 3,60 9,66 79,71 73,18 

Braník 
světlý 

2,79 1,83 3,65 9,95 81,60 71,95 

Budějovický Budvar 
světlé výčepní pivo 

2,86 1,89 3,62 9,96 81,02 71,27 

Černá Hora  
světlé výčepní pivo 

2,47 1,87 3,69 9,71 80,75 74,57 

Klasik  
světlé výčepní 

3,41 1,61 3,26 9,81 83,58 65,22 

Kozel  
světlý 

2,94 1,66 3,52 9,84 83,14 70,14 

Pardál  
světlé výčepní pivo 

2,98 2,42 3,49 9,83 75,37 69,67 

Pirát  
lehké pivo 

2,52 1,90 2,78 8,03 76,33 68,61 

Primus  
světlé pivo 

2,88 2,07 3,62 9,98 79,25 71,13 

Starobrno 
tradi ční 

3,01 2,08 3,36 9,61 78,35 68,68 

Staropramen 
světlý 

2,68 1,88 3,71 9,95 81,11 73,07 

Piva tmavá 

Starobrno černé 3,51 2,25 3,26 9,90 77,28 64,55 
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Tabulka 8: Pivovarské charakteristiky 

Extrakt 
(hm. %) 

Prokvašení 
(hm. %) Zkoumaná piva 

skutečný zdánlivý 

Obsah 
alkoholu 
(obj. %) 

Stupňovitost 
zdánlivý skutečný 

Světlé ležáky/médium 11° 

Bernard 
světlý ležák 11° 3,16 1,73 3,97 10,90 84,13 71,02 

Černá Hora - 
Kamelot světlý ležák 3,02 1,57 4,08 10,97 85,69 72,48 

Gambrinus 11° 
Excelent 3,05 1,62 4,09 11,02 85,30 72,33 

Holba 
Šerák 2,38 1,62 4,47 11,09 85,39 78,54 

Kozel 11° 
médium 3,28 1,95 3,93 10,94 82,18 70,03 

Pardál Echt 
světlý ležák 2,91 1,51 4,14 10,98 86,25 73,50 

Starobrno 
médium 3,48 1,94 3,83 10,95 82,28 68,21 

Zlatopramen 11° 
světlý ležák 2,89 1,55 4,13 10,94 85,84 73,59 

 
Níže uvedené grafy (Graf 4: Hodnoty skutečného extraktu, Graf 5: Hodnoty zdánlivého 

extraktu Graf 6: Obsah alkoholu v analyzovaných vzorcích) zobrazují přehledně hodnoty 
uvedené v tabulkách 7 a 8. 
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Graf 4: Hodnoty skutečného extraktu 

 
Nejvyšší hodnota skutečného extraktu byla zjištěna pro pivo Starobrno médium (vzorek 

19), nejnižší pro pivo Braník. Skutečné extrakty jednotlivých vzorků se vzájemně příliš neliší. 
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Graf 5: Hodnoty zdánlivého extraktu 

 
Extrakt zdánlivý dosahuje nižších hodnot než skutečný. Mezi piva s nejvyšším zdánlivým 

extraktem patří světlé výčepní pivo Pardál a jediný zástupce tmavých piv Starobrno černé. 
Nejnižší zdánlivý extrakt má Pardál Echt patřící do skupiny jedenáctistupňových piv, která 
vykazuje trend nižších hodnot zdánlivého extraktu než piva desetistupňová. 
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Graf 6: Obsah alkoholu v analyzovaných vzorcích 

 
Z  Graf 5 a Graf 6 můžeme usoudit, že vzorky s vyšším obsahem alkoholu se pojí 

s menším zdánlivým extraktem. 
 
V rámci Žádosti o zápis podle čl. 6 odst. 2 nařízení Rady (ES) č.510/2006 o ochraně 

zeměpisných označení a označení původu zemědělských produktů a potravin jsou jednotlivé 
typy piv specifikovány takto [66]: 
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Světlý ležák 
• Původní extrakt mladiny 11,00 – 12,99 (% hmotnosti)  
• Alkohol 3,8 – 6,0 (% objemu) 
• Barva 8,0 – 16,0 (jednotky EBC) 
• Hořké substance 20 – 45 (jednotky EBC) 
• pH 4,1 – 4,8 
• Polyfenoly1 30 – 230 (mg/l) 

 
Světlé výčepní pivo 

• Původní extrakt mladiny 8,00 – 10,99 (% hmotnosti) 
• Alkohol 2,8 – 5,0 (% objemu) 
• Barva 7,0 – 16,0 (jednotky EBC) 
• Hořké substance16 – 28 (jednotky EBC) 
• pH 4,1 – 4,8 

 
Tmavé výčepní pivo 

• Původní extrakt mladiny 8,00 – 10,99 (% hmotnosti) 
• Alkohol 2,6 – 4,8 (% objemu) 
• Barva 50 – 120 (jednotky EBC) 
• Hořké substance 16 – 28 (jednotky EBC) 
• pH 4,1 – 4,8 

 
Lehké pivo 

• Původní extrakt mladiny max. 7,99 (% hmotnosti) 
• Alkohol 2,6 – 3,6 (% objemu) 
• Barva 6,0 – 14,0 (jednotky EBC) 
• Hořké substance 14 – 26 (jednotky EBC) 
• pH 4,1 – 4,8 

 
Ve skupině desetistupňových piv se v daných hranicích koncentrace hořkých látek (1 mg/l 

odpovídá 1 jednotce EBC) nepohybují vzorky 3, 5, 8, 10, jsou mírně nižší (tabulka 6).  
Pro stupňovitost a obsah alkoholu tradičních výčepních piv byly stanoveny nižší hodnoty než 
uvádí výrobce (tabulka 7), ale legislativním požadavkům se nevymykají. 

Starobrno černé coby tmavé výčepní pivo odpovídá výše uvedeným hodnotám, u lehkého 
piva Pirát je mírně vyšší jen hodnota stupňovitosti (tabulka 6, tabulka 7). 

U světlých ležáků se stupňovitost povětšinou pohybuje mírně pod požadovanou hodnotou, 
v daném intervalu se nachází světlý ležák značky Gambrinus a Holba. Obsahy alkoholu u této 
skupiny piv byl ve všech případech naměřen sice nižší než uvádí výrobce, ale pohybují  
se v uvedeném intervalu 3,80 – 6,00 % obj (tabulka 8). Co se týče hořkých látek, požadavky 
splnily pouze vzorky 13, 14, 15, 21, 22 (Tabulka 6), u ostatních byly naměřeny koncentrace 
mírně nižší.  

Pozorované odchylky hodnot stupňovitosti a hořkých látek jsou poměrně malé a je možné, 
že se pohybují v rámci chyby měření. Tato však nebyla stanovena, poněvadž měření bylo 
z časových důvodů provedeno pouze dvakrát a získané výsledky jsou uvedeny ve formě 
průměrných hodnot. 
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5.2 Výsledky stanovení skupinových parametrů fenolických látek 
Do této skupiny analýz se spektrofotometrickou detekcí bylo zařazeno stanovení celkových 

polyfenolů, celkových flavonoidů a celkové antioxidační aktivity (kap. 4.3). Tato série měření 
předcházela experimentům zaměřených na identifikaci a kvantifikaci polyfenolických látek 
a stanovení rozdílů v jejich obsahu u různých typů piv pomocí moderního instrumentálního 
vybavení HPLC/MS. 

 
5.2.1 Celkové polyfenoly a flavonoidy 

Ke stanovení celkového obsahu polyfenolů byla použita všeobecně doporučovaná  
a používaná fotometrická metoda s Folin-Ciocaltauovým činidlem (kap. 4.3.1). Standardem 
byl 0,6 M roztok kyseliny gallové. 

V některé literatuře se uvádí, že koncentrace celkových polyfenolů v  ležácích se pohybují 
mezi 100–180 mg/l [14]. Jiní autoři [73] však prezentují hodnoty získané metodou  
s Folin-Ciocaltauovým činidlem jako několikanásobně vyšší (270–600 mg/ml). Data 
naměřená pro tuto diplomovou práci jsou uvedena v Tabulka 9 a 10. U světlých konzumních 
piv se koncentrace polyfenolů pohybují v rozpětí 272 – 436 mg/ml, u jedenáctistupňových 
v rozpětí 331– 475 mg/ml, ležáky obsahují 278 – 443 mg/ml polyfenolů a u jediného zástupce 
tmavého piva bylo naměřeno 370 mg/ml polyfenolů. Podobná čísla získal také kolektiv 
čínských vědců včele s Haifeng Zhao [69], který touto metodou analyzoval čínská  
i zahraniční piva, a dospěl k hodnotám pohybujícím se mezi 152–339 mg/ml. Hodnoty  
se shodují u piva Heineken (viz. Tabulka 10), pro které literatura uvádí hodnotu pohybující  
se kolem 320 mg/ml [69]. Data získaná touto metodou uvedená v jiných zdrojích [62, 67]  
se velmi blíží hodnotám dle Kosaře [14]. Důvodem těchto rozmanitých údajů je fakt, že 
popisovaná metoda, i když je hojně užívána pro nápoje a rostlinné extrakty, není specifická 
pouze pro fenolické sloučeniny. Proto výsledky mohou odrážet nejen obsah polyfenolů, ale 
také produktů Maillardových reakcí, siřičitanů a ostatních látek s redukčními vlastnostmi.  

 
Tabulka 9: Hodnoty koncentrace polyfenolů a flavonoidů u piv různých stupňovitostí 

Číslo 
vzorku Oficiální název piva 

Koncentrace 
polyfenoly 

[mg/l] 

Koncentrace 
flavonoidy 

[mg/l] 

% 
flavonoidů z 
polyfenolů 

[mg/l] 
Světlá piva tradi ční/výčepní 10° 

1 Bernard – světlé pivo 432 ± 1 66 ± 0 15,27 
2 Braník světlý 328 ± 2 36 ± 0 20,09 
3 Budějovický Budvar – světlé výčepní pivo 362 ± 3 44 ± 0 18,25 
4 Černá Hora – světlé výčepní pivo 397 ± 1 57 ± 1 16,61 
5 Klasik – světlé výčepní 330 ± 4 30 ± 0 19,97 
6 Kozel světlý 377 ± 6 37 ± 0 17,51 
7 Pardál – světlé výčepní pivo 436 ± 4 53 ± 0 15,15 
8 Pirát 272 ± 1 32 ± 0 24,23 
9 Primus - světlé pivo 371 ± 8 45 ± 0 17,80 
10 Starobrno tradiční 368 ± 1 61 ± 1 17,95 
11 Staropramen světlý 324 ± 5 39 ± 1 20,35 
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Tabulka 10: Hodnoty koncentrace polyfenolů a flavonoidů u piv různých stupňovitostí 

Číslo 
vzorku Oficiální název piva 

Koncentrace 
polyfenoly 

[mg/l] 

Koncentrace 
flavonoidy 

[mg/l] 

% 
flavonoidů z 
polyfenolů 

[mg/l] 
Piva tmavá 

12 Starobrno černé 370 ± 0 91 ± 2 17,83 
Světlé ležáky/médium 11° 

13 Bernard světlý ležák 11°   418 ± 10 71 ± 2 15,80 
14 Černá Hora - Kamelot - světlý ležák 475 ± 2 66 ± 1 13,89 
15 Gambrinus 11° Excelent 336 ± 8 41 ± 1 19,66 
16 Holba Šerák 352 ± 4 42 ± 1 18,76 
17 Kozel 11° médium 331 ± 4 41 ± 1 19,93 
18 Pardál Echt světlý ležák 334 ± 1 65 ± 1 19,75 
19 Starobrno medium   338 ± 12 82 ± 0 19,55 
20 Zlatopramen 11°světlý ležák 421 ± 3 53 ± 1 15,68 

Ležáky domácí produkce 
21 Staropramen ležák 443 ± 4 108 ± 1 14,90 
22 Staropramen ležák (plechovka) 440 ± 1 105 ± 2 15,00 

Ležáky zahraniční produkce 
23 Heineken - světlý ležák 318 ± 2 71 ± 2 20,78 
24 Stella Artois - světlý ležák 278 ± 2 69 ± 2 23,75 

 
Grafické znázornění získaných údajů přehledně vyobrazuje Graf 7. Je patrné, že na základě 

těchto hodnot není možné definovat rozdíly mezi jednotlivými typy piv, neboť i v rámci 
světlých a jedenáctistupňových piv se nachází výrazné výkyvy. 
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Graf 7: Naměřené hodnoty koncentrací celkových polyfenolů 
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Možnost objektivnějšího porovnání typů piv nabízejí piva jednoho výrobce vyskytující se 
ve více posuzovaných skupinách. Jsou to piva Bernard, Černá Hora, Kozel, Pardál, Starobrno 
a Staropramen (viz. Graf 8). 
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Graf 8: Porovnání hodnot celkových polyfenolů u různých typů piv od jednoho producenta 

 
Předpoklad, že piva vyšší stupňovitosti obsahují větší množství polyfenolických látek, 

se na základě metody využívající Folin-Ciocaltauovo činidlo ve většině případů nepotvrdil. 
Toto splnily jen piva značky Černá Hora a Staropramen. 
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Graf 9: Porovnání ležáků domácí a zahraniční produkce 
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Od všech ostatních vzorků se výrazně odlišovaly vzorky Heineken a Stella Artois. Český 
ležák Staropramen dosahuje výrazně vyšších koncentrací celkových polyfenolů, což potvrzuje 
skutečnost, že česká piva jsou charakteristická vyšším obsahem této skupiny látek [3]. 
Ve studii z minulého roku, která se zabývala dvanáctistupňovými pivy domácí i zahraniční 
produkce [62], bylo stejnými postupy zjištěno, že se obsah celkových polyfenolů v českých 
pivech pohybuje v rozmezí 166 – 216 mg/l, v případě zahraničních značek bylo stanoveno 
rozmezí 124 – 168 mg/l. U všech zahraničních značek byla tedy také zaznamenána menší 
koncentrace uvedených látek. 

Stanovení celkového obsahu flavonoidů bylo provedeno metodou využívající hlinitou sůl 
a dusitan (kap. 4.3.2). Standard představoval 1 M roztok katechinu. 

Naměřené hodnoty se u desetistupňových piv pohybují mezi 30–66 mg/l,  
u jedenáctistupňových 41–82 mg/l, u dvanáctistupňových piv české produkce byly naměřeny 
hodnoty 105 a 108 mg/l a zahraniční produkce 69 a 71 mg/l. Pro pivo tmavého typu byla 
určena hodnota 91 mg/l. Konkrétní hodnoty jsou uvedeny v Tabulka 9 a Tabulka 10 a jejich 
grafické znázornění vyobrazuje Graf 10.  

Je ale třeba mít na vědomí, že hodnoty jsou zkreslené obsahem látek s redukujícími 
vlastnostmi. Ze srovnání hodnot koncentrací polyfenolů a flavonoidů u tradičních výčepních 
piv (272 – 436 mg/l a 30 – 66 mg/l), u ležáků 11° (331 – 475 mg/l a 41 – 82 mg/l), ležáku 12° 
Staropramen (443 mg/l a 108 mg/l) a ležáků 12° ze studie předešlé (166–216 mg/l  
a 79 –119 mg/l) [62] je možné usoudit, že hodnoty polyfenolů jsou zkresleny mnohem více, 
neboť nejvyšší koncentrace polyfenolů u ležáků 12° je ještě nižší než nejnižší hodnoty 
naměřené u piv výčepních. Koncentrace flavodnoidů u ležáků se napříč studiemi shodují. 
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Graf 10: Výsledné hodnoty koncentrace celkových flavonoidů 

 
Z  Graf 10: Výsledné hodnoty koncentrace celkových flavonoidů lze vyčíst trend růstu hodnot 

koncentrací pro piva s vyšší stupňovitostí. Přesto ne všechny jedenáctistupňová piva mají 
vyšší koncentrace flavonoidů než desetistupňová. 
Je tedy třeba porovnat piva různého typu od jednoho výrobce (graf 11). 
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Graf 11: Vzájemný poměr flavonoidů v různých typech piv stejného producenta 

 
Z tohoto grafického znázornění je patrné, že s rostoucí stupňovitostí piva roste i obsah 

celkových flavonoidů. Stanovení celkových flavonoidů je zřejmě poněkud specifičtější než 
stanovení celkových polyfenolů a zřejmě poněkud lépe postihuje zvláštnosti složení piva. 
Tento trend je potvrzen i údaji shrnutými v následujícím grafu (Graf 12: Poměr celkových 
flavonoidů a polyfenolů), který znázorňuje, podíl flavonoidů na hodnotě celkových polyfenolů. 
Procentuální vyjádření v rozmezí  
15,27 – 24,23 % je uvedeno v Tabulka 9 a Tabulka 10. Ve srovnání s loňskou prací, které 
uvádí hodnoty kolem 50 % [62], je vypočtené procentuální zastoupení značně nižší, což je 
hlavně následkem zkreslení naměřených koncentrací celkových polyfenolů. 

I přes lépe interpretovatelné výsledky je nutné i stanovení celkových flavonoidů posuzovat 
s opatrností a považovat spíše za orientační. Fotometricá metoda je málo specifická z důvodu 
neúplného převedení těchto látek do roztoku během extrakce a nerozlišování přítomnosti 
volných a glykosidicky vázaných forem (v extraktech jsou v převaze glykosidy). Navíc nelze 
zcela eliminovat enzymatickou oxidaci těchto látek, kterou se snižuje počet hydroxylových 
skupin [69]. 
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Graf 12: Poměr celkových flavonoidů a polyfenolů 
 
5.2.2 Antioxidační aktivita 

Polyfenolické látky jsou z větší části zodpovědné za antioxidační vlastnosti piva a tedy  
i za pozitivní účinky na zdraví (kap. 2.8.1.1). Pro měření tohoto parametru byly využity dvě 
chemické metody - ABTS a DPPH (kap. 2.10.1.1). Obě patří mezi metody nepřímé,  
což znamená, že výsledky nepostihují skutečný antioxidační potenciál piva in vivo (po jeho 
požití), ale jsou mu pouze úměrné. Metodou DPPH nebyly získány reprodukovatelné 
výsledky, proto nejsou v této práci uvedeny. Důvodem je zejména interference barvy piva 
s barvou radikálu DPPH. V tabulkách 11 a 12 jsou proto uvedeny pouze hodnoty celkové 
antioxidační aktivity získané metodou ABTS (kit Randox). 

 
Tabulka 11: Získané hodnoty ABTS u první skupiny piv 

Číslo 
vzorku 

Oficiální název piva ABTS 
[mmol/l]  

Světlá piva tradi ční/výčepní 10° 
1 Bernard – světlé pivo 1,53 
2 Braník světlý 1,48 
3 Budějovický Budvar – světlé výčepní pivo 1,42 
4 Černá Hora – světlé výčepní pivo 1,32 
5 Klasik – světlé výčepní 1,33 
6 Kozel světlý 1,75 
7 Pardál – světlé výčepní pivo 1,60 
8 Pirát 1,32 
9 Primus - světlé pivo 0,45 
10 Starobrno tradiční 0,86 
11 Staropramen světlý 1,78 

Piva tmavá 
12 Starobrno černé 2,16 
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Tabulka 12: Získané hodnoty ABTS u první skupiny piv – pokračování 

Číslo 
vzorku 

Oficiální název piva ABTS 
[mmol/l]  

Světlé ležáky/médium 11° 
13 Bernard světlý ležák 11° 1,22 
14 Černá Hora - Kamelot - světlý ležák 2,21 
15 Gambrinus 11° Excelent 1,03 
16 Holba Šerák 1,25 
17 Kozel 11° médium 0,57 
18 Pardál Echt světlý ležák 1,06 
19 Starobrno medium 0,60 
20 Zlatopramen 11°světlý ležák 1,67 

Ležáky domácí produkce 
21 Staropramen ležák 1,60 
22 Staropramen ležák (plechovka) 1,58 

Ležáky zahraniční produkce 
23 Heineken - světlý ležák 1,95 
24 Stella Artois - světlý ležák 0,54 
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Graf 13: Naměřené hodnoty ABTS 
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Hodnoty ABTS u analyzovaných vzorků se pohybují v rozmezí 0,45 – 2,21 mmol/l. 
V dostupné literatuře spadají publikovaná data ABTS přibližně do tohoto intervalu [4, 30, 69, 
70]. Fidler [30] dospěl k závěru, že nejvyšší antioxidační aktivitu ze souboru vzorků má pivo 
speciální 16° (přibližně 2,2 mmol/l) z důvodu vyššího obsahu mladiny. Vysokou antioxidační 
aktivitu shledal také u tmavých piv, která jsou vyrobena odlišným způsobem s využitím 
jiného chmele a sladu. Ležáky a světlá piva vykazují dle této studie přibližně stejnou 
antioxidační aktivitu v závislosti na výrobci (v průměru 1,8 mmol/l). Nejméně antioxidačními 
schopnostmi disponují piva nealkoholická, která se od ostatních liší technologickým 
postupem. 

K poměrně nižším hodnotám než Fidler dospěli v jiné studii [69]. Pro většinu  
ze 34 analyzovaných vzorků naměřili hodnoty pod 1 mmol/l. Například pivu Heineken 
odpovídá 1,13 mmol/l a Budvaru 0,73 mmol/l ABTS. Karabín [4] uvádí pro 12 ° piva 
antioxidační aktivitu kolem 2,2 mmol/l. U výsledků ABTS je však nutné brát do úvahy  
i metodu, která byla použita a podmínky analýzy, takže přímé srovnání výsledků z různých 
studií má svá omezení. 

Dle výsledků předložené práce nejvyšší antioxidační aktivitu vykazuje světlý ležák Černá 
Hora Kamelot, naopak nejmenší světlé pivo Primus. Potvrdilo se také tvrzení Fiedlera, že piva 
tmavého typu vykazují vysokou antioxidační aktivitu. V souboru desetistupňových piv bylo 
dosaženo stabilnějších výsledků (u většiny vzorků se data pohybovala kolem 1,4 mmol/l),  
u jedenáctistupňových piv byly pozorovány značné výkyvy (0,57 – 2,21 mmol/l).  
Pro Heineken byla naměřena vyšší hodnota ABTS (1,95 mmol/l) než je uvedena ve výše 
zmiňované literatuře [69]. 

Je zřejmé, že k hodnotě celkové antioxiační aktivity přispívají kromě fenolických látek 
ještě další aktivní látky piva, poněvadž trendy hodnot obou skupin parametrů nejsou podobné. 
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5.3 Optimalizace parametrů MS detekce 
Nejprve byla provedena kalibrace hmotnostního detektoru dle pokynů výrobce,  

a to pomocí standardních roztoků kofeinu, MRFA a směsi Ultramark (kap. 4.5.2). 
Po kalibraci přístroje byly parametry analýzy nastaveny tak, aby co nejvíce vyhovovaly 

struktuře sloučenin dané skupiny stanovovaných látek a aby odezva i citlivost přístroje při 
snímání hmotnostního spektra byla co nejvyšší. Postupným laděním detektoru na určitý analyt 
(reserpin, kyselina chlorogenová, epikatechin, rutin) došlo k nastavení optimálních hodnot 
parametrů přístroje. 

 
5.3.1 Stanovení MS spekter reserpinu 

Podmínky analýzy jsou uvedeny v kapitole 4.5.2. Ladění bylo provedeno v kladném  
i záporné módu. Použitou mobilní fází byla směs o složení methanol a 1% kyselina octová  
ve vodě v poměru 80:20 pro kladný mód a složení methanol a 0,25% amoniak ve vodě rovněž 
v poměru 80:20 pro záporný mód. Byla získána spektra v režimech MS full scan a MS/MS 
full scan po aplikaci kolizní energie 45 % pro kladný mód a 40 % pro záporný mód.  

 

 
Obr. 16: Spektrum reserpinu-MS full scan, kladný mód 

 
V kladném módu se reserpin zobrazuje jako kladný ion s Mr 609,9, přičemž zvýšení 

relativní molární hmotnosti je důsledkem navázání vodíku (protonace molekuly na N-H 
skupině indolu) při ionizaci. Protože náboj vzorku je ve většině případů ionizace 
elektrosprejem roven 1, je poměr m/z odečtený ze spektra roven molární hmotnosti ±1 
v závislosti na snímání kladných nebo záporných iontů.  

 
Obr. 17: Spektrum reserpinu-MS full scan, záporný mód 

Reserpin 
609,9 

Reserpin 
607,7 
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V záporném módu je reserpin ionizován odštěpením vodíku N-H skupiny na cyklu indolu, 
ve spektru je tak patrný v podobě záporně nabitého ionu s m/z 607,7 (obr. 17). 

 

 
Obr. 18: Spektrum reserpinu-MS/MS full scan,kladný mód 

 
Po aplikaci kolizních energií na molekulu reserpinu byly ve spektru opakovaně 

pozorovány štěpy 577,3; 448,2 a 397,3, čímž výrobce deklaruje, že naladění přístroje je 
správné (obr.18). 

 

 
Obr. 19: Spektrum reserpinu-MS/MS full scan, záporný mód 

 
Ve spektru MS/MS full scan záporného módu byl pozorován pouze jeden štěp. Odečtením 

jeho Mr od Mr parentálního iontu byla získána hodnota 15,5, která s největší 
pravděpodobností značí odštěpení methylové skupiny favorizované v záporném módu. 
Methylová skupina, která se v záporném módu odštěpí, je vyznačena ve vzorci reserpinu 
(obr. 20). 

 

397,3 

448,2 

577,3 

Hlavní štěpy 

592,2 Hlavní štěp 
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Obr. 20: Molekula reserpinu s vyznačenou odstupující methylovou skupinou [71] 

 
5.4 Optimalizace podmínek MS detekce fenolických látek 

Naladěním hmotnostního detektoru na reserpin bylo docíleno možnosti měřit široké 
spektrum látek. Pro zvýšení citlivosti detektoru na cílový analyt byl přístroj doladěn pomocí 
strukturně podobné sloučeniny [72]. 

Ze skupiny polyfenolických látek byla nejprve vybrána kyselina chlorogenová, která je 
doporučována jako nejvhodnější pro následně prováděné typy analýz, a také epikatechin a 
rutin, který měl nejlepší odezvu při chromatografické separaci. Protože nebyl v kladném ani 
záporném módu pozorován uspokojivý signál kyseliny chlorogenové, (m/z 355), byl použit 
rutin, jehož záznam byl výrazně kvalitnější. 

Pomocí rutinu byla automatickým nastavením v ovládacím softwarovém programu 
Xcalibur příkazem Tune plus → Control → Calibrate → Automatic vytvořena a uložena 
metoda s parametry uvedenými v kap. 4.5.2 Tabulka 5. Za optimální byl zvolen kladný mód, 
v němž byl pozorován intenzivní a stálý kvasi-molekulární ion rutinu o m/z 611,4. 

 

 
Obr. 21: Spektrum diglykosidu rutinu - MS full scan, kladný mód 

 
V literatuře je pro analýzu polyfenolů také upřednostňován pozitivní mód. Whittle uvádí, 

že i když na záporném módu může být získána velmi dobrá citlivost, přítomnost kyseliny 
octové v mobilní fázi vede k produkci aduktů a parciálně nabitých klastrů, které komplikují 
interpretaci dat [70]. 

 
5.5 Chromatografické separace fenolických sloučenin z piva 

 
5.5.1 Testování složení mobilní fáze  

Při optimalizaci podmínek pro úspěšnou separaci jednotlivých sloučenin byly  
na chromatografickou kolonu aplikovány dvousložkové mobilní fáze obsahující v různých 

Rutin 
611,4 
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poměrech acetonitril a 1% kyselinu octovou nebo methanol a 1% kyselinu octovou.  
Při separaci cílových analytů byla vyzkoušena izokratická i gradientová eluce, z nichž se více 
osvědčila druhá jmenovaná (viz. obr. 22Chyba! Nenalezen zdroj odkazů.,obr. 23). 

 

 
Obr. 22: Isokratická eluce - Černá Hora, acetonitril:1% kyselina octová 50:50 

 

 
Obr. 23: Gradientova eluce - pivo Černá Hora 

 
Tabulka 13 popisuje tvar gradientu a poměry jednotlivých složek mobilní fáze, které jsou 

při analýze flavonoidů nejvýhodnější.  
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Tabulka 13: Schéma gradientu optimalizovaného pro separaci flavonoidů 

 Časový úsek Mobilní fáz:1% HAc:AcN 
1. Lineární gradient   3 min 60-57 % HAc:40-43 % AcN 
2. Lineární gradient 20 min 57-55 % HAc:43-45 % AcN 
3. Lineární gradient 10 min 55-45 % HAc:45-55 % AcN 
4. Izokratický průtok 30 min 45 % HAc:55 % AcN 

 
Zvolené nastavení gradientové eluce směsi standardů pak umožnilo postupnou separaci 

fenolických sloučenin v reálných vzorcích. Na vstupu A gradientového čerpadla byla 
dávkována 1% kyselina octová ve vodě, vstupem D byl přiváděn acetonitril. Eluce probíhala 
na koloně Restek C18 Ultra Aqueous při průtoku mobilní fáze 0,4 ml/min. Analýza probíhala  
53 minut. U PDA detektoru byly snímány absorpční spektra s třemi nastavenými vlnovými 
délkami – 280 nm, 330 nm a 365 nm s frekvencí proměření 1 Hz.  

 

 
Obr. 24: Separace směsi standardů při zvolené gradientové eluci - příklad 

 
5.5.2 Testování typu chromatografické kolony  

Kvůli ověření schopnosti separovat cílové sloučeniny byla provedena pilotní měření na 
třech kolonách, Kinentex C18 100A a Kinetex Hilic (Phenomenex) 100A a Restek (Hermo 
Fischer Scientific). Na tyto kolony byly aplikovány česká i zahraniční piva různé 
stupňovitosti a separace probíhala gradientovou elucí (kap. 5.5.1). 

 

 
Obr. 25: PDA záznam - kolona Kinentex C18 100A – Zlatopramen ležák 

 

Kselina 
gallová 

Morin 

Naringenin 
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Obr. 26: PDA záznam - Kolona Kinetex Hilic 100A – Zlatopramen ležák 

 

 
Obr. 27: PDA záznam -  kolona Restek – Zlatopramen ležák 

 
Z PDA záznamu (obr. 25-27) můžeme usuzovat, že kolony Kinetex Hilic s hydrofilní 

stacionární fází nejsou vhodné pro separaci polyfenolických látek z piva. Tvar chromatogamu 
v porovnání s chromatogramy získanými na C18 kolonách obsahují mnohem méně píků,  
což znamená, že jednotlivé sloučeniny nebyly uspokojivě rozděleny. Z reverzních fází  
se pro vzorky piva lépe osvědčila kolona Restek (obr.27). 
 

 
Obr. 28: Hmotnostní spektra – kolona Kinentex C18 100A , pivo Černá Hora Tas 

 
 

 
Obr. 29: Hmotnostní spektra - kolona Kinetex Hilic 100A, pivo Černá Hora Tas 
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Obr. 30: Hmotnostní spektra - kolona Restek, pivo Černá Hora 

 
Na základě těchto spekter (Obr. 28, Obr. 29, Obr. 30) vyfiltrovaných podle m/z vybraného 

zástupce fenolických látek (kvercetin, m/z 302,27) rovněž lze vyhodnotit kolonu Restek jako 
nejvhodnější pro separaci flavonoidů. Ve spektrech získaných z dalších dvou kolon (obr.28, 
obr. 29) je pozorován výrazný šum, který znemožňuje identifikaci hledané sloučeniny. 

 

 
Obr. 31: Hmotnostní spektrum se selekcí rutinu (m/z 610,5-611,5) – kolona Kinentex C18 100A, 

pivo Zlatopramen 11° 
 

 
Obr. 32: Hmotnostní spektrum se selekcí rutinu (m/z 610,5-611,5) - kolona Kinetex Hilic, pivo 

Zlatopramen 11° 
 

 
Obr. 33: Hmotnostní spektrum se selekcí rutinu (m/z 610,5-611,5) – kolona Restek, pivo 

Zlatopramen 11° 
 
Nejlépe identifikovatelným fenolem byl u většiny vzorků rutin [62], proto může posloužit 

jako další příklad pro porovnání vyzkoušených kolon. Opět se potvrdilo, že obě kolony 
Kinetex poskytují méně uspokojivou separaci složek než kolona Restek.  
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I když v chromatogramech kolon je pozorován výrazný pík, splývá s dalšími dvěma píky. 
Kolona Restek umožnila získání ojedinělého výrazného píku (obr. 33). Poněkud horší 
separace na kolonách Kinetex může být způsobena odlišným zrněním (2,6 µm) a odlišným 
charakterem stacionární fáze a přestože jsou tyto typy kolon doporučovány jako přechod mezi 
HPLC a UPLC, nejsou zřejmě stejně vhodné pro všechny typy matric. 

 
5.6 Analýza obsahu polyfenolů ve vybraných pivech metodou HPLC/ESI-MS 

Vzorky piv upravené výše popsaným způsobem (kap. 4.2.1) byly analyzovány metodou 
on-line RP-HPLC/ESI-MS za podmínek uvedených v kap. 4.5.2 (Tabulka 5) a kap. 5.5 
(tabulka 13) se synchronně připojeným PDA detektorem a on-line MS detekcí. Byla 
sledována přítomnost i způsob separace různých fenolických látek vybraných na základě 
dostupnch standardů a literatury. 
 
5.6.1 Kvantifikace  

Ke kvantitativní analýze je nezbytné mít k dispozici odpovídající standardy dostatečné 
čistoty. U dostupných standardních sloučenin byly chromatograficky zjištěny příslušné 
retenční časy a byla změřena jejich závislost plochy píku na koncentraci v roztoku mobilní 
fáze (tabulka 14) v MS spektru. Hodnoty byly zpracovány do grafické závislosti, na základě 
regresní analýzy byly vypočteny koncentrace přítomných antioxidantů v jednotlivých 
vzorcích (kalibrační křivky uvedeny v příloze č.3). U ležáku Staropramen v láhvi a plechovce 
nebyly shledány významnější rozdíly, proto dále nejsou piva posuzovány zvlášť. 

 
 

Tabulka 14: Regresní rovnice dostupných standardů pro kvantitativní analýzu pomocí MS 

Číslo 
standardu 

Standard Regresní rovnice R2 

1 epikatechin y = 239585 x + 219936 0,9969 
2 katechin y = 176524 x + 318194 0,9455 
3 naringenin y = 3 998 897x 0,9976 
4 luteolin y = 221552 x + 302354 0,9991 
5 kaemferol y = 395191 x + 240325 0,9548 
6 kvercetin y = 51498 x 0,9850 
7 morin y = 149486 x 0,9945 
8 rutin y = 3985992 x+178878 0,9650 
9 kys. ferulová y =16276 x+684,29 0,9630 
10 kys. chlorogenová y =13995 x+26309 0,9843 
11 kys. gallová y =15059 x - 1261,17 0,9915 
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Tabulka 15: Koncentrace daných sloučenin v analyzovaných vzorcích 

Zkoumaná piva 
Epikatechin 

[mg/l] 
Katechin 

[mg/l] 
Naringenin 

[mg/l] 
Luteolin 
[mg/l] 

Kaemferol 
[mg/l] 

Kvercetin 
[mg/l] 

Světlá piva tradi ční/výčepní 10° 

Bernard  
světlé pivo 

× × × × × × 

Braník 
světlý 

× 
0,837 
±0,041 

× × × × 

Budějovický Budvar 
světlé výčepní pivo 

× 
0,722 
±0,022 

× × × × 

Černá Hora  
světlé výčepní pivo 

× 
0,761 
±0,058 

× 
0,152 

±0,021 
0,089 

±0,025 
0,075 

±0,012 
Klasik  

světlé výčepní 
× 

0,830 
±0,015 

× × × × 

Kozel  
světlý 

× 
0,965 
±0,035 

× 
0,132 

±0,052 
0,165 

±0,011 
× 

Pardál  
světlé výčepní pivo 

× 
1,163 
±0,066 

0,578 
±0,012 

0,103 
±0,025 

× × 

Pirát  
lehké pivo 

× × × 
0,053 

±0,012 
× × 

Primus  
světlé pivo 

× × × × 
0,143 

±0,031 
× 

Starobrno 
tradi ční 

× 
0,801 
±0,088 

× × × 
0,100 

±0,041 
Staropramen 

světlý 
× × × 

0,135 
±0,041 

0,184 
±0,013 

× 

Piva tmavá 

Starobrno černé × 
1,191 

±0,041 
× × × × 
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Tabulka 16: Koncentrace daných sloučenin v analyzovaných vzorcích 

Zkoumaná piva 
Epikatechin 

[mg/l] 
Katechin 

[mg/l] 
Naringenin 

[mg/l] 
Luteolin 
[mg/l] 

Kaemferol 
[mg/l] 

Kvercetin 
[mg/l] 

Světlé ležáky/médium 11° 

Bernard 
světlý ležák 11° × 

0,849 
±0,087 

× × × × 

Černá Hora - Kamelot 
světlý ležák × 

1,098 
±0,062 

 
0,134 

±0,011 
0,184 

±0,013 
0,114 

±0,025 
Gambrinus 11° 

Excelent × 
0,733 

±0,074 
0,631 

±0,052 
0,095 

±0,012 
× 

0,102 
±0,034 

Holba 
Šerák × 

0,584 
±0,069 

× 
0,111 

±0,025 
× 

0,081 
±0,017 

Kozel 11° 
médium × 

1,141 
±0,115 

× 
0,092 

±0,032 
0,190 

±0,041 
× 

Pardál Echt 
světlý ležák × 

1,068 
±0,013 

0,330 
±0,022 

× × × 

Starobrno 
médium × 

1,205 
±0,014 

0,492 
±0,014 

× 
0,060 

±0,028 
× 

Zlatopramen 11° 
světlý ležák × 

1,157 
±0,012 

0,871 
±0,052 

0,160 
±0,023 

× 
0,097 

±0,018 

Ležáky domácí produkce 

Staropramen 
ležák × 

1,048 
±0,120 

0,268 
±0,015 

0,146 
±0,056 

× 
0,119 

±0,045 

Ležáky zahraniční produkce 

Heineken 
světlý ležák × 

0,599 
±0,028 

× × × 
0,111 

±0,019 
Stella Artois 
světlý ležák × 

0,733 
±0,101 

× × × 
0,085 
±,022 
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Tabulka 17: Koncentrace daných sloučenin ve vzorcích 

Zkoumaná piva 
Morin 
[mg/l] 

Rutin 
[mg/l] 

Kyselina 
ferulová 
[mg/l] 

Kyselina 
chlorogenová 

[mg/l] 

Kyselina 
gallová 
[mg/l] 

Světlá piva tradi ční/výčepní 10° 

Bernard  
světlé pivo 

× 
0,174 

±0,012 
× × 

0,532 
±0,084 

Braník 
světlý 

0,549 
±0,027 

0,346 
±0,025 

× 
1,324 
±0,052 

0,432 
±0,101 

Budějovický Budvar 
světlé výčepní pivo 

× 
0,320 

±0,085 
× 

1,319 
±0,074 

× 

Černá Hora  
světlé výčepní pivo 

× 
0,437 

±0,145 
× 

0,897 
±0,095 

× 

Klasik  
světlé výčepní 

× 
0,152 

±0,055 
0,789 
±0,075 

1,311 
±0,152 

0,474 
±0,088 

Kozel  
světlý 

0,556 
±0,018 

0,372 
±0,035 

× 
2,106 
±0,077 

0,264 
±0,098 

Pardál  
světlé výčepní pivo 

× 
0,451 

±0,048 
× 

1,860 
±0,055 

0,695 
±0,074 

Pirát  
lehké pivo 

× 
0,244 

±0,025 
× 

1,056 
±0,042 

× 

Primus  
světlé pivo 

× 
0,665 

±0,089 
× 

2,032 
±0,085 

0,345 
±0,011 

Starobrno 
tradi ční 

× 
0,355 

±0,088 
× 

1,092 
±0,014 

× 

Staropramen 
světlý 

× 
0,546 

±0,074 
× 

1,450 
±0,026 

0,385 
±0,150 

Piva tmavá 

Starobrno černé × 
0,256 

±0,068 
0,815 
±0,069 

0,865 
±0,069 

1,455 
±0,114 
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Tabulka 18: Koncentrace daných sloučenin ve vzorcích 

Zkoumaná piva 
Morin 
[mg/l] 

Rutin 
[mg/l] 

Kyselina 
ferulová 
[mg/l] 

Kyselina 
chlorogenová 

[mg/l] 

Kyselina 
gallová 
[mg/l] 

Světlé ležáky/médium 11° 

Bernard 
světlý ležák 11° 

0,715 
±0,052 

0,256 
±0,095 

× 
1,396 
±0,013 

0,542 
±0,066 

Černá Hora - Kamelot 
světlý ležák 

0,613 
±0,074 

0,406 
±0,048 

× 
1,245 
±0,074 

0,549 
±0,049 

Gambrinus 11° 
Excelent 

0,715 
±0,044 

0,420 
±0,029 

× 
1,340 
±0,089 

0,548 
±0,072 

Holba 
Šerák 

0,837 
±0,116 

0,597 
±0,068 

1,158 
±0,103 

0,983 
±0,062 

× 

Kozel 11° 
médium × 

0,785 
±0,147 

× 
1,469 
±0,025 

1,132 
±0,122 

Pardál Echt 
světlý ležák × 

0,112 
±0,023 

× 
0,810 
±0,066 

× 

Starobrno 
médium × 

0,376 
±0,059 

× 
1,459 
±0,097 

0,578 
±0,053 

Zlatopramen 11° 
světlý ležák × 

0,431 
±0,033 

× 
1,194 
±0,014 

0,529 
±0,062 

Ležáky domácí produkce 

Staropramen 
ležák 

0,388 
±0,111 

0,443 
±0,081 

0,827 
±0,075 

1,340 
±0,023 

1,467 
±0,155 

Ležáky zahraniční produkce 

Heineken 
světlý ležák × 

0,420 
±0,027 

× 
0,804 
±0,074 

0,280 
±0,085 

Stella Artois 
světlý ležák × 

0,345 
±0,101 

× 
0,896 
±0,064 

0,468 
±0,013 

 
5.6.1.1 Hlavní polyfenoly piv 

Ve všech analyzovaných pivech byly detekovány a kvantifikovány fenoly rutin a kyselina 
chlorogenová (až na světlé pivo Bernard), hojně zastoupena byla také kyselina gallová  
a katechin, zatímco zbylé fenolové látky (naringenin, luteolin, kaemferol, kvercetin, morin, 
kyselina ferulová) byly přítomny jen v některých typech piv. Epikatechin se nepodařilo 
detekovat v žádném z analyzovaných piv.  

Jako fenolická sloučenina, která se ve zkoumaných vzorcích vyskytuje v nejvyšších 
koncentracích, byla určena kyselina chlorogenová. Jediný vzorek, u kterého tato sloučenina 
detekována nebyla, je Bernard světlý ležák. Nejvyšší koncentrace kyseliny chlorogenové byly 
stanoveny u světlého piva Kozel (2,106 mg/l), nejnižší u piva Heineken (0,804 mg/l). 
Ve skupině desetistupňových piv se naměřená data pohybovala mezi 0,897 – 2,106 mg/l, 
u jedenáctistupňových piv mezi 0,810 – 1,469 mg/l. Ležáky zahraniční produkce vykazovaly 
nižší obsah kyseliny chlorogenové (0,804 a 0,896 mg/l) než ležák tuzemské výroby 
Staropramen (1,340 mg/l). Také v loňské studii byla kyselina chlorogenová  
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vyhodnocena jako nejkoncentrovanější fenolová látka u piv české i zahraniční produkce, 
jejichž koncentrace této sloučeniny se od sebe nijak významně nelišily. Velmi  
nízkými koncentracemi se zde vymykala pouze piva Braník a Staropramen nealko 
(0,012 a 0,035 mg/l), ostatní dvanáctistupňová piva se pohybovala v intervalu 
1,562 – 2,381 mg/l [62]. 

Další velmi rozšířeným polyfenolem dosahujícím poměrně velkých koncentrací je kyselina 
gallová. Její nejvyšší koncentraci obsahuje český ležák Staropramen (1,467 mg/l) 
následovaný tmavým pivem Starobrno černé (1,455 mg/l). Nad 1 mg/l kyseliny gallové 
dosáhl ještě Kozel 11° médium (1,132 mg/l), u ostatních vzorků tato hranice překročena 
nebyla. Desetistupňová piva se pohybují v intervalu 0,264 – 0,695 mg/l, jedenáctistupňová 
v intervalu 0,529 – 1,132 mg/ml. Zahraniční ležáky patřily mezi málo bohaté na kyselinu 
gallovou (0,280 – 0,468mg/l), což se potvrdilo i v předešlých studiích, kde se pro piva 
Heineken a Stella Artois uvádějí hodnoty 0,045 a 0,725 mg/l [62]. Tato fenolická sloučenina 
nebyla detekována u vzorků Budějovický Budvar, Černá Hora světlá, Pirát, Starobrno 
tradiční, Holba Šerák a Pardál Echt. U dvanáctistupňových piv české produkce 
analyzovaných v loňském roce byly naměřeny koncentrace 0,613 – 1,468 mg/l [62]. 
To znamená, že ležáky media a ležáky obsahují obdobné koncentrace kyseliny gallové. 
ýčepní piva dosahují poněkud nižší koncentrace.  

Ve všech testovaných vzorcích byl stanoven rutin. Jeho nejvyšší koncentrace byla 
naměřena ve vzorku Kozel 11° medium (0,785 mg/l). Ostatní jedenáctistupňová piva 
dosahovala hodnot 0,254– 0,597 mg/l. Obdobných koncentrací nabývala i piva desetistupňová 
(0,152 – 0,665 mg/l). Ležáky české ani zahraniční produkce obsahem rutinu nijak nevynikaly 
(0,345– 0,443 mg/l). Starobrno černé obsahovalo jen 0,256 mg/l. V dostupné literatuře 
nepřesáhla koncentrace v českých ležácích 0,572 mg/l, zahraniční ležáky dosahují obecně 
nižší hodnoty obsahu rutinu ve srovnání s českými pivy [62].  
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Graf 14:Obsah kyseliny chlorogenové v analyzoaných pivech 
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Graf 15: Obsah kyseliny gallové v analyzoaných pivech 
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Graf 16: Obsah rutinu v analyzoaných pivech 
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5.6.1.2 Katechiny 
Katechin byl identifikován u většiny vzorků. Výjimkou jsou světlá piva Bernard, Pirát, 

Primus, Staropramen, u ostatních piv této skupiny se koncentrace pohybují mezi 
0,722 – 1,163 mg/l. Nejvyšší koncentrace byla naměřena u piva Starobrno 11°média (1,205 
mg/l), nejmenší u piva Holba Šerák 0,584 (mg/l). Koncentrace katechinu ostatních 
jedenáctistupňových piv nabývají hodnot 0,849 – 1,157 mg/l. Zahraniční ležáky dosáhly 
hodnot spíše nižších (0,599 – 0,733 mg/l) na rozdíl od českých ležáků (1,048 mg/l). 

Obsah epikatechinu kolem 0,5 mg/l u ležáků jak české tak zahraniční produkce [62]  
se nepotvrdil, detekovat jej se nepodařilo ani v jednom z analyzovaných vzorků.  
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Graf 17: Obsah katechinu v analyzovaných pivech 

 
5.6.1.3 Vzácněji se vyskytující polyfenoly 

Nejméně často vzorky analyzovaných piv obsahovaly kyselinu ferulovou. Ta byla 
detekována pouze ve čtyřech případech (Klasik, Starobrno černé, Holba Šerák, Staropramen 
ležák). Kyselina ferulová je nejspíše zastoupena hlavně v ležácích, neboť při analýze tohoto 
typu piv českých i zahraničních výrobců byla tato sloučenina detekována v drtivé většině 
vzorků, a to v poměrně vysokých koncentracích (nad 1,5 mg/l) [62]. 
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Graf 18: Koncentrace kyseliny ferulové v analyzovaných vzorcích  

 
Naringenin je sloučenina detekovaná spíše v českých pivech, v zahraničních ležácích se ji 

prokázat nepodařilo [62]. Ve skupině analyzovaných vzorků byl naringenin nalezen v šesti 
pivech (Pardál světlý, Gambrinus Excelent, Starobrno medium, Pardál Echt, Zlatopramen 11°, 
Staropramen ležák) v koncentracích 0,268 – 0,871 mg/l.  
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Graf 19: Koncentrace naringeninu v testovaných vzorcích 

 
Kaempferol byl detekováný v sedmi různých vzorcích (Černá Hora – světlé výčepní pivo, 

Kozel světlý, Primus - světlé pivo, Staropramen světlý, Černá Hora - Kamelot - světlý ležák, 
Kozel 11° médium, Starobrno medium), a to v poměrně dost nízkých koncentracích 
(0,06 – 0,190 mg/l).  
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Graf 20: Kaempferol v analyzovaných vzorcích 

 
U stejného počtu vzorků byl stanoven i morin (Braník světlý, Kozel světlý, Bernard světlý 

ležák 11°, Černá Hora – Kamelot, Gambrinus Excelent, Holba Šerák, Staropramen ležák). 
Nejvyšší koncentraci morinu mělo pivo Holba (0,837 mg/l), nejnižší zase Staropramen ležák 
(0,388 mg/l). Tuto sloučeninu se nepodařilo detekovat v zahraničních pivech [62]. 
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Graf 21: Koncentrace morinu u stanovovaných vzorků 
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Nepříliš často se vyskytujícím polyfenolem, který byl stanoven i v zahraničních pivech, je 
kvercetin. Ve vzorcích dosahuje nízkých koncentrací (0,075 – 0,119 mg/l). 
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Graf 22: Kvercetin v analyzovaných vzorcích 

 
V podobných koncentracích se vyskytuje i luteolin nalezený v této studii v 11 vzorcích 

(Černá Hora – světlé výčepní pivo, Kozel světlý, Pardál – světlé výčepní pivo, Pirát, 
Staropramen světlý, Černá Hora – Kamelot, Gambrinus Excelent, Holba Šerák, Kozel 11° 
médium, Zlatopramen 11°, Staropramen ležák). Luteolin nebyl stanoven ve vzorcích 
zahraničních piv v letošní ani v loňské studii [62]. 
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Graf 23: Koncentrace luteolinu v analyzovaných vzorcích 
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5.6.1.4 Souhrnné hodnocení naměřených dat 
Na základě porovnání výše uvedených výsledků výskytu individuálních flavonoidů 

v pivech se u některých minoritních fenolických látek (naringenin, morin, kvercetin) 
projevuje trend častějšího výskytu u jedenáctistupňových piv než u desetistupňových.  
Co se týče koncentrací všech kvantifikovaných fenolů, nejsou patrné výrazné rozdíly mezi 
těmito skupinami piv. Vyšší hodnoty se týkají až piv dvanáctistupňových [62]. 

Nejvýraznější rozdíly ve srovnání s loňskou studií [62] se týkají analýzy kyseliny ferulové  
a epikatechinu. Kyselina ferulová byla v dřívější práci zařazena mezi majoritní fenolické 
sloučeniny a epikatechin se v dosažených koncentracích a výskytu v jednotlivých vzorcích 
velmi podobal katechinu. V předložené diplomové práci se ale nepodařilo epikatechin 
detekovat ani u jednoho ze vzorku piv a kyselina ferulová byla zařazena spíše mezi minoritní 
fenoly. Důvodem by mohl být jednak objektivní rozdíl ve složení analyzovaných vzorků piv, 
ale nelze vyloučit ani odlišnou odezvu hmotnostního detektoru 

V zahraničních vzorcích piv se v letošní studii nepodařilo detekovat naringenin, luteolin, 
kaemferol, morin a kyselinu ferulovou. Tyto sloučeniny tedy mohou být případně využity pro 
určení autenticity českého piva. Kyselina ferulová byla navržena už v předešlé práci jako 
marker autenticity, ale spíše na základě kvantitativních rozdílů než kvalitativní specificity.  

 
5.6.2 Kvantifikace dle PDA chromatogramů 

Pro ověření kvantifikace podle spekter vygenerovaných dle určitého m/z byla provedena 
rovněž kvantifikace na základě chromatografických dat získaných metodou PDA. Hodnoty 
byly opět zpracovány do grafické závislosti a na základě regresní analýzy (tabulka 19) byly 
vypočteny koncentrace přítomných antioxidantů v jednotlivých vzorcích. Regresní rovnice 
pro epikatechin není uvedena, protože tento polyfenol nebyl ve vzorcích detekován. 
Vypočtené hodnoty jsou uvedeny v tabulkách 20 – 23. 

 
Tabulka 19: Regresní rovnice pro kvantifikaci dle PDA  

Číslo 
standardu 

Standard Regresní rovnice R2 

2 katechin y = 306546x + 127427 0,9384 
3 naringenin y = 4273041x - 15217 0,9937 
4 luteolin y = 186234x + 246099 0,9792 
5 kaemferol y = 370835x + 99385 0,9128 
6 kvercetin y = 38105x + 111212 0,9948 
7 morin y = 97043x + 197283 0,9624 
8 rutin y = 38800x - 18400 0,9650 
9 kys. ferulová y = 18150x - 2283,2 0,9519 
10 kys. chlorogenová y = 15838x 0,9587 
11 kys. gallová y = 15344x - 917,9 0,9853 
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Tabulka 20: Koncentrace polyfenolů v analyzovaných vzorcích 

Zkoumaná piva 
Epikatechin 

[mg/l] 
Katechin 

[mg/l] 
Naringenin 

[mg/l] 
Luteolin 
[mg/l] 

Kaemferol 
[mg/l] 

Kvercetin 
[mg/l] 

Světlá piva tradi ční/výčepní 10° 

Bernard  
světlé pivo 

× × × × × × 

Braník 
světlý 

× 
1,025 
±0,056 

× × × × 

Budějovický Budvar 
světlé výčepní pivo 

× 
0,987 
±0,035 

× × × × 

Černá Hora  
světlé výčepní pivo 

× 
0,969 
±0,024 

× 
0,228 

±0,023 
0,628 

±0,051 
0,392 

±0,014 
Klasik  

světlé výčepní 
× 

1,025 
±0,105 

× × × × 

Kozel  
světlý 

× 
1,205 
±0,065 

× 
0,282 

±0,042 
0,751 

±0,032 
× 

Pardál  
světlé výčepní pivo 

× 
1,358 
±0,072 

0,895 
±0,014 

0,209 
±0,032 

× × 

Pirát  
lehké pivo 

× × × 
0,138 

±0,011 
× × 

Primus  
světlé pivo 

× × × × 
0,698 

±0,027 
× 

Starobrno 
tradi ční 

× 
1,101 
±0,098 

× × × 
0,493 

±0,022 
Staropramen 

světlý 
× × × 

0,215 
±0,032 

0,701 
±0,029 

× 

Piva tmavá 

Starobrno černé × 
1,329 
±0,054 

× × × × 
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Tabulka 21: Koncentrace polyfenolů v analyzovaných vzorcích 

Zkoumaná piva 
Epikatechin 

[mg/l] 
Katechin 

[mg/l] 
Naringenin 

[mg/l] 
Luteolin 
[mg/l] 

Kaemferol 
[mg/l] 

Kvercetin 
[mg/l] 

Světlé ležáky/médium 11° 

Bernard 
světlý ležák 11° × 

1,099 
±0,057 

× × × × 

Černá Hora - Kamelot 
světlý ležák × 

1,305 
±0,089 

 
0,221 

±0,024 
0,454 

±0,037 
0,557 

±0,015 
Gambrinus 11° 

Excelent × 
0,989 
±0,042 

0,951 
±0,063 

0,188 
±0,032 

× 
0,601 

±0,034 
Holba 
Šerák × 

0,881 
±0,087 

× 
0,227 

±0,033 
× 

0,452 
±0,028 

Kozel 11° 
médium × 

1,325 
±0,085 

× 
0,199 

±0,012 
0,723 

±0,017 
× 

Pardál Echt 
světlý ležák × 

1,248 
±0,032 

0,574 
±0,031 

× × × 

Starobrno 
médium × 

1,412 
±0,054 

0,781 
±0,014 

× 
0,495 

±0,038 
× 

Zlatopramen 11° 
světlý ležák × 

1,298 
±0,062 

1,171 
±0,074 

0,274 
±0,043 

× 
0,388 

±0,027 

Ležáky domácí produkce 

Staropramen 
ležák × 

1,321 
±0,098 

0,523 
±0,035 

0,294 
±0,032 

× 
0,419 

±0,023 

Ležáky zahraniční produkce 

Heineken 
světlý ležák × 

0,905 
±0,028 

× × × 
0,502 

±0,022 
Stella Artois 
světlý ležák × 

0,995 
±0,087 

× × × 
0,257 

±0,042 
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Tabulka 22: Koncentrace polyfenolů v analyzovaných vzorcích 

Zkoumaná piva 
Morin 
[mg/l] 

Rutin 
[mg/l] 

Kyselina 
ferulová 
[mg/l] 

Kyselina 
chlorogenov

á 
[mg/l] 

Kyselina 
gallová 
[mg/l] 

Světlá piva tradi ční/výčepní 10° 

Bernard  
světlé pivo 

× 
0,233 

±0,023 
× × 

0,621 
±0,093 

Braník 
světlý 

0,986 
±0,013 

0,402 
±0,021 

× 
1,432 
±0,121 

0,521 
±0,098 

Budějovický Budvar 
světlé výčepní pivo 

× 
0,395 

±0,078 
× 

1,503 
±0,078 

× 

Černá Hora  
světlé výčepní pivo 

× 
0,496 

±0,095 
× 

0,983 
±0,065 

× 

Klasik  
světlé výčepní 

× 
0,227 

±0,048 
1,416 
±0,081 

1,452 
±0,136 

0,602 
±0,107 

Kozel  
světlý 

1,002 
±0,017 

0,419 
±0,035 

× 
2,122 
±0,078 

0,315 
±0,073 

Pardál  
světlé výčepní pivo 

× 
0,501 

±0,024 
× 

1,906 
±0,148 

0,721 
±0,081 

Pirát  
lehké pivo 

× 
0,293 

±0,019 
× 

1,413 
±0,184 

× 

Primus  
světlé pivo 

× 
0,692 

±0,081 
× 

2,139 
±0,115 

0,429 
±0,103 

Starobrno 
tradi ční 

× 
0,407 

±0,026 
× 

1,358 
±0,105 

× 

Staropramen 
světlý 

× 
0,613 

±0,068 
× 

1,502 
±0,096 

0,445 
±0,123 

Piva tmavá 

Starobrno černé × 
0,320 

±0,057 
1,402 
±0,059 

1,043 
±0,051 

1,547 
±0,121 
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Tabulka 23: Koncentrace polyfenolů v analyzovaných vzorcích 

Zkoumaná piva 
Morin 
[mg/l] 

Rutin 
[mg/l] 

Kyselina 
ferulová 
[mg/l] 

Kyselina 
chlorogenov

á 
[mg/l] 

Kyselina 
gallová 
[mg/l] 

Světlé ležáky/médium 11° 

Bernard 
světlý ležák 11° 

1,207 
±0,021 

0,305 
±0,073 

× 
1,421 
±0,085 

0,549 
±0,074 

Černá Hora - Kamelot 
světlý ležák 

1,098 
±0,062 

0,484 
±0,022 

× 
1,309 
±0,081 

0,613 
±0,054 

Gambrinus 11° 
Excelent 

1,122 
±0,029 

0,492 
±0,041 

× 
1,492 
±0,106 

0,622 
±0,088 

Holba 
Šerák 

1,286 
±0,092 

0,612 
±0,071 

1,982 
±0,098 

1,217 
±0,059 

× 

Kozel 11° 
médium × 

0,821 
±0,101 

× 
1,613 
±0,075 

1,209 
±0,062 

Pardál Echt 
světlý ležák × 

0,199 
±0,021 

× 
1,151 
±0,044 

× 

Starobrno 
médium × 

0,425 
±0,028 

× 
1,612 
±0,104 

0,996 
±0,033 

Zlatopramen 11° 
světlý ležák × 

0,492 
±0,027 

× 
1,284 
±0,054 

0,627 
±0,052 

Ležáky domácí produkce 

Staropramen 
ležák 

0,388 
±0,111 

0,506 
±0,073 

1,544 
±0,103 

1,448 
±0,039 

1,598 
±0,104 

Ležáky zahraniční produkce 

Heineken 
světlý ležák × 

0,493 
±0,026 

× 
1,011 
±0,067 

0,333 
±0,074 

Stella Artois 
světlý ležák × 

0,402 
±0,092 

× 
1,213 
±0,076 

0,511 
±0,039 

 
Z níže uvedených grafů je zřejmé, že vyhodnocením chromatogramů získaných metodou 

PDA dosahují hodnoty obsahu analyzovaných sloučenin vyšších koncentrací. Důvod  
je nasnadě. Aby mohla být látka detekována hmotnostním spektrometrem, musí nést náboj. 
Citlivost měření a dosažitelná mez detekce je tedy u této metody značně omezena procesem 
ionizace. Výtěžek ionizace se u většiny ionizačních technik pohybuje pouze kolem 10 %  
(kap. 2.12) [58]. 

Největší rozdíly v koncentracích vyhodnocených pomocí MS i PDA se nachází  
u kaempferolu a kvercetinu. Nejmenší rozdíl je patrný u kyselin chlorogenové a gallové  
a rutinu. Výsledky PDA detekce rovněž poněkud mění pořadí piv podle obsahu luteolinu, 
kemferolu, kvercetinu a kyseliny chlorogenové, ale celkově jsou odchylky mezi PDA a MS 
detekcí u jednotlivých derivátů poměrně podobné. 
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Graf 24: Porovnání vyhodnocení dle PDA a MS - katechin 
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Graf 25: Porovnání kvantifikace dle PDA a MS – naringenin (pouze u vzorků s prokázaným 

obsahem narineninu) 
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Graf 26: Porovnání kvantifikace dle PDA  a MS – luteolin 

 
Na grafu 26 je patrné, že pivo Zlatopramen 11° předčilo obsahem luteolinu pivo Kozel 

médium. Jeho nejvyšší koncentrace byla stanovena na 0,294 mg/l. Ke změně nejbohatšího 
vzorku na kaempferol došlo také u níže uvedených fenolických látek (graf 27). Vzorkem 
s největší koncentrací této sloučeniny je pdole PDA namísto světlého ležáku Kozel médium 
světlé pivo Kozel, což je pivo téhož výrobce, a jak je patrné z grafu, rozdíly mezi oběma pivy 
v obsahu luteolinu jsou velmi malé . 
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Graf 27: Porovnání naměřených koncentrací kaempferolu 
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Graf 28: Kvercetin a jeho kvantifikace dle PDA a MS 

 
Podle vyhodnocením spekter PDA má vyšší koncentraci kvercetinu než Staropramen ležák 

Gambrinus 11° Excelent (0,601 mg/l). Změna nastala i u vzorku s nejmenším obsahem tohoto 
antioxidantu, na poslední místo se propadl zahraniční vzorek Stella Artois (0,257 mg/l).  
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Graf 29: Kvantifikace morinu – porovnání 
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Graf 30: Rutin a jeho koncentrace získaná z PDA a MS detektoru 
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Graf 31: Koncentrace kyseliny ferulové 
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Graf 32: Koncentrace kyseliny chlorogenové 

 
Zatímco v kapitole 5.6.1 byl za nejbohatší na kyselinu chlorogenovou považován Kozel 

světlý, na základě PDA detekce lze toto usoudit o světlém pivu Primus (2,139 mg/l). Nejméně 
tohoto antioxidantu obsahuje Budějovický Budvar (0,983 mg/l), což je také poněkud odlišné 
od  MS detekce (Heineken). 
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Graf 33: Kyselina gallová a její koncentrace určená pomocí PDA a MS detekce 

 
Celkově lze shrnout, že podle dosažených  výsledků analýz nejvíce zastoupených 

individuálních fenolických látek piva metodou on-line HPLC/PDA/ESI-MS je možné použít 
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ke kvantitativní analýze chromatografickou i hmotnostní detekci; výsledky získané 
hmotnostní detekcí jsou podle očekávání nižší než vyhodnocení z chromatogramů, ale mohou 
být v některých případech více specifické. Odchylky se liší podle typu fenolické látky, 
nejbližší hodnoty byly získány u fenolových kyselin. Podle toho, že analyzované deriváty 
byly zaznamenány chromatograficky i v MS spektru lze usoudit, že použitá metoda ionizace  
i podmínky MS analýzy poměrně dobře odpovídají charakteru analyzovaných látek. 

 
5.6.3 Přehled ostatních specifických fenolických sloučenin u  testovaných  piv  

Tabulky 24 – 29 shrnují sloučeniny, jejichž přítomnost je na základě poměru m/z 
pravděpodobná. Vzhledem k tomu, že nebyly k těmto sloučeninám standardy dostupné, není 
možné se stoprocentní jistotou potvrdit jejich výskyt ve vzorku. Posouzena byla všechna 
analyzovaná piva. 

Pokud se ve spektru vyskytuje výrazný pík náležící danému m/z, který může patřit 
posuzované sloučenině, je v tabulce značen (+). Pokud takovýto pík není ve spektru patrný,  
je výskyt této sloučeniny vyloučen (vyznačeno ×). Pokud není výsledek jednoznačný,  
je uvedeno znaménko (?). 

 
+......................... ve spektru je výrazný pík o hledaném m/z 
? ......................... ve spektru je výsledek ovlivněn šumem 
×......................... ve spektru není výrazný pík 
 
Tabulka 24: Vyhodnocení přítomnosti daných sloučenin u vzorků 1 – 8  

Flavonoid Mr 1 2 3 4 5 6 7 8 

Chrysin 254,252 × ? × ? ? ? ? × 
Pinocembrin 256,258 × ? × ? ? × ? × 

Techtochrysin 268,269 × ? × × × × ? × 
APIGENIN 

Galantin 
270,241 × ? × × ? × × × 

Pinobanksin 272,257 × × × × × × ? × 
Genkwanin 284,268 ? ? ? ? ? ? ? ? 
Eriodictyol 288,25 × × ? × ? × × × 

8-methoxykaemp. 300,265 × ? × × ? × × × 
Kea 3-methylether 301,271 × ? × ? ? ? × × 

Hesperetin 302,27 × ? × × × ? × × 
Isorhamnetin 

Kve 3-methylether 
316,27 × ? ? ? ? ? ? × 

MYRICETIN 318,24 × ? × + ? × × × 
Kve-3,3´dimethylether 

Kve-3,7-dimethylether 
330,291 × ? ? × ? ? ? ? 
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Tabulka 25: Vyhodnocení přítomnosti daných sloučenin u vzorků 9 - 16 

Flavonoid Mr 9 10 11 12 13 14 15 16 

Chrysin 254,252 ?  ?  ? ? ? × ? ? 
Pinocembrin 256,258 ?  ? ? ? × × ? ? 

Techtochrysin 268,269 × × ? ? × × ? ? 
APIGENIN 

Galantin 
270,241 × × ? ? × × ? × 

Pinobanksin 272,257 × × × × × × ? × 
Genkwanin 284,268 ?  ? ? ? ? ? ? ? 
Eriodictyol 288,25 ?  × × ? × × × × 

8-methoxykaemp. 300,265 × × × ? ? ? × × 
Kea 3-methylether 301,271 ?  ? ? ? ? ? ? ? 

Hesperetin 302,27 × ? × × ? ? ? ? 
Isorhamnetin 

Kve 3-methylether 
316,27 ? × ? ? ? ? ? ? 

MYRICETIN 318,24 ? + + + × × × × 

Kve-3,3´dimethylether 

Kve-3,7-dimethylether 
330,291 ? ? × ? ? ? ? ? 

 
Tabulka 26: Vyhodnocení přítomnosti daných sloučenin u vzorků 17 - 24 

Flavonoid Mr 17 18 19 20 21 22 23 24 

Chrysin 254,252 ? ? ? ? ? ? × ? 
Pinocembrin 256,258 ? ? × × × × ? ? 

Techtochrysin 268,269 ? × × × × × × ? 
APIGENIN 

Galantin 
270,241 × ? × ? × × ? ? 

Pinobanksin 272,257 × ? ? ? ? × × × 
Genkwanin 284,268 ? ? × ? ? ? ? ? 
Eriodictyol 288,25 ? ? × × × × × ? 

8-methoxykaemp. 300,265 × × × ? × × × × 
Kea 3-methylether 301,271 ? ? ? ? ? ? ? ? 

Hesperetin 302,27 × × × × ? × ? ? 
Isorhamnetin 

Kve 3-methylether 
316,27 ? ? ? ? ? ? ? ? 

MYRICETIN 318,24 + ? × + × × × + 
Kve-3,3´dimethylether 

Kve-3,7-dimethylether 
330,291 ? ? ? ? ? ? ? ? 
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Tabulka 27: Možná přítomnost daných sloučenin u vzorků 1 - 8 

Polyfenol Mr 1 2 3 4 5 6 7 8 

Katechin gallát 

Epikatechin gallát 
442,4 + ? ? + + ? ? ? 

Salicylová kys. 138 × ? × × ? × × × 
Protokatechinová 154 × + ? + ? × × × 
p-kumarová kys. 164 × ? × ? ? ? ? × 

KÁVOVÁ 180 × ? × × ? × × × 
6-, 8- prenylnaringenin 

Desmethylxanthohumol 
340 × + × × + + ? × 

XANTHOHUMOL C 352 + ? × + ? + + + 
5,7-Di-O-Me-8-prenylnar. 

4-O-Methylxanthohumol 
368 ? ? ? × ? ? ? ? 

XANTHOHUMOL  B 

XANTHOHUMOL  D 
370 × + + + + + ? + 

XANTHOHUMOL  E 407 ? ? ? ? ? ? ? ? 
3 –geranylchalkonar. 

6-geranylnaringenin 

8-geranylnaringenin 

6,8-diprenylnaringenin 

3,5-diprenylnaringenin 

408 + + + + + + + + 

PRENYLXANTHOHUMOL 422 × ? × ? + + + × 
Vanilinová kyselina 244 ? ? × ? ? ? ? ? 

Delphinidin 627 ? ? ? ? ? ? ? × 
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Tabulka 28: Možná přítomnost daných sloučenin u vzorků 9 - 16 

Polyfenol Mr 9 10 11 12 13 14 15 16 

Katechin gallát 

Epikatechin gallát 
442,4 + + ? + + ? ? + 

Salicylová kys. 138 × × × ? × × ? ? 
Protokatechinová 154 + ? + + ? + + ? 
p-kumarová kys. 164 ? ? ? ? ? ? ? ? 

KÁVOVÁ 180 × × ? ? ? ? ? × 
6-, 8- prenylnaringenin 

Desmethylxanthohumol 
340 + + × + + + + ? 

XANTHOHUMOL C 352 + + + + ? + + + 
5,7-Di-O-Me-8-prenylnar. 

4-O-Methylxanthohumol 
368 ?+ ? + + + ? ? ? 

XANTHOHUMOL  B 

XANTHOHUMOL  D 
370 + ? + + ? + + + 

XANTHOHUMOL  E 407 ? + + + ? + + + 
3 –geranylchalkonar. 

6-geranylnaringenin 

8-geranylnaringenin 

6,8-diprenylnaringenin 

3,5-diprenylnaringenin 

408 + + + + + + + + 

PRENYLXANTHOHUMOL 422 ? ? ? ? ? ? ? ? 
Vanilinová kyselina 244 ? ? ? ? ? ? ? ? 

Delphinidin 627 ? ? ? ? ? ? ? ? 
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Tabulka 29: Možná přítomnost daných sloučenin u vzorků 17 – 24 

Polyfenol Mr 17 18 19 20 21 22 23 24 

Katechin gallát 

Epikatechin gallát 
442,4 + ? + ? + + + ? 

Salicylová kys. 138 × ? × × × × × × 
Protokatechinová 154 + + + ? × ? + + 
p-kumarová kys. 164 ? ? ? ? ? ? ? ? 

KÁVOVÁ 180 ? ? × × × × ? ? 
6-, 8- prenylnaringenin 

Desmethylxanthohumol 
340 + + + ? + + + ? 

XANTHOHUMOL C 352 + ? + + ? + + + 
5,7-Di-O-Me-8-prenylnar. 

4-O-Methylxanthohumol 
368 + ? ? + + ? ? ? 

XANTHOHUMOL  B 

XANTHOHUMOL  D 
370 + + + + + + + + 

XANTHOHUMOL  E 407 ? + ? + + + + × 
3 –geranylchalkonar. 

6-geranylnaringenin 

8-geranylnaringenin 

6,8-diprenylnaringenin 

3,5-diprenylnaringenin 

408 + + + + + + + + 

PRENYLXANTHOHUMOL 422 + ? + + + +  ? 
Vanilinová kyselina 244 ? ? ? ? ? × ? ? 

Delphinidin 627 ? ? ? ? ? ? ? ? 

 
Výše uvedené tabulky dokazují, že kromě podrobně popsaných fenolických látek jsou 

pravidelnou součástí všech piv napříč typy a zeměmi původu xathohumoly, skupina 
geranylnaringeninů a 6-, 8-prenylnaringenin. Ze skupiny potenciálních markerů autenticity 
českých piv mohou být tedy tyto látky vyloučeny. V předchozí studii [62] je jako jeden  
z ukazatelů authenticity piva navrhována kyselina salicylová. Z dosažených výsledků v této 
studii (viz uvedené tabulky 24 - 29) vyplývá, že příslušné píky v hmotnostním spektru  
se u většiny analyzovaných vzorků nepodařilo odlišit od šumu. 

Dle předešlé studie [62] byla obdobná frakce jako pro m/z 139 (odpovídající kyselině 
salicylové) zaznamenána několikrát také u látek s m/z 155, 165, 257, 289, a to výhradně u piv 
českých, nikoli zahraničních. Tento profil byl předběžně navržen jako kritérium pro odlišení 
pravých českých piv od piv ostatních. V předložené práci se ale toto kritérium u piv stejného 
typu s nižší stupňovitostí (11°a 10°) nepodařilo potvrdit. Je pravda, že vyhodnocení těchto 
sloučenin je v některých případech skutečně identické (naprostá shoda se vyskytuje u vzorků 
1, 5, 8, 12, 18 – pouze česká piva) a nebo se objeví jen malé odchylky, kdy jedna ze sloučenin 
vykazuje jiný výsledek než ostatní (vzorky 2, 6, 9, 15, 16, 21, 24). Do druhé jmenované 
skupiny ale spolu s českými vzorky spadá i belgický ležák Stella Artois. U zbylých dvanácti 
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vzorků se odlišovaly dvě sloučeniny, což se týká i německého piva Heineken. Je však třeba 
zdůraznit, že předešlá studie [62] pracovala s širším spektrem zahraničních vzorků. Je zřejmé, 
že využití fenolických látek pro stanovení autenticity bude vyžadovat ještě další detailní 
studium a pravděpodobně bude muset být deklarováno pouze pro piva určité stupňovitosti. 
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6 ZÁVĚR 

1) Tato diplomová práce byla zaměřena na analýzu fenolických látek v českém pivu 
různého typu (tradiční výčepní, ležák médium, ležák, tmavé výčepní pivo) a v některých 
zahraničních pivech, a to za účelem studia možností využití fenolických látek  
ke stanovení autenticity českého piva. 

2) V teoretické části jsou uvedeny základní postupy technologie výroby piva, jeho vlivy na 
lidské zdraví a přehled piv pro Čechy běžných i zvláštních. Dále tato část práce shrnuje 
možnosti detekce fenolických látek v pivu a blíže vysvětluje principy především 
hmotnostní spektrometrie. Obsahuje také přehled metod používaných v pivovarnictví 
pro stanovení technologických parametrů a hlavně antioxidační aktivity. 

3) Experimentání část je soustředěna na analýzu hlavních typů aktivních látek piva 
fenolické povahy a na srovnání výsledků získaných pro jednotlivé vzorky piv s cílem 
navrhnout případné parametry vhodné pro posouzení autenticity. U analyzovaných 
vzorků piv byly stanoveny základní pivovarské parametry standardními metodami. 
Obsah celkových fenolických látek, celkových flavonoidů, antioxiační aktivity  
a základních pivovarských parametrů byly stanoveny spekrofotometricky. Zastoupení  
a obsah individuálních flavonoidů byl analyzován metodou RP-HPLC/ESI-MS. 

4) První část experimentů zahrnovala stanovení obecných a skupinových parametrů piv. 
Byly stanoveny celkové hořké látky a isosloučeniny, které mají dle získaných výsledků 
největší vliv na hořkou chuť piva. Na základě koncentrací této skupiny látek také bylo 
potvrzeno, že zahraniční značky piv obsahují ve srovnání s českými pivy méně hořkých 
látek. Pro jednotlivé vzorky byly stanoveny podíly skutečného a zdánlivého extraktu, 
stupeň prokvašení, stupňovitost a obsah alkoholu. Bylo potvrzeno, že se stoupajícím 
obsahem alkoholu klesá hodnota extraktu. 

5) Spektrofotometrickou metodou byly získány hodnoty koncentrací celkových polyfenolů 
a flavonidů. Hodnoty celkových polyfenolů se na základě porovnání s dostupnou 
literaturou ukázaly být částečně zkreslené, zřejěm přítomností interferujících látek 
s redukčními vlastnostmi. Za specifičtější je možné považovat spektrofotometrické 
stanovení flavonoidů, tato skupina dat odpovídala hodnotám z jiných zdrojů. Bylo 
zjištěno, že koncentrace flavonoidů s rostoucí stupňovitostí piva mírně roste. Česká piva 
obsahovala vyšší koncentrace těchto látek než piva zahraniční produkce. 

6) Pro stanovení antioxidační aktivity byla zvolena metoda ABTS, metoda DPPH 
neposkytla při testovacích pokusech uspokojivé výsledky vzhledem k interferenci 
zbarvení piva a radikálu DPPH. Nejvyšší antioxidační aktivita byla naměřena pro pivo 
s CHZO Černá Hora Kamelot, vysoké hodnoty byly naměřeny i pro Starobrno černé  
a Heineken. Nebyla však zjištěna žádná korelace mezi hodnotou celkové antioxidační 
aktivity a hladinami celkových polyfenolů nebo celkových flavonoidů. 

7) Hlavní část experimentální části byla zaměřena na kvalitativní a kvantitativní analýzu 
fenolických látek v pivech metodou RP-HPLC/ESI-MS. Jako majoritní složky piv 
fenolické povahy byly stanoveny kyselina chlorogenová, gallová, katechin, vzácněji 
zastoupenými deriváty byly naringenin, luteolin, kaemferol, kvercetin, morin a kyselina 
ferulová. Epikatechin se nepodařilo detekovat v žádném z analyzovaných piv. Kyselina 
chlorogenová dosahovala ve všech vzorcích nejvyšších koncentrací. 
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8) Kvantifikace fenolických látek pomocí externí kalibrace dle MS spekter byla srovnána  
s kvantifikací dle PDA chromatogramů s externí kalibrací. Veškeré kvantifikované 
deriváty ve všech pivech byly stanoveny oběma metodami. Metoda využívající PDA 
poskytla většinou poněkud vyšší hodnoty. Největší rozdíly v koncentracích 
vyhodnocených pomocí MS a PDA byly nalezeny u kaempferolu a kvercetinu, zatímco 
nejmenší rozdíl je patrný u kyseliny chlorogenové, kyseliny gallové a rutinu. Potvrdilo 
se, že významnou roli v hmotnostní spektrometrii hraje ionizace.  

9) Data získaná v předložené práci byla porovnána s předchozí studií zaměřenou na 
analýzu světlých ležáků 12°. Největší rozdíly získané v obou studiích se týkají detekce 
kyseliny ferulové a epikatechinu. V předložené práci se epikatechin nepodařilo 
detekovat vůbec a kyselinu ferulovou jen ve zlomku případů, zatímco v předchozí práci 
byly tyto látky nalezeny u většiny vzorků. Kyselina salicylová, která byla ve srovnávací 
práci navrhována jako jeden z markerů autenticity Českého piva, byla v předložené 
studii rovněž detekována jen u několika analyzovaných vzorků. Koncentrace většiny 
fenolických látek uváděné ve srovnávací práci pro dvanáctistupňová piva jsou přitom 
jen nepatrně vyšší než pro piva nižších stupňovitostí. Přesto se však lze domnívat,  
že potenciální využití fenolických látek pro stanovení autenticity bude pravděpodobně 
muset být deklarováno přímo pro piva konkrétní stupňovitosti a bude vyžadovat ještě 
další detailní studium. 
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8 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 
AAPH 2,2´-azobis(2-amidinopropan)dihydrochlorid 
ABTS 2,2´-azinobis(3-ethylbenothiazolin-6-sulfonát) 
aj. a jiné 
APCI Athmospheric Pressure Chemical Ionisation, chemická ionizace  
 za atmosférického tlaku 
APPI Atmospheric Pressure Photoionisation, fotoionizace za atmosferického tlaku 
atd. a tak dále 
atp. a tak podobně 
cca přibližně 
CE kapilární elektroforéza  
CI Chemical Ionization, chemická ionizace 
CZE Capillary Zone Electrophoresis, kapilární zónová elektroforéza 
DAD Diode Array Detector , detekce diodovým polem 
DCI 2,6-dichlorfenolindofenol 
DPPH 1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl 
EBC European Brewery Convention 
ECD Electrochemical Detection, elektrochemická detekce 
ED elektrochemický detektor 
EDTA kyselina ethylendiamintetraoctová 
EI Electron Ionization, ionizace elektronem 
ESI elektrosprej 
ESR elektronová spinová rezonance 
GC Gas Chromatography, plynová chromatografie 
HPLC High Performance Liquid Chromatography, vysokoúčinná kapalinová 
 chromatografie  
CHZO Chráněné zeměpisné označení 
IT Ion-Trap, iontová past 
IX isoxanthohumol 
LDL Low-Density Lipoprotein 
LTP Lipid Transfer Proteins 
MALDI Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization 
MEBAK Mitteleuropäische Brautechnische Analysenkommission 
MEKC micelární elektrokinetická elektroforéza 
MS Mass Spektrometry, hmotnostní spektrometrie 
MS/MS  Tandem Mass Spektrometry, tandemová hmotnostní spektrometrie 
NMR Nuclear Magnetic Resonance, nukleární magnetická resonance 
NP Normal-Phase Chromatography, chromatografie s normální fází 
popř. popřípadě 
PVPP polyvinylpolypyrolidon 
Q kvadrupólový analyzátor 
RDA retro Diels-Alderova reakce 
RP Reversed-Phase Chromatography, chromatografie s obrácenou fází 
SDS dodecylsulfát sodný 
SE Solvent Extraction, extrakce rozpouštědlem 
SPE Solid-Phase-Extraction, extrakce pevnou fází 
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SPME Solid-Phase-Microextraction, mikroextrakce pevnou fází 
TAS Total Antioxidant Status, celková antixidační aktivita  
TBA kyselina thiobarbiturová 
TIC Total Ion Chromatogram, celkový chromatogram (LC-MS) 
tj. to je 
TLC Thin Layer Chromatography, chromatografie na tenké vrstvě 
TRAP Total Reactive Antioxidant Potential 
TROLOX 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylová kyselina 
TSI termosprej 
tzv. tak zvané 
UV ultraviolet, ultrafialový 
UPLC Ultra Performance Liquid Chromatography 
VIS visible, viditelný 
XN xanthohumol 
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9 SEZNAM PŘÍLOH 
 
 

Příloha 1: Kalibrační křivka kyseliny gallové – celkové polyfenoly 
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Regresní rovnice: xy 5993,1= , R2 = 0,9998 

 
Příloha 2: Kalibrační křivka katechinu – celkové flavonoidy 
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Příloha 3: Kalibrační křivky – kalibrace stanovení flavonoidů hmotnostní spektrometrií 
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Kalibrační křivka kyseliny ferulové
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Kalibrační křivka naringeninu
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Kalibrační křivka epikatechinu
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Kalibrační křivka rutinu
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Kalibrační křivka morinu 
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Kalibrační křivka kvercetinu 
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Kalibrační křivka luteolinu  
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Kalibrační křivka kaemferol 
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